
Volumen 63, Broj 9 VOJNOSANITETSKI PREGLED Strana 813

Correspondence to: Ivana Novaković, Medicinski Fakultet, Institut za biologiju i humanu genetiku, Višegradska 26, 11000 Beograd,
Srbija. Tel.: +381 11 361 57 81, +381 64 135 9575, email: novivana@eunet.yu

O R I G I N A L N I  Č L A N A K UDC: 618.11–006.6:577.21

Analiza gubitka heterozigotnosti tumor-supresor gena p53 i BRCA1
kod karcinoma ovarijuma

Analysis of loss of heterozygosity of the tumor suppressor genes p53 and
BRCA1 in ovarial carcinomas

Bojana Petrović*, Milica Perović*, Ivana Novaković†, Jasmina Atanacković*,
Branka Popović‡, Ljiljana Luković†, Spasoje Petković*

Klinički centar Srbije, *Institut za ginekologiju i akušerstvo, Beograd;
Medicinski fakultet, †Institut za biologiju i humanu genetiku, Beograd;

Stomatološki fakultet, ‡Institut za biologiju i humanu genetiku, Beograd

Apstrakt

Uvod/Cilj. Među genima uključenim u proces ovarijumske
karcinogeneze pažnju privlače tumor-supresor geni p53 i
BRCA1. Oba gena kontrolišu ćelijski ciklus, reparaciju DNK i
apoptozu. Dok je p53 univerzalni „čuvar genoma“ čija se ina-
ktivacija nalazi u više od 50% maligniteta čoveka, mutacije
BRCA1 se nalaze pre svega kod karcinoma dojke i ovrijuma.
Istraživanje je sprovedeno sa ciljem da se utvrdi učestalost gu-
bitka heterozigotnosti (LOH) u regionima gena p53 i BRCA1
kod karcinoma ovarijuma i da se ispita njegova korelacija sa
stadijumom i prognozom bolesti. Metode. Ispitivanjem je
obuhvaćeno 20 bolesnica sa potvrđenom dijagnozom karcino-
ma ovarijuma. Za molekularno genetičku analizu DNK izolo-
vana je iz tumorskog tkiva i krvi kao kontrolnog zdravog tkiva
iste osobe. Mikrosatelitni markeri u regionu gena p53 i BRCA1
umnožavani su PCR metodom, a analiza alelskog statusa i po-
jave LOH je vršena nakon poliakril-amidinom (PAA) gel elek-
troforeze. Rezultati. Oba analizirana mikrosatelitna markera
bila su informativna u po 13 do 20 slučajeva (65%). U regionu
gena p53 nađen je LOH u 4 od 13 slučajeva (30,7%). Po jedan
od ovih tumora bio je histološkog gradusa G1 i G2, a dva his-
tološkog gradusa G3, dok je FIGO stadijum u svim slučajevima
bio IIIc. U regionu gena BRCA1 LOH je nađen u 5 od 13 slu-
čajeva (38,5%). Od ovih uzoraka četiri su bila histološkog gra-
dusa G2, a jedan histološkog gradusa G3. Po FIGO klasifikaciji
jedan uzorak sa LOH bio je u stadijumu Ic, jedan u stadijumu
IIIb, dok su tri bila u stadijumu IIIc. Istovremeni gubitak hete-
rozigotnosti za oba ispitivana gena detektovan je u jednom
uzorku histološkog gradusa G3, u stadijumu IIIc, što čini 7,7%.
Zaključak. Učestalost LOH kod karcinoma ovarijuma iznosila
je 30,7% u regionu gena p53, odnosno 38,5% u regionu gena
BRCA1. Najveći broj tumora sa LOH bio je histološkog gradu-
sa G2 ili G3, u kliničkom stadijumu IIIc, pa se može zaključiti
da je ova pojava povezana sa kasnijom fazom razvoja bolesti.

Ključne reči:
jajnik, neoplazme; gubitak heterozigotnosti; gen p53;
gen BRCA1.

