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1. UVOD 

1.1. Astrocitni tumori mozga čovjeka 

 Ljudski mozak čine dvije temeljne vrste stanica, neuroni i glija stanice. Glija stanice 

(od grč. glίa = ljepilo) za razliku od neurona ne sudjeluju izravno u sinaptičkim interakcijama 

i električnoj signalizaciji, no njihova potporna uloga u uspostavi sinaptičkog kontakta i 

prijenosu signala je neophodna. Broj glija stanica u mozgu je 3 do 5 puta veći u odnosu na 

broj neurona. Generalno su manje od neurona te nemaju aksone i dendrite. Glija stanice u 

zrelom središnjem živčanom sustavu (SŽS) dijelimo na makrogliju (astrociti i 

oligodendrociti) i mikrogliju (Purves i sur., 2016).  

Astrociti (od grč. astron = zvijezda) su specijalizirane glija stanice zvjezdolikog oblika 

čija je glavna uloga održavanje prikladnog kemijskog okoliša pogodnog za neuralnu 

signalizaciju. Obavljaju različite funkcije, uključujući kontrolu krvno-moždane barijere i 

protoka krvi, zaštitu neurona od oksidativnog stresa, uklanjanje viška neurotransmitera, 

određivanje sudbine endogenih neuralnih prekursora itd. (Blackburn i sur., 2009; Purves i 

sur., 2016).  

   Gliomi su najučestaliji primarni tumori središnjeg živčanog sustava te čine 

heterogenu skupinu neoplazmi različitih histoloških tipova i stupnjeva malignosti. Smatra se 

da gliomi potječu od glija stanica ili matičnih stanica koje razviju glijalne karakteristike 

prilikom neoplastične transformacije (Zong i sur., 2012; Ostrom i sur., 2014). Tradicionalna 

klasifikacija glioma temeljila se na histološkom tipiziranju i stupnjevanju malignosti, 

međutim, tijekom posljednja dva desetljeća postalo je jasno da neke molekularne 

karakteristike bolje koreliraju s biologijom glioma nego histološka dijagnoza. U novoj 

klasifikaciji tumora SŽS-a Svjetske zdravstvene organizacije (WHO, engl. World Health 

Organization) iz 2016. godine, histološke i molekularne značajke su integrirane prilikom 

definiranja različitih tipova glioma. Skupinu glioma većinom čine difuzni gliomi, koji se dalje 

dijele na astrocitne, oligodendroglijalne i mješovite (Perry i Wesseling, 2016). Najčešća vrsta 

difuznih glioma su astrocitomi, koji proizlaze iz astrocita. Astrocitome karakterizira difuzni 

infiltrativni rast u parenhim središnjeg živčanog sustava. Ovisno o stupnju diferencijacije, 

histološkim i molekularnim karakteristikama, ovi tumori klasificirani su u tri gradusa: difuzni 

astrocitomi (WHO gradus II), anaplastični astrocitomi (WHO gradus III) i glioblastomi 

(WHO gradus IV) (Louis i sur., 2016).  
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Gradiranje astrocitoma na temelju histoloških karakteristika bazira se na 

prepoznavanju prisutnosti ili odsutnosti morfoloških značajki tkiva kao što su nuklearna 

atipija, broj mitoza, endotelna proliferacija i nekroza (Sukheeja i sur., 2015). Značajan utjecaj 

na razumijevanje molekularne neuropatologije difuznih glioma imalo je otkriće mutacija gena 

izocitrat dehidrogenaze 1 i 2 (IDH1 i IDH2). Astrocitomi s divljim tipom i mutiranim IDH 

klinički su različiti tumori, bez obzira na slične histološke karakteristike. Mutacije gena IDH 

prvo su opažene u glioblastomima, no kasnije se otkrilo da su mnogo zastupljenije u gliomima 

nižih gradusa (WHO gradusima II i III). Glioblastomi koji imaju mutaciju IDH (10% 

slučajeva) nastaju malignom progresijom iz astrocitoma nižeg gradusa, dok glioblastomi s 

divljim tipom IDH (90% slučajeva) nastaju de novo. Mutacije gena IDH doprinose 

gliomagenezi tako što mijenjaju transkripciju gena diljem genoma putem poremećaja u 

metilaciji DNA. Klinički važan prediktivni biomarker je i metilacijski status O6–metilgvanin–

DNA metiltransferaze (MGMT), enzima za popravak DNA. Utišavanje gena MGMT 

metilacijom promotora narušava mehanizam popravka DNA, što rezultira povećanom 

osjetljivošću na konvencionalnu kemoterapiju korištenjem alkilirajućih sredstava. Bolji uvid u 

dijagnostički potencijal molekularnih markera u gliomima i drugim tumorima SŽS-a 

rezultirao je revidiranim, 4. izdanjem WHO klasifikacije iz 2016. godine (Barthel i sur., 

2018).  

 Difuzni astrocitomi (WHO gradus II) uglavnom se javljaju u odraslih osoba u 20-tim i 

30-tim godinama života. Imaju tendenciju postupne progresije u glioblastome. Uobičajeno 

preživljenje je preko 5 godina. Karakterizira ih veća gustoća stanica nego u ostatku mozga, 

blagi do umjereni nuklearni pleomorfizam, velika varijabilnost citoplazmi, izostanak nekroze 

i vaskularne proliferacije te izostanak ili niska stopa mitoza (Burger i Scheithauer, 2007; 

Kapoor i Gupta, 2020). Anaplastični astrocitomi (WHO gradus III) se najčešće javljaju u 

odraslih osoba u 40-tim godinama života. Prosječno preživljenje je od 2 do 5 godina. 

Otprilike četvrtina anaplastičnih astrocitoma se razvije de novo, dok ostatak nastane 

transformacijom iz astrocitoma nižih gradusa. Karakterizira ih nuklearna atipija, povećana 

staničnost, povećana proliferativna aktivnost te izostanak endotelne proliferacije i nekroze 

(Grimm i Chamberlain, 2016; Kapoor i Gupta, 2020). Glioblastomi (WHO gradus IV) su 

najučestaliji maligni tumori mozga. Imaju lošu prognozu, s uobičajenim preživljenjem do 

godinu dana. Srednja dob oboljelih iznosi 65 godina. Većina glioblastoma spada u primarne 

tumore, što znači da se razvijaju de novo, dok manji broj nastaje malignom progresijom iz 
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nižih gradusa. Karakterizira ih stanična atipičnost, nuklearna hiperkromazija, abnormalna 

proliferacija, angiogeneza te nekroza. (Davis, 2016; Kapoor i Gupta, 2020).   

1.2. Signalni put Wnt 

 Kaskada prijenosa signala potaknuta vezanjem liganda Wnt jedan je od glavnih 

regulatora embrionalnog razvoja mnogih organizama. Signalni put Wnt esencijalan je u 

brojnim biološkim procesima, kao što su proliferacija, diferencijacija, migracija i preživljenje 

stanica (Nusse i Clevers, 2017). Također, pokazao se kao jedan od ključnih morfogena u 

razvoju i sazrijevanju SŽS-a (Oliva i sur., 2018). Nasuprot tome, njegova aberantna aktivnost 

ima jednu od ključnih uloga u tumorigenezi, kao i nastanku specifičnih razvojnih defekata i 

neurodegenerativnih bolesti (Lee i sur., 2016). U osnovi, glikoproteini Wnt visoko su 

konzervirani faktori rasta koji dovode do proliferacije stanica. Svojstvo koje ih razlikuje od 

ostalih faktora rasta je što djeluju usmjeravajuće, dajući oblik rastućem tkivu (Schneider i 

sur., 2015). Do danas je opisano 19 gena Wnt u sisavaca. Njihovi produkti imaju sličan 

mehanizam signaliziranja i djelovanja na ciljne stanice, no funkcija im se razlikuje ovisno o 

tkivu gdje su eksprimirani (McMahon i sur., 1992; Dijksterhuis i sur., 2015). Proteini Wnt 

mogu aktivirati tri različita signalna puta: kanonski, nekanonski i put ovisan o ionima kalcija. 

Najbolje je istražen kanonski put ovisan o β-kateninu (Li i sur., 2015). 

 Tijekom sinteze u endoplazmatskom retikulumu (ER), proteini Wnt, veličine oko 40 

kDa i bogati cisteinima, modificiraju se vezanjem palmitinske kiseline. Ovu posttranslacijsku 

modifikaciju izvodi posebna palmitoil transferaza, Porcupine (Rios-Esteves i Resh, 2013). 

Dodana lipidna skupina primarno djeluje kao vezujući motiv za receptor Frizzled, ali također 

čini protein Wnt hidrofobnijim zbog čega se lakše veže na staničnu membranu. Tijekom 

sazrijevanja proteina Wnt, transmembranski protein Wntless/Evi (Wls) veže se na njegov 

lipidirani oblik te ga transportira do stanične membrane, odakle se vjerojatno izlučuje 

sekretornim vezikulama (Yu i sur., 2014). Takve vezikule sadrže proteine Wls i Wnt, na način 

da je zreli protein Wnt prisutan na vanjskoj membrani vezikule, te je dostupan receptorima za 

vezanje (Farin i sur., 2016). U većini se tkiva Wnt signalizacija odvija parakrino, odnosno 

između susjednih stanica koje su u kontaktu (Alexandre i sur., 2014). 

Tijekom signalizacije, proteini Wnt vežu se za membranski receptorski kompleks koji 

čine dvije molekule, Frizzled (Fz) i LRP5/6 (protein sličan receptoru LDL-a, engl. Low-

density lipoprotein-Receptor related Protein). Proteini Fz imaju sedam transmembranskih 

domena te izvanstaničnu, N terminalnu domenu bogatu cisteinom (CRD, engl. Cysteine-rich 
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domain). CRD je primarni interakcijski modul za vezanje liganda Wnt (Bhanot i sur., 1996). 

Vezanje liganda dovodi do dimerizacije receptora Fz s ko-receptorom LRP5/6 i promjene 

njihove konformacije. Posljedično, citoplazmatski rep receptora LRP, nakon fosforilacije od 

strane nekoliko kinaza, veže protein aksin, koji djeluje kao „skela“ za vezanje drugih proteina. 

Jedna od tih kinaza je kinaza glikogen sintaze 3 (GSK3β, eng. Glycogen Synthase Kinase 3 

beta) koja fosforilira serine u motivu PPPSP. Ovaj motiv sadrže različite komponente 

signalnog puta Wnt, uključujući β-katenin, aksin i protein APC (APC, engl. Adenomatous 

Polyposis Coli) (Stamos i sur., 2014 Janda i sur., 2017). Citoplazmatski dio receptora Fz može 

se vezati za protein Dishevelled (DVL), koji putem domene DIX (koju ima i aksin) pruža 

platformu za interakciju između aksina i LRP-a (Schwarz-Romond i sur., 2007).  

