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1. Uvod



1.1. Anatomija oka

Anatomija oka predstavlja iznimno slozen i funkcionalno integriran sustav u kojem su
opticke, vaskularne i neuroloSke komponente medusobno ovisne i ¢ine ga jednim od najvaznijih
organa ljudskog tijela (1).

Razumijevanje anatomije oka temelj je za interpretaciju patofizioloSkih mehanizama
brojnih oftalmoloskih bolesti, ukljuCuju¢i glaukom, ablaciju mreznice, makularnu
degeneraciju, uvealni melanom i retinoblastom, te predstavlja nuznu osnovu za znanstveno-
istrazivacki 1 klinicki rad (2-5).

Oko (lat. bulbus oculi) periferni je osjetni organ vida i sastavni dio vidnog sustava koji
omogucuje pretvaranje svjetlosne energije u elektri¢ne impulse, njithovu primarnu obradu te
prijenos prema srediSnjem Zziv€anom sustavu. Anatomija oka odlikuje se visokom razinom
strukturne i funkcionalne organizacije, pri ¢emu je svaki anatomski sloj usko povezan s
optickim, metaboli¢kim i neurofizioloSkim procesima koji omogucuju vid (1).

Ocna jabucica smjeStena je u koStanoj Supljini koja se naziva orbita gdje je zaStiCena
koStanim strukturama, masnim tkivom i pomo¢nim aparatom oka. Prosje¢ni anteroposteriorni
promjer odraslog oka iznosi priblizno 24 mm, dok je masa oko 7 g (6).

Sest vanjskih o¢nih migi¢a u orbiti priévriéeno je za oko omoguéujuéi precizne pokrete
oka 1 binokularnu koordinaciju. Njihova sinkronizirana funkcija omogucuje stereoskopski vid

(7).

1.1.1. Pomoc¢ni aparat oka
1.1.1.1. Vjede

Vjede (lat. palpebrae) prekrivaju oko s prednje strane, Stite¢i ga od vanjskih utjecaja,
isuSivanja 1 stranih tijela. Gradene su u slojevima (lamelama), a sastoje se od gornje 1 donje
vjede koje zatvaraju vjednu pukotinu (lat. rima palpebrarum) s tim da je gornja vjeda znatno
veca i pokretljivija od donje. Ako gledamo od povrSine prema unutra, anatomske strukture
vjeda ¢ini koZa bez potkoznog masnog tkiva, $to joj daje veliku pokretljivost. Ispod koze nalazi
se rahlo potkozno tkivo. Slijedi kruzni misi¢ oka (lat. m. orbicularis oculi) ¢ija je funkcija
zatvaranje vjeda, a inerviran je 7. mozdanim zivcem (lat. n. facijalis). Ispod miSi¢a nalazi se
orbitalni septum, vezivna opna koja dijeli vjedu od sadrzaja orbite. Strukturu i ¢vrsto¢u vjedama
daju tarzalne ploce (lat. farsus) gradene od gustog vezivnog tkiva. Unutar tarzalnih ploca
smjestene su Meibomove Zlijezde koje poizvode masnu komponentu suznoga filma. Na rubu

vjeda nalaze se trepavice (lat. cilia) koje imaju obrambenu ulogu S§tite¢i oko od stranih tijela,



prasine i svijetlosti. Za podizanje gornje vjede odgovorni su misi¢i podizaci (lat. m. levator
palpebrae superioris) i Millerov misi¢. Funkcionalnu podjelu na prednji i strazji dio vjeda ¢ini

siva linija (1).

1.1.1.2. Spojnica
PovrSina oka i unutarnja povrsina vjeda prekrivene su prozirnom membranom koja se
naziva spojnica (lat. conjunctiva bulbi). To je tanki sloj sluznice koji prekriva unutrasnju

povrsinu vjeda i1 prelazi na ocnu jabucicu (1).

1.1.1.3. Suzni aparat

Suzni aparat oka (lat. apparatus lacrimalis) sustav je za proizvodnju (sekreciju) i
odvodnju suza, klju¢an za vlaZenje, zastitu 1 ishranu roZnice. Sastoji se od suzne Zlijezde (lat.
glandula lacrimalis) smjestene lateralno ispod vanjskog ruba obrve u orbiti te proizvodi
vodenu komponentu suznog filma. Suze se treptanjem razlijevaju po oku, skupljaju u
unutarnjem kutu te preko suznoga puta, kojega ¢ine suzne tockice, suzni kanaliéi, suzna vrecica
te nazolakrimalni kanal, otjecu u donji nosni hodnik.

Suze podmazuju oko i sastoje se od tri sloja — lipidni, vodeni i mucinskli sloj. Ova tri
sloja zajedno, nazivaju se suzni film i njegova uloga je odrzavanje prozirnosti roznice, vlazenje

oka te antibakterijska zastita (8, 9).

1.1.1.4. Orbita
Orbita je koStana Supljina omedena Ceonom, jagodi¢nom, nosnom kosti i gornjom

celjusti. Uloga joj je mehanicka zastita bulbusa (1).

1.1.2. Oc¢na jabucica
Oc¢na jabucica sastoji se od triju o¢nih ovojnica 1 unutarnjeg sadrzaja. Ovojnice oka su

vanjska, srednja 1 unutarnja (6).

1.1.2.1. Vanjska o¢na ovojnica (lat. tunica fibrosa bulbi)
Vanjska ovojnica oka gradena je od vezivnog tkiva te sastoji se od prozirne roZnice i

neprozirne bjeloocnice. Daje ¢vrstocu 1 oblik o¢noj jabucici (1, 10).



1.1.2.1.1. Bjeloocnica (lat. sclera)

Bjelooc¢nica ¢ini straznjih pet Sestina fibrozne ovojnice oka. Po svojoj gradi je gusto
kolegeno, vezivno tkivo s nepravilno rasporedenim vlaknima Sto joj osigurava otpornost na
deformaciju. Debljina joj varira od 0.3 mm na ekvatoru do 1 mm u podrucju straznjeg pola. Na
nju se hvataju vanjski misi¢i oka. Na straznjem polu vidni zivac (lat. n. opticus) perforira
bjelo¢nicu kroz resetkastu strukturu laminu cribrozu (10).
1.1.2.1.2. Roznica (lat. cornea)

Roznica je prozirna, avaskularna struktura i ¢ini prednju Sestinu fibrozne ovojnice oka
1 ima kljuénu ulogu u lomu zraka svjetlosti i refrakciji. Gradena je od pet slojeva epitel,

Bowmanova membrane, stroma , Descemetova membrane, endotel (11).

1.1.2.2. Srednja o¢na ovojnica (lat. tunica vasculosa bulbi — Uvea)
Srednja o¢na ovojnica vaskularne je grade i sastoji se od Sarenice (lat. iris), zrakastog
ili cilijarnog tijela (lat. corpusciliare) 1 zilnice (lat. choroidea). Uloga joj je u ishrani oka i

akomodaciji (1, 12).

1.1.2.2.1. Sarenica (lat. iris)

Sarenica je prednji obojeni dio uvee ¢ija boja ovisi o koli¢ini i rasporedu melanina.

Sadrzi dva miSi¢a m. sphincter pupille (parasimpaticka inervacija) i m. dilatator pupille
(simpaticka inervacija) koji Sire (midrijaza) ili suzavaju (mioza) zjenicu kako bi kontrolirali
koli¢inu svjetlosti koja dopire do straznjeg dijela oka (1).
1.1.2.2.2. Cilijarno tijelo (lat. corpus ciliare)

Cilijarno tijelo miSi¢na je struktura koja kontrolira oblik le¢e i omoguc¢uje akomodaciju
1 proces prilagodbe oka na razli€ite udaljenosti. Sastoji se od cilijarnog miSi¢a (akomodacija) 1
cilijarnih nastavaka (lucenje o¢ne vodice) (1, 13).
1.1.2.2.3. Zilnica (lat. choroidea)

Zilnica smjestena izmedu bjelooénice i mreZnice bogato je prozeta krvnim Zilama i tvori
straznji dio uvealnog trakta. Osim krvnih zila, Zilnica sadrzi i pigmentirane stanice
(melanocita), mastocite i mikroglijske stanice. Krvne zile Zilnice potjecu od dviju grana
arterijeoftalmike: kratke straZnje cilijarne arterije te duge straznje cilijarne arterije. Kratke
straznje cilijarne arterije opskrbljuju straznji dio Zilnice, dok duge cilijarne arterije opskrbljuju
prednju zilnicu, cilijarno tijelo i Sarenicu. Tu su tri krvoZilna sloja i 85 % volumena krvi u oku.
Prvi sloj je koriokapilaris sastavljen od Sirokih, ravnih kapilara s lumenima od 20 do 50 um.

Kapilare su rasporedene u obliku saca, gradene od sloja endotelnih stanica povezane tijesnim



spojevima. Drugi i tre¢i krvozilni sloj Zilnice ¢ine srednji sloj arteriola i venula (Sattlerov sloj)
te najdublji sloj koroidalnih krvnih zila (Hallerov sloj), koji se sastoji od velikih arterija
dimenzija 40 do 90 um i velikih vena dimenzija 20 do 100 um.. Troslojna koroidna vaskulatura
suzava se u jedan sloj 1 opskrbljuje vanjske slojeve mreznice kisikom 1 hranjivim tvarima.
Pigmentne stanice melanociti apsorbiraju rasprsenu svjetlost i sprje¢avaju refleksiju unutar oka.
Osim vaskularne mreze 1 pigmentnih stanica, zilnica sadrzi i vezivno tkivo, ziv€anie niti i
Bruchovu membranu koja odvaja zilnicu od pigmentnog epitela mreznice. RPE i korikapilaras
usko su i funkcionalno povezani u transportu hranjivih tvari do RPE-a i fotoreceptora kroz
fenestracije koriokapilarisa. Radi se o jedinstvenim strukturama nalik porama koje imaju
dijafragmu te omogucuju pasivni transport teku¢ina i makromolekula Sto je kljucno za opskrbu
vanjske mreznice hranjivim tvarima. Osim toga, to je i put za odvod otpadnih produkata
fotoreceptora i RPE-a iz oka. Zilnica je bogato inervirana parasimpati¢kim, simpatickim i

trigeminalnim senzornim zivcanim vlaknima koja reguliraju koroidalni protok krvi (12).

1.1.2.3. Unutarnja ofna ovojnica (lat. tunica interna bulbi)

Unutarnja o¢na ovojnica gradena je od Ziv€anog tkiva 1 sastoji se od mreZnice (retine)
koja se dijeli na vidni dio i slijepi dio. Nastala iz mozga (diencephalon), neuroektodermalnog
je podrijetla te je funkcionalna jedinica srediSnjeg ziv€éanog sustava. Zahvaljujuéi
fotoreceptorima omogucava pretvorbu svjetlosnog signala u Ziv€ani impuls. Neuroretina sadrzi
Sest vrsta neuronskih stanica (dvije vrste fotoreceptora: ¢unjici i Stapic¢i; horizontalne, bipolarne,
amakrine 1 ganglijske stanice) 1 tri vrste glijalnih stanica (Miiller glija stanice, astrociti i
mikroglija stanice) te naslanja se na pigmentni epitel ¢ine¢i zajedno ono Sto nazivamo
mreznicom. Zahvaljuju¢i unutarnjim i vanjskim krvno-retinalnim barijerama i intra-retinalnim
spojevima, moguca je regulacija retinalnih izmjena s cirkulacijom i unutar same retine. Dvije
vrste fotoreceptora imaju razli¢itu funkciju. Stapiéi percipiraju crno-bijelo i omoguéuju noéno
gledanje. Cunji¢i percipiraju boje i pruzaju sredisnji (detaljan) vid. Tanka je prozirna tunika,
manja od 500 um, kroz koju prosijava pigment 1 vaskulatura zilnice, u normalnim uvjetima
ruziCasto-narancastog izgleda i oblaZze straznji dio oka. Histoloski je gradena od deset slojeva:
1. sloj stanica pigmentnog epitela retine (RPE), 2. sloj fotoreceptora, 3. vanjska grani¢na
membrana, 4. sloj fotoreceptorskih jezgri ili vanjski nuklearni sloj (ONL), 5. vanjski
pleksiformni sloj kojeg Cine sinapse izmedu fotoreceptora s bipolarnim i horizontalnim
stanicama (OPL), 6. unutarnji nuklearni sloj koji je sloj jezgri horizontalnih, bipolarnih,
amakrinih stanica i Miillerovih glija stanica (INL), 7. unutarnji pleksiformni sloj koji se sastoji

od dendrita ganglijskih stanica i aksona bipolarnih stanica, 8. sloj ganglijskih stanica (RCG), 9.



sloj Ziv€anih vlakana, koji ¢ine aksoni ganglijskih stanica, okruzeni glijalnim nastavcima koji
tvore vidni zivac (NFL), 10. unutarnja membrana limitans, sastavljena od unutarnjih izdanaka
Miillerovih glija stanica i njihove bazalne membrane (ILM). Sloj stanica RPE sadrzi pigmentne
granule koje se prvenstveno sastoje od melanina, uz prisutnost lipofuscina kao produkta
razgradnje fotoreceptorskih diskova. Mreznica se proteze od ore serrata, sprijeda, do straznjeg
pola ocne jabucice. Opskrbljuje se iz dva razlicita vaskularna sustava. Direktnu vaskularizaciju
unutarnjih slojeva retine osigurava retinalna kapilarna mreza dok je indirektna vaskularizacija
osigurana preko ve¢ opisane koroidalne mreze. Arterija centralis retine odnosno srediSnja
retinalna arterija potje¢e iz unutarnje karotidne arterije. Nakon intraneuralnog toka ide duz
donjeg ruba ovojnice vidnog zivca i ulazi u oko kroz srediste vidnog Zivca. Ulaskom u bulbus
dijeli se na Cetiri zavr$ne grane: temporalnu i nazalnu te gornju i donju koje se dalje granaju na
kolaterale daljnom diobom formiraju¢i mrezu krvnih Zzila koje oblaZzu unutarnju povrSinu

mreznice (13).

