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1. UVOD 
1.1. Meningeomi 

Meningeomi su primarni tumori središnjeg živčanog sustava. Nastaju od arahnoidnih 

stanica moždanih ovojnica (leptomeningi) te čine otprilike 20% svih tumora središnjeg živčanog 

sustava. Meningeomi većinom pripadaju beningnim tumorima koji rastu vrlo sporo, dobro su 

ograničeni i učahureni, tek mali postotak čini skupinu malignih tumora (Serena i sur., 2013). Za 

meningeome su karakteristični sljedeći simptomi: glavobolje, mišićna paraliza, epileptički 

napadaji, interkranijalna hipertenzija, promjena kognitivnih sposobnosti, neuravnotežene živčane 

i moždane funkcije (Grujučić i sur., 2010). 

Meningeomi čine 20% svih primarnih intrakranijalnih i 25% svih intraspinalnih tumora 

kod odraslih osoba, srednje životne dobi, od 45 do 55 godina. Kod žena meningeomi se javljaju 

dvaput češće nego kod muškaraca. Godišnja incidencija meningeoma je 2 do 7 na 100.000 žena i 

od 1 do 5 na 100.000 muškaraca (M : Ž = 1,8 : 2,1). Veća je prevalencija beningnih meningeoma 

kod žena nego kod muškaraca, dok su agresivniji histološki tipovi meningeoma učestaliji kod 

muškaraca (Grujičić i sur., 2010). Učestalost multiplih meningeoma kreće se od 2% do 8%. 

Prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije (SZO), benigni se meningeomi svrstavaju 

u gradus I (oko 90%), dok drugi histološki tipovi koji za ishod imaju manje povoljnu prognozu,  

čine  gradus II i gradus III prema SZO(2-6%) (McDermott i sur., 2002.). 

Prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene organizacije (SZO), meningeomi se patološki 

dijele u tri stupnja (Louis i sur. 2007.). Benigni (I. gradus) čine 92% meningeoma i njima 

pripadaju meningotelijalni fibrozni, tranzicijski (mješoviti), psamomatozni, angiomatozi i 

multipli. Atipični (II. gradus)  koji čine 5% meningeoma i njima pripadaju horoidni, 

svijetlostanični, atipični. Maligni (III. gradus)  koji čine 3% meningeoma i njima pripadaju 

papilarni, rabdoidni, anaplastični. 

Egzogeni i endogeni čimbenici djeluju pojedinačno ili u kombinaciji na proces 

tumorigeneze. Traume glave, pušenje, povišena razina kolesterola, virusne infekcije, a prije 

svega ionizirajuće zračenje mozga, samo su neki egzogeni čimbenici koji sudjeluju u nastanku 

meningeoma. Neki od endogenih čimbenika povezanih s meningeomima su progestini, estrogen, 
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prolaktin, glukokortikoidi, dopamin, somatostatin, uključujući faktor rasta iz trombocita (PDGF)  

i epidermalni faktor rasta (EGF) (Bradač i sur., 1990). 

Većina meningeoma liječi se pomoću operacija i radioterapija koje vrlo često rezultiraju 

uspješnim ishodom. Međutim, ove metode liječenja, operacija i radioterapija nisu uvijek 

ostvarive jer meningeomi mogu obavijati osjetljive neuralne ili vaskularne strukture što čini 

operaciju iznimno opasnom, a radioterapija je ograničena zbog svoje toksičnosti i zbog same 

veličine meningeoma (Choy i sur. 2011). 

Meningeomi su jedna od prvih čvrstih neoplazmi u kojima su pronađene citogenetičke 

promjene. Monosomija kromosoma 22 jedan je od najčešćih genetskih poremećaja u 

meningeoma. Ova povezanost između dugog kraka kromosoma 22 (22q) i meningeoma prvi je 

put zabilježena kod pacijenata kojima je  dijagnosticirana s neurofibromatoza tipa II (NF2). Gen 

NF2 specifični je tumor supresorski gen čija bialelna inaktivacija rezultira gubitkom proteina 

merlina i može se povezati s razvojem multiplih meningeoma i švanoma (Carvalho i sur., 2007.). 

Okvirno, oko 50% meningeoma pokazuje delecije regiji 22q12.2 gdje je smješten gen NF2. 

Napredovanje meningioma karakterizira tipična ili anaplastična histologija, a pridružene su mu 

mnoge citogenetičke promjene, uključujući prisutnost dicentričnih ili prstenastih kromosoma 

(Pećina-Šlaus i sur., 2008.). Zabilježeni su gubici dijelova kromosoma, 6q, 7, 9p, 10q, 14q, 18q, 

19 ili 20. Također je uočena amplifikacija kromosoma 1q, 9q, 12q, 15q, 17q ili 20p (Ragel i 

Jensen, 2005.). Sami mehanizmi djelovanja opisanih promjena kod napredovanja meningeoma 

do sada su nepoznati, iako su promjene na nekoliko kromosoma i gena usko povezane s 

benignim, atipičnim i anaplastičnim meningeomima. Kod približno dvije trećine meningeoma 

uočeni su poremećaji tumor supresorskih gena koji su uključeni u kontrolu staničnog ciklusa na 

kromosomu 9p, uključujući CDKN2A (p16INK4a), p14ARF i CDKN2B (p15INK4b). Delecije 

gena PTEN (10q23), gena CDKN2C (1p32) i amplifikacija gena RPS 6KB1 (17q23) također su 

uključeni u razvoj meningeoma (Choy i sur., 2011.). 

Već je u nekoliko istraživanja ovih tumora potvrđena povećana ekspresija onkogena, kao 

što su c-sis, c-myc, Ha-ras i c-mos. U drugim istraživanjima predloženo je da su onkogeni 

regulirani na razini transkripcije, c-myc i c-fos, iznimno aktivni. Mutacije u tumor supresorskom 
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genu p53 smatraju se pouzdanim markerom za maligne transformacije meningeoma i ekspresija 

protoonkogena Bcl-2 također korelira s višim gradusima meningeoma (Ragel i Jensen, 2005.). 

1.2. Signalni put Wnt 

U današnje vrijeme kada su molekularna medicina i biologija na visokoj razini, puno se 

truda usmjerava u detaljno istraživanje signalnih putova i molekularnih mehanizama koji 

reguliraju embrionalni razvoj ali i staničnu i tkivnu homeostazu odraslog organizma. 

Razumijevanje svih mehanizama koji reguliraju normalni razvoj iznimno pomaže u 

razumijevanju i liječenju različitih bolesti jer su isti signalni putevi uključeni u oba procesa. 

Jedan od tih ključnih puteva je konzervirani signalni put Wnt. Naziv Wnt je rezultat spajanja 

imena gena eng."wingless",  koji je odgovoran za polarno segmentiranje kod  Drosophile i 

homolognog gena int-1 kod kralježnjaka (od eng. integrated) (Clevers i Nusse, 2012.). 

Izvanstanična sekretorna molekula Wnt signal je koji stimulira nekoliko unutarstaničnih 

signalnih kaskada uključujući kanonski put koji je ovisan o beta-kateninu i nekanonski neovisan 

o beta-kateninu. Signalni put Wnt iznimno je značajan u nekoliko različitih bioloških procesa. 