Abstract

Background/Aim. Among the genes involved in ovarian carci-
nogenesis, there has been increased interest in tumor-suppressor
genes p53 and BRCA1. Both of the genes make control of cell
cycle, DNA repair and apoptosis. The p53 is a “genome guard-
ian” inactivated in more than 50% of human cancers, while
BRCA1 mutations are found mostly in breast and ovarian cancer.
The aim of this investigation was to establish the frequency of
loss of heterozygosity (LOH) in the regions of the genes p53 and
BRCA1 in ovarian carcinomas, and to analyze the association of
LOH with the disease stage and prognosis. Methods. We ana-
lyzed 20 patients with a confirmed diagnosis of epithelilal ovarian
carcinoma. DNA for molecular-genetic analysis was extracted
from the tumor tissue and blood as normal tissue of each person.
Microsatellite markers of the regions of genes p53 and BRCA1
were amplified by PCR method. The determination of allelic
status of microsatellites and detection of LOH was performed
after PAA gel electroforesis. Results. Both of the analyzed mi-
crosatellite markers were informative in 13/20 (65%) cases. In the
region of gene p53, LOH was established in 4/13 (30.7%) tu-
mors. One of them had histological gradus G1, one had gradus
G2, and two of them had gradus G3, while all were with the In-
ternational Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) IIIc
stage. In the region of gene BRCA1, LOH was detected in 5/13
(38.5%) tumors. Four of them had histological gradus G2, and
one had gradus G3, while by the (FIGO) classification one was
with stage Ib, one was with stage IIIb, while the three were with
stage IIIc. LOH in both of the analyzed regions was detected in
one tumor (7.7%), with histological gradus G3 and the FIGO IIIc
stage. Conclusion. The frequency of LOH in epthelial ovarian
carcinomas was 30.7% and 38.5% for p53 and BRCA1 gene re-
gions, respectively. Most of tumors with LOH had histological
gradus G2 or G3, and the clinical FIGO stage IIIc, suggesting the
association of this occurrence with a later phase of the disease.

Key words:
ovarian neoplasms; loss of heterozygosity; genes, p53;
genes, BRCA1.
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Uvod

Karcinom ovarijuma je peti među vodećim uzrocima
smrti žena u svetu. Incidencija karcinoma ovarijuma je
1 : 2 500 žena iznad 55 godina i 1 : 3 800 žena starijih od 25
godina, a ukupna stopa preživljavanja preko pet godina je
40% 1. Bolest je najčešće asimptomatska u svojim ranim fa-
zama i u najvećem broju slučajeva otkriva se u kasnim, me-
tastatskim stadijumima. U oko 1% slučajeva oboljenje je fa-
milijarne prirode, a najznačajniji faktor rizika je upravo po-
rodična istorija bolesti 2. Utvrđeno da se najčešći tipovi, se-
rozni i mucinozni karcinomi, razvijaju od adenoma preko
granične (borderline) forme, dok endometrioidnim karcino-
mima i karcinomima svetlih ćelija prethodi endometrioza 3.
Uprkos brojnim istraživanjima molekularni mehanizmi ova-
rijumske kancerogeneze još uvek su nejasni.

Danas je prihvaćen stav da je kancer u osnovi genska
bolest koja se razvija u više faza. Za malignu transformaciju
je najčešće potrebno 5−7 nezavisnih mutacija, a u ovaj pro-
ces su neposredno uključene dve glavne klase gena: proton-
kogeni i tumor-supresor geni (TSG) 4, 5.

Osnovna funkcija TSG je regulisanje ćelijskog ciklusa,
kontrola procesa proliferacije i diferencijacije i očuvanje
ukupne stabilnosti genoma. Nedostatak ekspresije TSG do-
vodi do gubitka kontrole ćelijskog ciklusa i povezuje se sa
malignom alteracijom ćelije. Mutacije TSG su recesivne, pa
je za njihovo ispoljavanje neophodna inaktivacija oba genska
alela. Najčešće je jedan alel deletiran, a drugi je zahvaćen ta-
čkastom (point) mutacijom, a moguće su i genske konverzije,
mitotičke rekombinacije, kao i epigentski mehanizmi koji
dovode do inaktivacije TSG usled metilacije 4, 5. Takođe,
produkti TSG mogu biti neutralisani interakcijama sa virus-
nim ili ćelijskim onkoproteinima 1.