Ključna komponenta kanonskog puta je citoplazmatski protein β-katenin. Stabilnost 

mu ovisi o kompleksu za razgradnju β-katenina, kojeg čini protein skele aksin, APC te dvije 

konstitutivno aktivne serin-treonin kinaze, kazein kinaza 1 (CK1, engl. Casein Kinase 1) i 

GSK3β. Protein APC esencijalan je za funkciju destrukcijskog kompleksa. Sadrži tri motiva 

za vezanje aksina, koji su isprekidani serijama od 15 i 20 aminokiselina koje vežu β-katenin 

(Nusse i Clevers, 2017).  

U nedostatku liganda Wnt, u citoplazmi se stvara destrukcijski kompleks. CK1 i 

GSK3β sekvencijalno fosforiliraju β-katenin vezan za aksin na nizu pravilno raspoređenih 

serinskih i treoninskih ostataka na njegovom N-terminusu. Prvo ga CK1 fosforilira na serinu 

45 (Ser45), potom GSK3β na treoninu 41 (Thr41), Ser37 i Ser33 (Liu i sur., 2002). 

Fosforilirani motivi djeluju kao pristanište za podjedinicu E3 ubikvitin ligaze β-TrCP (engl. β-

Transducin Repeat Containing Protein), koja inducira ubikvitinaciju te posljedično 

proteasomsku razgradnju β-katenina. Tako razina β-katenina u stanici ostaje niska (Kitagawa i 

sur., 1999) (Slika 1). 

Vezanjem liganda Wnt, destrukcijski kompleks se premješta na membranu te dolazi do 

fosforilacije ko-receptora LRP5/6, djelovanjem kinaza CK1 i GSK3β. Protein DVL stupa u 

kontakt s receptorom Fz i veže aksin, onemogućujući tako aktivnost aksina u destrukcijskom 

kompleksu te sprječavajući vezanje β-katenina. Izostankom fosforilacije i ubikvitinacije β-

katenina dolazi do njegove akumulacije u citoplazmi, te translokacije u jezgru stanice, gdje 

ulazi u interakcije s transkripcijskim faktorima iz obitelji TCF/LEF (engl. T-Cell 

Factor/Lymphocyte Enhancer Factor), potičući tako ekspresiju različitih Wnt ciljnih gena 

(ciklin D1, c-jun, c-myc, fra-1). Kada signalni put nije aktivan, represor Groucho veže TCF te 
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sprječava transkripciju spomenutih gena (Mulligan i Cheyette, 2012; Pećina-Šlaus i sur., 

2016)  (Slika 1).   

 

 

Slika 1. Shematski prikaz kanonskog signalnog puta Wnt. U odsustvu Wnt signalizacije, 

GSK3β i CK1 fosforiliraju citoplazmatski β-katenin na konzerviranim serinima i treoninima, 

što dovodi do njegove ubikvitinacije i degradacije u proteasomu (lijevo). Vezanjem liganda na 

receptore dolazi do kaskade prijenosa signala, što rezultira depolimerizacijom destrukcijskog 

kompleksa. To dovodi do akumulacije β-katenina u citoplazmi i translokacije u jezgru stanice, 

gdje interagira s transkripcijskim faktorima iz obitelji TCF/LEF, potičući tako ekspresiju 

različitih ciljnih gena Wnt (desno) (preuzeto i prilagođeno prema Nusse i Clevers, 2017). 

 

 

1.3. Obitelj proteina SFRP  

 Fino podešena homeostatska ravnoteža između citoplazmatskog i nuklearnog β-

katenina određuje konačan ishod signalnog puta Wnt. Ravnoteža se postiže izvanstaničnim 

antagonistima Wnt signalizacije (Schiefer i sur., 2014). Funkcionalno, antagoniste puta Wnt 

možemo podijeliti u dvije klase, SFRP (engl. secreted Frizzled-Related Protein) i Dickkopf 
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(DKK). Klasi SFRP pripadaju obitelji proteina SFRP, Cerberus i WIF-1 (engl. Wnt inhibitory 

factor-1). U ljudi, obitelj SFRP obuhvaća pet članova, od SFRP1 do SFRP5. Nadalje, na 

temelju homologije sekvenci, obitelj gena SFRP možemo podijeliti na dvije blisko srodne 

podgrupe. Jednu čine SFRP1, SFRP2 i SFRP5, dok drugu čine SFRP3 i SFRP4 (Kawano i 

Kypta, 2003).  

 Proteini SFRP inhibiraju signalizaciju puta Wnt vezanjem na ligande Wnt ili na 

receptore Fz putem domene slične ekstracelularnoj domeni receptora Fz (Shi i sur., 2007). 

Eksprimirani su u različitim embrionalnim i odraslim tkivima te kontroliraju mnoštvo 

bioloških procesa tijekom razvoja i odraslog života (Pawar i Rao, 2018). Supresija signalnog 

puta Wnt proteinima SFRP doprinosi i normalnom razvoju astrocita (Sun i sur., 2015). 

Proteini iz obitelji SFRP pokazali su sposobnost senzibiliziranja stanica glioma na 

kemoterapeutike, sposobnost snižavanja njihove stope proliferacije te su inducirali apoptozu. 

U različitim se tumorima pokazalo da su ovi geni transkripcijski utišani hipermetilacijom 

promotorske regije (Schiefer i sur., 2014). Iako su članovi obitelji SFRP prvotno smatrani 

tumor supresorima koji inhibiraju signalizaciju Wnt, novija otkrića upućuju na prekomjernu 

ekspresiju proteina SFRP u stanicama karcinoma, što upućuje na njihovu dvostruku ulogu u 

signalizaciji putom Wnt i tumorigenezi (Mii i Taira 2011; Xavier i sur., 2014).  

  

1.3.1. SFRP4 

 Protein SFRP4 veličine je 346 aminokiselina, a kodira ga gen SFRP4, veličine 10.99 

kilobaza (kb). Na N-terminalnom kraju sadrži CRD, veličine oko 110-120 aminokiselina, s 10 

konzerviranih cisteinskih ostataka. Domena CRD strukturno je 30 do 40% identična istoj 

domeni receptora Fz koja veže ligand Wnt. SFRP4 je modularni protein koji se savija u dvije 

nezavisne domene. N-terminalni kraj sadrži signalni peptid za sekreciju, iza kojeg slijedi 

CRD. Prisutnost signalnog peptida te nedostatak očitog transmembranskog segmenta upućuju 

na to da se izlučuje van stanice (Rattner i sur., 1997; Bovolenta i sur., 2008). C-terminalni kraj 

ima domenu sličnu netrinu (NTR, engl. Netrin-like domain) (Slika 2), te regiju bogatu 

serinima i treoninima, što omogućuje fosforilaciju serin/treonin kinazama. Domena NTR 

sadrži šest cisteinskih ostataka koji formiraju tri disulfidna mosta (Hoang i sur., 1996; Chong i 

sur., 2001).  
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Slika 2. Protein SFRP4. Na slici je prikazan signalni peptid dužine 20-30 aminokiselina te 

domene CRD i NTR. Konzervirani cisteini CRD domene označeni su sa * (preuzeto i 

prilagođeno prema Pawar i Rao, 2018). 

 Gen SFRP4 nalazi se na kraćem kraku kromosoma 7 te se prepisuje u smjeru od 

centromere prema telomeri. Kodira ga šest eksona: 7p14-p13. Veličina mRNA transkripta je 

2974 para baza (pb), od kojih kodirajuću sekvencu čini 1041 pb (Bovolenta i sur., 2008; 

Carmon i Loose, 2010) (Slika 3). Post-transkripcijskim prekrajanjem mRNA nastaju 3 

transkripta (varijante) ovog gena. Ortolozi humanog SFRP4, kao i drugih gena iz obitelji 

SFRP, opisani su u različitim nižim organizmima. SFRP4 je eksprimiran u različitim tkivima, 

uključujući endometrij, gušteraču, debelo crijevo, pluća, skeletne mišiće, testise, jajnike, 

bubrege, srce, kosti, oči, prostatu, jetru te mozak (Rattner i sur., 1997; Carmon i Loose, 2010). 

 

 

Slika 3. Gen SFRP4. Veličine je 10.99 kb i sastoji se od 6 eksona (preuzeto i prilagođeno 

prema Pawar i Rao, 2018).  

Na molekulama SFRP otkrivena su višestruka mjesta vezanja molekule Wnt. Ovisno o 

post-translacijskim modifikacijama proteina SFRP, parovi SFRP-Wnt povezuju se s različitim 

afinitetom. Za optimalnu inhibiciju Wnt signalizacije nužne su i domene CRD i NTD. Iako C-

terminalni kraj nije uključen u vezanje liganda Wnt, igra ključnu ulogu u stabilizaciji 
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tercijarne strukture proteina SFRP povećavajući tako afinitet vezanja za Wnt (Lin i sur., 

1997).  

Proteini SFRP mogu modulirati signalizaciju puta Wnt na više načina. Mogu djelovati 

kao klasični antagonisti, vežući ligand Wnt uz pomoć domena CRD i NTD (Slika 4A). Mogu 

potencirati signalizaciju međusobno se vežući (pri manjim koncentracijama proteina SFRP) 

(Slika 4B). Mogu formirati inaktivne komplekse s receptorima Fz te tako spriječiti prijenos 

signala (Slika 4C). Također, mogu promovirati prijenos signala, simultano se vežući na ligand 

Wnt i receptor Fz (Slika 4D) (Bovolenta i sur., 2008; Pawar i Rao, 2018).  

 

 

Slika 4. Mehanizmi kojima proteini SFRP mogu modulirati Wnt signalizaciju (preuzeto i 

prilagođeno prema Pawar i Rao, 2018). 
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Promijenjena ekspresija SFRP4 u različitim tipovima poremećaja ukazuje na njegovu 

bitnu ulogu u održavanju homeostaze tkiva. Neki od tih poremećaja su preeklampsija, 

sindrom policističnih jajnika, psorijaza, renalna fibroza, dijabetes tipa 2 i Pyleova bolest. 

Također, smanjena ekspresija ili utišavanje gena SFRP4 rezultira prekomjernom aktivacijom 

puta Wnt, što dovodi do inhibicije apoptoze u tumorskim stanicama. SFRP4 ima brojne CpG 

otoke kraj prvog eksona. Njihova hipermetilacija jedan je od mehanizama utišavanja gena, što 

stvara predispoziciju za premaligne promjene u mnogim tipovima tumora. Stanične linije 

karcinoma transficirane rekombinantnim SFRP4 pokazale su povećanu osjetljivost na 

kemoterapeutike, smanjenu agresivnost te smanjenju invazivnost kod onih tumora u kojima je 

zabilježena smanjena ekspresija ovog proteina (Bovolenta i sur., 2008; Pawar i Rao, 2018). 

 

 

1.4. Metilacija DNA 

 Epigenetika proučava nasljedne promjene u aktivnosti i funkciji gena, koje nisu 

povezane s promjenom DNA sekvence. Iako sve stanice u organizmu sadrže identičnu 

genetičku informaciju, nisu svi geni eksprimirani istovremeno u svim tipovima stanica. 

Epigenetički mehanizmi posreduju u raznolikim profilima ekspresije gena u različitim 

stanicama i tkivima (Moore i sur., 2013). Neki od epigenetičkih mehanizama su metilacija 

DNA, posttranslacijske modifikacije histona, nekodirajuće RNA molekule i pozicioniranje 

nukleosoma (Jin i sur., 2011).  