Djeluje kao regulator stanične proliferacije, diferencijacije, stanične adhezije i apoptoze (Pećina-

Šlaus, 2010.) što omogućuje normalni embrionalni razvoj. Također ima važnu ulogu u razvoju 

središnjeg živčanog sustava. Brojna istraživanja utvrdila su da signalni put Wnt ima važnu ulogu 

u nastanku i razvoju različitih tumora (Mikels i Nusse, 2006.). 

Kanonski signalni put Wnt, nazvan još i beta-kateninski, započinje interakcijom liganda 

Wnt i receptora Frizzled (FZD) i koreceptora LRP5/LRP6 (eng. low-density lipoprotein receptor 

related protein) koji aktiviraju citoplazmatski protein Dishevelled (DVL). Dishevelled zatim, 

zajedno s proteinom GBP (eng. GSK3β binding protein), inhibira kinazu GSK3β (eng. glycogen 

synthase kinase-3β). GSK3β kinaza sastavni je dio multiproteinskog kompleksa koji se još 

sastoji od aksina (AXIN), APC (eng. adenomatous polyposis coli), beta-katenina i kazein kinaze 

i omogućuje razgradnju beta-katenina putem ubikvitinsko-proteosomskog sustava. Inhibicijom 

GSK3β kinaze dolazi do stabilizacije beta-katenina, što dovodi do njegovog nakupljanja u jezgri, 

stvaranja kompleksa beta-katenina s transkripcijskim čimbenicima TCF4/LEF (eng. T cell factor 

4/lymphoid enhanced factor) te pokretanja procesa transkripcije različitih ciljanih gena signalnog 

puta Wnt. Većina tih ciljnih gena su protoonkogeni c-myc, N-myc, c-jun, i ciklin D1 što 
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objašnjava zašto poremećaj i nestabilnost signalnog puta Wnt omogućava proces tumorigeneze 

(Michaelson i Leder, 2001.), (slika1.).  

 

 

Slika 1. Signalni put Wnt i njegove ključne komponente u aktivnom stanju. Preuzeto i 

modificirano prema Kafka i sur. 2014. 

U nedostatku interakcije ligand-receptor u kanonskom putu, u stanici dolazi do 

razgradnje beta-katenina te se zaustavlja transkripcija ciljnih gena. Degradacija beta-katenina 

odvija se u citosolu putem multiproteinskog degradacijskog kompleksa koji kao što sam 

prethodno navela sastoji od aksina, APC,  kazein-kinaze 1 (eng. casein kinase 1, CK1) i GSK3β 

kinaze te nakon fosorilacije amino-terminalne degradacijske domene i poliubikvitinacije, slijedi 

sama razgradnja beta-katenina pomoću proteosoma (Komiya i Habs, 2008.), (slika 2.). 
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Slika 2. Signalni put Wnt u neaktivnom stanju i njegove ključne komponente. Preuzeto i 

modificirano prema Kafka i sur. 2014. 

Nekanonski ligandi signalnog puta Wnt stupaju u interakciju s receptorima FZD i koreceptorima 

ROR2 (eng. receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 2)  i RYK (eng. Receptor-like tyrosine 

kinase). Mali G proteini (RHOA, RHOU, RAC, i CDC42) i c-jun amino-terminalna kinaza su 

efektorske molekule nekanonskog puta ovisne o DVL-u, dok su kinaze slične proteinu Nemo 

(eng. Nemo-like kinase, NLK) i transkripcijski čimbenik aktivnih T–stanica (eng. nuclear factor 

of activated T cells , NFAT) efektorske molekule nekanonskog puta ovisne o Ca2+ ionima. Mali 

G proteini sudjeluju u reorganizaciji citoskeleta tijekom tumorigeneze točnije tijekom inavazije i 

metastaziranja. NLK fosforilira transkripcijske čimbenike, kao što je TCF/LEF, kako bi inhibirali 

kanonski signalni put Wnt. Transkripcijski čimbenik NFAT sudjeluje kako u ranoj fazi 

embrionalnog razvoja tako i u procesu metastaziranja (Katoh, 2007.; Komiya i Habs 2007.) 

1.3. Beta-katenin 

Beta-katenin protein je kodiran genom CTNNB1 te se nalazi na 3. kromosomu (3p21) kod 

čovjeka. Beta-katenin multifunkcionalan je protein koji ima ključnu ulogu u izgradnji 

međustaničnih veza, a predstavlja i ključnu signalnu molekulu u signalnom putu Wnt. U 
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međustaničnim vezama beta-katenin sudjeluje u interakciji s citoplazmatskom domenom 

kadherina. Proteini koji sudjeluju u signalnom putu Wnt igraju ključnu ulogu u različitim 

biološkim procesima, a poremećaji signalnog puta Wnt povezani su s pojavom različitih bolesti, 

uključujući i tumore (Michaelson i Leder, 2001.). 

Beta-katenin ima središnju domenu zvanu središnja ponavljajuća domena armadillo (eng. 

central armadillo repeat domain, ARM) koja se sastoji od 12 uzastopnih ponavljanja, a amino-

terminalna regija čini vezujuću domenu, mjesto gdje dolazi do fosoforilacije od strane kinaza 

GSK3β i CK1. Vezujuću domenu prepoznaje ubikvitin ligaza TrCP (eng. F-box/WD repeat-

containing protein 1A) i karboksi-terminalnu regiju koja čini transaktivirajuću domenu. Središnja 

domena beta-katenina  konzervirana je te je jedna od glavnih uloga središnje domene interakcija 

s drugim vezujućim partnerima, uključujući TCF/LEF, APC, E-kadherin i alfa-katenin. Brojna 

istraživanjima pokazala su da mutantni proteini koji imaju deleciju amino-terminalne regije, 

pokazuju povećanu stabilnost zbog ostataka koji su fosforlirani pomoću CK1 i GSK3β (Poy i 

sur. 2001.). 

Korelacija između beta-katenina i tumorigeneze utvrđena je kroz brojna istraživanja. 

Mutacije i delecije u vezujućoj domeni, rezultiraju stabilizacijom beta-katenina u različitim 

tipovima tumora. Kao što je već spomenuto ako ne dođe do proteosomske razgradnje beta-

katenina, on ulazi u jezgru te stupa u interakciju s transkripcijskim čimbenicima LEF1/TCF te 

dolazi do transkripcije ciljnih gena mahom s funkcijom protoonkogena. Zbog smanjene 

sposobnosti da GSK3β fosforlira beta-katenin, dolazi do smanjenja sposobnosti degradacije 

pomoću proteosoma što vodi do njegove akumulacije u jezgri. Okidač akumulacije beta-katenina 

može biti povezan s mutacijama u samom genu CTNNB1, inaktivacijskom mutacijom gena APC 

ili mutacijom aksina. Zbog akumulacije beta-katenina, u jezgri dolazi do transkripcije gena koji 

sudjeluju u kontroli staničnog ciklusa kao što je ciklin D1, produkti gena koji omogućuju 

interakciju stanica i izvanstaničnog matriksa kao što je matrilizin, fibronektin i mnogi drugi (Xu i 

Kimelman 2007.). 