1.1.2.4. Prednji segment oka

Prednja tre¢ina o¢ne jabucice naziva se prednji segment oka, a ¢ini ga, uz ve¢ spomenutu
konjunktvu, roznicu, Sarenicu i cilijarno tijelo, prednja o¢na sobica, zjenica, le¢a i straznja o¢na
sobica. Prednja o¢na sobica nalazi se iza roznice. Zjenica je otvor u sredini Sarenice koji se Siri
1 suzava kako bi regulirao koli¢inu svjetlosti koja ulazi u oko. Neposredno iza zjenice 1 Sarenice
nalazi se leca (lat. lens crystallina), prozirna bikovenksna struktura smjestena ispred staklastog
tijela. Ove komponente odgovorne su za lom zraka svjetlosti i regulaciju ulaza svjetlosti. Leca
ne sadrazi krvne Zile i Zivce te se prehranjuje difuzijom iz o¢ne vodice. O¢nu vodicu proizvode
cilijjarni nastavci cilijarnog tijela kako bi se odrZzao konstantan o¢ni tlak. Cilijarni nastavci
nalaze u straznjoj o¢noj sobici od kuda o¢na vodica kroz zjenicu ulazi u prednju o¢ni sobicu, a
zatim odlazi iz oka kroz komorni kut (trabekularna mreza i Schlemmov kanal) u venski sustav.
Leca je zonulama Zinni koje su pri¢vrS¢ena na kapsulu, povezana je s cilijjarnim miSi¢em koji
upravlja njezinim oblikom 1 omogucuje joj promjenu jakosti (od oko +19 dioptrija u mirovanju
do +33 dioptrija) u procesu zvanom akomodacija. Leca je okruZena le¢nom kapsulom koja
ostaje na mjestu kada se leca ukloni tijekom operacije katarakte. Umjetna leca ugradena pri
operaciji katrakte smjeSta se unutar kapsule, na mjesto prirodne le¢e. Pomazu¢i fokusirati
svjetlost dok ulazi u oko, roznica i le¢a imaju vaznu ulogu u pruzanju jasnog vida. Zapravo, 70

% snage fokusiranja oka dolazi od roznice, a 30 % od lece (11, 14).



1.1.2.5. StraZnji segment oka

Straznje dvije tre¢ine ocne jabucice €ini straznji segment oka. Anatomske strukture ¢ine
staklasto tijelo (lat. corpus vitreum), a zelatinozna tvar ispunjava prostor izmedu le¢e i mreznice
pruzajuci potporu i odrzavajuéi oblik oka. Svjetlost koju roznica i le¢a fokusiraju u oko prolazi
kroz staklasto tijelo na mreznicu. Kompontne straznjeg segmenta oka su i mreznica i Zilnica.
Kao posebne strukture spominju se makula i vidni zZivac.

Makula ili Zuta pjega (lat. macula lutearetinae) nalazi se na straznjem dijelu mreznice
kao centralno avaskularno podruéje. Zuta pjega ¢ini manje od 5 % ukupne povrsine retine, ali
omogucuje vecinu fotopickog vida i vida u boji, kao i o$trinu vida. Na Zutoj pjegi razlikujemo
makularni obrub, na kojemu postoji ovalni rubni makularni refleks, i centralnu jamicu (lat.
fovea centralis) gradenu najve¢im dijelom od cunji¢a i odredenih Miillerovih glijalnih stanica
koja je odgovorna za najprecizniji srediSnji vid. Opticki disk je mjesto na mreznici gdje opticki
zivac izlazi iz oka i, makroskopski je u obliku diska svijetliji od ostatka mreznice. Takoder,
naziva se i slijepa pjega jer ne sadrzi fotoreceptore. To je mjesto na kojemu nastaje opticki
zivac, odnosno struktura sastavljena od aksona ganglijskih stanica koja prenosi elektri¢ne
signale iz mreZnice u vidni korteks u mozgu radi obrade i interpretacije vizualnih informacija.
Papila vidnog zivca mjesto je ulaska i izlaska glavnih krvnih Zila retine. Sredi$nja retinalna
arterija izvorno potjece iz unutarnje karotidne arterije, slijedi intraneuralni tok, putuje duz
donjeg ruba ovojnice vidnog zivca i ulazi u oko kroz srediste vidnog Zivca, gdje se dijeli na
cetiri zavr$ne grane: temporalnu i nazalnu te gornju i donju. Zavrs$ne arterije granaju se na
kolaterale, koje se dalje dijele dok se ne formira mreza krvnih zila oblazu¢i cijelu unutarnju
povrSinu mreZnice. Retinalne arterije 1 vene nalaze se u sloju optic¢kih vlakana. Kapilare
mreznice nastaju iz kolateralnih Zila i organizirane su u povrsinske, srednje 1 duboke pleksuse.
Retinalne krvne Zile opskrbljuju krvlju unutarnje retinalne neurone. Avaskularni
fotoreceptorski sloj oslanja se na koriokapilaris koji lezi ispod retinalnog pigmentnog epitela
za opskrbu kisikom difuzijom (2, 15).

Maligne novotvorine oka ubrajaju se medu najzahtjevnije tumore za dijagnosticiranje i
lijecenje zbog svoje lokalizacije, potencijala za naruSavanje vida te sklonosti metastaziranju.
Retinoblastom (RB), najc¢es¢i intraokularni tumor u djece, nastaje iz retinalnih progenitorskih
stanica koje nose bialelnu inaktivaciju gena RB1 1 obiljezen je brzom proliferacijom, slabo
diferenciranom histologijom te sklonos¢u ekstraokularnom Sirenju ako se ne lijeci (5). Nasuprot
tomu, uvealni melanom, naj¢e$¢a primarna intraokularna zlo¢udna novotvorina u odraslih,
razvija se iz melanocita unutar Zilnice, cilijarnog tijela ili Sarenice te i dalje predstavlja vodeci

uzrok smrti povezane s tumorima oka [1P] (3).



1.2. Retinoblastom

Kao najcesci maligni intraokularni tumor djecje dobi nastao iz nezrelih retinalnih stanica

javlja se gotovo iskljucivo kod djece (5, 16, 17).

1.2.1. Epidemiologija retinoblastoma

Incidencija pojavljivanja retinoblastoma je 1 na 15.000 —20. 000 zivorodene djece (18).
Cini oko 3 % svih maligniteta u dje&joj dobi i najéesée se dijagnosticira prije tre¢e godine Zivota
(18, 19). Nema znacajne spolne ili rasne predispozicije (18). Nenasljedni tumor javlja se u 70
— 75 % slucajeva, dok je 20 — 25 % nasljedno (20, 21).

Prosjecna dob kada se dijagnosticira je 12 mjesci starosti djeteta ako se radi o
bilateranlnom obliku te 24 mjesca starosti ako se radi o unilateralnom obliku tumora (19, 20).
Kod 89 % bolesnika s bilateralnim retinoblastomom 0,5 — 6 % razvije trilateralni
retinoblastom dok svega 11 % sa unilateralnim ima trilateralni retinoblasom (5). Najcesce se
javljaju s 26 mjeseci, a u 95 % slucajeva otkrije se prije dobi od 5 godina zivota (18, 19).

Prezivljavanje je u razvijenim zemljama znatno vise (95 %) nego u nerazvijenim (19, 22).

1.2.2. Patofiziologija retinoblastoma

Nastaje mutacijom RB1 tumor supresorskog gena na kromosomu 13q14. Za inicijaciju
1 nastanak tumora potrebne su dvije mutacije gena prema teoriji iz 1971. godine poznatoj kao
two-hit hipoteza koju je postavio Knudson: prva mutacija (nasljedna ili sporadi¢na), a druga
somatska mutacija u retinalnoj stanici (23). Kod nasljednog retinoblastoma bolesnici imaju u
svom genomu naslijedenu mutaciju Rb1 zametne linije u jednom alelu te somatsku mutaciju u
drugom alelu stanica retine (21, 24). Najc¢eS¢a je nasljedna RB1 inaktiviraju¢a mutacija de novo,
ali moze biti 1 obiteljska. Bilateralnu bolest razvijaju bolesnici s nasljednim retinoblastomom te
se javlja ranije, dok bolesnici s nenasljednim oblikom bolesti razvijaju iskljucivo jednostrani
tumor (5, 21). Deaktivacijom jednog alela RB1 tumor supresorskog gena u svim stanicama
zametne linije nasljednih retinoblastoma, omogucuje razvoj sekundarnih malignih neoplazmi
za razliku od retinoblastoma koji nisu nasljedni i nemaju povecani rizik za sekundarne
neoplazme. Sekundarne neoplazme novi su tumori koji nastaju samostalno nakon pojave
primarnog retinoblastoma 1 naj¢es¢i je sarkom koji dominira u prva dva desetljeca, zatim
karcinomi i melanomi, rijetko leukemije i limfomi te tumor centralni nervni sistem (CNS). Za

razliku od sekundarnih neoplazmi, metastaze se Sire iz primarnog tumora i kod retinoblastoma



najces¢e se radi o masivnom proSirenju u orbitu (24, 25). Retinoblastom se moze pojaviti i
trilateralno. Radi se o pacijentima s intraokularnim retinoblastomom kod kojih dolazi do
razvoja primarnog intrakranijalnog, primitivnog, neuroektodermalnog tumora. Najcesce se
nalazi u epifizi ili u supraselarnoj i paraselarnoj regiji. Ukoliko je prisutan i drugi srediSnji
tumor u supraselarnoj ili paraselarnoj regiji, utoliko govorimo o kvadri lateralnom
retinoblastomu te o multifokalnoj bolesti. Nije u potpunosti objasnjeno porijeklo
intrakranijalnih tumora. Moguce je da nastaju iz ektopi¢nih ZariSta retinalnih stanica ili iz
pinealnih fotoreceptora sli¢nih retinalnim fotoreceptorima. Rijetko se retinoblastom
dijagnosticira u dobi starijoj od 4 godine i patofiziologija takvog razvoja retinoblastoma nije u
potpunosti  jasna. Moguée je da se radi o malignoj transformaciji benignog
retinoma/retinocitoma. U patogenezi manje podgrupe retinoblastoma sudjeluju i1 dodatni
molekularni mehanizmi (5). Kod tumora gdje je RB1 o€uvan kljuc¢ni je dogadaj amplifikacija
protoonkogena onkogen povezan s virusom mijelocitomatoze (MYCN) koji kodira
transkripcijski faktor vazan za proliferaciju stanica. Takvi su tumori bioloski vrlo agresivni,
obi¢no unilateralni 1 vrlo rano se javljaju (26, 27). Epigenetske promjene mogu dodatno pojacati
efekat RB1 gubitka ili MYCN amplifikacije bez promjene same deoksiribonukleinska kiselina
(DNA) sekvence. U retinoblastomu vazne su hipermetilacija promotora tumor supresorskih
gena odnosno njihovo ,,gasenje® i smanjena ekspresija, promjene u modifikacijama histona te
deregulacija mikroRNA (miRNA). Sve navedeno za posljedicu ima inaktivacija zastitnih
mehanizama stanice, povecanu proliferaciju te smanjenu diferencijaciju. Osim toga, zbog
gubitka funkcije RB proteina, dovodi do poremecaja kontrole stani¢nog ciklusa odnosno do
genomske nestabilnosti §to rezultira kromosomskim aberacijama, duplikacijama 1 delecijama
segmenata DNA te posljedi¢no progresiji tumora. Progresiji retinoblastoma dodatno doprinosi

1 aberantna signalizacija apoptotskih puteva (24).

1.2.3. HistopatololoSka struktura retinoblastoma

Retinoblastom kao maligni, primarni intraokularni tumor djecje dobi, koji nastaje iz
primitivnih neuroektodermalnih stanica mreznice, spada u grupu tzv. ,,small round blue cell
tumors® s karakteristicnim malim okruglim monomorfnim stanicama s okruglim, ovalnim ili
vretenastim hiperkromatskim jezgrama i slabo izrazenom citoplazmom (28). Prisutne su i
brojne mitoze. Tumor je Cesto slabo diferenciran (29). Karakteristi¢na histoloSka osobina je
formiranje rozeta. Najspecifi¢nije za retinoblastom su Flexner—Wintersteinerove rozete kod
kojih su tumorske stanice rasporedene radijalno oko centralnog lumena. Predstavljaju

diferencijaciju prema fotoreceptorima (29). Homer—Wrightove rozete su manje specificne i



nemaju pravi lumen, a centralno se nalazi fibrozni materijal. Fleurettes su znak visoke
diferencijacije, podsje¢aju na razvijene fotoreceptore i rijede se nalaze (29, 30). Cesto je
prisutna opsezna tumorska nekroza uslijed ¢ega je moguce 1 formiranje pseudorozeta. Vazan

dijagnosticki znak na radioloskim snimkama su i distrofi¢ne kalcifikacije (31).

1.2.4. Klasifikacija retinoblastoma

Retinoblastom moZe pokazivati endofitni rast (prema staklastom tijelu) i egzofitni rast
(prema subretinalnom prostoru) (32). U uznapredovalim stadijima moze do¢i do: invazije
zilnice, invazije optickog Zivca (vazan prognosticki faktor), prodiranja kroz skleru i
ekstraokularnog Sirenja (33). Retinoblastom se klasificira prema proSirenosti bolesti, prognozi
i terapijskom planiranju. Postoji viSe klasifikacija, jedna od prvih je Reese—Ellsworth
klasifikacija za intraokularni tumor prema kojoj se vrsi podjela retinoblastoma prema uspjehu
lijecenja radioterapijom vanjskim snopom. Prema toj klasifikaciji razlikujemo pet skupina. Od
prve skupine s vrlo povoljnom prognozom do pete koja predvida vrlo nepovoljnu prognozu.
Ova klasifikacija se danas rijede koristi jer uvodenjem kemoterapije vise nije bila prikladna
(34). Nova klasifikacija je Medunarodna klasifikacija intraokularnog retinoblastoma (ICRB),
koja grupira tumore u klase od A do E ovisno o veli¢ini, polozaju te prisutnosti malih kolonija
kancerogenih stanica u staklastom tijelu 1 prisutnosti ablacije retine. Ova klasifikacija
procjenjuje vjerovatnost ocuvanja bulbusa (35). Postoji 1 Internacionalni sistem stupnjevanja
retinoblastoma (IRSS), koji uzima u obzir progresiju bolesti i potencijalu za metastaziranje. Tu
je 1 Tumor, ¢vor, metastaza (TNM) klasifikacija za precizno odredivanje stadija bolesti,
razvijena od Americkog zajednickog odbora za tumore. U obzir uzima genetsku predispoziciju
kao rizi¢nu kategoriju, dodajuci skupinu stadija H (36).