Metilacija DNA nasljedna je epigenetička oznaka, koja uključuje kovalentni transfer 

metilne skupine (-CH3) sa S-adenozil metionina (SAM) na C-5 poziciju citozinskog prstena 

na molekuli DNA. Reakcija je katalizirana enzimima iz obitelji DNA metiltransferaza 

(DNMT) (Robertson, 2005). U somatskim stanicama sisavaca, metilacija DNA se u 98% 

slučajeva odvija na CpG (citozin-gvanin) dinukleotidima, dok se u embrionalnim matičnim 

stanicama oko četvrtina metilacije događa van CpG dinukleotida. Metilacija DNA ima 

esencijalnu ulogu u normalnom razvoju organizma, te igra važnu ulogu u inaktivaciji X 

kromosoma, genomskom utiskivanju te supresiji transkripcije repetitivnih elemenata i 

transpozona. Deregulirana metilacija DNA doprinosi razvoju raznih bolesti, uključujući rak 

(Gopalakrishnan i sur., 2008; Lister i sur., 2009). 
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 Regije bogate CpG dinukleotidima nazivaju se CpG otoci. Oko 70% promotora gena 

sadrži CpG otoke. Uglavnom su nemetilirani, dok su neki metilirani samo u stanicama 

određenih tkiva (Moore, 2013). Metilacija DNA u CpG otocima promotora gena u pravilu 

dovodi do utišavanja gena. U proces utišavanja uključeni su proteini koji se vežu na metilnu 

skupinu, te dovode komplekse za remodeliranje kromatina i modifikaciju histona na 

metilirano mjesto (Lauberth i sur., 2013). U blizini CpG otoka nalaze se „obale“ CpG otoka, 

mjesta s manjom gustoćom CpG dinukleotida. Njihovom metilacijom najčešće dolazi do 

smanjenja transkripcije. U tim regijama odvija se većina tkivno specifične metilacije, što 

utječe na diferencijaciju tkiva, epigenetičko reprogramiranje i razvoj tumora (Rao i sur., 

2013).  

Metilacija DNA regulirana je putem obitelji enzima DNMT, koju čine DNMT1, 

DNMT2, DNMT3A, DNMT3B i DNMT3L. DNMT1 primarno metilira hemimetiliranu DNA 

nastalu replikacijom, te tako održava uzorke metilacije. DNMT2 je metiltransferazni homolog 

koji metilira citozin 38 u antikodonskoj omči tRNA asparaginske kiseline. DNMT3A i 

DNMT3B uspostavljaju metilaciju de novo na nemetiliranim CpG dinukleotidima tijekom 

embriogeneze. DNMT3L nema katalitičku aktivnost, nego stimulira aktivnost DNMT3A i 

DNMT3B tako što povećava njihovu sposobnost vezanja za SAM, donora metilne skupine. 

Novija istraživanja pokazuju da bi DNMT1 mogla imati ulogu i u metilaciji de novo, a 

DNMT3A i DNMT3B u održavanju metilacije tijekom replikacije. 

 Poremećaji u metilaciji DNA usko se povezuju s nastankom tumora. Epigenetička 

obilježja tumora su globalna hipometilacija DNA i hipermetilacija CpG otoka specifična za 

lokus. Do hipometilacije DNA dolazi prvenstveno zbog gubitka metilacije na inače visoko 

metiliranim repetitivnim elementima, uključujući satelite i retrotranspozone, što dovodi do 

genomske nestabilnosti i aktivacije onkogena. Hipermetilacija specifična za lokus obično se 

javlja na CpG otocima promotora tumor supresor gena, što rezultira transkripcijskim 

utišavanjem tih gena. Metilacija promotora fizički ometa vezanje regulatora transkripcije na 

gen (Slika 5). Metilirana DNA povezana je s raznim drugim epigenetičkim modifikacijama, 

stoga je istraživanje tih interakcija bitno za bolje razumijevanje molekularnih mehanizama 

represije transkripcije u razvoju i karcinogenezi (Jin i sur., 2011).   
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Slika 5. Promjene u metilaciji DNA tijekom nastanka tumora. Tijekom tumorigeneze dolazi 

do hipermetilacije CpG otoka promotora gena te do hipometilacije repetitivnih sekvenci 

(preuzeto i prilagođeno prema Pfeifer, 2018). 

 

 

1.5. PCR ovisan o metilaciji  

 PCR ovisan o metilaciji (MS PCR, engl. „Methylation-specific“ polymerase chain 

reaction) je precizna i efikasna metoda za određivanje metilacijskog statusa molekule DNA. 

Prvi korak ove metode je reakcija bisulfitne konverzije prilikom koje se nemetilirani citozini, 

djelovanjem natrijeva bisulfita (NaHSO4), deaminacijom konvertiraju u uracile, dok se 

metilirani citozini (5-metilcitozin) ne konvertiraju. U PCR reakciji koja slijedi, uracili nastali 

konverzijom bivaju prepoznati kao timini te se komplementarno sparuju s adeninima (Slika 

6). Prilikom izvođenja MS PCR-a, za isti uzorak se radi metilirana i nemetilirana reakcija, 

koje se razlikuju u specifičnom setu početnica za sekvencu od interesa. Kod nemetilirane 

(UM, engl. unmethylated) DNA, citozini konvertirani u uracile se tijekom PCR reakcije 

sparuju s adeninima, dok se kod metilirane (M, engl. methylated) DNA nepromijenjeni 

citozini sparuju s gvaninima. Ovisno o tome u kojoj reakciji dolazi do umnažanja DNA, 

određuje se metilacijski status DNA sekvence (Li i Tollefsbol 2011).  
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Slika 6. Bisulfitna konverzija i MS PCR. Bisulfitnom konverzijom se citozini (C) iz 

nemetiliranih sekvenci konvertiraju u uracile (U), dok metilirani citozini (Cm) ostaju 

nepromijenjeni. Prilikom PCR amplifikacije, uracili (U) se umnažaju kao timini (T), dok 

metilirani citozini (Cm) ostaju citozini (C), što omogućuje razlikovanje metiliranih od 

nemetiliranih sekvenci (preuzeto i prilagođeno prema Choudhury i sur., 2018).  

 

 

1.6. Imunohistokemijska detekcija proteina 

Imunohistokemija (IHK) je široko korištena tehnika za lokalizaciju i 

semikvantifikaciju ekspresije proteina u tkivima. Temelji se na detekciji ciljnih antigena 

korištenjem specifičnih antitijela (Binch i sur., 2020). IHK može biti direktna i indirektna. U 

direktnoj IHK, primarno antitijelo je izravno konjugirano s vizualizacijskim sredstvom (enzim 

ili fluorokrom), te je mjesto vezanja moguće detektirati mikroskopom. Direktna IHK se 

primarno koristi za detekciju visoko eksprimiranih antigena, dok za detekciju slabije 

eksprimiranih antigena nije efikasna jer nema amplifikacije signala. U indirektnoj IHK, prvo 

se aplicira neoznačeno primarno antitijelo, koje se veže za ciljni antigen u tkivu. Potom se 

dodaje sekundarno antitijelo označeno fluorescentnom bojom ili enzimom, koje se specifično 

veže za primarno antitijelo. Indirektna IHK mnogo je osjetljivija od direktne jer se signal 

amplificira vezanjem više sekundarnih antitijela na epitope jednog primarnog antitijela (Chen 

i sur., 2010). Jedna od indirektnih metoda IHK je EnVision, koja je korištena u ovom 

istraživanju. Ova metoda sastoji se od dva koraka. U prvom koraku se aplicira primarno 

antitijelo, nakon čega se dodaje polimerni konjugat, koji se sastoji od velikog broja 
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sekundarnih antitijela izravno vezanih za dekstransku okosnicu, na koju je vezana i hrenova 

peroksidaza (HRP, engl. Horseradish Peroxidase) (Slika 7). Jedan takav konjugat sadrži do 

100 HRP molekula te do 15 sekundarnih antitijela (Kämmerer i sur., 2001). HRP konvertira 

supstrat - 3,3'-diaminobenzidin tetrahidroklorid (DAB) u permanentni smeđi precipitat na 

tkivu. Kontrastiranje s hematoksilinom omogućuje lokaliziranje te semikvantifikaciju 

imunopozitivnih i imunonegativnih stanica (Binch i sur., 2020).   

 

 

Slika 7. Metoda EnVision. U prvom koraku, primarno antitijelo veže se na antigen. U drugom 

koraku, na primarno antitijelo se veže polimerni konjugat kojeg čine enzimi HRP i 

sekundarna antitijela vezani na dekstransku okosnicu (preuzeto i prilagođeno prema 

Boguszewska i sur., 2019). 
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2. CILJ ISTRAŽIVANJA 

Cilj diplomskog rada je istražiti metilacijski status promotorske regije gena SFRP4 u 

astrocitomima gradusa II, III i IV, pomoću metode MS PCR (engl. „Methylation-specific 

polymerase chain reaction“), te u istim uzorcima metodom imunohistokemije analizirati 

ekspresiju proteina SFRP4. Na kraju ćemo utvrditi dolazi li do različite učestalosti promjena 

metilacijskog statusa promotora gena i razine ekspresije proteina SFRP4 između različitih 

histoloških gradusa astrocitoma. 
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3. MATERIJALI I METODE 

3.1. Uzorci tkiva tumora 

Uzorci astrocitoma korišteni u istraživanju prikupljeni su od 50 pacijenata iz 

Kliničkog bolničkog centra Zagreb, te klasificirani od strane patologa u graduse II, III i IV. 

Patohistološkom analizom uzoraka, kod 10 pacijenata dijagnosticiran je difuzni astrocitom 

(WHO gradus II), kod 10 pacijenata dijagnosticiran je anaplastični astrocitom (WHO gradus 

III), dok je kod preostalih 30 pacijenata dijagnosticiran glioblastom (WHO gradus IV). Uzorci 

tkiva tumora korišteni za genetičku analizu smrznuti su nakon prikupljanja u tekućem dušiku 

te pohranjeni pri -80°C, do postupka izolacije DNA. Nakon izolacije DNA, uzorci su 

pohranjeni pri -20°C. Rezovi tumora istih pacijenata namijenjeni imunohistokemijskom 

određivanju ekspresije proteina fiksirani su u 4%-tnom formalinu i uklopljeni u parafin. 

Prikupljanje, pohrana i analiza uzoraka odobreni su dozvolom Etičkog povjerenstva KBC-a 

Zagreb (Ur.broj: 02/21/JG; Klasa: 8.1.-14/54-2) i Medicinskog fakulteta Sveučilišta u 

Zagrebu (Ur.broj: 380‐59‐10106‐14‐55/147; Klasa: 641‐01/14‐02/01). 