1.4. p53 

Gen TP53 nalazi se na 17. kromosomu (17q13), sadrži 10 egzona i eksprimiran je u svim 

somatskim stanicama. Produkti gena p53 su tumor supresori te njihova aktivnost sprječava 
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nastajanje tumora. Šest neovisnih grupa istraživača je 1979. godine objavilo otkriće proteina 

veličine 53 kDa koji je prisutan u somatskim stanicama (DeLeo i sur., 1979.; Kress i sur., 1979.; 

Lane i Crawford, 1979.; Linzer i Levine 1979.; Melero i sur.;1979., Smith i sur., 1979.). U većini 

ovih istraživanja protein je otkriven u stanicama koji su bile inficirane SV40 virusom budući da 

se protein se vezao na veliki T-antigen pa su ga zbog ove karakteristike mogli izolirati ko-

imunopercipitacijom (Vogelstein, 2010.). 

Ključna otkrića (Eliyahu i sur., 1989.; Finlay i sur., 1989.) važna za razumijevanje 

mehanizma supresije tumorigeneze putem p53, vezana su uz istraživanja na kulturama stanica in 

vitro. Kroz ta istraživanja otkriveno je da visoka razina ekspresije divljeg tipa p53 može 

zaustaviti rast stanica. Godine 1991. istraživanje na stanicama leukemije je pokazalo da 

ekspresija divljeg tipa p53 dovodi do apoptoze. Ovo veliko otkriće u području apoptoze pokazalo 

je kako tumor supresorski geni igraju važnu ulogu u regulaciji apoptoze. Danas znamo da divlji 

tip p53 regulira stanični rast, inhibiciju staničnog ciklusa i promociju apoptoze (Yonish-Rouach i 

sur., 1991.).  

Godine 1990. dogodila su se nova otkrića vezana uz p53. Otkriveno je da transaktivacijska 

domena ovog proteina stupa u interakciju sa specifičnim sljedovima nukleotida u DNA 

(Bargonetti i sur., 1991.; Kern i sur., 1991.). Analizom strukture proteina p53 otkriveni su 

aminokiselinski ostaci u središnjoj domeni proteina koji stupaju u interakciju s DNA. Ovo 

otkriće omogućilo nam je razumijevanje djelovanja mutacija koje onemogućuju tu interakciju. 

Brojna istraživanja otkrila su velik broj gena koje transkripcijski aktivira p53, Takvi su npr. 

inhibitor staničnog ciklusa i pro-apoptotski proteini kao što su PUMA i NOXA (Nakano i 

Vousden 2001., Oda i sur., 2000). 

Još od samih početaka istraživanja proteina p53, znamo da zdrave stanice održavaju 

normalnu razinu p53, točnije u ravnoteži je njegova sinteza i degradacija. Otkriće Mdm2 (eng. 

Mouse double minute 2 homolog) bilo je od velikog značaja jer je ustanovljeno da on ima veliku 

ulogu u regulaciji p53. Danas znamo da Mdm2 negativno regulira p53. Ustanovljeno je da je 

Mdm2 E3 ubikivitin ligaza koja stimulira proteosomsku degradaciju p53 (Kobet i sur., 2000.; 

Oliner i sur.,1992.; Haupt i sur., 1997., Honda i sur., 1997., Kubbutat i sur., 1997.). 
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Nastanak mutanata p53 najčešće je zbog točkastih besmislenih mutacija u domeni p53 koja 

veže DNA. Visoka razina mutantnih p53 prisutna je u histološki različitim tumorima pluća, 

crijeva i dojki. Specifična karakteristika mutantnih p53 je produženi poluživot. Produženi 

poluživot mutantnih proteina p53 varira u različitim vrstama tumora. Različito vrijeme 

degradacije p53 može biti rezultat nemogućnosti degradacije od strane Mdm2, koji je pod 

direktnom transkripcijskom aktivnošću  divljeg tipa p53, čija je aktivnost smanjena u stanicama 

u kojima se nalazi mutantni p53 (Muller i Vousden, 2014.). 

1.5. Imunohistokemijska detekcija proteina 

Imunohistokemijsko bojanje je metoda u molekularnoj biologiji koja je omogućila veliki 

uspjeh u dijagnostici i istraživanju tumora. Imunohistokemijsko bojanje omogućuje vizualizaciju 

antigena u preparatu. Antigen je tvar koja u organizmu potiče stvaranje protutijela (Glavina-

Durdov, 2011.), a u slučaju imunohistokemijske detekcije to je stanični protein od interesa. 

Direktno imunohistokemijsko bojanje je metoda u kojoj je protutijelo koje reagira s 

antigenom izravno obilježeno vizualizacijskim sredstvom – florescentnom ili radioaktivnom 

tvari. Kod imunoflorescencije specifična su protutijela obilježena florescentnom bojom, npr. 

fluorizotiocijanatom ili rodaminom koji emitoraju svjetlo veće valne dužine. Zato su analizi 

takvih bojenja potrebni florescentni mikroskop sa živinom lampom i odgovarajući filteri. 

Indirektno imunohistokemijsko bojanje omogućava nam veću osjetljivost detekcije. 

Primarno protutijelo je neobilježeno i proizvodi se u jednoj vrsti životinje protiv antigena kojeg 

želimo detektirati. Biljeg se nalazi na sekundarnim protutijelima, koja su proizvedena protiv 

primarnih protutijela u životinji različite vrste od one u kojoj su proizvedena primarna 

protutijela. Tako se na preparat tkiva prvo stavljaju primarna protutijela, ona specifično reagiraju 

s antigenom u tkivu; zatim se dodaju obilježena sekundarna protutijela, koja se specifično vežu 

na primarna protutijela, a položaj se može precizno odrediti zahvaljujući biljegu. Biljezi se 

kovalentno vežu za protutijelo, većinom su to radioaktivni izotopi, teški metali, fluorescirajuće 

molekule. Uz ove biljege najčešće se koristi obilježavanje protutijela enzimima, kojima se onda 

dodaje odgovarajući supstrat da nastane reakcija: rezultat je veliki broj vidljivih, netopljivih 

produkata po jednoj molekuli enzima, čime se osjetljivost višestruko povećava. Najčešće se 

koristi peroksidaza hrena (HRP), koja katalizira oksidaciju određenih supstrata, uz prijenos 
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vodikovih iona na vodikov peroksid i nastajanje molekula vode. Budući da se peroksidaze 

relativno rijetko nalaze u tkivima životinja, ovaj metaloenzim vrlo povoljan za 

imunohistokemijske metode jer se smanjuje vjerojatnost nespecifičnih reakcija. Postoje i nove 

modifikacije imunohistokemijske metode koje nam omogućuju vizualizaciju s visokom 

osjetljivošću.  