Među većim brojem TSG koji su uključeni u proces
ovarijumske karcinogeneze pažnju privlače TSG p53 i BR-
CA1. Oba gena se nalaze na hromozomu 17, a njihovi pro-
dukti su jedarni proteini – transkripcioni faktori koji kontro-
lišu ćelijski ciklus, reparaciju DNK i apoptozu 6, 7. Univer-
zalni „čuvar genoma“ je p53 (lokus 17p13.3), čija inaktiva-
cija učestvuje u patogenezi više od 50% maligniteta čoveka.
BRCA1 (lokus 17q21) je značajan, pre svega, za nastanak
karcinoma dojke, odakle i potiče njegov naziv (breast can-
cer), i ovarijuma. Mutacije BRCA1 gena otkrivene su kod
preko polovine familijarnih i manje od 5% sporadičnih kar-
cinoma dojke, a predstavljaju i značajan rizik za razvoj kar-
cinoma ovarijuma kod žena heterozigota, kod kojih može
doći do gubitka drugog, normalnog alela 7.

Jedan od prihvaćenih pristupa u analizi TSG jeste ispiti-
vanje gubitka heterozigotnosti (loss of heterozygosity − LOH),
koji predstavlja gubitak jednog od dva genska alela u analizi-
ranom tkivu 8. Za analizu LOH koriste se polimorfni regioni
DNK, označeni kao mikrosateliti. Mikrosateliti su tandemski
ponovci niza od dva do četiri nukleotida (najčešće dinukleoti-
da CA) koji se nalaze na različitim lokacijama duž svih hro-
mozoma. Usled visokog stepena polimorfizma mikrosatelitnih
lokusa jedna osoba može da ima različit broj ponovaka na ho-
mologom hromozomskom paru, što se označava kao heterozi-
gotnost 9. Da bi se utvrdio LOH, neophodno je poređenje

DNK iz tumorskog tkiva i konstitutivne DNK iz zdravog tkiva
iste osobe. Ako u zdravom tkivu postoje dva alela određenog
mikrosatelitnog lokusa, a u tumorskom samo jedan, kažemo da
je u tumoru došlo do gubitka heterozigotnosti, tj. LOH. LOH
ukazuje na deleciju segmenta u molekulu DNK i na gubitak
TSG koji se nalazi u tom regionu. Analizom mikrosatelita u
tumorskom tkivu može da se uoči i pojava mikrosatelitne nes-
tabilnosti (MIS), što podrazumeva da je veličina jednog mi-
krosatelitnog alela u tumoru drugačija nego u zdravom tkivu.
Posledica nefunkcionalnosti sistema za mismatch reparaciju
DNK je MIS, i ukazuje na inaktivaciju gena odgovornih za
ovaj proces (hMLH1, hMSH2, hMSH6 i dr.) 9.

Imajući u vidu klinički značaj karcinoma ovarijuma i
brojna pitanja u vezi njegove molekularne osnove, istraživa-
nje je sprovedeno sa ciljem da se utvrdi učestalost LOH u re-
gionima gena p53 i BRCA1 kod karcinoma ovarijuma i da se
ispita njegova korelacija sa stadijumom i prognozom bolesti.

Metode

Uzorci tumorskog tkiva dobijeni su od 20 bolesnica
operisanih u Institutu za ginekologiju i akušerstvo Kliničkog
centra Srbije u Beogradu, sa kliničkom dijagnozom karcino-
ma ovarijuma. Stadijum bolesti određivan je prema FIGO
klasifikaciji (stadijum I: karcinom ograničen na ovarijum, Ia:
jedan ovarijum, Ib: oba ovarijuma, Ic: ruptura kapsule; II:
zahvaćeni organi male karlice, IIa: uterus i/ili jajovodi, IIb:
ostali organi male karlice, IIc: ascites; III: intraperitoneum-
ske matestaze, IIIa: mikroskopske metastaze, IIIb: makros-
kopske metastaze < 2 cm, IIIc: makroskopske metastaze
> 2 cm i/ili regionalni limfni čvorovi; IV: metastaze van tr-
bušne duplje) 10. Patohistološkom analizom je potvrđena di-
jagnoza i određen histološki gradus tumora (G1-G4, u zavis-
nosti od stepena gubitka ćelijske diferencijacije) 10.