 

 

3.2. Imunohistokemijska detekcija proteina SFRP4 

 Imunohistokemija je tehnika koja omogućuje lokalizaciju antigena u tkivnim 

preparatima pomoću specifičnih antitijela te morfološku evaluaciju svjetlosnim mikroskopom 

(Pećina-Šlaus, 2009). Ekspresija proteina SFRP4 u različitim gradusima astrocitoma 

analizirana je na parafinskim rezovima debljine 4 μm. Za detekciju proteina korišteno je 

specifično monoklonsko antitijelo, kunićje Anti-sFRP-4 (Abcam). Kao negativna kontrola 

korišten je prerez tkiva jetre čovjeka, dok je kao pozitivna kontrola korišten prerez ljudskog 

karcinoma jajnika, budući da to tkivo, kako je navedeno u podatkovnom listu produkta 

(primarnog antitijela), eksprimira SFRP4. 

 Prvi korak imunohistokemije je deparafinizacija i rehidracija uzoraka. Predmetna 

stakalca na kojima su fiksirani uzorci tumora se deparafiniziraju inkubacijom u ksilenu 

(Kemika, Zagreb, Hrvatska) 2 puta po 5 minuta, nakon čega slijedi rehidracija uzoraka u 

padajućem gradijentu etanola (apsolutni etanol, 95%, 70%) (Kemika, Zagreb, Hrvatska) 2 

puta po 3 minute. Završni korak je ispiranje u destiliranoj vodi 5 minuta. Prilikom svakog 
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prebacivanja stakalaca iz jednog u drugo otapalo, potrebno je pažljivo ukloniti višak tekućine. 

Također, treba paziti da se između prebacivanja uzorci ne osuše. 

 Sljedeći korak je oporavljanje epitopa. Formalinskom fiksacijom stvaraju se aldehidne 

veze između formaldehidskih i proteinskih molekula, što dovodi do maskiranja antigena na 

proteinu (Krenacs i sur., 2010). Preparati su kuhani u svježe pripremljenom 6 M citratnom 

puferu (1,05 g limunske kiseline, 0,5 L destilirane vode, pH 6) u mikrovalnoj pećnici. Uzorci 

su zagrijavani ukupno 7 minuta, prvo pri 450 W do vrenja, zatim pri 350 W do vrenja, te pri 

300 W do vrenja. Potom je snaga mikrovalne pećnice postavljena na nešto niže od 300 W te 

su uzorci kuhani još 3 minute (pufer je pri toj snazi na rubu vrenja). Nakon toga uzorci su 

ohlađeni na sobnu temperaturu te je cijeli postupak zagrijavanja i hlađenja ponovljen još dva 

puta. Nakon zadnjeg hlađenja, slijedila su tri ispiranja po 5 minuta u 1x puferu PBS (engl. 

Phosphate-Buffered Saline) (10x PBS = 80 g NaCl, 2 g KCl, 23 g Na2HPO4 x 12 H2O, 2,4 g 

KH2PO4, destilirana voda do 1 L, pH 7,4), čime je uklonjen višak citratnog pufera.  

 Potom je slijedila blokada endogene stanične peroksidazne aktivnosti. Stanice imaju 

mnogo enzima peroksidaza, koje oksidiraju DAB te, ukoliko se one ne utišaju, dolazi do 

nespecifičnog obojenja tkiva, odnosno lažno pozitivnog signala. Vodikov peroksid (H2O2) 

blokira aktivnost endogenih peroksidaza. Uzorci su tretirani s 3%-tnom otopinom vodikovog 

peroksida (1,5 ml metanola, 1,5 µl 30%-tnog vodikovog peroksida, 500 μl destilirane vode), 

te inkubirani 10 minuta u vlažnoj komori, u mraku, na sobnoj temperaturi. Uslijedilo je 

ispiranje uzoraka 3 puta po 10 minuta u PBS-u,  

 Primarno antitijelo može se nespecifično adherirati na druge proteine u tkivu, što 

dovodi do nespecifičnog bojenja pozadine. Za blokadu nespecifičnog vezanja, uzorci su 

inkubirani 30 minuta pri 4°C u serumu Protein block serum-free-ready-to-use (Dako, 

Glostrup, Denmark). Nakon tretmana višak otopine uklonjen je pažljivim lupkanjem o papir 

(uzorci se ne ispiru).  

 Sljedeći korak bila je inkubacija uzoraka s primarnim antitijelom. Korišteno je 

monoklonsko antitijelo rabbit Anti-sFRP-4 [EPR9389] (Abcam), koje veže protein SFRP4. 

Uzorci i pozitivna kontrola inkubirani su u razrjeđenju protutijela 1:100 (1μl antitijela u 99 μl 

PBS-a) preko noći pri 4°C. Na negativnu kontrolu nakapano je 100 μl pufera PBS te je 

također inkubirano preko noći. 
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 Sutradan, uzorci su isprani 3 puta po 5 minuta u PBS-u, nakon čega su inkubirani sa 

sekundarnim antitijelom EnVision (Dako REALTM, EnVisionTM, Dako Glostrup Denmark), 45 

minuta pri sobnoj temperaturi. Osnova EnVisiona je polimerni konjugat koji se sastoji od 

velikog broja sekundarnih antitijela izravno vezanih za dekstransku okosnicu, na koju je 

vezan i enzim HRP (Kämmerer i sur., 2001). Nakon inkubacije, uzorci su ispirani u PBS-u 4 

puta po 7 minuta na tresilici. 

 Za vizualizaciju vezanja antitijela na antigen, uzorci su inkubirani s kromogenom 

DAB (Dako REALTM, EnVisionTM, Dako Glostrup Denmark) u trajanju od 30 sekundi. 

Optimizacijom protokola, utvrđeno je da inkubacija ne bi smjela trajati duže, da ne dođe do 

nespecifičnog bojenja. Enzim HRP konjugiran sa sekundarnim antitijelom pretvara DAB u 

permanentni smeđi precipitat na mjestu gdje se nalazi antigen (Binch i sur., 2020). Uslijedilo 

je ispiranje destiliranom vodom, 3 puta po 10 minuta. Treba napomenuti da je DAB 

kancerogen, zbog čega je prilikom rukovanja s njim važno koristiti zaštitu i biti oprezan.  

Uzorci su nakon ispiranja kontrastirani hemalaunom. Ova pozitivno nabijena boja 

veže negativno nabijenu DNA te specifično boji jezgre stanica u plavo, što olakšava 

interpretaciju lokalizacije proteina u stanici. Inkubacija u hemalaunu trajala je 2 minute, 

nakon čega je višak vode uklonjen ispiranjem 10 minuta u vodovodnoj vodi. 

Posljednji korak bila je dehidracija preparata u rastućem gradijentu etanola. Uzorci su 

prvo uronjeni 2 puta po 3 minute u 70%-tni etanol, zatim 2 puta po 3 minute u 95%-tni etanol, 

zatim 2 puta po 3 minute u apsolutni etanol te na kraju 2 puta po 5 minuta u ksilen, radi 

posvjetljivanja preparata. Na uzorke je potom nanešena kap medija za pokrivanje 

Histomounta (Agar Scientific a brand of Elektron Technology UK Ltd.), te su poklopljeni 

pokrovnim stakalcem. Preparati su se sušili preko noći te su sutradan analizirani pod 

mikroskopom. 

    

3.2.1 Analiza imunohistokemijskog bojenja proteina SFRP4 

 Kvantitativna analiza rezultata imunohistokemije provedena je svjetlosnim 

mikroskopom Olympus BX53 i softverom ImageJ (National Institute of Health, Bethesda, 

Maryland, SAD). Rezultati reakcije imunohistokemije očitani su kao pozitivni ukoliko je 

primijećeno smeđe obojenje u citoplazmi i/ili membrani, i/ili jezgri tumorske stanice, odnosno 

negativni ukoliko je bilo prisutno samo plavo obojenje jezgara. Procjena intenziteta izražaja 
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proteina SFRP4 pomoću softvera ImageJ napravljena je pri povećanju mikroskopa od 200x na 

otprilike 200 ± 20 stanica po preparatu. Procjena imunopozitiviteta u citoplazmama i/ili 

jezgrama tumorskih stanica temeljila se na određivanju indeksa obojenja (IRS, engl. 

Immunoreactivity Score). IRS je broj koji dobijemo množenjem postotka stanica u kojima je 

signal prisutan (PP, engl. Positive Cells Proportion Score) s intenzitetom signala (SI, engl. 

Staining Intensity Score). Određeno je pet različitih kategorija snage obojenja (PP): (0) nema 

imunopozitiviteta u tumorskim stanicama, (1) imunopozitivitet u 1-25% tumorskih stanica, 

(2) imunopozitivitet u > 25-50% tumorskih stanica, (3) imunopozitivitet u > 50-85% 

tumorskih stanica, (4) imunopozitivitet u > 85% tumorskih stanica. Intenzitet bojenja 

preparata (SI) podijeljen je u tri kategorije: (1) nema/slab imunopozitivitet-žućkasto obojenje, 

(2) umjeren-smećkasto obojenje, (3) jak-tamno smeđe obojenje. Zbog potreba statističke 

analize IRS vrijednosti koje se kreću u rasponu od 0 do 12 pretvorene su u brojeve: 1 (IRS=0-

4), 2 (IRS=6-8) i 3 (IRS=9-12). 

 

 

3.3. MS PCR 

3.3.1. Izolacija genomske DNA iz tkiva tumora metodom fenol/kloroform 

Genomska DNA izolirana je iz tkiva astrocitnih tumora ekstrakcijom fenolom i 

kloroformom prema proceduri koju su opisali Sambrook i sur., 1989. Uzorci tkiva tumora 

korišteni u ovom istraživanju prethodno su pohranjeni pri -80°C. Nakon što su se uzorci 

otopili pri sobnoj temperaturi, odvojeno je približno 500 mg tkiva od svakog tumora te 

preneseno u sterilne epruvete (Eppendorf) volumena 1,5 ml. Tkivo je potom mehanički 

usitnjeno uz dodatak 1 ml pufera za lizu stanica (10mM TrisHCl, 0,5% Tween, 25 mM 

EDTA; pH 8,0). Nakon toga dodano je 15 μl proteinaze K (Sigma, Njemačka) u koncentraciji 

od 20 mg/ml. Proteinaza K je serinska proteaza koja nespecifično digestira proteine, između 

ostalog i nukleaze (DNaze), te tako sprječava degradaciju molekule DNA tijekom postupka 

izolacije (Hilz i sur., 1975). Preporuka je ovo napraviti u što kraćem vremenskom periodu da 

nukleaze iz citoplazme ne degradiraju DNA nakon lize stanica. Pripremljena smjesa 

inkubirana je preko noći u vodenoj kupelji pri 37°C. 