U skupinu modificiranih imunohistokemijskih metoda pripadju ImmPRESS, CSA i En 

Vision. En Vision (Dako REALTM En VisionTM , Dako Glostrup Denmark) je metoda koju smo 

koristili tijekom istraživanja. Osnova En Vision specifični je enzim HRP (eng. horseredish 

peroxydase) koji konjugiran s polimerskim kosturom koji nosi sekundarno protutijelo i reagira sa 

supstratima vodikovim peroksidom i bojom 3,3'- diaminoazobenzidinom (DAB), od kojih se 

DAB oksidira te nastaje tamno-smeđi netopljivi produkt na mjestu gdje se nalazi enzim vezan za 

protutijelo. Mjesto na kojem je došlo do reakcije se može, zbog obojanosti, promatrati pod 

svjetlosnim ili neki drugim mikroskopom (slika 3.).  

 
Slika 3. Shematski prikaz imunohistokemijske metode, preuzeto i modificirano The human 

protein atlas ( Proteinatlas.org (2014)  http://www.proteinatlas.org/) 
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2. CILJ ISTRAŽIVANJA 
 

Cilj ovog diplomskog rada je analizirati razinu izraženosti proteina beta-katenin i p53 u 59 

uzoraka meningeoma čovjeka te odrediti njihovu lokalizaciju u stanicama tumora. Također ćemo 

nastojati odrediti povezanost između ovih dvaju proteina te utvrditi obrazac izraženosti u 

meningeomima. Tako ćemo uz pomoć statističkih analiza pokazati jesu li signalni putevi Wnt i 

p53 povezani s razvojem meningeoma i koja je njihova korelacija. 
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3. MATERIJALI I METODE 
3.1. Uzorci tkiva 

Pedeset devet uzorka meningeoma prikupljeno je u Zavodu za neurokirurgiju i Zavodu za 

patologiju "Ljudevit Jurak" Kliničkog bolničkog centra “Sestre milosrdnice” u Zagrebu. 

Pacijenti koji su uključeni u istraživanje nisu bili podvrgnuti liječenju zračenjem ili 

kemoterapijom koje bi mogle utjecati na rezultate analize. Uzorci meningeoma su uzeti za 

vrijeme kirurškog zahvata pri odstranjivanju i uklopljeni u parafin. Svi uzorci su po primitku u 

laboratorij šifrirani dodjeljivanjem broja iza slova T; npr. T100. Uz šifru je upisana dijagnoza 

koja je određena patohistološkom analizom i  broj biopsije te dob i spol pacijenta (Tablica 1.).  

 

Tablica 1. Podaci o uzorcima meningeoma korištenih u istraživanju 

 Dob Dijagnoza Spol 

1. 72 Meningotelijalni M 

2. 68 Meningotelijalni M 

3. 70 Meningotelijalni Ž 

4. 62 Meningotelijalni Ž 

5. 64 Meningotelijalni M 

6. 65 Meningotelijalni M 

7. 35 Meningotelijalni M 

8. 55 Meningotelijalni Ž 

9. 47 Meningotelijalni Ž 
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Tablica 1. - nastavak 

10. 70 Meningotelijalni M 

11. 54 Meningotelijalni M 

12. 69 Meningotelijalni Ž 

13. 52 Meningotelijalni M 

14. 70 Meningotelijalni Ž 

15. 62 Meningotelijalni Ž 

16. 71 Meningotelijalni M 

17. 40 Meningotelijalni M 

18. 63 Meningotelijalni Ž 

19. 62 Meningotelijalni M 

20. 75 Meningotelijalni Ž 

21. 54 Fibrozni M 

22. 63 Fibrozni Ž 

23. 63 Fibrozni Ž 

24. 45 Fibrozni M 

25. 51 Fibrozni Ž 

26. 73 Fibrozni Ž 

27. 66 Fibrozni Ž 
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Tablica 1. - nastavak 

28. 64 Fibrozni Ž 

29. 74 Fibrozni Ž 

30. 56 Tranzicijski Ž 

31. 61 Tranzicijski M 

32. 45 Tranzicijski M 

33. 50 Tranzicijski Ž 

34. 72 Tranzicijski Ž 

35. 74 Tranzicijski Ž 

36. 75 Tranzicijski M 

37. 32 Tranzicijski M 

38. 77 Tranzicijski M 

39. 71 Tranzicijski Ž 

40. 64 Tranzicijski Ž 

41. 66 Tranzicijski Ž 

42. 73 Tranzicijski Ž 

43. 67 Tranzicijski Ž 

44. 73 Tranzicijski M 

45. 79 Tranzicijski Ž 
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Tablica 1. - nastavak 

46. 61 Tranzicijski Ž 

47. 60 Psamomatozni Ž 

48. 66 Angiomatozni M 

49. 39 Angiomatozni M 

50. 70 Angiomatozni Ž 

51. 73 Angiomatozni Ž 

52. 78 Angiomatozni M 

53. 76 Atipični M 

54. 56 Atipični M 

55. 73 Atipični M 

56. 71 Anaplastični Ž 

57. 69 Anaplastični Ž 

58. 68 Anaplastični M 

59. 68 Anaplastični Ž 

 

3.2. Deparafinizacija i rehidracija uzoraka 

Postupak imunohistokemijske detekcije proteina započeli smo s deparafinizacijom i 

rehidracijom uzoraka tkiva debljine 4 µm. Prvi korak deparafinizacije je bila dvostruka 

inkubacija sa ksilenom (Kemika, Zagreb, Hrvatska) kroz 5 minuta, zatim je slijedila dvostruka 

inkubacija uzoraka apsolutnim etanolom (Kemika, Zagreb, Hrvatska) kroz 3 minute, te 95% 

etanolom (Kemika, Zagreb, Hrvatska) također 3 minute. Završni korak deparafinizacije i 
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rehidracije bilo je ispiranje u destiliranoj vodi 30 sekundi kako bismo odstranili viška organskih 

otapala i zbog dodatne hidratacije. 

3.3. Oporavljanje epitopa 

Budući da se u formalinskoj fiksaciji stvaraju aldehidne veze između formaldehidskih i 

proteinskih molekula koje maskiraju antigen, postupak oporavljanje epitopa omogućuje obnovu 

epitopa. Tkivni presjeci su se inkubirali u citratnom puferu (10mM, pH=6,0) i višestruko 

zagrijavali u mikrovalnoj pećnici. Zagrijali smo uzorke na 700 W dva put tijekom 3 minute, a 

treći smo put zagrijali uzorke na 350 W 4 minute, pazeći da nam prerezi ne skliznu s predmetnog 

stakalca. Nakon zadnjeg zagrijavanja, pustili smo uzorke da se ohlade na sobnu temperaturu, a 

zatim ispirali tri puta u otopinu fosfatnog pufera (eng. Phosphate-Buffered Saline, PBS; 1 x 

koncentriranog), pH=7,2 čime smo odstranili višak citratnog pufera. 

3.4. Blokada endogene peroksidazne aktivnosti 

Od ovog koraka pa nadalje, uzorke držimo u vlažnoj komori kako ne bi došlo do 

isušivanja, tj. uništenja. 

Neke stanice u tijelu imaju mnogo enzima peroksidaze, koja u dodiru s vodikovim 

peroksidom i DAB-om daju lažno pozitivni signal, tj. dolazi do nespecifičnog obojenja tkiva. 

Aktivnost endogene peroksidaze se zato treba blokirati prije imunohistokemijskog postupka. 