Uzorci tumora za molekularno genetičku analizu uzi-
mani su neposredno nakon operacije i čuvani na -20 ºC u NE
puferu (25 mM EDTA, 150 mM NaCl). Od svake bolesnice
je uzeta i krv iz periferne vene kao kontrolno zdravo tkivo.

Za izolaciju DNK korišćena je standardna proteinaza K-
SDS-fenol/hloroform procedura, za uzorke tumora, odnosno
metoda isoljavanja 11, za uzorke krvi. Amplifikacija mikro-
satelitnih markera vršena je metodom lančane reakcije poli-
merizacije (polymerise chain reaction − PCR), u aparatu
Perkin Elmer Thermal Cycler 2 400.

Mikrosatelitni markeri koji su analizirani u PCR reak-
cijama su bili: TP53 u regionu 17p13.1 (p53 gen) i D17S855
u regionu 17q21 (BRCA1 gen). Sekvenca prajmera za mi-
krosatelitni lokus TP53 je bila: 5'-
AGGGATACTATTCAGCCCGAGGTG-3' i 5'-
ACTGCCACTCCTTGCCCCATTC-3' 12, a za lokus
D17S855: 5'-GGATGGCCTTTTAGAAAGTGG-3' i 5'-
ACACAGACTTGTCCTACTGCC-3' 13.

Amplifikacija je vršena po sledećem programu: 94 ºC/5
min (denaturacija); 45 ciklusa sa tri koraka: 94 ºC/45 (dena-
turacija), 62 ºC (za BRCA1) odnosno 68 ºC (za p53)/45 (ve-
zivanje prajmera) i 72 ºC/45 sec (elongacija); 72 ºC/7 min
(završna elongacija) 12, 13. Veličina alela je bila 103−135 bp
za marker TP53 12 i 143−155 bp za marker D17S855 13.
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Po završenoj PCR reakciji amplifikati su nanošeni u pa-
rovima na 10% poliakril-amidni (PAA) gel dimenzija
20 × 30 cm. Par su činili PCR produkt iz tumora i normalnog
tkiva iste osobe. Trajanje elektroforeze na PAA gelu u
1 × TBE puferu pri P = 35W zavisilo je od veličine mikro-
satelitnog markera, a za orijentaciju tokom elektroforeze ko-
rišćene su boje ksilen-cijanol (migrira sa fragmentom od 110
bp) i bromfenol plavo (migrira sa fragmentom od 40 bp) 14.

Posle elektroforeze gelovi su bojeni etidijum-bromidom
i posmatrani prosvetljeni UV svetlom na transiluminatoru.
Poređenjem veličine markera u tumoru i kontroli bilo je mo-
guće utvrditi: prisustvo dve različite trake (dva različita ale-
la) mikrosatelita u tumoru i kontroli bilo je označeno kao
heterozigotnost (Het.) i ovi slučajevi su bili informativni za
analizu LOH; prisustvo jedne trake (dva identična alela) u
tumoru i kontroli, što je bilo označeno kao homozigotnost
(Homo.), koja je neinformativna za analizu LOH; prisustvo
jedne trake (alela) u tumoru i dve različite trake (dva alela) u
kontroli, što je bilo označeno kao gubitak heterozigotnosti u
tumorskom tkivu, tj. LOH. Gubitak heterozigotnosti – LOH
konstatovan je ukoliko u uzorku tumora potpuno nedostaje

alel prisutan u normalnom tkivu ili je on bio predstavljen tra-
kom čija je gustina < 1/3 normalnog alela 4, 5, 9.

Na istim gelovima analizirana je i pojava mikrosatelitne
nestabilnosti (MIS), koja je bila konstatovana kao pojava no-
vog alela u tumoru u odnosu na kontrolno tkivo 9.

Kompletno ispitivanje je obavljeno uz saglasnost Etič-
kog komiteta Kliničkog centra Srbije.

Rezultati

Godine starosti, patohistološki nalaz, gradus tumora i
FIGO stadijum, kao i rezultati analize LOH, prikazani su u
tabeli 1. Prosečna starost bolesnica bila je 58 godina.