Prema Medunarodnoj klasifikaciji retinoblastoma glavni parametar za odredivanje
stupnja retinoblastoma je disperzija tumorskih Cestica u susjedne strukture primarno u staklasto
tijelo. Upravo je disperzija jedan od najcesc¢ih uzroka neuspjeha lijeenja jer su Cestice koje
disperziraju rezultat klonske proliferacije tumorskih stanica i prezivljavaju u avaskularnom
okruZenju te su otporne na kemoterapiju. Morfoloski to ,,klijanje* u staklastom tijelu mozemo
podijeliti u tri skupine: prasina, kuglice i oblaci, s tim da je naj¢e$¢e prisutna praSina. Prasina
je histopatoloski gradena od makrofaga i1 nekroti¢nih stanica oko jedne odrzive tumorske
stanice, kuglice su sfericne nakupine zivih stanica, a oblaci sadrze uglavnom nekroticni
materijal. Razlika medu njima nije samo morfoloska ve¢ se razlikuju i po odgovoru na lije¢enje

(37, 38).
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1.2.5. Klinic¢ka slika retinoblastoma

Najces¢i 1 najraniji znak je leukokorija poznata pod nazivom 1 ,,refleks macjeg oka®, a
vidi se bijeli odsjaj u zjenici na fotografijama. Osim leukokorije moze se manifestirati i kao
strabizam §to je posljedica zahvacenosti makule i gubitka centralnog vida. Tada dijete moze
pokazivati nesigurnost pri kretanju te slab interes za vizulane podrazaje (39). Kod
uznapredovalih slucajeva javlja se bolno crveno oko uz pojavu uveitisa ili glaukoma (40). Kao
kasni stadij bolesti i znak ekstraokularnog Sirenja tumora javlja se proptoza bulbusa (32).

Kod uznapredovale bolesti dolazi do sistemskih manifestacija i metastaziranja tumora u
CNS putem vidnog zivca u koStanu srz, kosti 1 limfne ¢vorove, sve prac¢eno simptomima kao

Sto su glavobolja, povracanje i neuroloski ispadi (33, 41).

1.2.6. Dijagnostika retinoblastoma

Dijagnoza retinoblastoma je primarno klini¢ko-radioloska. Sva djeca s pozitivnom
obiteljskom anamnezom retinoblastoma zahtijevaju oftalmoloski pregled. Probirne preglede u
djetinjstvu potrebno je napraviti kod brace i sestara oboljelih pacijenata, kao i kod potomstva,
osim ako se ne izvrsi genetsko testiranje koje bi iskljucilo mutaciju gena. Tada rizik odgovara
riziku u op¢oj populaciji. Od anamnestickih podataka, osim obiteljske anamneze, vazna je dob
pacijenta i prisutnost leukorije ili strabizma (42). Uz standarni oftalmoloski pregled koji bi
ukljuc¢ivao indirektnu oftalmoskopiju u opcoj anesteziji, potrebno je napraviti i ultrazvuk oka
(B-scan) koji nam moze pokazati tipi¢ne kalcifikacije (31, 32). Magnetska rezonanca (MR) je
metoda izbora za procjenu zahvacenosti optickog Zzivca, Zilnice i ekstraokularnog Sirenja
intrakranijalne ekstenzije (42). Kompjuterizirana tomografija (CT) danas se izbjegava zbog
zraCenja, posebno kod nasljednog oblika radi povecanog rizika sekundarnih tumora (41).
Potrebno je napraviti i genetsko testiranje za analizu mutacije RB1 gena ¢ime ¢emo identificrati
nasljedni oblik, napraviti skrining clanova obitelji te dobiti procjenu rizika sekundarnih
maligniteta (24). Za procjenu metastaza vazna je ve¢ navedena magnetska rezonanca mozga,
punkcija koStane srzi te lumbalna punkcija kod sumnje na Sirenje na CNS. Biopsija tumora

obi¢no se ne radi zbog rizika Sirenja tumorskih stanica (22).

1.2.7. Diferencijalna dijagnoza retinoblastoma
Retinoblastom najcesce se diferencira od drugih uzroka leukokorije (bijelog refleksa
zjenice) kod djece. Svaka leukokorija smatra se retinoblastomom dok se ne dokaZe suprotno.

Uzrok leukokorije moZe biti kongenitalna katrakta odnosno zamucenje lece. Od retinoblastoma
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razlikuje se po tome §to nema intraokularne tumorske mase kao ni kalcifikacije na ultrazvuku.
Osim kongenitalne katrakte retinoblastom treba razlikovati od Coatsove bolesti koja predstavlja
idiopatsku retinalnu teleangiektaziju, ces¢a je kod djecaka, unilateralna bez kalcifikacija.
Retinoblastom treba razlikovati i od perizistentnog hiperplasticnog primarnog vitreusa (PHPV)
koji predstavlja kongenitalnu razvojnu anomaliju karakteriziranu fibrovaskularnom masom iza
lece, pracen mikroftalmusom, bez tumorskog rasta. Prematurna retinopatija (ROP) javlja se kod
prijevremeno rodene djece kod kojih dolazi do patoloske neovaskularizacije retine, takoder se
moze manifestirati leukokrijom. Infekcija oka toksokarom moze se zamjeniti za retinoblastom,
zatim kolobom retine ili optickog Zivca kao 1 upalom oka. Vazno je razlikovati retinoblastom
od benignih uzroka leukokorije jer je retinoblastom zivotno ugrozavajuci tumor koji zahtijeva

hitno lijecenje (43).

1.2.8. Terapija retinoblastoma

Lijecenje retinoblastoma ovisi o stadiju bolesti, veli¢ini i lokalizaciji tumora, vrsti
tumora (unilateralan ili bilateralan), postojanju metastaza i moguénosti ocuvanja vida. Ciljevi
lijecenja su spasiti Zivot djeteta i1 prevenirati metastatsku bolest, zatim o€uvati o¢nu jabucicu i
na kraju ocuvati vid. Kod manjih lokaliziranih tumora dolazi u obzir fokalna terapija, primjerice
laserska fotokoagulacija, krioterapija, transpupilarna termoterapija te brahiterapija
radioaktivnim plo¢icama. U kombinaciji s fokalnom terapijom primjenjuje se i kemoterapija s
ciljem smanjenja tumora. Medutim, koncentracija lijeka u staklastom tijelu pri sistemskoj
primjeni kemoterapeutika nije dovoljna, pa se pocelo s primjenom kemoterapeutika in situ,
intraarterijska u arteriju oftalmiku, i intravitrealna (37, 38). Protokoli lijjeenja iznimno su
raznoliki 1 ovise o lokalnim resursima, a stope uspjeha su promjenjive (44). S obzirom na radio
senzitivnost retinoblastoma, radioterapija dugo je bila metoda izbora, ali pokazalo se da je rizik
razvoja drugog primartnog tumora na mjestu zracenja ve¢i od 50 %. NajceSce koriSteni protokol
sistemske kemoterapije je kombinacija vinkristina, karboplatina 1 etopozida. Mogucée su
poznate nuspojave kemoterapije kao Sto su prolazne alopecije, citopenije 1 vrucice, rijetko
sekundarna akutna mijelogena leukemija. Upravo zbog te ¢injenice postoji potreba za novim
ciljanim lijekovima (45). Zbog navedenih nuspojava i €injenice da se ne postize adekvatna
koncentracija lijeka u staklastom tijelu, intrarterijska i intravitrealna primjena lijeka poboljsala
je ishode lijecenja kod uznapredovalog retinoblastoma. Takva primjena lijeka omogucuje i do
10 puta vecu koncnetraciju kemoterapeutika. I tu su moguce komplikacije kao $to je ablacija
retine, krvarenje u staklasto tijelo, vaskularni incidenti i u oku i u mozgu te atrofija optikusa.

Od lijekova koji se primjenjuju u intraarterijskoj i intravitrealnoj kemoterapiji su topotekan 1
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melfalan kao samostalni lijekovi ili u kombinaciji. Za lijeCenje disperzije tumora u prednjoj
sobici moguca je i intrakameralna primjena lijeka. Medutim, protokoli lijeenja su razliciti i
Cesto ovise o ekonomskim faktorima (44). U svakom slucaju prognoza je znatno bolja kada se
tumor otkrije ranije i provedu suvremeni protokoli lijeCenja. Tada uspjesSnost oCuvanja bulbusa
moze biti 1 100 %, a prezivljenje i do 95 %.

Kod uznapredovalih oblika koji nemaju moguénost ocuvanja vida, uklanjanje bulbusa
odnosno enukleacija jos je uvijek metoda lijeCenja (46-48). Nakon enuklacije postavlja se
orbitalni implantat, ali uvijek predstavlja i fizioloski 1 psihosocijalni problem za dijete, obitel;j i
drustvo. Tu veliku ulogu ima obitelj i ponekad se dogada da obitelj odustaje od lijecenja, ali tu
treba uloziti napor i objasniti da treba spasavati zivot. Postoji situacija kada je potrebna i
bilateralna enukleacija Sto je rijetko (manje od 1 %), ali tada je potrebano opsezno savjetovanje
roditelja (49, 50). Ako se radi o ekstraokularnom retinoblastomu svakako treba provesti
sistemsku kemoterapiju, kirursko lije¢enje metastaza te u nekom slucajevima transplantaciju
kostane srzi.

Redovito pracenje i dugoro¢nu kontrolu pacijenta s retinoblastomom ukljucuje redovite
oftalmoloske kontrole, magnetsku rezonancu kod nasljednih oblika, pracenje mogucih
sekundarnih malignih tumora te genetsko obiteljsko savjetovanje. Prognoza ¢e ovisiti o
zahvacenosti vidnoga zivca, ekstraokularnom Sirenju tumora te pravovremenoj dijagnozi (51).
Ukoliko je zahvacen vidni Zivac utoliko se preZivljenje smanjuije za 20 % (52). Klinic¢ki
prediktori visokog rizika su pojava sekundarnog glaukoma koji je posljedica neovaskularizacija
Sarenice uz tumor koji je veci od dvije tre¢ine volumena bulbusa i difuznu infiltraciju (53). Ako
dode do Sirenja tumora prema Zilnici potrebna je jaca adjuvantna kemoterapija.

U svakom slucaju neophodan je multidisciplinarni pristup koji ¢e dati nabolje mogucnosti

terapije 1 pracenja bolesti te prilagoditi terapijski protokol svakom pacijentu (54, 55).

1.3. Uvealni melanom

Uvealni melanom (UM) najces¢i je primarni intraokularni maligni tumor kod odraslih, s
incidencijom od gotovo 5 slu¢ajeva na milijun osoba u Sjedinjenim Drzavama (56, 57). U
Svedskoj kohorti pokazano je da je smrtnost od metastatskog UM-a 30 % nakon 5 godina (58).
Nadalje, stope smrtnosti od UM-a zabiljeZzene su kod pacijenata 10 do 15 godina nakon
primarne dijagnoze (59-61). Kolorektalne i jetrene metastaze vodeci su uzroci smrti kod
pacijenata s UM-om (58). Takoder, UM dolazi s psihosocijalnim teretom za oboljele pacijente

te s velikim utjecajem na njihovu kvalitetu Zivota (62, 63). lako su u posljednjih nekoliko
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godina postignuti brojni napredci u lije¢enju UM-a, poput razvoja tebentafuspa — regulatora
imunoloskog sustava — prognoza UM-a ostaje losa (64-66). Trenutna uvjerenja idu u prilog
prisutnosti mikrometastatske bolesti u vrijeme dijagnoze, kao rezultat hematogenog Sirenja
stanica raka. Smatra se da kaSnjenja u dijagnozi i lijeCenju takoder znacajno doprinose
metastatskoj bolesti (67). Stoga, postoji hitna potreba za identificiranjem novih terapijskih
ciljeva u kombinaciji s visoko osjetljivim i specificnim dijagnostickim alatima.

Kada govorimo o melanomu oka moramo znati da se radi u 85 % slucajeva o tumoru
srednje o¢ne ovojnice. Melanom se moze javiti 1 na vjedama kada ima karakteristike koznog
melanoma u 10 % slucajeva ili na spojnici kada ima karakteristike sluznickog melanoma u 5 %

slucajeva.

1.3.1. Epidemiologija uvealnog melanoma

Najces¢i primarni, maligni, intraokularni tumor kod odraslih generalno je rijedak tumor.
Incidensija je oko 5 — 7 slu¢ajeva na milijun stanovnika godisnje. Ce$ée se javlja u sjevormoj
Europi i Sjedinjenim Americkim Drzavama, a rijede u Aziji i Africi. Ako pogledamo dobnu
distribuciju najcesce se javlja izmedu 50. 1 70. godine Zivota, vrlo je rijedak kod djece, a
incidencija raste s dobi. Nesto je ¢e$¢i kod muskaraca, ali nema velike razlike po spolu. Rasna
i fenotipska distrubucija pokazuje da se ¢eScée javlja kod bijele rase i osoba svijetle puti, plavih
ili zelenih o¢€iju, dok je rijedak kod osoba tamnije puti. Ucestalost prema anatomskoj lokaciji je
u Zilnici 85 — 90 %, zatim u cilijarnom tijelu 5 — 10 % te u Sarenici 3 — 5 %. Visok je metastatski
potencijal tako da oko 40 — 50 % pacijenata razvije metastaze. NajceS¢e mjesto gdje metastazira
je jetra, iako moze metastazirati i u pluca te kosti, a prognoza nakon pojave metastaza je losa.

Petogodis$nje prezivljenje je oko 70 — 80 %, a desetogodiSnje prezivljenje oko 50 % (68).