Zato smo u ovom koraku uzorke tretirali s 3% otopinom vodikovog peroksida koja je uvijek 

morala biti svježe pripremljena (75 ml metanola, 75 µl 30% vodikovog peroksida u 25 ml 

destilirane vode), pripremljenu otopinu smo nakapali na uzorke (100 µl po preparatu). Zatim je 

slijedila  inkubacija u marku od 15 minuta. Nakon inkubacije ispirali smo uzorke u otopini PBS 

3 puta po 5 minuta, te nakon toga smo lagano i pažljivo obrisali višak pufera. 

3.5. Blokada nespecifičnog vezanja 

Primarno protutijelo i vezno protutijelo mogu adherirati na kolagen i druge proteine u tkivu 

što izaziva nespecifično bojenje pozadine. Mi smo koristili već pripremljenu otopinu za 

blokiranje (Protein block serum-free-ready-to-use, DAKO N.America Inc., Carpinteria CA 

93013), te smo pripremljenu otopinu za blokiranje nakapali na uzorke kako bi se napravio sloj 
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koji sprječava nespecifično vezanje protutijela. Inkubacija s otopinom za blokiranje trajala je od 

20 do 30 minuta, nakon toga je samo bilo potrebno ukloniti višak otopine.  

Sljedeći je korak bila inkubacija s primarnim protutijelom. Mi smo koristili protutijelo 

beta-catenin-1, DAKO, Glostrup, Denmark za beta-katenin u razrjeđenju 1:200 i protutijelo DO-

7; DAKO, Glostrup Denmark za p53 u razrjeđenju 1:25 koji detektira divlji tip i mutantni p53. 

Inkubacija uzoraka s primarnim protutijelom za beta-katenin i p53 trajala je preko noći na +4°C. 

Nakon toga slijedila su tri ispiranja u puferu PBS  po 5 minuta. Zatim je slijedila inkubacija sa 

sekundarnim protutijelom, mi smo koristili već pripremljenu otopinu koja nam omogućuje 

vizualizaciju s visokom osjetljivošću En Vision (Dako REALTM En VisionTM , Dako Glostrup 

Denmark). Osnova En Vision je specifični enzim koji konjugiran s protutijelom. Inkubacija je 

trajala 20 min. Zatim smo ispirali uzorke 4 puta po 5 minuta u PBS puferu. 

3.6. Obilježavanje kromogenom 

Kako bismo mogli vidjeti vezanje protutijela uz antigen, inkubirali smo uzorke s  

kromogenom DAB. Koristili smo 1000 µl pufera Dako REALTM  Substrate Buffer i 20 µl DAB. 

Inkubacija je trajala 30 sekundi. Kao što je već spomenuto, oksidacijom  DAB –a nastaje smeđi 

produkt koji se taloži te nam omogućuje vizualizaciju. Nakon inkubacije isprali smo kromogen 

tri puta destiliranom vodom po 10 minuta. Treba napomenuti da je DAB kancerogen te smo 

koristili zaštitu. 

3.7. Histološko bojanje i dehidracija 

Uzorke smo obojili pomoću hemalauna kako bismo bolje interpretirali lokalizaciju 

proteina u stanici, točnije jesu li prisutni u jezgri, citoplazmi i membrani. Ova boja specifično 

boji jezgre stanica plavo. Inkubacija u hemalaunu trajala je najviše 3 minute, te nakon inkubacije 

uzorke smo isprali tekućom vodom. Sljedeći korak je bio dehidracija preparata. Uzorci su prvo 

umočeni u 95 % etanol, dva put u trajanju od 3 minute, zatim u apsolutni etanol dva puta u 

trajanju od 3 minute, te u ksilen dva puta u trajanju od 5 minuta. Potom smo na uzorke stavili 

kap otopine Histomounta (Agar Scientific a brand of Elektron Technology UK Ltd.) i 

potkrovnicu kako bismo mogli nesmetano mikroskopirati. Nakon što smo stavili Histomount 

ostavili smo uzorke da se osuše preko noći. 
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3.8. Analiza imunohistokemijskog bojanja 

Imunohistokemijski obilježeni preparati analiziraju se pomoću svjetlosnog mikroskopa. 

Karakteristični dijelovi (koji odražavaju stanje cijelog preparata) fotografiraju se s kamerom na 

mikroskopu pomoću odgovarajućeg programa na računalu. Analizu imunohistokemijskog 

bojanja radi se u suradnji s dva neovisna promatrača. Analiza korelacije svih prikupljanih 

parametara radi se s adekvatnim statističkim metodama. Uzorci analizirani prema sljedećim 

karakteristikama: patohistološkoj dijagnozi, gradusu, spolu, dobi i razini ekspresije proteina 

određenoj semikvantitativnom metodom tj. dodjeljivanjem znakova (+). Jače obojena mjesta 

označavaju snažniju ekspresiju proteina te su im dodjeljenja +++, srednja ekspresija je označena 

s ++, a slaba ekspresija s +, dok je uzorcima koji ne pokazuju gubitak ekspresije dodjeljena 

nula.Stupanj ekspresije promatran je u jezgri (N), citoplazmi (C) i membrani (M). Nakon bojanja 

preparati se analiziraju na svjetlosnom mikroskopu pod povećanjem 40x i 20x Dobiveni podaci 

se analiziraju pomoću hi-kvadrat (χ2) testa i Pearsonovog koficijenta korelacije kako bismo 

ustanovili postoji li povezanost između zadanih parametara.  
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4. REZULTATI 
Ukupno 59 uzoraka meningeoma je sakupljeno nakon operacije pacijenata i klasificirano 

prema kriterijama SZO, fiksirani su u formalinu i uklopljeni u parafin. Na tkivnim presjecima 

napravljeno je imunohistokemijsko bojanje s primarnim protutijelom na proteine beta-katenin i 

p53 i sa sekundarnim protutijelom obilježenim enzimom HRP. Nakon postupka 

imunohitokemijskog bojanja te kontrastnog bojanja s hemalaunom, proteini beta-katenin i p53 

detektirani su u jezgrama, citoplazmi i membrani, što možemo vidjeti na primjerima različitih 

kategorija uzoraka na slici 5. Imunohistokemijski obilježeni preparati analizirani su pomoću 

svjetlosnog mikroskopa Olympus Provis Ax 70, Hrvatskog instituta za istraživanje mozga. 

Karakteristični dijelovi (koji su odražavali stanje cijelog preparata) fotografirani su kamerom na 

mikroskopu pomoću odgovarajućeg programa na računalu (Nikon Act1, USA). Kao negativnu 

kontrolu koristili smo uzorak kore zdravog mozga, a kao pozitivnu kontrolu preparat karcinoma 

mjehura. Analizu imunohistokemijskog bojanja napravili smo u suradnji s dva neovisna 

promatrača. Uzorci su analizirani prema sljedećim karakteristikama: patohistološkoj dijagnozi, 

gradusu, spolu, dobi i razini ekspresije proteina beta-katenina i p53 određenoj 

semikvantitativnom metodom tj. dodjeljivanjem znakova (+). Dobivene podatke analizirali samo 

pomoću hi-kvadrat (χ2) testa i Pearsonovog koficijenta korelacije kako bismo vidjeli postoji li 

povezanost između zadanih parametara. Statistička značajnost iznosi p <0.05. Statističke analize 

rađene su u statističkom program SPSS 14.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). 