Od 20 uzoraka karcinoma tri su bila histološkog gradu-
sa I, 12 histološkog gradusa II i pet histološkog gradusa III.
U odnosu na FIGO klasifikaciju svi karcinomi bili su od I do
III stepena invazivnosti. dva karcinoma bila su u FIGO sta-
dijumu Ia, tri u FIGO stadijumu Ic, četiri u FIGO stadijumu
IIIb, a 11 u FIGO stadijumu IIIc.

U tabeli 2 prikazan je procenat informativnih slučajeva
(heterozigoti u normalnom tkivu), utvrđenih LOH i MIS za

Tabela 1

Starost bolesnica, histološki gradus, stadijum karcinoma i rezultati
analize LOH za gene p53 i BRCA

Redni broj Godine starosti Gradus Stadijum p53 BRCA1
1. 55 G3 IIIb HOMO* HET†

2. 58 G2 IIIc HET HET
3. 68 G2 IIIc HOMO HOMO
4. 65 G2 IIIc HET LOH‡

5. 40 G3 Ic HOMO HET
6. 51 G3 IIIc LOH HOMO
7. 64 G1 Ia HET HOMO
8. 67 G3 IIIc HET HET
9. 55 G2 Ic HOMO LOH
10. 56 G2 IIIb HET HET
11. 55 G2 IIIc LOH HOMO
12. 26 G1 Ia HET MIS§

13. 71 G2 Ic HET HOMO
14. 72 G3 IIIc LOH LOH
15. 72 G2 IIIc HOMO HET
16. 65 G1 IIIc LOH HOMO
17. 59 G2 IIIb HET HET
18. 55 G2 IIIc HOMO LOH
19. 59 G2 IIIb HOMO LOH
20. 44 G2 IIIc HET HOMO

*homozigot, neinformativan; †heterozigot, informativan; ‡gubitak heterozigtnosti; §mikrosatelitna nestabilnost

Tabela 2
Učestalost (%) informativnih slučajeva gubitka

heterozigotnosti i mikrosatelitne nestabilnosti u uzorcima
karcinoma ovarijuma

Lokus Informativno LOH* MIS†

p53 13/20 (65%) 4/13 (30,7%) 0/20 (0%)
BRCA1 13/20 (65%) 5/13 (38,5%) 1/20 (5%)

*gubitak heterozigotnosti; †mikrosatelitna nestabilonost
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svaki mikrosatelitni marker. Na slici 1 i slici 2 prikazani su
reprezentativni rezultati molekularno genetičke analize.

K   T    K  T    K  T   K   T    K  T 
LOH

K   T    K  T    K  T   K   T    K  T 
LOH

Sl. 2 − PCR produkati na poliakril-amidinom gelu za lokus
BRCA1

K (zdravo tkivo), T (tumor)

Od ukupno 20 uzoraka karcinoma ovarijuma, 13 (65%)
je bilo informativno u analizi LOH u regionu gena p53. LOH
je nađen u četiri od 13 (30,7%), informativnih slučajeva. Od
četiri uzorka sa LOH, po jedan je bio histološkog gradusa G1
i G2, a dva su bila histološkog gradusa G3. U svim slučaje-
vima sa LOH FIGO stadijum je bio IIIc.

U regionu gena BRCA1 bilo je takođe 65% (13 od
ukupno 20) informativnih slučajeva. LOH u regionu gena
BRCA1 nađen je u 5 od 13 informativnih slučajeva, što čini
38,5%. Četiri uzorka sa LOH bila su histološkog grdusa
G2, a jedan histološkog gradusa G3. Po FIGO klasifikaciji
jedan uzorak sa LOH bio je u stadijumu Ic, jedan u stadi-
jumu IIIb, dok su tri bila u stadijumu IIIc. Istovremeni gu-
bitak heterozigotnosti za oba ispitivana gena detektovan je
u jednom uzorku (7,7%), histološkog gradusa G3, u stadi-
jumu IIIc.

U jednom uzorku (7,7%) histološkog gradusa G1, u
FIGO stadijumu Ia, nađena je mikrosatelitna nestabilnost
(MIS).