1.3.2. Patofiziologija uvealnog melanoma

Za razliku od melanoma koze, UM nije direktno povezan s izlaganjem suncu. Dodatni
uobicajeni ¢imbenici rizika za UM su prisutnost atipicnog koznog nevusa.

Uvealni melanom nastaje malignom transformacijom melanocita uvealnog trakta
(zilnica, cilijarno tijelo, Sarenica). Za razliku od koznog melanoma, ima specificne genetske i
bioloSke karakteristike. Nastaje iz neuralno krestnih melanocita, najces¢e u Zilnici (= 85 — 90
%) Moze nastati de novo ili iz preegzistentnog nevusa. Nastaje mutacijama GNAQ/GNA11
gena ukljucenih u transkripciju alfa podjedinice hetero trimernih proteina (npr. G proteini, Gq

1 GIl1). Disregulacije u signalnim putovima posredovanim G proteinima mijenjaju
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biomolekularne mreZe ukljucene u metabolizam stanica, proliferaciju stanica i rast tumora, koje
su pod regulacijom MAPK, Fosfoinozitid 3-kinaza (PI3K) i mTOR signalizacije koje dovode
do aktivacije MAPK signalnog puta i nekontrolirane proliferacije melanocita. Za prognozu
UM-a, genetski ¢imbenici su dobar prediktor. Sekundarne genetske promjene kao Sto je
monosomijom 3 promjene kromosoma 8, vazan su prognosticki faktor i povezani su s visokim
rizikom metastaza. Mutacija BAP1 takoder su prisutne u metastatskim tumorskim stanicama i
naznaka su agresivnog oblika te loSe prognoze. Defekti u BAP1 remete replikaciju DNA,
popravak DNA, homeostazu kalcija, proliferaciju i diferencijaciju te metabolizam stanica. Dok
je disomija 3 znak bolje prognoze i manjeg rizika metastaziranja (69, 70).

Mehanizam rasta UM-a moze biti horizontalno (difuzno zadebljanje horoidee),
vertikalno (formira nodularnu masu), a moze probiti Bruchovu membranu — mushroom oblik.
UM metastazira hematogeno najceS¢e u jetru (viSe od 90 % slu€ajeva) dok su limfogene
metastaze rijetke jer oko nema limfne drenaze. Osim toga oko je ,,imunoloski privilegirano* i
ta imunoloska privilegija definirana je prisutnoscu lokalnih i sistemskih mehanizama za
ograniavanje lokalne upale. Disregulacije imunoloskog sustava izravno su povezane s
razvojem malignih bolesti. Za razliku od drugih solidnih tumora, gdje je poznato da akutna
upala uzrokuje smrt stanica tumora, upalna kaskada kod uvealnog melanoma pogoduje
tumorigenezi. Poznat je upalni fenotip uvealnog melanoma, koji je definiran kao limfocitni
upalni proces, povezan s loSom prognozom. Limfocitna infiltracija obiljeZena je pove¢anjem
ekspresije limfocita, makrofaga i HLA klase I i II. Nuklearni faktor-kB (NF-kB) poznati je
regulator urodenog 1 adaptivnog imunoloskog sustava, sa zna¢ajnom ulogom u homeostazi
upale. Utvrdeno je da se aktivacija NF-xB puta pojacava proliferacijom stanica UM. Nadalje,
pokazano je da je metastatski potencijal stanica UM steCen transendotelnom migracijom.
Nedavno je pokazano da onkogene mutacije koje aktiviraju Gaq/11 induciraju aktivaciju
faktora izmjene gvanin nukleotida, a sve navedeno omogucuje tumoru laksSe izbjegavanje
imunoloSkog odgovora (3, 71-76).

Tumorsko mikrookruzenje (TME) ima sloZenu ulogu 1 uglavnom je ukljueno u
stani¢nu komunikaciju i potporu tumoru. Obuhvaca razli¢ite stani¢ne i nestani¢ne komponente,
poput topljivih medijatora (npr. citokina, kemokina i faktora rasta), razli¢itih stromalnih stanica
(npr. endotelnih stanica, fibroblasta i imunoloskih stanica) i biomolekularnih markera. Postoji
medusobna interakcija izmedu tumorskih stanica 1 TME-a; tumorske stanice utjeu na sastav

TME-a, koji zatim dodatno utjece na rast, napredovanje i metastaziranje tumorskih stanica.

15



1.3.3. HistopatololoSka struktura uvealnog melanoma

Uvealni melanom maligni je tumor koji potjeCe od melanocita uvealnog trakta
porijeklom iz melanoblasta Cije je porijeklo neuralni greben. Histoloska grada ima veliki
prognosticki znacaj. Makroskopski radi se o tamnosmedoj do crnoj tumorskoj masi koja moze
biti nodularna ili difuzna, a probijanjem Bruchove membrane dobiva oblik gljive. Godine
1931., Callender je uspostavio histopatolosku klasifikaciju za UM, podijeliv§i je u pet
kategorija prema vrsti stanice: vretenasto-stani¢ni melanom A, vretenasto-stani¢ni melanom B,
mijesani, fascikularni i epitelioidni. Modificirana Callenderova klasifikacija grupirala je ove
kategorije u tri, koje se sastoje od vretenasto-stani¢nog melanoma koji ima najbolju prognozu,
a karakterizira ga mali broj mitoza, uske izduzene jezgre te minimalna atopija. Melanom
mijesanih stanica (mjeSavina vretenasto-stanicnog melanoma i melanoma epitelioidnih stanica)
ima bolju prognozu od epideloidnog tipa, ali loSiju od vretenastog i melanoma epitelioidnih
stanica koji ima najloSiju prognozu s okruglim ili poligonalnim stanicama ¢ije su karakteristike
obilna citoplazma s velikim izrazenim jezgrama, ¢estim mitozama i izrazenom atipijom. Vrsta
stanice ima jednu od najveéih povezanosti s prezivljenjem, uz genetski profil. Stanice u
mealnomu mogu formirati listove (eng. sheets), snopove (eng. fascicles) te gnjezda (eng. nets)
1imaju bogatu vaskularnu mrezu. Pigmentacija u stanica je varijabilna i melanin moze maskirati
stani¢ne detalje, a postoje i pigmentirani tumori, tzv. amelanoti¢ni. Postoji i genetsko histoloska
korelacija tako da je monosomija kromosoma 3 Cesta kod epitelioidnog tipa 1 ima loSu prognozu

dok je disomija 3 ¢eSc¢a kod vretenastog tipa i znak je bolje prognoze (68, 77, 78).

1.3.4. Klasifikacija uvelanog melanoma

Postoje brojne klasifikacijske sheme za uvealni melanom, a naj¢esce koristeni su TNM
sustav Americkog zajednickog odbora za rak (AJCC) i klini¢ka klasifikacija kolaborativne
studije uvealnog melanoma (COMS). COMS uvelani melanom dijeli na temelju dimenzija na
mali, srednji 1 veliki uvealni melanom. Mali su tumori visine manje od 2.4 mm i bazalnim
promjerom manjim od 15 mm, srednji tumori su visine 2.5 — 10 mm ili bazalnim promjerom
manjim od 15 mm, a veliki su visine ve¢e od 10 mm ili bazalnim promjerom ve¢im od 15 mm
(71).

Priru¢nik AJCC odreduje stadij tumora i nadograduje ga Americki zajednicki odbor za
rak svakih 6 do 8 godina predstavljajuci standard za klasifikaciju proSirenosti tumora prateci
klinicke, patoloske 1 genetske parametre. Uzima u obzir procjenu anatomskih dimenzija,

zahvacenosti struktura i histopatoloskih ¢imbenika. Prvo izdanje objavljeno je 1977. godine, a
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u sijeénju 2017. godine dopunjeno je 8. izdanje AJCC-ovog priruc¢nika koji u kategoriju N
ukljucuje podkategoriju definiraju¢i ekstraskleralno Sirenje od onih s regionalnog Sirenja u
orbitu koja nije u o¢noj blizini.

Medutim, dodatne metode klasifikacije ukljucuju sustave temeljene na genetskom
testiranju (tj. Klasifikacija Atlasa genoma tumora (TCGA), s histopatoloskim znacajkama (t;.
Modificirani Callenderov klasifikacijski sustav) (79, 80) i klasifikaciju profila ekspresije gena.

AJCC TNM sustav za stadij UM-a dodatno obuhvaca prognozu (72, 81). Opseg
primarnog tumora (T) odreduje se na temelju najveceg bazalnog promjera tumora, debljine,
prisutnosti zahvacenosti cilijarnog tijela i ekstra okularnog Sirenja. Stadij N i M odnosi se na
zahvacenost regionalnih limfnih ¢vorova i prisutnost ili odsutnost udaljenih metastaza, s
naknadnom dimenzijom metastatskog tumora (72, 81). Medutim, treba napomenuti da se
Sirenje UM-a uglavnom dogada hematogenim putem, s obzirom na odsutnost limfnih ¢vorova
unutar oka. Sirenje na okolne strukture, poput konjunktive, moZe omoguéiti limfnu

diseminaciju (82).

1.3.5. Klinic¢ka slika uvealnog melanoma

Klini¢ka slika UM-a varira ovisno o veli¢ini 1 lokaciji tumora. U mnogim slu¢ajevima,
otkrivanje 1 dijagnoza UM-a slu¢ajan je nalaz tijekom rutinskih o¢nih pregleda, s obzirom na
to da je vecina pacijenata asimptomatska prilikom pregleda (83, 84). Medutim, u prisutnosti
vizualnih simptoma, klini¢ari mogu propustitt UM u do 23 % slucajeva (83). Najces¢i vizualni
simptomi koje prijavljuju pacijenti uklju¢uju zamagljen vid, fotopsiju, defekte vidnog polja,
musice u o¢ima, a rijetko bol u oku 1 metamorfopsiju, dok veci tumori mogu biti povezani s

ablacijom mreZnice.

1.3.6. Dijagnostika uvealnog melanoma

Oftalmoloskim pregledom na osnovi klinickog izgleda 1 oftalmoloSkih znacajki,
razlikuje se uvealni melanom od benignih nevusa. Straznji UM-i obi¢no se predstavljaju kao
povisena zilnicna masa pri pregledu fundusa, s razli¢itim stupnjem subretinalne tekucine i
narancastog pigmenta (17). Kada tumor prodre u Bruchovu membranu, moze se uociti tipi¢an
izgled u obliku gljive (85).

Opticka koherentna tomografija (OCT) neinvazivna je metoda snimanja koja pruza
visoku prostornu rezoluciju i omogucuje detaljno snimanje mreZnice stvaranjem presjeka

slojeva mreznice (86). Na OCT-u, straznji UM moze biti povezan s gubitkom fotoreceptora ili
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elipsoidne zone, gubitkom ili hiperplazijom RPE, intraretinalnom ili subretinalnom tekuéinom,
retinoshizom, stanjivanjem mreznice, cijepanjem vanjskog pleksiformnog sloja, odvajanjem
bazilarnog sloja ili subretinalnim hiper reflektiraju¢im materijalom (87).

Utrazvuk oka vazna je dijagnosticka metoda za dijagnosticiranje, diferencijalnu
dijagnozu i pracenje progresije UM-a. Njegove dvije modalnosti, A-sken i B-sken daju korisne
informacije i omogucuju mjerenje unutarnje reflektivnosti, najveceg bazalnog promjera te
apikalne visine i debljine. Na standardiziranom A-skenu, tumor pokazuje nisku do srednju
unutarnju reflektivnost u ,,decrescendo stilu®, s unutarnjom vaskularizacijom koja se vidi kao
brzo kretanje unutarnjih Siljaka. Na B-skenu, tumor je obi¢no kupolastog oblika ili, ako je
probio Bruchovu membranu, izgleda kao tumor u obliku gljive sa susjednim lokaliziranim
eksudativnim odvajanjem mreznice. Ako se vide pulzacije, to je znak dobre vaskularizacije
tumora. Lezije vece od 3 mm u apikalnoj visini vjerojatno su melanomi i kod ve¢ih apikalnih 1
bazalnih dimenzija vjerojatnost neopalsti¢ne lezije je velika (88). Zbog svega navedneog
ultrazvuk je metoda izbora za kliniCare iako i fluoresceinska angiografija ima svoje mjestu u
dijagnostici uvealnog melanoma pokazuju¢i sekundarnu vaskularizaciju Zilnice ili ekstenzivno
propustanje (89).

Radioloske metode kao Sto su CT i1 magnetska rezonanca imaju svoju ulogu u
dijagnostici melanoma, posebno u procjeni prosirenosti tumora na druge organske sustave. MR
moze biti koristan alat za dijagnozu i pra¢enje UM-a, a klju¢ne znacajke UM-a koje se mogu
otkriti MR-om ukljucuju dokaze modularne lezije, koja moze biti povezana s odvajanjem
mreznice (90).

Konvencionalne metode za UM, poput biopsija tankom iglom, predstavljaju znacajne
izazove. S obzirom na intraokularnu i subretinalnu lokalizaciju tumora, postoji rizik od
regmatogenog odvajanja mreznice 1 perzistentnog krvarenja u staklasto tijelo (91). Nadalje,
izravna biopsija tumora moZe rezultirati ekstra okularnim Sirenjem (92). Kao i kod svih
operacija na o¢nom tkivu, biopsije UM-a povezane su s endoftalmitisom, a pokazalo se da su
¢ak povezane s pogorSanjem vidne ostrine kod 13 % pacijenata (93-96). Nadalje, prognosticki
doprinos ovih biopsija ¢esto je ogranicen, posebno ako je tumor malen ili ako je smjeSten s
posteriorne strane (95). S obzirom na rizike i nisku u¢inkovitost standardnih biopsija, znacajan
interes bio je posvecen tekuc¢im biopsijama. Vecina fokusa u podrucju tekucih biopsija bila je
na analizi krvi 1 seruma. Medutim, urin, cerebrospinalna tekucina, ascites, slina, pa cak 1 o¢na
vodica i staklasto tijelo takoder su privukli pozornost (97). Tekuce biopsije jednostavne su za
provodenje i predstavljaju manji rizik od konvencionalnih metoda biopsije primarnog tumora

(98). Nadalje, biopsije primarnog tumora mozda nece prepoznati sekundarnu ili metastatsku
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bolest ili uhvatiti heterogenu prirodu tumora (97). Tumorski markeri identificirani u teku¢im
biopsijama ukljucuju CTC-ove (eng. circulating tumor cells), DNA, ribonukleinsku kiselinu
(RNA) 1 proteine (97, 98).