 

Tablica 2. Kriterij za razvrstavanje razine ekspresije beta-katenina u kategorije 

Gubitak ekspresije ili slaba ekspresija 0, +M, +C, +MC 

Umjerena ekspresija ++C,++MC 

Jaka ekspresija ili transfer u jezgru +N, +CN,++CN, +++CN, +++C, +++N 

Lokalizacija: membrana (M), citoplazma (C), jezgra (N), istovremeno u membrani i citoplazmi 

(MC), istovremeno u citoplazmi i jezgri (CN); razina ekspresije: gubitak ili slaba (0,+), umjerena 

(++), jaka (+++) 
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Tablica 3. Kriterij za razvrstavanje razine ekspresije p53 u kategorije 

Gubitak ekspresije ili slaba ekspresija 0 

Umjerena ekspresija +N, +C, +CN 

Jaka ekspresija ++N, +++N 

Lokalizacija: citoplazma (C), jezgra (N), istovremeno u citoplazmi i jezgri (CN); razina 

ekspresije: gubitak ili slaba (0), umjerena (+), jaka (++, +++) 

 

 
A) B) 

 
C) D) 
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E) F) 

Slika 4. Prikaz rezultata nakon imunohistokemijskog bojanja (dodijeljena razina ekspresije, +-

+++) na 20 x povećanju, A) beta-katenin (+ ,slaba ekspresija u citoplazmi), B) beta-katenin (++, 

umjerena ekspresija u citoplazmi), C) beta-katenin (+++, jaka ekspresija u citoplazmi i jezgrama) 

D) p53 (+, slaba espresija u jezgrama), E) p53 (++, umjerena ekspresija u jezgrama), F) p53 

(+++, jaka ekspresija u jezgrama) 

Tablica 4. Analiza imunohitokemijskog bojanja uzoraka  

 Dob Dijagnoza Spol Ekspresija 

p53 

Ekspresija 

beta-

katenina 

Gradus 

1. 72 Meningotelijalni M +N 0 I. 

2. 68 Meningotelijalni M +N +M I. 

3. 70 Meningotelijalni Ž +CN +M I. 

4. 62 Meningotelijalni Ž +N +M I. 

5. 64 Meningotelijalni M +N +CN I. 

6. 65 Meningotelijalni M +C +++CN I. 

7. 35 Meningotelijalni M +N +M I. 
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Tablica 4. - nastavak 

8. 55 Meningotelijalni Ž +N +MC I. 

9. 47 Meningotelijalni Ž 0 0 I. 

10. 70 Meningotelijalni M +N +++CN I. 

11. 54 Meningotelijalni M 0 ++C I. 

12. 69 Meningotelijalni Ž +N +++CN I. 

13. 52 Meningotelijalni M 0 ++N I. 

14. 70 Meningotelijalni Ž 0 +++N I. 

15. 62 Meningotelijalni Ž 0 ++C I. 

16. 71 Meningotelijalni M 0 ++CN I. 

17. 40 Meningotelijalni M ++N +C I. 

18. 63 Meningotelijalni Ž 0 +++CN I. 

19. 62 Meningotelijalni M ++N ++C I. 

20. 75 Meningotelijalni Ž 0 +++CN I. 

21. 54 Fibrozni M +N 0 I. 

22. 63 Fibrozni Ž 0 +N I. 

23. 63 Fibrozni Ž 0 0 I. 

24. 45 Fibrozni M 0 0 I. 

25. 51 Fibrozni Ž 0 +++N I. 
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Tablica 4. - nastavak 

26. 73 Fibrozni Ž +CN +++CN I. 

27. 66 Fibrozni Ž 0 ++C I. 

28. 64 Fibrozni Ž 0 ++CN I. 

29. 74 Fibrozni Ž 0 ++C I. 

30. 56 Tranzicijski Ž +N +++CN I. 

31. 61 Tranzicijski M +N ++N I. 

32. 45 Tranzicijski M +N ++C I. 

33. 50 Tranzicijski Ž +N +MC I. 

34. 72 Tranzicijski Ž 0 +++CN I. 

35. 74 Tranzicijski Ž 0 +CN I. 

36. 75 Tranzicijski M 0 ++C I. 

37. 32 Tranzicijski M 0 ++CN I. 

38. 77 Tranzicijski M 0 +++CN I. 

39. 71 Tranzicijski Ž 0 ++CN I. 

40. 64 Tranzicijski Ž 0 ++C I. 

41. 66 Tranzicijski Ž 0 +++CN I. 

42. 73 Tranzicijski Ž 0 ++CN I. 

43. 67 Tranzicijski Ž 0 +CN I. 
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Tablica 4. - nastavak 

44. 73 Tranzicijski M +N +MC I. 

45. 79 Tranzicijski Ž 0 ++ CN I. 

46. 61 Tranzicijski Ž 0 +++C I. 

47. 60 Psamomatozni Ž +N ++N I. 

48. 66 Angiomatozni M +C ++CN I. 

49. 39 Angiomatozni M +N 0 I. 

50. 70 Angiomatozni Ž 0 +N I. 

51. 73 Angiomatozni Ž +N ++CN I. 

52. 78 Angiomatozni M +N ++CN I. 

53. 76 Atipični M ++N +M II. 

54. 56 Atipični M +N ++MC II. 

55. 73 Atipični M +N ++MC II. 

56. 71 Anaplastični Ž +++N +C III. 

57. 69 Anaplastični Ž ++N +MC III. 

58. 68 Anaplastični M ND ++CN III. 

59. 68 Anaplastični Ž ND ++N III. 

 

ND = neodređen; 0 = gubitak ekspresije; + = slaba ekspresija, ++ = umjerena ekspresija, +++ = 

jaka ekspresija; lokalizacija: M = membrana; C= citoplazma; N = jezgra. 
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U našem smo  istraživanju dokazali prisutnost ekspresije dvaju proteina, beta-katenina i 

p53 u meningeomima čovjeka. Istraživanje je obuhvatilo 59 ispitanika (33 ženskog i 26 muškog 

spola) u dobi od 32 do 78 godina. Srednja životna dob ispitanika iznosila je 63,4. Vodeći se 

oznakama za razinu ekspresije proteina beta-katenina navedenim u tablici 2., pokazali smo da od 

59  ispitanika 17 (28,8%) pokazuje gubitak ekspresije ili slabu ekspresiju, 10 (16,9%) umjerenu 

ekspresiju, a 32 (54,2%) jaku ekspresiju beta-katenina (slika 5.). Ovi rezultati znače da ukupno 

71,1% uzoraka bilježi akumulaciju beta-katenina. Iz oznaka za razinu ekspresije proteina p53 iz 

tablice 3. od 57 ispitanika, budući da su dva uzorka neodređena, 28 (49,1%) pokazuje gubitak ili 

slabu ekspresiju, 24 (6,77%) umjerenu ekspresiju i 5 (8,7%) jaku ekspresiju p53 (slika 6.). 