Nakon inkubacije, sadržaj svake epruvete razdijeljen je u dvije nove epruvete od 1,5 

ml te je na smjesu dodan jednak volumen fenola. Fenol je organsko otapalo pomoću kojeg se 
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uklanjaju proteini, lipidi i ugljikohidrati. Epruvete su potom stavljene na rotacijsku miješalicu 

(Stuart SB2) na lagano okretanje u trajanju od 10 minuta. Poslije toga smjesa je centrifugirana 

10 minuta, na sobnoj temperaturi, pri 11 000 rpm  (engl. Revolutions Per Minute) (Centrifuge 

5415D, Eppendorf, rotor 100 mm). Nakon centrifugiranja dobiju se 3 sloja, gornji hidrofilni 

sloj u kojem je otopljena DNA, donji hidrofobni sloj kojeg čine fenol i druge molekule te 

proteinski prsten između ta dva sloja. Potrebno je oprezno pipetom odvojiti gornji vodeni sloj 

i prenijeti ga u novu epruvetu te na taj volumen dodati ½ volumena fenola i ½ volumena 

kloroforma. Kloroform je organsko otapalo koje djeluje slično kao fenol, s tim da uklanja i 

fenol iz uzoraka. Epruvete su ponovno stavljene na rotacijsku miješalicu 10 minuta, nakon 

čega je smjesa centrifugirana 10 minuta, pri sobnoj temperaturi, pri 11 000 rpm. Vodeni sloj 

je prenesen u čistu epruvetu i na njega je dodan jednak volumen kloroforma. Uslijedilo je 

lagano miješanje od 10 minuta te centrifugiranje od 15 minuta, pri sobnoj temperaturi, pri 11 

000 rpm. Nakon centrifugiranja pažljivo je izdvojen vodeni sloj u novu epruvetu i na dobiveni 

volumen dodano je 2,5 volumena apsolutnog etanola uz lagano okretanje epruvete dok se 

DNA nije precipitirala, u obliku bijelog klupka. Uzorci su stavljeni u zamrzivač preko noći, 

pri -20°C. 

Narednog dana, uzorci su centrifugirani 20 minuta, pri 4°C, pri 14 000 rpm (Hettich 

32R, Universal). Nakon centrifugiranja pipetom je pažljivo odstranjen supernatant, na dnu 

epruvete ostaje bijeli talog. Epruvete s talogom stavljene su u termoblok na sušenje 10 minuta 

pri 37°C, dok zaostali etanol nije ispario. Talog je nakon sušenja otopljen dodavanjem 50 µl 

TE pufera (engl. Tris-EDTA: 10 mM Tris; 1mM EDTA; pH 7,6) i uzorci su pohranjeni pri 

4°C. 

 

3.3.2. Određivanje koncentracije i čistoće izolirane DNA 

Koncentracija i čistoća izolirane DNA određene su pomoću mikrovolumnog spektrofotometra 

(ND 1000, NanoDrop, Wilmington, DE, USA), mjerenjem apsorbancije pri 230 nm, 260 nm i 

280 nm. Valna duljina od 230 nm apsorpcijski je minimum nukleinskih kiselina i apsorpcijski 

maksimum peptidnih veza u proteinima, fenolu, EDTA i ugljikohidratima. Maksimalna 

apsorpcija nukleinskih kiselina događa se na valnoj duljini od 260 nm. Apsorpcija aromatskih 

aminokiselina, peptida, proteina te svih spojeva s aromatskim prstenom (npr. fenola) događa 

se pri 280 nm. Omjer apsorbancija izmjerenih pri 260 nm i 280 nm pokazuje količinu 

kontaminacija, poput fenola i proteina. Za DNA, taj bi omjer trebao biti između 1,8 i 2. Ako 
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je niži od toga ukazuje na prisutnost kontaminanata koji apsorbiraju pri 280 nm (fenoli, 

proteini), a ako je veći ukazuje na prisutnost RNA. Također, male promjene u pH otopine 

mogu uzrokovati veće promjene u ovom omjeru. Može se gledati i omjer apsorbancija 

izmjerenih pri 230 nm i 260 nm, koji bi trebao biti veći od 1,8. Ako je omjer niži od toga 

ukazuje na prisutnost kontaminacija kao što su EDTA, ugljikohidrati ili fenoli (Pećina-Šlaus 

2009). Veća prisutnost kontaminanata može poremetiti vrlo osjetljive metode analize DNA, 

kao što je MS PCR.  

 

3.3.3. Bisulfitna konverzija izolirane DNA 

Bisulfitna konverzija je reakcija prilikom koje se nemetilirani citozini (C), 

djelovanjem natrijeva bisulfita (NaHSO4), deaminacijom konvertiraju u uracile (U), dok se 

metilirani citozini (Cm, 5-metilcitozin) ne konvertiraju. Za bisulfitnu konverziju uzoraka 

korišten je komercijalno dostupan set reagensa The MethylEdgeTM Bisulfite Conversion 

System (Promega). U reakciju se kretalo s 800 ng genomske DNA izolirane iz tumora. Prvo se  

u pripremljeni uzorak DNA doda 130 µl reagensa za bisulfitnu konverziju (engl. Bisulfite ME 

Conversion Reagent, Promega), sadržaj se potom pipetom pažljivo resuspendira te kratko 

centrifugira (Centrifuge 5415D, Eppendorf, rotor 100 mm). Bisulfitna konverzija odvijala se u 

PCR uređaju (2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems, SAD) pri sljedećim uvjetima: 8 

minuta pri 98°C, 60 minuta pri 54°C te hlađenje pri 4°C. Sljedeći korak bila je desulfonacija i 

pročišćavanje DNA. Bisulfitno konvertirani uzorak prebačen je u kolonu s membranom (engl. 

ME Spin Column), u koju je prethodno dodano 600 µl pufera za vezanje DNA (engl. ME 

Binding Buffer, Promega), te je nekoliko puta invertiran da se sadržaj pomiješa i centrifugiran 

pri maksimalnoj brzini 30 sekundi. Nakon centrifugiranja, DNA je ostala vezana za kolonu. 

Filtrat je odstranjen i na kolonu je dodano 100 µl pufera za ispiranje s etanolom (engl. 1X ME 

Wash Buffer, Promega) te je sadržaj centrifugiran 30 sekundi pri maksimalnoj brzini. Potom 

je na kolonu dodano 200 µl desulfonacijskog pufera (engl. ME Desulfonation Buffer, 

Promega) i inkubirano 15 minuta pri sobnoj temperaturi. Slijedilo je ponovno centrifugiranje 

pri maksimalnoj brzini 30 sekundi. U sljedećem je koraku na kolonu dodano 200 µl pufera za 

ispiranje (engl. ME Wash Buffer, Promega), sadržaj je centrifugiran pri maksimalnoj brzini 30 

sekundi, te je ovaj korak ponovljen još jednom. Na kraju je kolona prebačena u čistu epruvetu 

volumena 1,5 ml, dodano je 22 µl elucijskog pufera (engl. ME Elution Buffer, Promega) i 

sadržaj je centrifugiran pri maksimalnoj brzini 30 sekundi. Nakon 15 minuta inkubacije pri 
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sobnoj temperaturi, na mikrovolumnom spektrofotometru određena je koncentracija i čistoća 

bisulfitno konvertiranih uzoraka koji su potom pohranjeni pri -20°C.  

3.3.4. MS PCR 

Metoda MS PCR korištena je za određivanje metilacijskog statusa CpG otoka 

promotora gena SFRP4. Za isti uzorak napravljene su dvije reakcijske smjese, za metiliranu i 

nemetiliranu reakciju (Tablica 1), koje su se razlikovale u specifičnim početnicama (Tablica 

2). Kod nemetilirane DNA, citozini konvertirani u uracile sparivali su se tijekom PCR 

reakcije s adeninima, dok su se kod metilirane DNA nepromijenjeni citozini sparivali s 

gvaninima. Metilacijski status promotora gena određen je ovisno o tome u kojoj je reakciji 

došlo do umnažanja DNA. Za MS PCR korišten je komercijalno dostupan set reagensa 

TaKaRa. Kao pozitivnu kontrolu za metiliranu reakciju korišten je Methylated Human 

Control (Promega, Madison, Wisconsin, USA), dok je kao pozitivna kontrola za nemetiliranu 

reakciju korišten EpiTect Control DNA (Qiagen, Hilden, Germany). Kao negativna kontrola 

za obje reakcije korištena je voda bez nukleaza. Sve reakcije MS PCR-a izvedene su u PCR 

uređaju 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, SAD) u ukupnom reakcijskom volumenu 

od 25 μl, tijekom 35 ciklusa umnažanja. Uvjeti umnažanja optimizirani su za obje reakcijske 

smjese (Tablica 3). 

 

Tablica 1. Sastojci reakcijske smjese, njihove koncentracije i volumeni u jednoj PCR reakciji. 

Sastojak smjese Konačna koncentracija Konačni volumen 

TaKaRa EpiTaq HS 5 U/ μl 0,125 µl 

EpiTaq PCR pufer 1x 2,5 µl 

MgCl2 25 mM 2,5 µl 

dNTP Mix 2,5 mM  3 µl 

SFRP4 F (engl. forward) 

početnica (MF ili UMF) 
10 pmol 1 µl 

SFRP4 R (engl. reverse) 

početnica (MR ili UMR) 
10 pmol 1 µl 

DNA kalup 25 ng 1 µl 

H2O - 13,875 µl 

Ukupno  25 µl 
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Tablica 2. Sekvence početnica za promotorsku regiju gena SFRP4. MF i MR – set početnica 

za metiliranu reakciju; UMF i UMR – set početnica za nemetiliranu reakciju; pb – parovi 

baza. 

Početnice Slijed nukleotida Produkt 

SFRP4 – MF 

SFRP4 – MR 

 5' GGGTGATGTTATCGTTTTTGTATCGAC 3' 

5' CCTCCCCTAACGTAAACTCGAAACG 3' 
111 pb 

SFRP4 – UMF 

SFRP4 – UMR 

5' GGGGGTGATGTTATTGTTTTTGTATTGAT 3' 

5' CACCTCCCCTAACATAAACTCAAAACA 3' 
115 pb 

 

 

Tablica 3. Optimizirani uvjeti za umnažanje promotorske regije gena SFRP4 metodom MS 

PCR. 

 

 

 

     35 x 

 

 

 

3.3.5. Elektroforeza DNA u agaroznom gelu 

Uspješnost reakcije MS PCR provjerena je horizontalnom elektroforezom u 2%-tnom 

agaroznom gelu (Sigma, Njemačka). Elektroforeza se odvijala u puferu TAE (40 mM Tris-

acetat; 1 mM EDTA; pH 8) 30 minuta, pri naponu od 110 V i jakosti struje od 80 mA, na 

uređaju EPS 150/2000 (Elchrom Scientific, Švicarska). Za vizualizaciju produkata reakcije u 

gel je dodana boja Sybr Gold (0,5 µg/mL). Veličina produkata određena je usporedbom sa 

standardom DNA (50 bp DNA Ladder, Amresco, USA). Umnoženi fragmenti vizualizirani su 

na transiluminatoru pod UV svjetlom te fotografirani. 

 

Korak Temperatura Trajanje 

Početna denaturacija lanca DNA 95 °C 5 min 

Denaturacija 95 °C 30 s 

Vezanje početnica 
65 °C - metilirana reakcija 

63 °C - nemetilirana reakcija 
30 s 

Sinteza komplementarnog lanca 72 °C 30 s 

Završno produljenje lanca DNA  72 °C 7 min 

 4 °C ꚙ 
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3.4. Statistička obrada podataka 

Statistička analiza podataka napravljena je programskim paketom SPSS v.19.0.1 

(SPSS, Chicago, IL, SAD), uz razinu značajnosti od α<0,05. Podatci analize metilacije 

promotora gena SFRP4 i podatci analize izraženosti proteina SFRP4 dobiveni metodom 

imunohistokemije analizirani su međusobno i u odnosu na patohistološku dijagnozu, dob i 

spol bolesnika, te lokalizaciju tumora.  