CTC-I identificirani su u viSe malignih stanja poput tumora dojke, prostate i uvealnog
melanoma (UM), s§to je kliniCarima pruzilo relevantne prognosticke podatke o metastazama
(99, 100). Budu¢i da su CTC-i kod pacijenata s UM rijetki, potrebne su metode izolacije (98).
Najces¢i nacin izolacije 1 hvatanja CTC-a je imunomagnetskim filtracijskim obogacivanjem.
Imunomagnetsko obogacivanje koristi prednost ekspresije tumorskih proteina, dok se
obogacivanje temeljeno na filtraciji oslanja na razlike izmedu CTC-a i krvnih stanica (101,
102). Postoji statisti¢ki znacajna razlika u bazalnom promjeru UM-a, visini tumora, prezivljenju
bez progresije bolesti 1 ukupnom preZivljenju izmedu pacijenata s vise od 10 CTC-a/10 mL krvi
u usporedbi s onima s nizim koncentracijama CTC-a kod pacijenata bez metastaza (103).
Imunomagnetska izolacija postala je preferirana metoda izolacije CTC-a s viSe razli¢itih
magnetskih Cestica vezanih za antitijela dostupnih na trzistu.

lako postoje varijacije medu razliitim dostupnim antitijelima, sigurno je da je
povecanje broja CTC-a povezano s pogorSanjem prognoze (98). Takoder, postoje dokazi koji
upucuju na to da varijante broja kopija u primarnom tumoru i CTC-ima imaju sli¢ne
kromosomske aberacije tj. somatske promjene broja kromosomskih kopija (104).
Komparativna analiza somatskih promjena broja kromosomskih kopija u CTC-ima izoliranim
iz periferne krvi pacijenta s metastatskim UM-om ili u mononuklearnim stanicama periferne
krvi pokazala je vaznost kromosomskih aberacija povezanih s tumorom. Stoga, procjena ovih
kromosomskih aberacija u primarnim tumorima i CTC-ima moZze znac¢ajno doprinjeti prognozi
bolesti. Vazno je napomenuti da je razlikovanje izmedu UM-a i nevusa bio izazovan zadatak,
ali studije pokazuje da je 50 % pacijenata s UM-om imalo viSe od 1 CTC-a u usporedbi s
pacijenatima s nevusima (105). Medutim, treba napomenuti da je poluzivot CTC-ova nizak,
izmedu 1 1 2,5 sata (106, 107). S poboljSanjima u izolaciji CTC-ova vjerojatno je da ce
genomika CTC-ova igrati ulogu u predvidanju UM-a (104, 108). Treba napomenuti da
prevalencija CTC-ova kod pacijenata s UM-om u literaturi moze varirati ovisno o metodologiji
kojom se CTC-ovi izoliraju. Te varijacije mogu ukljucivati, ali nisu ograni¢ene na, uzorkovanje
iz arterijske ili venske krvi 1 koriStenih antitijela.

Cirkuliraju¢a tumorska DNA (ctDNA) je DNA koja je ili aktivno izlu¢ena iz tumorske
stanice ili oslobodena putem stanicne nekroze ili apoptoze (98, 109). Patoloski markeri u
primarnom tumoru identificirani su u ctDNA pacijenata s tumorom prostate, kao i drugih

malignih bolesti (98, 110). Sli¢ni nalazi pokazani su kod UM-a, gdje je pracenje ctDNA
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predvidjelo metastsku progresiju UM-a, a koriStenje sekvenciranja ctDNA sljedece generacije
pomoglo je u predvidanju odgovora na terapiju inhibitorima protein kinaze (111). Osim toga,
ctDNA u UM-u koriStena je za predvidanje odgovora na lijeCenje inhibitorima kontrolnih
toCaka (112), a u zivotinjskim modelima, ctDNA iz UM-a prethodila je kliniCkom otkrivanju
bolesti (113). Studije su pokazale da pacijenati s UM-om imaju ctDNA i da su viSe razine
ctDNA u korelaciji s hepatickim metastazama i volumenom tumora (114). Zanimljivo je da je
nadeno da je ctDNA bila u korelaciji s CTC-ima i prezivljenjem bez progresije bolesti (114).
Treba napomenuti da izolacija ctDNA moze biti izazovna jer je cirkuliraju¢a slobodna DNA iz
fizioloskih procesa obilnija (97). GNAQ i GNA11 detaljno su procijenjeni jer se mogu koristiti
za razlikovanje ctDNA od cirkuliraju¢e slobodne DNA (97, 115). Metodologije za izolaciju
ctDNA vjerojatno ¢e poboljSati njihov klini¢ki doprinos teku¢im biopsijama.

Osim cirkuliraju¢e DNA, pokazalo se da cirkuliraju¢a mikro-RNA (miRNA) takoder
ima klini¢ki potencijal u pracenju lijeCenja UM-a. Cirkuliraju¢a miRNA u pocetku se koristila
kod tumora dojke, jer je izolacija ovih CTC-a bila izazovna, a utvrdeno je da su odredene
miRNA pojacano regulirane (116). Klinicka prednost miRNA njezin je dugi poluzivot,
jednostavna dostupnost, kao i visoka specifi¢nost i osjetljivost (97, 98). Pove¢ana miRNA-618
u plazmi i smanjena miRNA u staklastom tijelu, identificirane su kod pacijenata s UM-om u
usporedbi sa zdravim kontrolama (117). Takoder je napomenuto da se regulacija miRNA
razlikuje kod pacijenata s metastatskom i ne metastatskom boles¢u (118).

Proteomski podaci iz krvi pokazali su potencijalnu klini¢ku vrijednost u prognozi UM-
a. Gp100 1 katepsin specifi¢ni za melanom poviSeni su kod pacijenata s UM-om u usporedbi sa
zdravim kontrolama (105, 119). Pokazalo se da su proteini ukljuceni u preoblikovanje izvan
stani¢nog matriksa, kao i migraciju 1 invaziju tumora, poviseni kod pacijenata s visokim rizikom
za UM (105). Analiza proteina topliskog Soka 27 i osteopontina mogu razlikovati metastatski i
nemetastatski UM nakon lijeenja (120). Takoder, predloZena je analiza jetrenih biomarkera za
identifikaciju incidencije metastaza u jetri, iako to ima ogranicenu klini¢ku vrijednost u ranom
predvidanju metastatskog potencijala (98).

Krv nije jedina tekucina koja je procijenjena za tekucu biopsiju kod UM-a. Proucavani
su i uzorci ocne vodice i staklastog tijela (117, 121, 122). Ove metode imaju veci rizik i
invazivnije su. Vjerojatno iz tog razloga nisu bile predmet opseznih istrazivanja. Medutim,
studije su ipak pokazale da su somatske promjene broja kromosomskih kopija identificirane
kod pacijenata s UM-om iz uzoraka o¢ne vodice i pokazale su visoku podudarnost s
varijacijama broja kopija unutar odgovarajuceg tumora (123). PoviSene razine miRNA takoder

su identificirane u staklovini pacijenata s UM-om (117). Pokazalo se da je Vaskularni endotelni
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faktor rasta (VEGF) poviSen u o¢noj vodici zahvacenih pacijenata s pozitivnim korelacijama
izmedu visine 1 promjera tumora (121, 122) te da je protein S-100 povisen u staklovini u o¢noj
vodici pacijenata s UM-om (124).

Tekuce biopsije mogu pruziti neinvazivnu, lako dostupnu 1 kvantificiraju¢u metriku za
pracenje i prognoziranje pacijenata s UM-om.

U lijeCenju malignih bolesti, dijagnoza i prognoza oduvijek su bili primarni korak.
Medutim, bio je to izazov za odredene maligne bolesti, posebno u oku. Sre¢om, napredak u
racunalnim moguénostima i novi pristupi strojnom uc¢enju omogucili su razvoj alata za klini¢ko
donosenje odluka temeljenih na velikim zbirkama podataka.

Kao naj¢es¢a primarna intraokularna maligna bolest oka kod odraslih s vise dostupnih
modaliteta snimanja, uvealni melanom bio je predmet istrazivanja za primjenu strojnog ucenja.
Od posebnog interesa, razlikovanje benignog koroidnog nevusa i1 malignog koroidnog
melanoma bio je klinicki tezak zadatak, za $to je primijenjeno strojno ucenje (125). Godine
2022. Zabori suradnici pratili su 123 pacijenta s malim koroidnim melanocitnim tumorima i
trenirali model za predvidanje malignog rasta (126). Klinicke znacajke ukljucivale su spol,
visinu tumora, subretinalnu tekucinu, narancastu pigmentaciju i udaljenost od vidnog Zivca
(126).

Histopatoloski nalazi kod UM-a korisSteni su za predvidanje prezivljenja i metastatskog
potencijala. KoriStenjem strojnog ucenja u histopatologiji pokusalo se poboljsati ta predvidanja
(125).

Osim dijagnoze, strojno ucenje primjenjivalo se za predvidanje petogodiSnje stope
prezivljenja pacijenata s UM-om lijeCenih brahiterapijom s to¢noséu od 84 % [150]. Ove
informacije mogu pomoc¢i lijecnicima u identificiranju novih znacajki za predvidanje UM-a.
Osim toga, ve¢ina neuronskih mreZa oslanjala se na klinicke ili histopatoloske podatke. Malo
je studija procijenilo fotografiju fundusa ili radioloS8ko snimanje (125, 127). Ukljucivanje
klini¢kog snimanja u studije strojnog ucenja vjerojatno ¢e poboljsat funkcionalnost ovih mreza
kada se integriraju s histopatoloskim podacima. Konacno, treba napomenuti da je provedeno
vrlo malo ispitivanja dubokog ucenja, koja ¢e vjerojatno poboljsati funkcionalnost u odnosu na

koristene klasi¢ne modele strojnog ucenja (125, 127, 128).

1.3.7. Diferencijalna dijagnoza uvealnog melanoma
Diferencijalna dijagnoza uvealnog melanoma podrazumjeva stanja koja klini¢ki ili na
slikovnim metodama mogu li¢iti na UM. To mogu biti benigne melanocitne lezije kao Sto je

nevus Zilnice, Sarenice ili melanocitom vidnog Zivca. Osim toga, UM se moze zamjeniti s
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vaskularnim lezijama kao $to je Zilni¢ni hemangiom. Metastatski tumori mogu imitirati UM,
kao 1 upalne lezije Sto su primjerice posteriorni skleritis, granulomi (sarkoidoza, tuberkuloza) i

subretinalni apsces (129).

1.3.8. Terapija uvealnog melanoma

Lijecenje UM-a slozen je izazov u onkologiji, s ograni¢enim moguénostima lijecenja i
mogucénos¢u da UM napreduje do metastaza. Medutim, u posljednjih nekoliko godina
postignut je znacajan napredak u predklinickim i klini¢kim istrazivanjima, nudeci obecavajuce
nacine za poboljsanje ishoda.

Lijecenje melanoma ovisi o lokaciji, proSirenosti i veli¢ini tumora, vidnoj ostrini, ali i
prisutnosti metastatske bolesti (130). Prije se lijeCenje melanoma uvee primarno provodilo
enukleacijom koja nije pokazala bolje ishode od lijecenja brahiterapijom (131). Brahiterapija
predstavlja postavljanje diska s radioaktivnim izotopom na skleru na mjestu gdje je locirana
baza tumora. Cilj te terapije je zaustavljanje rasta tumora ostecenjem DNA tumorskih stanica,
ali tracenje oStecuje i zdrave stanice Sto za posljedicu ima nezeljene nuspojave. Oprezno se
nacilja podrucje tumora s poStedom okolnog tkiva. U primjeni je naj¢eSc¢e rutenij-106, jod-125
ili kobalt-60, paladij-103 i iridij-192. Zraenjem dolazi do lize i apopotoze stanica tumora te
vaskularnim endotelnim stanicama S§to dovodi do ishemije, nekroze i skvrCavanja (132).
Promjene u tumoru pocinju nakon dva mjesca i efekt je prisutan nekoliko godina. Kod malih
tumora koristi se zraenje protonskim snopom, posebno onih smjestenih u blizini makula ili
optickog zivca. Za dobro ograni¢ene tumore veliCine do 3 mm koristi se stereotakticka
radioterapija. Navedene metode ¢esto imaju nuspojave kao Sto su razvoj katarakte, gubitak vida
zbog zahvacenost makule, krvarenje u oku, suhoca oka te razvoj glaukoma koji moze zavrsiti
enukleacijom. Kao prevencija radijacijske makulopatije dolazi u obzir pars plana vitrektomija
1 primjena silikonskog ulja te intravitrealna terapija nakon skidanja aplikatora.

Laserska terapija kao §to je fotodinamska terapija (PDT) 1 transpupilarna termoterapija
(TTT) najceSce se koriste u kombinaciji s radioterapijskim metodama. Svakako su tu 1 kiruske
metode bilo da se radi o lokalnoj resekceiji tumora ili enukleaciji kada su u pitanju veliki tumori,
promjera ve¢eg od 17 mm. Kod velikih tumora s ekstraokularnim Sirenjem moguca je potreba
1 za egzenteracijom nakon koje se poslije 6 — 8 tjedana implantira proteza (133, 134).

Kad dode do metastatskog Sirenja uvealnog melanoma, nema puno terapijskih opcija 1
prognoza je losa (135).