Diskusija

Gubitak heterozigotnosti ili LOH indi-
rektni je pokazatelj gubitka jednog alela TSG u
tumorskom tkivu 9. U sklopu proučavanja slo-
ženog procesa ovarijumske kancerogeneze
LOH je detektovan na različitim hromozomi-
ma, pa i u više regiona na dugom i na kratkom
kraku hromozoma 17 4, 5, 15−17. Važnu ulogu u
regulaciji ćelijskog ciklusa u ovarijumskom
epitelu imaju TSG p53 (17p13.1) i BRCA1
(17q21) i predmet su brojnih molekularno-
genetičkih analiza kod maligniteta ove lokali-
zacije.

U našem istraživanju LOH u regionima
gena p53 i BRCA1 uzorci karcinoma ovariju-
ma bili su informativni u po 13 do 20 slučajeva

(65%) za oba analizirana lokusa. Frekvencija LOH bila je 4
do 13 (30,7%) na lokusu p53 i 5 do 13 (38,5%) na lokusu
BRCA1. LOH je na oba lokusa istovremeno detektovan u je-
dnom slučaju (7,7%).

Podaci iz literature o LOH na oba kraka hromozoma 17
u karcinomima ovarijuma pokazuju značajne varijacije.
Leary i sar. 18 su  pronašli LOH sa učestalošću od 82% u re-
gionu 17p i 62% u regionu 17q. Za razliku od ovih autora,
Otis i sar. 19  su u seriji od 34 karcinoma ovarijuma našli
LOH na lokusu p53 gena u 44% i na lokusu BRCA1 u 83%
slučajeva. U studiji Quezado i sar. 20, rađenoj na 12 karcino-
ma ovarijuma, procenat LOH u regionima p53 i BRCA1 bio
je 62,5%, odnosno 66,6%. Različiti rezultati našeg istraživa-
nja i nalazi drugih autora najverovatnije su posledica razli-
čitog broja analiziranih uzoraka, različitog broja i informati-
vnosti korišćenih mikrosatelitnih markera, kao i patohistolo-
ške nehomogenosti ispitivanih karcinoma ovarijuma.

Klasični prognostički pokazatelji za karcinom ovariju-
ma su stadijum tumora u vreme postavljanja dijagnoze, his-
tološki tip, stepen maligniteta i reziduum tumora nakon hi-
rurškog tretmana 2. Sa stanovišta prognoze bolesti mogla bi
da bude značajna i potencijalna korelacija između pojave
LOH i kliničko-patoloških karakteristika karcinoma ovari-
juma 4, 5.

U našem istraživanju 50% karcinoma kod kojih je ot-
kriven LOH na lokusu gena p53 je bilo histološkog gradusa
G3. LOH u regionu BRCA1 je u našem radu bio udružen sa
nižim histološkim gradusima, pa je 80% svih karcionoma sa
LOH na ovom lokusu bilo histološkog gradusa G2. Uzorak
karcinoma kod koga je detektovan LOH za oba ispitivana lo-
kusa istovremeno bio je histološkog gradusa G3. Ova činje-
nica navodi na zaključak da je kod karcinoma ovarijuma is-
tovremeni LOH u regionima p53 i BRCA1 u korelaciji sa iz-
raženijim malignim fenotipom. Podaci iz literature potvrđuju
naše nalaze. Utvrđeno je da 50% uznapredovalih ovarijum-
skih karcinoma ima mutiran p53 gen, što koreliše sa višim
gradusom i kraćim preživljavanjem 21. Wang i sar. 22 su ana-
lizirali ulogu BRCA1 u malignoj transformaciji. U toj studiji
LOH u regionu BRCA1 nije nađen kod benignih tumora ova-
rijuma, kod graničnih (borderline) tipova tumora učestalost
LOH je bila 15%, dok je kod karcinoma iznosila 66%.