 Normalnost raspodjele dobivenih podataka ispitana je Kolmogorov-Smirnovim 

testom. Značajnost niža od p<0,05 upućuje da se distribucija značajno razlikuje od normalne. 

U slučaju normalne raspodjele, razlike u vrijednostima bioloških biljega među gradusima 

ispitane su pomoću jednosmjerne analize varijance (ANOVA), a u slučaju odstupanja od 

normalnosti korišten je test Kruskal-Wallis. Razlike u vrijednostima između dvije skupine 

testirane su Studentovim t-testom u slučaju normalne raspodjele, a u slučaju odstupanja od 

normalnosti testom Mann-Whitney. Razlike u učestalosti analiziranih obilježja ispitane su 

Pearsonovim χ2 – testom. 

 Korelacije između pojedinih parametara su, u slučaju normalne raspodjele, rađene 

Pearsonovom korelacijom, a ukoliko su odstupale od normalnosti u obzir su se uzimale 

vrijednosti dobivene Spearmanovom korelacijom. 
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4. REZULTATI  

4.1. Uzorci tkiva tumora 

Istraživanje ekspresije proteina SFRP4 i metilacijskog statusa promotora gena SFRP4 

napravljeno je na uzorcima tumora astrocitoma. Od 51. bolesnika čiji su uzorci analizirani, 29 

je bilo muškog (57%), a 22 ženskog spola (43%) (Tablica 4). Srednja životna dob kod 

postavljanja dijagnoze bila je oko 51 godinu, a raspon dobi oboljelih od 6 do 83 godine. 

Prosječna dob oboljelih žena bila je oko 56, a muškaraca oko 47 godina (Tablica 5).  

 

Tablica 4. Patohistološke karakteristike uzoraka astrocitoma korištenih u istraživanju te 

rezultati analize ekspresije proteina SFRP4 i metilacijskog statusa promotora gena SFRP4. 

AII – difuzni astrocitom; AIII – anaplastični astrocitom; GBM – glioblastom; M – muško; Ž – 

žensko; 1 – nema/slaba ekspresija; 2 – umjerena ekspresija; 3 – jaka ekspresija; C – 

citoplazma; M – membrana; N – jezgra (engl. nucleus) UM – nemetilirani promotor; M – 

metilirani promotor. 

Redni 

broj 

Broj 

Banke 

Histološki 

gradus 
Dob Spol 

Ekspresija 

proteina 

SFRP4  

Lokalizacija 

proteina 

SFRP4 

Metilacija 

promotora 

gena SFRP4 

1. T572 AII 27 M 3 C+M+N M 

2. T526 AII 32 M 1 C UM 

3. T316 AII 48 M 2 C+M M 

4. T279 AII 49 M 3 C+M+N M 

5. T545 AII 44 M - - M 

6. T315 AII 56 M 2 C+M M 

7. T317 AII 38 Ž 1 C+M+N M 

8. T535 AII 36 Ž 1 C+M+N UM 

9. T298 AII 31 Ž 2 C UM 

10. T301 AII 39 M 2 C+M+N M 

11. T564 AII 31 Ž 1 C M 

12. T278 AIII 34 Ž 1 C UM 

13. T318 AIII 55 Ž 2 C+M UM 

14. T561 AIII 29 M 1 C+M+N UM 

15. T519 AIII 34 M 1 C+M+N UM 

16. T536 AIII 51 M 2 C+M+N UM 
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Tablica 4. - nastavak 

17. T543 AIII 24 M 2 C+M+N UM 

18. T26 AIII 35 M 1 C UM 

19. T299 AIII 66 Ž 1 C+M+N - 

20. T320 AIII 46 M 1 C+M+N UM 

21. T319 AIII 58 M 3 C+M UM 

22. T554 GBM 58 M 1 C UM 

23. T557 GBM 83 M 1 C UM 

24. T558 GBM 68 M 1 C+M+N UM 

25. T560 GBM 56 M 1 C UM 

26. T563 GBM 54 M 1 C UM 

27. T570 GBM 54 M 1 C UM 

28. T571 GBM 42 M 1 C UM 

29. T553 GBM 39 Ž 1 C+M+N UM 

30. T559 GBM 71 Ž 2 C+M UM 

31. T284 GBM 55 Ž 2 C+M+N UM 

32. T562 GBM 65 Ž 1 C+M UM 

33. T537 GBM 30 M 1 - UM 

34. T527 GBM 62 M 2 C UM 

35. T528 GBM 68 M 1 C UM 

36. T540 GBM 6 M 1 C+N UM 

37. T541 GBM 69 M 1 C+M+N UM 

38 T280 GBM 79 M 1 C UM 

39. T547 GBM 62 M 1 C UM 

40. T539 GBM 6 M 1 C UM 

41. T525 GBM 61 Ž 1 - UM 

42. T532 GBM 40 Ž 1 C UM 

43. T533 GBM 72 Ž 2 C UM 

44. T544 GBM 65 Ž 1 C UM 

45. T522 GBM 70 Ž 1 C UM 

46. T524 GBM 77 Ž 1 C UM 

47. T518 GBM 67 Ž 1 C+M UM 

48. T538 GBM 77 Ž 1 C+M+N UM 

49. T534 GBM 65 Ž 1 C UM 

50. T293 GBM 67 Ž 1 C+M+N - 

51. T550 GBM 53 Ž 1 C+M UM 
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Prema gradusu tumora bilo je 11 uzoraka difuznih astrocitoma (21,6%), 10 

anaplastičnih astrocitoma (19,6%) te 30 glioblastoma (58,8%). Nadalje, uspoređena je dob 

obolijevanja pacijenata i gradus astrocitoma. Rezultati testa ANOVA pokazali su značajne 

razlike između dobi obolijevanja i gradusa astrocitoma (p=0,002). Utvrđeno je da se 

glioblastomi javljaju u kasnijoj životnoj dobi u odnosu na difuzne (p=0,003) i anaplastične 

astrocitome (p=0,027). 

 

Tablica 5. Raspodjela spola i dobi po gradusima astrocitoma. 

Gradus 

astrocitoma 

Broj oboljelih 
Dob (srednja vrijednost) ± standardna 

devijacija 

Žene Muškarci Ukupno Žene Muškarci Svi 

Difuzni 

astrocitom 
4 7 11 34±3,56 42,14±10,16 39,18±9,09 

Anaplastični 

astrocitom 
3 7 10 51,67±16,26 39,57±12,38 43,2±13,96 

Glioblastom 15 15 30 62,93±11,66 53,13±22,54 58,03±18,73 

Ukupno 22 29 51 56,14±15,71 47,21±18,89 51,06±18,1 

 

 

 

4.2. Ekspresija proteina SFRP4 u uzorcima astrocitoma 

Ekspresija proteina SFRP4 u uzorcima tkiva astrocitoma istražena je metodom 

imunohistokemije. Uzorci su bili uklopljeni u parafin i obrađeni imunohistokemijskim 

bojenjem pomoću specifičnog antitijela. Intenzitet i učestalost obojenja analizirani su pod 

svjetlosnim mikroskopom. Analiza ekspresije proteina SFRP4 na ukupno 50 uzoraka 

astrocitoma različitih gradusa pokazala je slabu ili nikakvu ekspresiju u 72%, umjerenu u 22% 

te jaku u 6% uzoraka. Kruscal-Wallis test otkrio je značajnu razliku između razine ekspresije 

proteina SFRP4 u odnosu na gradus tumora (p=0,008), a Spearmanov korelacijski test također 
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je potvrdio umjerenu negativnu povezanost između analiziranih varijabli (rs=-0,442, 

p=0,001).  U skupini difuznih astrocitoma prisutan je bio značajno veći broj uzoraka s 

umjerenom i jakom ekspresijom dok su kod viših gradusa astrocitoma prevladavali uzorci s 

niskom ekspresijom proteina (p=0,002). Difuzni astrocitomi pokazali su slabu ili nikakvu 

ekspresiju kod 40% (4/10) uzoraka, umjerenu također kod 40% (4/10) uzoraka, dok je jaku 

ekspresiju imalo 20% (2/10) uzoraka. Kod anaplastičnih astrocitoma, 60% (6/10) uzoraka 

pokazalo je slabu ili nikakvu ekspresiju, 30% (3/10) umjerenu te 10% (1/10) jaku. Ekspresija 

proteina SFRP4 u glioblastomima bila je u 86,7% uzoraka slaba ili nikakva, a u 13,3% (4/30) 

uzoraka umjerena (Tablica 6, Slika 9). Signal je u svim analiziranim uzorcima bio lokaliziran 

u citoplazmi, u većini uzoraka je bio prisutan i na membrani te u određenom broju i u jezgri 

(Slika 8). 

 

Tablica 6. Ekspresija proteina SFRP4 u astrocitomima različitih gradusa. 

IRS vrijednost 

SFRP4 

AII AIII GBM 

IRS 0-4 

N 4 6 26 

% 40 60 86,7 

IRS 6-8 

N 4 3 4 

% 40 30 13,3 

IRS 9-12 

N 2 1 - 

% 20 10 - 

Ukupno 

N 10 10 30 

% 100 100 100 

 

N - broj uzoraka, % - postotak uzoraka 
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Slika 8. Prikaz rezultata imunohistokemijskog bojenja (povećanje 200x) a) difuznog 

astrocitoma, b) anaplastičnog astrocitoma, c) glioblastoma. Slika pokazuje jaku (a), umjerenu 

(b) te slabu (c) ekspresiju proteina SFRP4 u citoplazmama, membranama i jezgrama stanica.   
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Slika 9. Ekspresija proteina SFRP4 po različitim gradusima astrocitoma. Proteini su u 

uzorcima tumora detektirani imunohistokemijskim bojenjem pomoću antitijela na protein 

SFRP4, te je mikroskopski određen intenzitet i učestalost obojenja. 
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4.3. Analiza metilacijskog statusa promotora gena SFRP4 

Metodom MS PCR analiziran je metilacijski status CpG otoka promotora gena SFRP4, 

u uzorcima astrocitoma. Iz tkiva je izolirana DNA, napravljena je bisulfitna konverzija, te 

reakcija PCR koja ovisi o metilacijskom statusu. Detektirani produkt bio je veličine između 

100 i 150 pb. Uvjeti reakcije MS PCR smatrani su optimiziranima kad je uzorak metilirane 

kontrole dao produkt željene veličine samo u metiliranoj reakciji metilirane kontrole, a uzorak 

nemetilirane kontrole u nemetiliranoj reakciji nemetilirane kontrole. Kao negativna kontrola 

korištena je voda bez nukleaza te je izostanak nastanka produkta u istoj bio dokaz da u 

reakciji nisu bile prisutne kontaminacije. U slučaju da je produkt dobiven samo u 

nemetiliranoj reakciji, uzorak je smatran nemetiliranim. U slučaju da je produkt dobiven u 

metiliranoj i u nemetiliranoj reakciji, uzorak je smatran metiliranim. Rezultati reakcije za 

svaki uzorak prikazani su u Tablici 4 i na Slici 12. 