Imunoterapija je obecavajudi pristup lije¢enju UM-a koriste¢i imunoloski sustav tijela

za ciljanje stanica tumor. Uz ciljanu terapiju koristi se ¢eS¢e nego kemoterapija (135).
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Tebentafusp je prvi specificni lijek za metastatski ili neoperabilni uvealni melanom i smatra se
velikim napretkom u lijecenju ove bolesti (136). Tebentafusp pripada skupini ImmTAC
(Immune-mobilisingmonoclonal T-cellreceptors Against Cancer) molekula (137). Mehanizam
djelovanja bispecificnog proteina je poseban i razlikuje se od klasi¢ne imunoterapije. Djeluje
na dva nacina. Sadrzi T-stani¢ni receptor koji prepoznaje protein na tumorskim stanicama
melanoma te privlaci T-limfocite poti¢u¢i ih da ubiju tumorsku stanicu, odnosno usmjerava
imunitet direktno na stanice melanoma. Strukturalno sadrzi dva funkcionalna dijela. T-stani¢ni
receptor (TCR) umjetno je dizajniran i prepoznaje melanomski antigen gpl100. Antigen je
prikazan na povrSini tumorske stanice preko HLA-A*02:01, odnosno tumor pokazuje fragment
proteina gpl00 TCR i dio tebentafuspa ga prepoznaje. Zato lijek djeluje samo kod HLA-
A*02:01 pozitivnih pacijenata. Drugi dio molekule veze receptor CD3 na T-limfocitima. To je
signalni kompleks T-stanice koji aktivira imunoloski odgovor (137, 138). Proces djelovanja ide
u nekoliko koraka. Nakon vezivanja TCR, dio tebentafuspa prepoznaje gp100 peptid prikazan
na HLA-A*02:01 na tumorskoj stanici, odnosno tumor se tako ,,0znaci“. Anti-CD3 dio veze
CD3 receptor na T-limfocitu formirajuéi ,,imunoloski most*. Na taj nacin tebentafusp fizicki
spaja T-stanicu i tumorsku stanicu §to se naziva eng. immunesynapse (136, 138). Vezanjem
CD3 dolazi do aktivacije T-stanica, prolferacije T-limfocita te otpustanja citokina medu kojima
su najvazniji interferon-y, TNF — a, IL-2.IL-2. Aktivirana T-stanica preko perforina i granzina
izaziva apoptozu tumorske stanice (138). Za razliku od klasi¢nih check point inhibitora poput
Pembrolizumab ili Nivolumab Tebentafuspne ovisi o spontanoj prepoznaji tumora od strane T-
stanica prisilno dovode¢i T-stanice do tumora te zbog toga moze djelovati 1 kada tumor ima
slabu imunogenost i malu infiltraciju T-limfocita, a to je ¢est problem kod uvealnog melanoma
(135, 137). Zbog nagle aktivacije velikog broja T-stanica 1 otpuStanja citokina, nuspojave u
vidu citokinskog sindroma (osip, visoka temperatura, hipotenzija) ceste su na pocetku terapije.
Gpl100, kao melanocitni diferencijalni antigen prisutan je u melanomu i normalnim
melanocitima, $to je razlog pojave osipa i depigmentacije (139). Mozemo rec¢i da Tebentafusp
djeluje kao molekularni adapter prisiljavaju¢i imunoloski sustav da prepozna i ubija stanice
melanoma. Odobrile su je 2022. godine FDA i EMA u terapiji metastatskog uvealnog
melanoma za bolesnike pozitivne na HLA-A2*0201 (137, 140, 141) kojih je do 50 % u
zapadnim zemljama. Upravo zbog te ¢injenice ostaje prostor za nove molekule. Medutim, ipak
je terapija Tebentafusp dokazano produzila ukupno prezivljenje kod metastatskog uvelanog
melanoma. Kao nova ciljana terapija istrazuje se Darovasertib koji blokira protein kinaze C,
signalni put 1 pokazuje obecavajuce rezultate kod uvealnog melanoma, posebno u kombinaciji

s drugim lijekovima, ali joS§ je u klinickom razvoju (142). Darovasertib je eksperimentalni lijek
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koji se istrazuje za lijeCenje uvealnog melanoma. Za sada je u tre¢oj fazi klinickih studija i jedan
je od najperspektivnijih novih lijekova za ovu bolest. Osim navedenih lijekova istrazuju se i
inhibitori kontrolnih toCaka (eng. checkpoint inhibitors). Radi se o tipu imunoterapije koja
pomaze imunoloSkom sustavu da prepozna i napadne tumorske stanice. Vrlo su vazni u
lijeenju mnogih karcinoma, ukljucuju¢i melanom, ali kod uvealnog melanoma djeluju slabije
nego kod koznog melanoma. Inhibitori kontrolnih to¢aka djeluju na specifi¢ne imunoloske
kontrolne tocke. Programirani ligand smrti 1 (PD-L1) eksprimira se u UM stanicama i interagira
s PD-1 receptorimana T stanica, $to potom inaktivira funkciju T stanica, omogucujuci
tumorskim stanicama izbjegavanje imunoloskog odgovora. Drugi protein kontrolne tocke je
CTLA-4. Djeluje tako da smanjuje imunoloski odgovor natjecanjem s CD80 i CD86 za vezanje
na stimuliraju¢i receptor na stanicama koje prezentiraju antigen, ¢ime inhibira aktivaciju T-
stanica u pocetnoj fazi (143). Ipilimumab (monoklonski inhibitor anti-CTLA-4) istrazivan je u
razli¢itim dozama u prospektivnim studijama i retrospektivnim analizama pokazujuci dobre
rezultate kod koznog melanoma, ali skromnije kod uvealnog melanoma (144). Uz Ipilimumab
tu je 1 pembrolizumab kao PD-1 inhibitor kod kojega je isto tako ucinkovitost kod uvealng
melanoma manja nego kod koZnog melanoma $to se moze pripisati manjem mutacijskom
optere¢enju kod UM-a, §to se prevodi u manji broj neoantigena koje imunoloski sustav
prepoznaje.

Nedavni sustavni pregled inhibitora kontrolnih tocaka kod metastatskog UM-a
sugerirao je da su dvostruki inhibitori kontrolnih tocaka imunoloSkog sustava uc¢inkovitiji od
terapija s jednim sredstvom i mogli bi biti potencijal za buduc¢e imunoloske terapije (145).
Daljnja istrazivanja istrazuju kombinaciju imunoterapije s epigenetikom, imunoterapije
onkolitickim virusima i1 imunoterapije s ciljanom genetskom terapijom (146). Trenutna
ispitivanja koja istraZzuju imunoterapiju u kombinaciji s ciljanom terapijom ukljucuju
pembrolizumab s olaparibom (tj. inhibitor PARP-a (poli(ADP-riboza) polimeraze),
pembrolizumab s LNS8801 (tj. agonist estrogenskog receptora spregnutog s G proteinom
(GPER), atezolizumab s IN10018 (tj. inhibitor PD-L1 s inhibitorom FAK-a (fokalna adhezijska
kinaza) i pembrolizumab s APGI115 (tj. inhibitor MDM?2). Iako kombinirani inhibitori
imunoloskih kontrolnih to¢aka pokazuju vecu ucinkovitost, mogu izazvati veci broj nuspojava.
Stoga ¢e daljnja istrazivanja koja ukljuuju kombinacije imunoterapije zahtijevati
personalizirani pristup (144). Ispituju se 1 onkoliticki virusi. To su inZenjerski virusi koji
specificno inficiraju i ubijaju stanice tumora. Ovi virusi mogu izravno unistiti tumorske stanice
induciraju¢i lizu tumora putem sistemskog imunoloskog odgovora. Primjer je T-VEC (t;.

Talimogen laherparepvec), modificirani virus herpes simpleksa i onkoliticki virus kojega je
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odobila FDA za kozni melanom, a modificiran je da eksprimira GM-CSF i stoga povecava
funkciju dendriti¢nih stanica, dovode¢i potom do ucinkovitijeg odgovora posredovanog T-
stanicama protiv stanica tumora. Rana klinicka ispitivanja s T-VEC-om istrazuju njegovu
upotrebu u lijeCenju metastatskog UM-a. Uz T-VED, istrazuju se i drugi onkoliti¢ki virusi,
poput koksakivirusa i HF-10, za potencijalnu upotrebu kod koznog melanoma i potencijalno bi
se mogli primijeniti i na UM. Nedavno su uspjesni citotoksi¢ni u€inci onkoliti¢kog soja virusa
ECHO-7 demonstrirani u UM (147).

Pokazalo se da onkoliti¢ki virus HSV-EGFP reflektira osjetljivost i citotoksi¢nost prema
stani¢nim linijjama UM 92-1, MUM2B i MP41, a dodatni rezultati sugeriraju da je onkoliticki
HSV-1 ucinkovit u lijjeCenju UM-a in vitro i in vivo (148). Tekuca istrazivanja drugih
onkolitickih virusa ukljucuju klinicko ispitivanje faze I u klinici Mayo, istrazujuéi vektore
virusa vezikularnog stomatitisa (VSV) koji eksprimiraju interferon (IFN) B i protein 1 povezan
s tirozinazom (TYRP1) kod prethodno lijeenih pacijenata s metastatskim UM-om (149).
Studija je pokazala klinicku sigurnost VSV-IFNB-TYRP1 u ciljanoj populaciji i imunogenost
doze 1 odgovora na TYRP1 (149). Znacajno podrucje interesa je kombinacija onkolitickih
virusa s inhibitorima kontrolnih tocaka (150). Cilj je poboljsati ukupni imunoloski odgovor
protiv UM-a osiguravajuéi pocetnu aktivaciju imunoloskog sustava putem virusne infekcije i
trajnu aktivaciju blokadom kontrolnih tocaka. Unato¢ ograni¢enom broju trenutnih klini¢kih
ispitivanja, onkoliticki virusi predstavljaju novu terapijsku strategiju za pacijente s
metastatskim uvealnim melanomom.

U novije vrijeme, konjugati lijekova slicnih virusima (VDC) pokazali su veliki
potencijal za selektivnu dostavu lijekova tumorskim stanicama. Klini¢ki primjer za lijeCenje
UM-a su VDC-i Belzupacap Sarotalokana (AU-011), sastoje¢i se od fotosenzibilizatora koji
cititoksi¢ni u¢inak ima nakon aktivacije fotodinamskim laserom. Trenutno je u fazi 3 klinickih
ispitivanja. AU-011 (od Aura Biosciences) pokazao je adekvatan sigurnosni profil nakon
suprahoroidalne primjene (151). Predlozene su visestruke klinicke primjene AU-011 za male
melanome (152).

Terapija adoptivnim T-stanicama (ACT — eng. Adoptive Cell Therapy) napredna je
personalizirana imunoterapija u kojoj se estrahiraju pacijentove vlastite T-limfociti, genetski
modificiraju 1 ponovno infuziraju u pacijenta. Koristi se kod vise vrsta tumora i kod melanoma,
hlimfocite (TIL), kao i genetski modificirane T-stanice (153). TIL-ovi se ekstrahiraju iz
reseciranih tumorskih tkiva. Limfociti se pripremaju za prepoznavanje antigena povezanih s

tumorom, uzgajaju in vitro u prisutnosti IL-2 1 ponovno uvode u pacijenta (154). Zatim su u
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stanju prepoznati tumorske stanice i potom ih unistiti. Kada se TIL-ovi uklone iz svog
tumorskog mikrookruzenja, pokazali su uspjesnu ekspanziju zajedno s UM-reaktivnim T-
stanicama, Sto sugerira da se terapija T-stanicama moze koristiti kao adjuvantni tretman kod
UMB-a s visokim rizikom od metastaza (155). Nedavna ispitivanja istrazila su u¢inkovitost TIL
terapije kod metastatskog UM-a. Studija faze Il pokazala je da se znaCajna regresija tumora
moze izazvati u podskupini pacijenata s TIL terapijom, sugeriraju¢i da se tumorsko
mikrookruzenje UM-a moze manipulirati kako bi se pojacali antitumorski odgovori
posredovani T stanicama (153). CAR T stani¢na terapija uklju¢uje himerne antigenske
receptore (CAR), koji nativno prenose signale sli¢ne onima iz aktiviranih T-stani¢nih receptora
(156). Nakon toga se genetski modificiraju da bi unistile tumorske stanice. Novi humanizirani
mi$ji model pokazao je da CAR T-stanice mogu unistiti stanice melanoma otporne na ACT
autolognih TIL-ova, impliciraju¢i odrZivu opciju terapije kada UM ne reagira na standardnu
terapiju (157).

Genska terapija predstavlja vrhunski pristup usmjeren na ispravljanje genetskih
defekata doprinoseci razvoju UM-a. Kod uvealnog melanoma genska terapija je joS uvijek
uglavnom u fazi istrazivanja i klinickih studija, ali nekoliko strategija pokazuje obecanje.
Terapija suicidalnim genima podrazumijeva uvodenje gena u stanice tumora kako bi se
povecala njihova osjetljivost na prolijek. Posebno je povoljno selektivno ciljati tumorske
stanice, a istovremeno izbjegavati oStecenje zdravih tkiva.

RNA interferencija (RNAi1) bioloSki je proces u kojem molekule RNA inhibiraju
ekspresiju gena, obi¢no uzrokuju¢i uniStavanje specificnih molekula mRNA (158). Male
interferiraju¢e RNA (siRNA) 1 mikroRNA (miRNA) koriste se za ciljanje 1 utiSavanje gena koji
su kljuéni za rast i prezivljavanje tumora. U uvelanom melanomu pokusava blokirati klju¢ne
mutirane gene poput GNAQ 1 GNA11. Iako jo§ nije standardna terapija, predstavlja vrlo
precizan i obecavajuci pristup, posebno zbog moguénosti lokalne primjene u oku. Lnc RNA (t;.
Duge nekodiraju¢e RNA) medusobno djeluju s vise proteina, kao i s DNA, ¢esto djelujuci kao
nosaci ili vodici (159). Druga miRNA s dokazanim terapijskim potencijalom u lijeCenju UM-a
je miR-181a, za koju se pokazalo da je jedina smanjena miRNA medu tri studije ekspresije
miRNA (160-163). Inhibitori YAP signalnog puta klju¢ni je protein koji pokrece rast tumora
kod uvealnog melanoma. Eksperimentalni lijekovi pokuSavaju blokirati YAP aktivaciju 1
zaustaviti proliferaciju tumorskih stanica.