K   T     K  T      K  T    K   T     K   T    K   T    K  T
LOH
K   T     K  T      K  T    K   T     K   T    K   T    K  T
LOH

Sl. 1 − PCR produkati na poliakril-amidinom gelu za lokus p53
K (zdravo tkivo), T (tumor)
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Što se tiče kliničkog stadijuma, u našem istraživanju
najveći broj karcinoma ovarijuma kod kojih je detektovan
LOH bio je u FIGO stadijumu IIIc. Naime, svi karcinomi sa
LOH za lokus p53 bili su u FIGO IIIc stadijumu, a od karci-
noma sa LOH na lokusu BRCA1 jedan je bio u stadijumu Ic,
jedan u stadijumu IIIb, a tri u stadijumu IIIc. Uzorak tumora
kod koga je istovremeno nađen LOH za oba ispitivana loku-
sa bio je takođe u FIGO IIIc stadijumu. Može se zaključiti da
je u našoj grupi bolesnica LOH u regionima p53 i BRCA1
bio udružen sa kasnijom fazom razvoja karcinoma i uznapre-
dovalim stadijumom bolesti.

Nekoliko grupa autora takođe je proučavalo povezanost
LOH na hromozomu 17 sa kliničkim stadijumom karcinoma
ovarijuma. Leary i sar. 18 došli su do zaključka da ne postoji
značajna udruženost između LOH na hromozomu 17 i stadi-
juma ovarijumskih tumora, histološkog tipa, gradusa ili isho-
da bolesti. Nasuprot njima, Pieretti i sar. 23 i Chenevix-
Trench i sar. 24 u novijim istraživanjima zaključili su da LOH
na hromozomu 17 koreliše sa višim stadijumom, lošijom
prognozom bolesti i kraćim preživljavanjem. Podaci Kato i
sar. 25 ukazuju da je LOH u regionu BRCA1 udružen sa ra-
nijim početkom bolesti (50,7 god. u grupi sa LOH prema
58,7 god. u grupi bez LOH), ali nije nađena povezanost sa
patohistološkim tipom, kliničkim stadijumom i preživljava-
njem. Zanimljvo je da je u istom istraživanju FISH metodom
u nekim slučajevima karcinoma ovarijuma utvrđena amplifi-
kacija BRCA1 gena.

U našem istraživanju u jednom tumoru (5%) nađena je
MIS u regionu gena BRCA1. Ovaj fenomen se može objas-
niti nefunkcionalnošću mismatch reparacionog sistema, koji
ne ispravlja greške tokom replikacije, što povećava moguć-
nost akumulacije brojnih genskih lezija 9. Pojava MIS kod

karcinoma ovarijuma je ređa od LOH i u podacima iz litertu-
re. U studiji Furlan i sar. 26 MIS je nađen sa učestalošću od
16%, a utvrđeno je da se inaktivacija reparacionih gena de-
šava u ranim stadijumima kancerogeneze, naročito u slučaje-
vima udruženih maligniteta ovarijuma i endometrijuma.

Iz svega navedenog jasno je da su neophodna dalja is-
traživanja uloge TSG p53 i BRCA1 i fenomena genomske
nestabilnosti (LOH i MIS) u ovarijumskoj kancerogenezi.
Najnovija istraživanja ukazuju da se u regionu 17p13.3 ve-
rovatno nalazi još jedan TSG, označen kao HICI. Ovaj gen
je česta meta inaktivacije kod karcinoma ovarijuma, a nje-
gov gubitak se najčešće poklapa sa gubitkom p53 lokusa 15.
Nova saznanja treba da omoguće ne samo razumevanje
mehanizama nastanka već i razvoj metoda za skrining, di-
jagnostiku, a možda i gensku terapiju ove važne grupe kar-
cinoma kod žena. Interesantan pristup proučavanju LOH u
regionima p53 i BRCA1 kod karcinoma ovarijuma dali su
Tu i sar. 27. Oni su analizirali DNK, ne iz primarnog tumo-
ra, već iz seruma bolesnica (metastaske ćelije) i našli LOH
na bar jednom lokusu u 81,8% slučajeva. Ovo istraživanje
ukazuje na moguću upotrebu LOH na lokusima p53 i BR-
CA1 kao još jednog tumorskog markera kod karcinoma
ovarijuma.

Zaključak

Učestalost LOH kod karcinoma ovarijuma iznosila je
30,7% u regionu gena p53, odnosno 38,5% u regionu gena
BRCA1. Najveći broj tumora sa LOH bio je histološkog gra-
dusa G2 ili G3, u kliničkom stadijumu IIIc, pa se može zak-
ljučiti da je ova pojava povezana sa kasnijom fa-
zom razvoja bolesti.
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