 

Slika 5. Razina ekpresije beta katenina u uzorcima meningeoma 
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Slika 6. Razina ekpresije p53 u uzorcima meningeoma 

Rezultati izraženosti ispitivanih proteina pokazuju da u analiziranim meningeomima 

postoji različit uzorak ekspresije s obzirom na lokalizaciju. Beta-katenin je najčešće lokaliziran 

istovremeno u citoplazmi i jezgri u 39% uzoraka, zatim samo u citoplazmi u 18,6% uzoraka. 

Lokalizacija beta-katenina u jezgri opažena je u 13,5% uzoraka, a najrjeđe je lokaliziran u 

membrani kod 8,5% ispitanih uzoraka. Istovremena lokalizacija beta-katenina u membrani i 

citoplazmi opažena je kod 10,2% ispitanih pacijenata. Protein p53 najčešće je lokaliziran u jezgri 

u 43,9% uzoraka dok istovremena lokalizacija u jezgri i citoplazmi nađena kod 3,5% uzoraka. 

p53 je bio  isključivo u citoplazmi kod 3,5% preparata (slika 7.). 
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Slika 7. Analiza lokalizacije p53 i beta-katenina u meningeomima  

Pomoću Personovog koficijenta korelacije (P=-0,410; hi-kvadrat=0,002) ustanovljena je 

statistički značajna korelacija između intenziteta razine ekspresije između dva proteina. Razina 

ekspresije p53 i beta-katenina pokazuje značajnu inverznu povezanost unutar uzoraka. Budući da 

je analiza ekspresije beta-katenina i p53 rađena na istim pacijentima, rezultati ukazuju na 

moguću povezanost ova dva signalna puta (slika 8.). 
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Slika 8. Prikaz korelacije beta-katenina i p53. Vrijednosti ekspresije pojedinih proteina statistički 

su analizirani metodom Personovog koficijenta korelacije i hi-kvadrat testa  

Naš sljedeći korak bio je ispitati imaju li razine i lokalizacije izraženosti dva proteina 

vezu s gradusom tumora. Histološki gradus tumora označava stupanj diferencijacije i broj mitoza 

tumorskih stanica i u skladu je s agresivnošću tumora. Uzorci meningeoma kategorizirani su s 

obzirom na garduse - gradus I (meningotelijalni, fibrozni, tranzicijski, psamomatozni, 

angiomatozni) smatrani su beningnima dok gradus II i III (atipični i anaplastični) malignima. 

Statistički rezultati analize podataka prema gradusu meningeoma i razinama ekspresije pokazuju 

da su gradusi II i III povezani s povišenom razinom ekspresije p53 (hi-kvadrat=40,417; 

p=0,021). Beta-katenin nije pokazao nikakvu korelaciju s višim gradusima meningeoma (slika 

9.). 
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Slika 9. Prikaz korelacije ekspresije p53 i malignosti tumora. Statistička analiza napravljena 

metodom hi-kvadrat testa 

Napravljena je analiza korelacije između veličine ekspersije p53 i beta katenina sa spolom i 

dobi ispitanika. U našem skupu uzorka meningeoma uočeno da je veća prevalencija kod žena 

nego muškaraca. Gubitak ekspresije proteina p53 zabilježen je u 65,6% ženskih pacijenata, a u 

28% muških pacijenata. Ova razlika statistički je značajna. Kod žena je zabilježen češći gubitak 

ekspresije p53 u odnosu na muškarce (hi-kvadrat=7,950; sig=0,005). Beta-katenin je podjednako 

eksprimiran kod oba spola. Kod žena je u 75,7% ispitanika zabilježena povišena razina 

ekspresije, a kod muškaraca u 65,4%. 
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5. RASPRAVA 

Kao  što je već spomenuto u uvodu ovog rada, beta-katenin je multifunkcionalna  molekula 

koja ima važnu strukturalnu ulogu, ali i ulogu u signalnom putu Wnt. U međustaničnim vezama 

beta- katenin uz alfa-katenin služi kao veza između kadherina i aktina. Kao signalna molekula 

stvara kompleks s kinazom GSK3, APC i aksinom, i ovisno o signalnim putevima, razgrađuje se 

ili ulazi u jezgru gdje stupa u interakciju s transkripcijskim čimbenicima LEF1/TCF što vodi do 

transkripcije ciljnih gena. Aktivacijom signalnog puta Wnt dolazi do inhibicije degradacije i 

akumulacije beta-katenina u jezgri stanice (Sadot i sur., 2001.). U našem smo  radu pokazali da 

je beta-katenin prekomjerno izražen u meningeomima. Povišena razina ekspresije beta-katenina 

prisutna je u 71,2% od ukupnog broja uzoraka. Najčešće mjesto lokalizacije beta-katenina bila je 

jezgra i citoplazma u 54,2% od ukupnog broja uzoraka. 

Brojna istraživanja pokazala su da je  beta-katenin moćan onkogen te njegova akumulacija 

pridonosi procesu tumorigeneze u različitim vrstama tumora. Okidač akumulacije beta-katenina 

može biti povezan s mutacijama njegovog gena, zbog čega se mijenja mjesto fosforilacije. Zbog 

akumulacije odlazi u jezgru te dolazi do transkripcije gena koji sudjeluju u kontroli staničnog 

ciklusa kao što je ciklin D1 ili gena koji sudjeluju interakciji stanica i izvanstaničnog matriksa 

kao što su matrilizin, fibronektin i mnogi drugi (Sadot i sur.,2001., Clevers i Nusse, 2012.), te 

onkogena c-myc, c-fos itd. 

Drugi protein koji smo istraživali, a čije mutacije su uključene u proces tumorigeneze je 

p53. Mutacije u genu za protein p53 javljaju se u otprilike 50% tumora (Sadot i sur., 2001.). U 

normalnim uvjetima protein p53 je latentan te kontrolira svoju ubrzanu ubikvitinsko-

proteosomsku razgradnju. Mdm2 je E3 ubikvitin ligaza koja igra veliku ulogu u degradaciji 

proteina p53. Različita stanja kao što je oštećenje DNA, hipoksija, toplinski šok te izlaganje 

različitim mutagenima, dovode do ubrzane stabilizacije i aktivacije proteina p53. Aktivirani 

protein p53 u obliku transkripcijskog faktora utječe na stanični cikulus, poliferaciju, 

diferencijaciju, popravak DNA i starenje. Analizom ekspresije p53 u meningeomima utvrđeno je 

da 49,1% bolesnika pokazuje gubitak ekspresije proteina p53. Također je utvrđeno da je najčešća 

lokalizacija proteina p53 u jezgri . Slaba razina ekspresije p53 u jezgri i citoplazmi iznosila je 

42,1% dok je umjerena i jaka razina ekspresije p53 lokalizirana u jezgrama iznosila  8,7%.  
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TP53 je gen koji je najčešće mutiran od svih poznatih gena uključenih u proces 

tumorigeneze. Oko 20-25% karcinoma dojke te više od 50% karcinoma mokraćnog mjehura, 

debeloga crijeva i karcinoma pluća imaju mutacije gena TP53. Iako su mutacije pronađene u 

različitim kodonima, većina ih se nalazi u visoko konzerviranom mutacijskom klasteru unutar 

regije gena koja obuhvaća egzone 5 do 10.  