Lijecenje uvealnog melanoma predstavlja brojne izazove zbog visokog metastatskog
potencijala primarno u jetru. Moguénosti lijeCenja metastaza u jetri su kirurSka resekcija

metastaza, radioembolizacija (Y-90), TACE — trans arterijska embolizacija, izolirana jetrena
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perkutana perfuzija. Jedinstvene znacajke uvealnog melanoma ograni¢avaju, a buduénost
lijecenja lezi u integraciji lokalnih mjera kontrole sa sistemskim terapijama, ukljucujuci
imunoterapiju i gensku terapiju, prilagodene na temelju genetskog 1 molekularnog profiliranja
tumora. Rano otkrivanje i lijeCenje metastatske bolesti kljuni su za poboljSanje ishoda

pacijenata.

1.3.9. Prognoza uvealnog melanoma

Nazalost, metastatski uvealni melanom ima loSu prognozu i medijan prezivljenja ~ 12
mjeseci bez modernih terapija. Prognoza zavisi od veli¢ine tumora, lokalizacije te genetskih
karakteristika tumora. Sirenje moze zahvatiti skleru, opti¢ki Zivac i prednju oénu komoru kao
ekstraokularno tkivo. Ekstraokularna ekstenzija znac¢ajno pogorsava prognozu. Bitni prediktori
loSe prognoze su AJCC stadij III 1 poremecaj u kopiji kromosoma 3 (3, 75, 76, 164).

Povoljniju prognozu imaju melanomi Sarenice koji se povezuju sa oSteCenjem
ultraljubicastim zracenjem. Razliku ¢ine melanomi Zilnice i cilijarnog tijela koji nisu povezani
s ultraljubicastim zraenjem, ali se kod njih pokazuju odredeni evolucijski onkogeni dogadaji.
(165).

Genetsko profiliranje tumora (GEP) predstavlja koristan alat u odredivanju prognoze
tumora. Genetsko profiliranje tumora kod uvealnog melanoma je analiza DNA tumorskih
stanica kako bi se procijenio rizik metastaza, prognoza i moguce terapije. Danas je to jedan od
najvaznijih dijelova dijagnostike ove bolesti jer genetske promjene tumora snazno odreduju
rizik metastaza, brzinu napredovanja bolesti, izbor terapije i potrebu za intenzivnijim
pracenjem. Za razliku od mnogih drugih tumora, genetski profil je jaci prognosticki faktor od
veli¢ine tumora. Najvazniji geni koji se analiziraju su BAP1 kao najvazniji prognosticki faktor
¢ija mutacija znaci visoki agresivnost 1 rizik metastaza. Mutacija u genu GNAQ koja se javlja
u 45 — 50 % slucajeva aktivira signalne puteve rasta tumora, dok je mutacija GNA11 (30 — 40
%) povezana s aktivacijom PKCi MAPK signalnih puteva. Srednji rizik metastaza 1 njihovo
kasnije javljanje vezano je za mutaciju SF3B1 gena, dok mutacija EIF1AX gena znak je niskog
rizika metastaza 1 bolje prognoze. Klasifikacija uvealnog melanoma prema genetskom profilu
razlikuje dvije klase A i B. Unutar A klase razlikuju se dvije podklase GEP 1A (s najnizim
rizikom metastaza 2 — 5% u 5 godina.), GEP 1B (sa srednjim rizikom 20 %). GEP 2 ima veliki
rizik metastaza 1 povezana je s poznatim prognostickim rizicima kao $to su starija Zivotna dob
bolesnika, ve¢i promjer i debljina tumora, zahvacenost cilijjarnog tijela i mijeSani/epitelioidni
tip stanica (166). Osim toga, ¢ini se da i upala ima ulogu u progresiji uvealnog melanoma (167).

Zbog svega navedenog te i visokog rizika metastaza, vazan je multidisciplinarni pristup
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pacijentima s uvealnim melanomom. Tim bi trebao ukljuciti oftalmologa, onkologa uz redovite
oftalmoloske preglede koji podrazumijevaju fotografiranje fundusa te ultrazvuéni pregled
bulbusa. Vazno je pratiti i laboratorijske parametre funkcije jetre i markera S100b svakih 3 — 6
mjeseci, koji su se pokazali kao dobri markeri u pracenju i procjeni metastatske bolesti te RTG
plu¢ai UZV (ili CT) abdomena svakih 3 — 6 mjeseci (168). Markeri S100b i LDH su se pokazali
kao dobri markeri u prac¢enju i procjeni metastatske bolesti (169).

Podaci o ekspresiji proteina meglina, cubilina, caveolina-1, GIPC1 i DAB2IP u tkivima
ljudskog oka u literaturi su ograni¢eni. Dosadasnja istrazivanja uglavnom su provedena na
eksperimentalnim Zzivotinjskim modelima, zbog cega je njihova uloga u fizioloSkim i
patoloskim procesima ljudskog oka nedovoljno razjaSnjena. Posebno je malo studija koje
analiziraju njihovu ekspresiju u kontekstu tumora oka.

Sustavno ispitivanje ekspresije navedenih proteina u tkivima zdravog oka te u
tumorskim tkivima, poput retinoblastoma i uvealnog melanoma, moglo bi doprinijeti boljem
razumijevanju molekularnih mehanizama ukljucenih u razvoj i progresiju ovih malignih bolesti.

Ovo istrazivanje ¢e analizirati ekspresiju meglina, cubilina, caveolina-1, GIPCI 1
DAB2IP u tkivima zdravog ljudskog oka te u tkivima retinoblastoma i uvealnog melanoma,
kao 1 utvrditi postoje li razlike u njihovoj ekspresiji izmedu fizioloskih i patoloskih stanja. Cilj
istrazivanja bio je razjasniti biolosku ulogu meglina, cubilina, caveolina-1, GIPC1 i DAB2IP,
s obzirom na to da bi u buduénosti mogli imati potencijal kao dijagnosticki ili prognosticki
biomarkeri, ali 1 moguce terapijske mete u lije¢enju najces¢ih tumora oka, retinoblastoma 1

uvealnog melanoma, ¢ije lijecenje 1 dalje predstavlja znacajan izazov u suvremenoj medicini.

1.4. Ispitivni proteini

Unato€ napretku u genetici 1 slikovnim metodama, molekularne odrednice koje stoje u
podlozi okularne tumorigeneze I podtip-specificnog ponaSanja jos$ uvijek nisu u potpunosti
razjasnjene (170).

Poremec¢ena endocitoza i transport hranjivih tvari doprinose inicijaciji 1 progresiji
tumora (171). Megalin (LRP2) i Cubilin (CUBN) vise ligandin su endocitni receptori klju¢ni
za epitelni transport hranjivih tvari 1 proteina vezanih uz prijenosnike, ukljuc¢ujuci intrinzi¢ni
factor — vitamin B12, albumin i protein koji veze vitamin D (172, 173). Kao koreceptori, LRP2,
CUBN posreduju kod unosa albumina i lipoproteina u apsorptivnim epitelima (174, 175).
Promijenjena ekspresija povezana je s dediferencijacijom i klinickim ishodima u humanim

karcinomima (176). Ipak, njihova raspodjela i funkcija u okularnim tumorima ostaju
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nedovoljno definirane, unato¢ signalnoj kontroli ovisnoj o LRP2 i klju¢noj ulozi endocitne

homeostaze u oku (177, 178).

1.4.1. LRP2 (Protein povezan s receptorom lipoproteina niske gusto¢e 2) — megalin
LRP2 endocitni je receptor iz obitelji LDL receptora, identificiran kao gp330 u bubregu
Stakora (179). Lokalizira se apikalno u apsorptivnim epitelima kako bi internalizirao ligande
(albumin, lipoproteine) te suraduje s CUBN u unosu hranjivih tvari (174, 175). U karcinomu
LRP2 pokazuje kontekstualnu ovisnost: melanomi stjecu ekspresiju LRP2, a njegovo utiSavanje
smanjuje proliferaciju, dok ga nekoliko epitelnih karcinoma epigenetski utisava, pri ¢emu je
niska ekspresija povezana s dediferencijacijom i lo§im prezivljenjem (171). U okularnim
tkivima (pigmentni epitel mreznice, cilijarno tijelo) LRP2 eksprimiran je i modulira aktivnost
signalnog puta SonicHedgehog na perifernom dijelu mreZnice, $to ga povezuje s okularnom

tumorigenezom (177, 178).

1.4.2. Cubilin

Cubilin je veliki periferni endocitni receptor koji veze intrinzi¢ni faktor vitamin B12 i
povezuje se s transmembranskim receptorom LRP2 (172, 173). Suradnja Megalina i Cubilina
posreduje epitelni unos proteina vezanih uz prijenosnike, ukljucujuéi albumin i protein koji
veze vitamin D (173). Promijenjena ekspresija CUBN ima prognosticki znacaj u karcinomima;
gubitak CUBN predvida loSije ishode u karcinomu bubreznih stanica svijetlog tipa (176).
Suprotno tomu, membranska pozitivnost CUBN predvida bolji terapijski odgovor i prezivljenje
pri primjeni inhibitora tirozin kinaza (176, 180). PoviSena ekspresija CUBN takoder je
povezana s nepovoljnijom prognozom u kolorektalnom karcinomu (181). Ove uloge poticu
procjenu CUBN kao kontekstualno ovisne odrednice obrade hranjivih tvari 1 tumorskog

ponaSanja u okularnim malignitetima.

1.4.3. Caveolin-1

Caveolin-1 (CAV1) glavni je strukturni protein kaveola, plazmatskih membranskih
invaginacija ukljucenih u endocitozu, mehanotransdukciju, homeostazu lipida i prijenos signala
(182-184). U karcinomu CAVI1 pokazuje izrazenu kontekstualnu ovisnost: u nekim
okolnostima potiskuje rast primarnog tumora, dok u drugima poti¢e invaziju i metastaziranje,
ovisno o tipu stanice, stadiju i mikrookolisu (185, 186). U melanomu je CAV 1 osobito povezan

s poticanjem metastaza u eksperimentalnim modelima te je povezan s rizikom metastaziranja
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kod bolesnika (185). S obzirom na tu dvojnost, opravdano je profilirati CAV1 u okularnim
tumorima, budu¢i da su primarne studije u uvealnom melanomu povezale ekspresiju CAV1 s
PI3K signalizacijom i vaskulogenom mimikrijom te pokazale razliite obrasce ekspresije u

odnosu na kozni melanom (187).

1.4.4. GIPC1 (GAIP-interagirajudi protein, C-terminal 1)

Osim endocitnih receptora i membranskih skela, GIPC1 djeluje kao adaptor koji
povezuje transmembranske receptore s mehanizmima unutarstanicnog transporta i
citoskeletnim aparatom (188, 189). Regulira recikliranje receptora i signalizaciju kroz puteve
PDGFR/PI3K—-AKT te neuropilin—RhoA, oblikuju¢i proliferaciju, pokretljivost i invaziju
(190). GIPC1 prekomjerno je eksprimiran i funkcionalno aktivan u modelima karcinoma dojke,
jajnika 1 guSterace, gdje potice rast 1 migraciju (191, 192). U okularnim tumorima dokazi su
ograniceni: studije uvealnog melanoma impliciraju os NRP1-GIPC1 bez sustavnih analiza
ekspresije, a ve¢ina okularnih istrazivanja usmjerena je na razvojne uloge, a ne na malignitet

(193).

1.4.5. DAB2IP (Protein koji interagira s Disabledhomologom 2)

Naposljetku, DAB2IP tumor supresorski je protein koji ograni€ava signalizaciju PI3K—
AKT, NF-kB i izvanstani¢ne signalne regulirane kinaze (ERK), reguliraju¢i apoptozu, epitelno-
mezenhimalnu tranziciju (EMT) 1 invaziju u razli¢itim karcinomima, ukljucuju¢i karcinom
prostate, kolorektalni i1 zelu€ani karcinom (194-196). Epigenetsko utiSavanje metilacijom
promotora ili represija posredovana onkogenim mikroRNA molekulama cesto smanjuje
ekspresiju DAB2IP, §to je povezano s dediferencijacijom, terapijskom rezistencijom 1 loSijim
1shodima (197, 198). Unato¢ tim opseZznim dokazima, obrasci ekspresije, funkcionalni u¢inak i
prognosti¢ka vrijednost ovog gena u okularnim tumorima ostaju nedovoljno karakterizirane,
Sto opravdava sustavnu evaluaciju u retinoblastomu i uvealnom melanomu (199).

Zajedno, endocitoza posredovana Megalinom—Cubilinom, membranska signalizacija
posredovana CAV1 te adaptor/tumor supresorske osi (GIPC1, DAB2IP) definiraju mehanizme
koji mogu upravljati diferencijacijom, metabolickom opskrbom i invazijom u okularnim
tumorima. Medutim, njihove uloge u oku jos uvijek nisu u potpunosti razjasnjene. U ovom radu
profiliramo LRP2, CUBN, CAV1, GIPC1 i DAB2IP u normalnim humanim okularnim tkivima,
retinoblastomu 1 histopatoloskim podtipovima uvealnog (koroidalnog) melanoma, integrirajuci

proteinsku ekspresiju s javno dostupnim transkriptomskim podacima i podacima o prezivljenju.
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Ispitujemo koreliraju li podtip-specifi¢ni porasti ili gubici ekspresije s histopatologijom i

klini¢kim ishodima.
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2. Ciljevi istrazivanja



Unato¢ znacajnom napretku u razumijevanju molekularnih mehanizama nastanka i
progresije okularnih malignih tumora, brojni procesi ukljuceni u njihovu patogenezu jos uvijek
nisu u potpunosti razjasnjeni. Posebno je ograni¢eno znanje o ulozi proteina ukljucenih u
procese endocitoze, staniCnog transporta i signalne transdukcije u razvoju i progresiji
retinoblastoma i uvealnog melanoma. Analiza ekspresije takvih proteina moze doprinijeti
boljem razumijevanju molekularnih promjena koje prate tumorigenezu oka te potencijalno
identificiraju nove biomarkere ili terapijske ciljeve. Stoga je ovo istrazivanje usmjereno na
ispitivanje ekspresijskog profila odabranih proteina u malignim tumorima oka i njihovu

usporedbu sa zdravim o¢nim tkivom.