 Od ukupno 49 analiziranih uzoraka, 16,3% (8/49) imalo je metiliran promotor, a 

83,7% (41/49) uzoraka imalo je nemetiliran promotor (Slika 10). Kod difuznih astrocitoma, 

72,7% (8/11) uzoraka imalo je metiliran promotor a 27,3% (3/11) nemetiliran. Svi uzorci 

anaplastičnih astrocitoma (9/9) i glioblastoma (29/29) imali su nemetilirane promotore (Slika 

11). Pearsonov χ2 – test pokazao je značajne razlike u metilacijskom statusu gena SFRP4 

između pojedinih stupnjeva malignosti astrocitnih tumora (p<0,001). Post-hoc analizom χ2-

testa utvrđeno je da je u difuznim astrocitomima promotorska regija gena SFRP4 statistički 

značajno češće metilirana u odnosu na glioblastome (p<0,001), dok su, s druge strane, 

glioblastomi imali statistički značajno veći broj nemetiliranih uzoraka u usporedbi s 

astrocitomima gradusa II (p<0,001). Kruskal – Wallis testom također je potvrđeno postojanje 

statistički značajnih razlika u uzorku metilacije unutar različitih gradusa astrocitoma 

(λ=22,149; p<0,001). Mann-Whitneyev U test otkrio je da astrocitomi gradusa II imaju 

statistički značajno više metiliranih uzoraka u usporedbi s astrocitomima gradusa III 

(p=0,004) i astrocitomima gradusa IV (p<0,001). 

Studentov t-test pokazao je značajnu povezanost između dobi obolijevanja i metilacije 

promotora gena SFRP4 (p=0,011). Pacijenti mlađe životne dobi češće su imali metiliran 

promotor analiziranog gena. Prosječna životna dob pacijenata s nemetiliranim promotorom 

bila je viša (52,37 godina) u odnosu na one s metiliranim promotorom (41,5 godina) (Tablica 

7). Rezultati reakcije MS PCR pokazali su prisutnost metilacije promotora gena SFRP4 u 

većini uzoraka difuznih astrocitoma te izostanak metiliranosti u višim gradusima astrocitoma.  
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Tablica 7. Prosječna životna dob pacijenata s metiliranim i nemetiliranim promotorom gena 

SFRP4 

Metilacijski status Broj uzoraka 
Dob (srednja vrijednost) ± 

standardna devijacija 

Metilirani uzorci 8 41,5±9,67 

Nemetilirani uzorci 41 52,37±18,81 

 

 

 

 

Slika 10. Metilacijski status CpG otoka promotora gena SFRP4 u 49 uzoraka astrocitoma 

različitih gradusa. 
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Slika 11. Postotak metiliranosti promotora gena SFRP4 kod različitih gradusa astrocitoma. 
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Slika 12. Analiza metilacije promotora gena SFRP4 u uzorcima astrocitoma različitih 

gradusa. Na slici su prikazani rezultati reakcije MS PCR svih 49 analiziranih uzoraka. 

Prisutnost produkta u nemetiliranoj reakciji ukazuje na to da promotor nije metiliran; 

prisutnost produkta u metiliranoj reakciji ukazuje na metiliranost promotora. Crvenom bojom 

označeni su metilirani uzorci (8). M – metilirana reakcija; U – nemetilirana reakcija; MC – 

metilirana kontrola; UMC – nemetilirana kontrola; H20 (voda) – negativna kontrola. 

 

Rezultati χ2-testa pokazali su da postoji statistički značajna povezanost između 

metilacije gena i izraženosti proteina SFRP4 (p=0,007). Slaba izraženost proteina SFRP4 

opažena je u 28,5% metiliranih i 78% uzoraka s nemetiliranim promotorom. Umjerena ili jaka 

ekspresija SFRP4 bila je prisutna u 71,5% astrocitoma s metilacijom SFRP4 i 22% 

nemetiliranih uzoraka. 
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5. RASPRAVA 

Signalni put Wnt esencijalan je u brojnim biološkim procesima, kao što su 

proliferacija, diferencijacija, migracija i preživljenje stanica, stoga njegova aberantna 

aktivnost ima jednu od ključnih uloga u tumorigenezi kao i nastanku specifičnih razvojnih 

defekata i neurodegenerativnih bolesti (Lee i sur., 2016; Nusse i Clevers, 2017). Zbog svoje 

uključenosti u embrionalni razvoj središnjeg živčanog sustava, istraživanja su pokazala kako 

uz ostale signalne puteve, i put Wnt ima značajnu ulogu u nastanku i progresiji astrocitnih 

tumora (Kafka i sur. 2018). Zang i sur. (2011) demonstrirali su da je interakcija 

transkripcijskog faktora FoxM1 i β-katenina potrebna za formiranje glioma, što predstavlja 

jedan od mogućih mehanizama putem kojih Wnt potiče tumorigenezu. Kahlert i sur., (2012) 

pokazali su da Wnt signalizacija pojačava pokretljivost stanica glioblastoma in vitro 

aktivacijom molekula koje potiču mezenhimski fenotip. Astrocitomi su najučestaliji tip 

tumora mozga u ljudi, pri čemu su glioblastomi posebno proliferativni te njihova invazivna 

priroda korelira s lošim kliničkim ishodima (Paw i sur., 2015; Wang i sur., 2015). 

Glioblastomi u 10% slučajeva nastaju malignom progresijom iz astrocitoma nižeg gradusa 

(mutirani gen IDH), dok u 90% slučajeva nastaju de novo (divlji tip gena IDH) (Barthel i sur., 

2018).  

Obitelj proteina SFRP modulira signalizaciju puta Wnt te obuhvaća pet članova, od 

SFRP1 do SFRP5. Obitelj gena SFRP možemo podijeliti na dvije blisko srodne podgrupe. 

Jednu čine SFRP1, SFRP2 i SFRP5, a drugu SFRP3 i SFRP4 (Kawano i Kypta, 2003). Iako 

se članovi obitelji SFRP generalno smatraju antagonistima signalnog puta Wnt, njihova uloga 

nije uvijek inhibitorna (Pećina-Šlaus i sur., 2016). Novija otkrića upućuju na prekomjernu 

ekspresiju proteina SFRP u stanicama nekih karcinoma, što govori o njihovoj dvostrukoj ulozi 

u Wnt signalizaciji i tumorigenezi (Mii i Taira 2011; Xavier i sur., 2014). 

Promijenjena ekspresija gena SFRP4 u različitim tipovima poremećaja ukazuje na 

njegovu bitnu ulogu u održavanju homeostaze tkiva. Smanjena ekspresija ili utišavanje gena 

SFRP4 rezultira prekomjernom aktivacijom puta Wnt, dovodeći do inhibicije apoptoze u 

tumorskim stanicama. SFRP4 ima guste CpG otoke kraj prvog eksona. Njihova 

hipermetilacija jedan je od mehanizama utišavanja gena, što stvara predispoziciju za pre-

maligne promjene u mnogim tipovima tumora (Bovolenta i sur., 2008; Pawar i Rao, 2018). 

Cilj ovog istraživanja bio je utvrditi dolazi li do različite učestalosti promjena metilacijskog 

statusa promotora gena i razine ekspresije proteina SFRP4 između različitih histoloških 

gradusa astrocitoma. 
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U ovom istraživanju, metodom imunohistokemije otkriveno je da je u skupini difuznih 

astrocitoma bio prisutan značajno veći broj uzoraka s umjerenom (40%) i jakom (20%) 

ekspresijom, dok su kod viših gradusa astrocitoma prevladavali uzorci s niskom ekspresijom 

proteina SFRP4. Kod anaplastičnih astrocitoma, 60% uzoraka pokazalo je slabu ili nikakvu 

ekspresiju analiziranog proteina, dok je istu imalo 86,7% uzoraka glioblastoma. Statističkom 

analizom utvrđena je značajna razlika između razine ekspresije proteina SFRP4 u odnosu na 

gradus tumora (p=0,008), a potvrđena je i umjereno negativna povezanost između analiziranih 

varijabli (rs=-0,442, p=0,001). Slično tome, rezultati istraživanja Hreznjaka i sur. (2014) 

pokazali su smanjenu ekspresiju proteina SFRP4 u agresivnijim oblicima sarkoma 

endometrija u usporedbi sa sarkomima endometrija nižih gradusa. Slične rezultate dobili su 

Carmon i Loose (2008) prilikom istraživanja karcinoma endometrija. Povezanost gubitka ili 

smanjene ekspresije proteina SFRP4 s progresijom tumora dokumentirana je u uzorcima 

karcinoma jednjaka (Zou i sur., 2005), gušterače (Bu i sur., 2008), mezoteliomu (He i sur., 

2005) te adenomu hipofize (Wu i sur., 2015). U studiji iz 2009., Drake i sur. su 

imunohistokemijskom analizom uzoraka tumora jajnika utvrdili da je ekspresija proteina 

SFRP4 u negativnoj korelaciji s ekspresijom β-katenina. Navedeni rezultati u skladu su s 

rezultatima našeg istraživanja, uzimajući u obzir da je u normalnom zdravom tkivu mozga 

protein SFRP4 eksprimiran umjereno (Wawelwala i sur., 2008). Iz navedenog se može 

zaključiti da SFRP4 ima značajnu fiziološku ulogu u odraslom mozgu čovjeka. Naši nalazi 

upućuju da povećanjem gradusa tumora dolazi do smanjenja ekspresije proteina SFRP4 u 

astrocitomima, što ukazuje na to da on djeluje kao tumor supresor inhibirajući aktivnost 

signalnog puta Wnt te sprječavajući nastanak i progresiju tumora. S druge strane, postoje 

studije koje pokazuju pozitivnu korelaciju između ekspresije proteina SFRP4 i povećanja 

maligniteta tumora (Abu-Jawdeh i sur., 1999). Neke studije ukazuju na povećanu ekspresiju 

proteina SFRP4 u uzorcima karcinoma jajnika te kolorektalnog karcinoma (Drake i sur., 

2009; Huang i sur., 2010). U istraživanju Lianga i sur. (2019) pokazano je da nuklearni 

SFRP3 i SFRP4 pojačavaju regrutiranje β-katenina uz transkripcijski faktor TCF4, 

promovirajući transkripcijsku aktivnost posredovanu kompleksom β-katenin/TCF4, što 

pridonosi nastanku fenotipa tumorskih matičnih stanica. Navedeno ukazuje na njegov 

potencijalni proonkogeni učinak u nekim tumorima, što ide u prilog tvrdnjama o njegovoj 

dvojnoj ulozi u tumorigenezi. Rezultati našeg istraživanja pokazuju smanjenu ekspresiju 

nuklearnog SFRP4 u glioblastomima u odnosu na difuzne i anaplastične astrocitome, što ne 

ukazuje na postojanje proonkogenog učinka u ovim tumorima, već govori o njegovom 

karakteru tumor supresora. 