Jedna od značajki tumora je sposobnost izbjegavanja apoptoze, a glavni čimbenik u 

aktivaciji apoptoze jest upravo TP53 te je p53 poznat je kao "čuvar genoma". Protein p53 

multimerni je kompleks i djeluje kao kontrolni mehanizam u kontrolnoj točki staničnog ciklusa u 

trenutku kada on prelazi iz faze G1 u fazu S. Ova interakcija zaustavlja stanični ciklus i 

sprječava DNA oštećenu da se replicira. Mutantni monomeri proteina p53 stabilniji su od 

normalnog nemutiranog p53 i mogu činiti komplekse s normalnim TP53 proteinom divljeg tipa. 

Poznato je da je u tumorskim stanicama povišena razina mutantnih p53 te da je mutirani 

oblik puno stabilniji nego divlji tip p53. Zbog ovih činjenica možemo pretpostaviti da je 

pozitivno obojenje koje smo otkrili, a koje se  javlja tijekom imunohistokemijske detekcije, 

zapravo detekcija prisutnosti mutantnih proteina p53 (Muller and Vousden, 2013.). Zadnjih 

godina često se istražuje aberantna akumulacija beta-katenina u tumorima, a postoje i studije 

koje govore o vezi signalnog puta Wnt i p53 signalizacije posebno tijekom razvoja kolorektalnog 

tumora ( Levina i sur., 2004.; Li i sur., 2015.). Sadot i sur. (2001) smatraju da rana onkogenska 

aktivacija beta-katenina zbog različitih mutacija vezana uz povećanu frekvenciju mutacija na 

genu za p53. 

Sadot i sur. (2001) su pokazali da prekomjerna aktivnost beta katenina može zaustaviti 

ciklus aktivacijom p53, čime bi se spriječio proces tumorigeneze. Iako novija istraživanja 

pokazuju da postoji određena interakcija između p53 i signalnog puta Wnt (Sadot i sur., 2001.; 

Levina i sur., 2004.; Kim i sur., 2011.; Okayama i sur., 2014.), sami mehanizam do danas nije 

jasan. Naši rezultati o obrnutoj razini ekspresije ova dva proteina u skladu su s nalazima o 

međusobnom djelovanju ova dva signalna puta. Statističkom analizom razine ekspresije vidljivo 

je da postoji inverzna, točnije negativna korelacija između beta-katenina i p53 (P=-0,410; hi-

kvadrat=0,002), što ukazuje na moguću hipotezu da gubitak ekspresije p53 dovodi do povišene 

razine beta-katenina i aktivacije signalnog puta Wnt. 
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U različitim istraživanjima uočeno je da postoji moguća komunikacija između signalnog 

puta Wnt i p53 ostvarena preko različitih proteina, gena i signalnih putova. Istraživanja su 

također zabilježila mogućnost da p53 inhibira signalni put Wnt. p53 može utjecati na samu 

dinamiku Aksina 2 i GSK-3 kinazu. GSK-3 je serin/treonin kinaza uključena u različite stanične 

procese od metabolizma gilkogena do regulacije staničnog ciklusa i proliferacije. GSK-3 također 

može potaknuti apoptozu ovisnu o p53. Sami detalji mehanizma GSK-3 kao posrednika između 

p53 i signalnog puta Wnt nisu u potpunosti razjašnjeni ( Dobel i sur., 2003.). 

Naši rezultati ukazuju na korelaciju između proteina beta-katenina i p53 i njihovih putova u 

meningeomima. U nedavnom istraživanju Okayama i sur. (2014) primijetili su da utišavanjem 

gena za p53 u stanicama kolorektalnog tumora dolazi do povećanja transkripcijske aktivacije 

putem beta-katenina i TCF/LEF, čime se i poveća razina samih produkata signalnog puta Wnt, 

dok ponovna aktivacija p53 u stanicama koje su prvotno bile utišane vodi smanjenju 

transkripcijske aktivnosti beta-katenina i TCF/LEF. Također, inverzna korelacija ovih proteina 

utvrđena je u istraživanjima Sadot i sur. (2001)  na stanicama H1299 (eng. human non-small cell 

lung carcinoma cell line), gdje je pokazano da visoka razina funkcionalnog p53 može smanjiti 

razinu beta-katenina te ujedno njegovu mogućnost transkripcijske aktivnosti. Inaktivacija ili 

povećana frekvencija mutacija gena p53 često je zabilježena u raku dojke, pluća, grlića 

maternice koji također pokazuju visoku ekspresiju i akumulaciju beta-katenina ( Cagaty i Ozturk, 

2002.). 

Nekoliko istraživanja pokazalo je korelaciju između razine ekspresije p53 i gradusa 

meningeoma. Ustanovljeno je da je gubitak ekspresije p53 često povezan s benignim 

meningeomima (gradus I.)  dok je akumulacija p53 povezana s malignim meningeomima (gradus 

II. i III.) (Wang i sur., 1995.),  što je potvrđeno i u našem radu gdje smo statističkom analizom 

pokazali da je p53 u korelaciji s višim gradusima meningeoma (hi-kvadrat=5,292; sign=0,021). 

Beta-katenin nije pokazao statistički značajnu korelaciju s gradusom tumora. 

Prepoznavanje promjena u molekulama koje su odgovorne za nastanak i progresiju 

meningeoma te osvjetljavanja mehanizama povezanosti signalnih puteva u tumorskim stanicama 

mozga, od velikog je značaja jer tako možemo ponuditi potencijalne dijagnostičke biljege i 

otvoriti nove molekularne mete za terapeutske intervencije. 
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6. ZAKLJUČAK 

U ovom radu istražena je razina ekspresije proteina beta-katenina i p53 u meningeomima 

pomoću imunohistokemijske metode. Analizom 59 uzoraka meningeoma rezultata utvrđena je 

povišena razina ekspresije beta-katenina u 71,2% od ukupnog broja uzoraka, a njegovo najčešće 

mjesto lokalizacije bila je jezgra i citoplazma u 54,2% od ukupnog broja uzoraka. Analizom 

ekspresije p53 utvrđeno je da 47,5% meningeoma pokazuje gubitak ekspresije proteina p53. 

Najčešća lokalizacija proteina p53 u uzorcima koji ga eksprimiraju je u jezgri . Slaba razina 

ekspresije p53 zabilježena je u jezgrama i citoplazmi te iznosi 42,1% dok umjerena i jaka razina 

ekspresije p53 lokalizirana samo u jezgrama iznosi 8,7%. Statističkom analizom razine 

ekspresije vidljivo je da postoji obrnuta korelacija između beta-katenina i p53 (P=-0,410; hi-

kvadrat=0,002). Ovaj rezultat ukazuje na mogućnost da gubitak ekspresije p53 dovodi do 

povišene razine beta-katenina i aktivacije signalnog puta Wnt. Također pokazuje moguću 

povezanost signalnih putova Wnt i p53. 

Rezultati ukazuju na mogućnost da povišena razina ekspresija protein beta-katenina u jezgrama 

meningeoma može biti rezultat gubitka ekspresije proteina p53. Ova spoznaja bi mogla otvoriti 

vrata razvoju novih lijekova u borbi protiv tumora. 
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