36 
 

Metilacija DNA epigenetički je mehanizam koji može smanjiti ekspresiju tumor 

supresor gena i potaknuti ekspresiju onkogena. Metilaciju promotorske regije tumor supresor 

gena povezujemo sa smanjenom ekspresijom proteina, što pospješuje rast tumorskih stanica i 

progresiju u maligniji oblik tumora (Phillips, 2008; Delpu i sur. 2013). U ovom istraživanju, 

analizom metilacijskog statusa promotorske regije gena SFRP4 na uzorku od 49 astrocitoma 

različitih gradusa pokazano je da 83,7% ispitanih uzoraka nema metiliran promotor. Gledajući 

po gradusima, svi uzorci anaplastičnih astrocitoma i glioblastoma imali su nemetilirane 

promotore, dok je čak 72,7% difuznih astrocitoma imalo metiliran promotor. Statističkom 

analizom utvrđene su značajne razlike u metilacijskom statusu gena SFRP4 između pojedinih 

stupnjeva malignosti astrocitnih tumora (p<0,001), kao i to da astrocitomi gradusa II imaju 

statistički značajno više metiliranih uzoraka u usporedbi s astrocitomima gradusa III 

(p=0,004) i astrocitomima gradusa IV (p<0,001). Više različitih istraživanja ukazuje na  

hipermetilaciju promotora gena SFRP4 te smanjenu ekspresiju proteina SFRP4 u tumorima 

endometrija, vrata maternice, mokraćnog mjehura, gušterače, bubrega, jednjaka, hipofize te 

mezoteliomu (Pohl i sur., 2015). Ukupno 19 studija s 2440 uzoraka uključeno je u meta-

analizu koju su proveli Yu i sur. (2019), s ciljem određivanja učinka hipermetilacije 

promotora gena SFRP4 na rizik od raka. Analizom je otkriven značajno povećan rizik od raka 

povezan s metilacijom promotora SFRP4 u kolorektalnom karcinomu te karcinomima jajnika, 

vrata maternice i bubrega, dok poveznica nije pronađena u karcinomima endometrija i želuca. 

Ipak, kroz studiju je uočena velika heterogenost unutar grupa. Rezultati istraživanja Schiefera 

i sur. (2014) pokazuju da je utišavanje gena SFRP4 izazvano metilacijom promotora jedno od 

moguće ključnih obilježja glioblastoma. Istraživanje je provedeno na 4 stanične linije 

glioblastoma tretirane 5-azacitidinom, inhibitorom metilacije DNA, koje su stoga imale 

nemetilirane promotore gena SFRP4. Western blot analizom nakon tretmana pokazano je 

povećanje ekspresije proteina SFRP4 u svim staničnim linijama. S druge strane, neka 

istraživanja pokazuju manje učestalu hipermetilaciju promotora gena SFRP4 u usporedbi s 

drugim članovima obitelji SFRP u kolorektalnim karcinomima te postoje proturječni dokazi o 

razini njegove ekspresije u istima (Feng Han i sur., 2006). Iako je u tumorima jajnika 

utvrđeno smanjenje ekspresije proteina SFRP4, otkriveno je da se frekvencije metilacije 

promotora gena SFRP4 ne razlikuju značajno između različitih gradusa tumora (Su i sur., 

2009). 

 U našem istraživanju, svi metilirani uzorci dali su signale u metiliranoj i u 

nemetiliranoj reakciji, s tim da su signali u nemetiliranoj reakciji bili intenzivniji. S obzirom 
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da se tumor sastoji od heterogenih stanica, moguće je da neke od njih sadrže metilirane a neke 

nemetilirane promotore. Također, moguće objašnjenje je da se u astrocitomima nižih gradusa 

aktivno odvija proces demetilacije promotora, budući da u višim gradusima astrocitoma nije 

zabilježena metiliranost promotora. U prethodnim istraživanjima ovog laboratorija ispitana je 

prisutnost metilacije promotora SFRP1 u različitim gradusima astrocitoma. Ukupno je 32% 

uzoraka pokazalo metilaciju promotora, no, suprotno nalazima na SFRP4, u glioblastomima je 

pronađen statistički značajno veći udio metiliranih slučajeva u odnosu na graduse II i III 

(Kafka i sur., 2018). Sukladno nalazima na razini molekule DNA, uzorci s metiliranim 

promotorom SFRP1 eksprimirali su manje proteina što ukazuje da bi gubitak SFRP1 mogao 

biti uključen u progresiju astrocitoma. S druge strane, rezultati iste istraživačke grupe 

dobiveni imunohistokemijskom analizom proteina SFRP3 u uzorcima astrocitoma gradusa I-

IV, sugeriraju da bi SFRP3 mogao djelovati kao agonist Wnt signalizacije i poticati invazivno 

ponašanje. Naime, Pećina-Šlaus i sur., (2018) pokazali su da je razina ekspresije proteina 

SFRP3 smanjena u jezgri kod astrocitoma višeg stupnja (što ukazuje na očekivano ponašanje 

antagonista Wnt signalizacije), dok je u istoj skupini uzoraka pronađena povećana razina 

citoplazmatskog SFRP3 u usporedbi s astrocitomima nižeg gradusa.  

Rezultati ovog istraživanja pokazuju i statistički značajnu povezanost između dobi 

obolijevanja i metilacije promotora gena SFRP4 (p=0,011). Pacijenti mlađe životne dobi 

češće su imali metiliran promotor analiziranog gena, vjerojatno zbog toga što se glioblastomi 

javljaju u kasnijoj životnoj dobi u odnosu na difuzne i anaplastične astrocitome, a moguće da 

gubitku metilnih skupina doprinosi i proces starenja (Unnikrishnan i sur. 2019). Budući da 

smo pokazali da se ekspresija proteina SFRP4 smanjuje s povećanjem gradusa astrocitoma, to 

upućuje da je njegova ekspresija u višim gradusima astrocitoma regulirana nekim drugim 

(epi)genetičkim mehanizmima. Kao što je ranije spomenuto, većina glioblastoma ne nastaje 

progresijom iz astocitoma nižeg gradusa, nego de novo. Iako su u oba tipa glioblastoma 

promijenjeni isti signalni putevi, potvrđeno je da se primarni i sekundarni glioblastomi 

razlikuju s obzirom na epigenetičke promjene i učestalost mutacija pojedinih gena (Barthel i 

sur., 2018). Istraživanje Foltza i sur. (2010) indicira da su posttranslacijske modifikacije 

histona odgovorne za epigenetičku modulaciju antagonista puta Wnt, između ostalog i 

proteina SFRP1. Daljnjim molekularnim analizama trebalo bi utvrditi točan epigenetički 

mehanizam utišavanja proteina SFRP4 u višim gradusima astrocitoma. Naše istraživanje 

ograničeno je relativno malim brojem uzoraka, što umanjuje statističku moć te nas moguće 

sprječava u otkrivanju nekih postojećih poveznica. Potrebne su daljnje studije na većem broju 
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uzoraka da bi razjasnili precizan mehanizam kojim SFRP4 utječe na nastanak i razvoj 

astrocitoma.  

Stanične linije više različitih karcinoma transfecirane rekombinantnim SFRP4 

pokazale su povećanu osjetljivost na kemoterapeutike, smanjenu agresivnost te smanjenju 

invazivnost kod onih tumora u kojima je zabilježena smanjena ekspresija ovog proteina (Pohl 

i sur., 2015). Warrier i sur. (2013) pružili su snažne dokaze da je SFRP4 sposoban 

senzibilizirati stanice glioma i matične stanice glioma na kemoterapeutike cisplatin i 

doksorubicin. To ukazuje da bi SFRP4 mogao imati sposobnost uništavanja matičnih stanica 

glioma te je kao takav potencijalno efikasan u tretiranju glioblastoma. Ipak, s obzirom na 

sposobnost bifaznog djelovanja, pojačavanje njegove ekspresije može biti riskantno jer u 

nekim tkivima može potencirati aktivaciju signalnog puta Wnt (Xavier i sur. 2014). Zbog toga 

je neophodno upoznavanje svih segmenata kaskada signalnih puteva, građe i interakcija 

proteina te stanične epigenetike (Surana i sur., 2014).  
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6. ZAKLJUČAK 

Aberantna aktivnost signalnog puta Wnt ima značajnu ulogu u nastanku i progresiji 

mnogih tumora, pa tako i astrocitoma. Obitelj proteina SFRP, u koju spada i SFRP4, modulira 

Wnt signalizaciju te ima bitnu ulogu u održavanju homeostaze tkiva. Tijekom ovog 

istraživanja obrađen je 51 uzorak astrocitoma različitih gradusa. Analiza ekspresije proteina i 

metilacijskog statusa promotora gena SFRP4 doveli su do sljedećih zaključaka:  

1. Utvrđena je statistički značajna razlika između razine ekspresije proteina SFRP4 u odnosu 

na gradus tumora (p=0,008). Uzimajući u obzir njegovu umjerenu ekspresiju u zdravom tkivu 

mozga, rezultati upućuju na to da povećanjem gradusa tumora dolazi do smanjenja ekspresije 

proteina SFRP4 u astrocitomima, što ukazuje da bi SFRP4 mogao djelovati kao tumor 

supresor inhibirajući aktivnost signalnog puta Wnt te sprječavajući nastanak i progresiju ovih 

tumora. 

2. Statističkom analizom utvrđene su značajne razlike u metilacijskom statusu gena SFRP4 

između pojedinih stupnjeva malignosti astrocitnih tumora (p<0,001). Astrocitomi gradusa II 

imaju statistički značajno više metiliranih uzoraka u usporedbi s astrocitomima gradusa III 

(p=0,004) i astrocitomima gradusa IV (p<0,001). Iz navedenog možemo zaključiti da se 

metiliranost promotora gena SFRP4 smanjuje s povećanjem gradusa astrocitoma. 

3. Svi metilirani uzorci dali su signale u metiliranoj i u nemetiliranoj reakciji, s tim su signali 

u nemetiliranoj reakciji bili intenzivniji. S obzirom na ranije navedeno, ovo upućuje da se u 

astrocitomima nižih gradusa aktivno odvija proces demetilacije promotora. 

4. Rezultati pokazuju statistički značajnu povezanost između dobi obolijevanja i metilacije 

promotora gena SFRP4 (p=0,011). Mlađi pacijenti češće su imali metiliran promotor u odnosu 

na starije, vjerojatno zbog toga što se glioblastomi javljaju u kasnijoj životnoj dobi u odnosu 

na niže graduse astrocitoma, a moguće da gubitku metilnih skupina doprinosi i sam proces 

starenja. 

5. Smanjenje ekspresije proteina SFRP4 s povećanjem gradusa astrocitoma upućuje na to da 

je njegova ekspresija u višim gradusima regulirana nekim drugim (epi)genetičkim 

mehanizmima. 

6. Daljnjim molekularnim analizama na većem broju uzoraka trebalo bi utvrditi točan 

(epi)genetički mehanizam utišavanja ekspresije proteina SFRP4 u višim gradusima 

astrocitoma te razjasniti njegov utjecaj na nastanak i razvoj astrocitoma. 
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