2.1. Cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi obrazac ekspresije proteina LRP2, cubilin, CAV1,
GIPC1 i DAB2IP u tkivima retinoblastoma i uvealnog melanoma te ga usporediti s njihovom
ekspresijom u zdravom ljudskom oku. Istrazivanje je usmjereno na procjenu razlika u razini i
distribuciji ekspresije ovih proteina izmedu malignih okularnih tumora i normalnog o¢nog
tkiva, kao 1 na analizu moguc¢ih razlika izmedu pojedinih histopatoloskih podtipova uvealnog
melanoma. Dodatni cilj bio je procijeniti potencijalnu povezanost ekspresije navedenih proteina
s bioloskim znacajkama tumora i klinickim ishodima koriStenjem histoloskih analiza i

dostupnih transkriptomskih podataka.

2.2. Hipoteza

Hipoteza ovog istraZivanja jest da je ekspresija proteina ukljucena u procese endocitoze,
stanicnog transporta i signalne transdukcije, uz LRP2, cubilin, CAV1, GIPC1 i DAB2IP,
zna€ajno promijenjena u malignim tumorima oka u odnosu na zdravo o¢no tkivo. Pretpostavlja
se da retinoblastom 1 uvealni melanom pokazuju specificne i medusobno razliCite obrasce
ekspresije navedenih proteina te da bi takve promjene mogle odraZzavati poremecaje
molekularnih mehanizama uklju¢enih u tumorigenezu, progresiju bolesti i metastatski

potencijal, §to moze upucivati na njihov potencijalni dijagnosticki i prognostic¢ki znacaj.
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3. Materijali i metode



3.1. Uzorci tkiva i priprema

Formalinom fiksirana i parafinom uklopljena (FFPE) humana tkiva oka dobivena su iz
Zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju Klinickog bolnic¢kog centra Split. Uzorci su
ukljucivali histoloski normalne kontrolne uzorke (n = 10) te patoloske uzorke dijagnosticirane
kao RB (n = 10) ili podtipove melanoma (epitelni, miksoidni, vretenasti; n = 30). Kontrolna
tkiva potjecala su iz enukleiranih o¢iju uklonjenih zbog ne-neoplasti¢nih stanja ili iz histoloski
normalnih regija oCiju odstranjenih zbog RB-a ili melanoma, $to je potvrdio patolog.
Istrazivanje je provedeno uz odobrenje Eti¢kog povjerenstva Klinickog bolni¢kog centra Split
(oznaka protokola: klasa 500-03/22-01/47; br. 2181-147/01/06/M.S.-22-02; datum odobrenja
31. ozujka 2022. godine) u skladu s HelsinSkom deklaracijom i njezinim izmjenama (200).

Nakon kirurske ekscizije, uzorci tkiva su uronjeni u 4 %-tnu paraformaldehidnu otopinu
pripremljenu u fosfatno puferiranoj fizioloskoj otopini (PBS) te fiksirani najmanje 24 sata na
sobnoj temperaturi. Provedena je standardna histoloska obrada, ukljucujuéi postupnu
dehidraciju u rastu¢im koncentracijama etanola, prociS¢avanje u ksilenu te uklapanje u
parafinski vosak. Parafinski blokovi rezani su na presjeke debljine 5 um u transverzalnoj
ravnini pomocu rotacijskog mikrotoma (RM2125 RTS, Leica, Buffalo Grove, IL, SAD) te
montirani na pozitivno nabijena stakalca radi osiguravanja optimalne adhezije. Prije
imunohistokemijske analize, stakalca su ¢uvana na sobnoj temperaturi u kontroliranom suhom
okruZenju radi ocuvanja morfologije tkiva i antigenosti. Odgovaraju¢a ocuvanost tkiva
potvrdena je bojenjem hematoksilinom 1 eozinom (H&E) svakog desetog reza.

Uzorci RB-a analizirani su na mutacije gena RB1, dok su uzorci melanoma ispitani na
mutacije BRAFV600E, BRCA2, CDK4, CDKN2A, PTEN i TP53. Genetski probir proveden
je Sangerovim sekvenciranjem za BRAFV600E i hotspot regije TP53 te PCR metodama s alel-
specificnim pocetnicama za preostale gene. Kromatogrami sekvenci analizirani su pomocu
programa Chromas (inacica 2.6.6; Technelysium Pty Ltd., South Brisbane, Australija), a
mutacije s ucestalo$¢u varijantnog alela > 20 % smatrane su pozitivnima. U ovom istraZivanju
nisu koristene FISH ni NGS metode. Nijedan od analiziranih uzoraka nije sadrzavao ispitivane
mutacije. Za analizu su odabrana iskljuc¢ivo dobro ocuvana tkiva, §to su potvrdila dva neovisna
patologa vanjskim 1 mikroskopskim pregledom, dok su macerirani ili loSe oCuvani uzorci
iskljuceni (3 od ukupno 50 uzoraka, stopa iskljuc¢enja 6 %). Sklad medu patolozima u procjeni
kvalitete tkiva iznosio je 100 %. Radi dodatne potvrde integriteta tkiva, svaki blok podvrgnut

je standardnom bojenju hematoksilinom 1 eozinom prije ukljucivanja u istrazivanje.
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3.2. Imunofluorescentno bojenje

Imunofluorescentno bojenje provedeno je prema utvrdenim protokolima (201-203).
Ukratko, presjeci tkiva deparafinizirani su u ksilenu (tri ispiranja po 10 minuta) i rehidrirani
kroz silazne koncentracije etanola (100 %, 96 %, 70 %) prije uranjanja u destiliranu vodu (204).
Toplinski inducirana retrakcija epitopa provedena je u 0,01 M citratnom puferu (pH 6,0) pri 95
°C tijekom 30 minuta u parnoj kupelji. Presjeci su najprije tretirani otopinom za blokiranje
proteina (ab64226, Abcam, Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo) tijekom 20 minuta, nakon
¢ega su isprani u 0,1 M PBS-u radi smanjenja nespecificnog vezanja. Zatim su primijenjena
primarna protutijela (Tablica 1) i inkubirana preko no¢i u vlaznoj komori (StainTray sustav za
bojanje preparata; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD). Sljedefeg dana, nakon ispiranja u
PBS-u, presjeci su inkubirani 1,5 sat s odgovaraju¢im sekundarnim protutijelima (Tablica 1.).
Jezgre su obojene 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) bojom nakon dodatnog ispiranja u PBS-
u. Na kraju su uzorci osuseni na zraku i montirani pokrovnim stakalcem koristenjem medija

Immuno-Mount (Thermo Shandon, Pittsburgh, PA, SAD).

Tablica 1. Antitijela koriStena za imunofluorescenciju.

KataloSki

Protutijela . Domacin Razrijedenje Izvor
broj
protu-Lrp2/Megalin ab76969  kuni¢ 1:250 Abcam, Cambridge, UK
protutijelo
. . ) R&D Systems, Inc.,
Cubilin Antibody #AF3700 ovca 1:50 Minneapolis, MN, USA
< . .
= . Cell Signaling
s %ﬁ;ﬁﬁ(}kﬁﬁfgj) #3267S  kuni¢  1:300 Technology (CST),
& Danvers, MA, USA
. ) 14822-1- ., ) Proteintech Group, Inc.,
Gipcl poliklonalno AP kuni¢ 1:100 Rosemont, I, USA
) 23582-1- . ) Proteintech Group, Inc.,
Dab2IP poliklonalno AP kuni¢ 1:50 Rosemont, IL, USA
s Alexa Fluor® 488 Jackson
£ o AffiniPure™ magarece 711-545- macarac 1:300 ImmunoResearch
< g protu-kunuicije IgG (H + 152 & ' Laboratories, Inc., West
%!

L) Grove, PA, USA
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KatalosSki

Protutijela . Domacdin Razrijedenje Izvor
broj
Alexa Fluor® 488 Affini- Jackson
, 713-545- ImmunoResearch
Pure™ magarece protu- 003 magarac 1:300 Laboratories. Inc.. West
ov¢je [gG (H+ L) P

Grove, PA, USA

Radi utvrdivanja specifi¢nosti imunofluorescentnog bojenja i smanjenja nespecifi¢ne
pozadinske fluorescencije koristene su izotipski odgovarajuc¢e kontrole, kontrole samo sa
sekundarnim protutijelom te pozitivne kontrole. U izotipski odgovaraju¢im kontrolama
primarno protutijelo zamijenjeno je netargetnim protutijelom iste izotipske klase radi procjene
mogucéeg nespecificnog vezanja. Kontrole samo sa sekundarnim protutijelom, u kojima
primarno protutijelo nije primijenjeno, koriStene su za otkrivanje nespecificnih interakcija
sekundarnog protutijela (Slika 1). Pozitivne kontrole ukljucivale su tkiva s poznatim obrascima
ekspresije: korteks bubrega divljeg tipa misa u postnatalnom danu 4 (P4) za LRP2 i CUBN
(Slika 2) te za CAV1, GIPC1 i DAB2IP (Slika 3). Sva protutijela validirana su na formalinom
fiksiranom 1 parafinom uklopljenom (FFPE) humanom tkivu uz optimiziranu toplinski

induciranu retrakciju epitopa kako bi se osigurala kompatibilnost i unakrsna reaktivnost.
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Slika 1. Imunofluorescentno bojenje negativne kontrole (samo sekundarno antitijelo).
Reprezentativne slike presjeka negativne kontrole obradenih samo sekundarnim antitijelom
(izostavljena primarna antitijela) u svim vrstama tkiva. Lijevi stupac: Zeleni fluorescentni kanal

(Alexa Fluor 488) koji pokazuje odsutnost specifi¢nog signala. Srednji stupac: DAPI nuklearna
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kontrastna boja. Desni stupac: Spojeni kanali. (a) Kontrolno tkivo mreznice (ctrl), (b)
retinoblastom (rb), (¢) epitelioidni melanom (em), (d) miksoidni melanom (mm) i (e) vretenasti
melanom (sm). Treba napomenuti odsutnost specificnog zelenog fluorescentnog signala u svim
vrstama tkiva kada je primarno antitijelo izostavljeno, Sto pokazuje specificnost antitijela i
minimalno nespecificno vezanje sekundarnog antitijela. Opazena je samo slaba
autofluorescencija, posebno u kontrolnom tkivu mreznice (a), $to je karakteristicno za
pigmentni epitel mreznice koji sadrzi lipofuscin i vanjske segmente fotoreceptora. Nizak
pozadinski signal (<5% intenziteta pozitivne kontrole) potvrduje specifi¢nost primarnih
antitijela kori$tenih u ovoj studiji. Mjerilo: 50 pm. Uvecanje: x40 (Prema Kovacevic et al, 2025

(17), preneseno prema licenci Creative Commons CC BY 4.0).

.'.‘ S 4
P4, wild-type

Slika 2. Validacija pozitivne kontrole u tkivu misjeg bubrega. Imunofluorescentno bojenje
miSjeg bubrega divljeg tipa 4. dana nakon rodenja (P4) pokazuje ocekivane obrasce ekspresije
za LRP2 i CUBN. S lijeva na desno: LRP2 (zeleno, Alexa Fluor 488), CUBN (crveno, Alexa
Fluor 594), DAPI nuklearna boja (plavo) i spojeni kanali. I LRP2 (vrhovi strelica) i CUBN
(vrhovi strelica) pokazuju snazno, specifi¢no bojenje apikalne membrane u epitelnim stanicama
proksimalnih tubula, §to je u skladu s njihovom utvrdenom ko - lokalizacijom i funkcijom kao
multiligandnih endocitnih receptora u reapsorpciji bubreZznih tubula. Karakteristicni uzorak
Cetkaste granice (intenzivno apikalno bojenje s minimalnim citoplazmatskim ili bazalnim
signalom) potvrduje specifi¢nost antitijela 1 pravilnu subcelularnu lokalizaciju. Na spojenoj
slici, ko ekspresija LRP2 1 CUBN proizvodi Zuto-narancastu fluorescenciju na apikalnoj
membrani, odrazavaju¢i njihovo poznato funkcionalno partnerstvo u endocitozi posredovanoj
receptorima. Mjerilo: 50 um. Povecanje: x40 (Prema Kovacevi¢ et al, 2025 (17), preneseno

prema licenci Creative Commons CC BY 4.0).
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Slika 3. Validacija pozitivne kontrole u tkivu misjeg bubrega. Imunofluorescentno bojenje
miSjeg bubrega divljeg tipa 4. dana nakon rodenja (P4) pokazuje ocekivane obrasce ekspresije
za (a) CUBN, (b) GIPC1 i (c) DAB2IP. Lijevi stupac: Zelena fluorescencija (Alexa Fluor 488);
srednji stupac: DAPI nuklearna kontrastna boja; desni stupac: spojeni kanali. Umetci pokazuju
vece povecanje uokvirenih podrucja. (a) CUBN pokazuje bojenje apikalne membrane (vrhovi
strelica) u epitelnim stanicama proksimalnih tubula, §to je u skladu s njegovom utvrdenom
ulogom endocitnog receptora. Intenzitet signala je umjeren s karakteristicnom lokalizacijom
Cetkastog ruba. (b) GIPC1 pokazuje difuznu citoplazmatsku ekspresiju u epitelnim stanicama
bubreznih tubula (vrhovi strelica na umetku). Uzorak bojenja u skladu je s ulogom GIPC1 kao
unutarstani¢nog adapterskog proteina ukljucenog u transport receptora i vezikularni transport.

(c) DAB2IP pokazuje citoplazmatsku ekspresiju u tubularnim epitelnim stanicama (vrhovi
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strelica na umetku), s granularnim/toCkastim uzorkom distribucije u skladu s njegovom
funkcijom kao citoplazmatskog proteina skele. Dok ovi presjeci bubrega pokazuju nizi
intenzitet signala u usporedbi s o¢nim tkivima, specificni obrasci stani¢ne lokalizacije
potvrduju specifi¢nost antitijela. Citoplazmatska distribucija GIPC1 1 DAB2IP u suprotnosti je
s lokalizacijom CUBN-a na apikalnoj membrani, §to odrazava njihove razli¢ite subcelularne
funkcije. Mjerila: 50 um (glavne ploc€e i umetci kao §to je naznaceno) (Prema Kovacevi¢ et al,

2025 (17), preneseno prema licenci Creative Commons CC BY 4.0).

3.3. Prikupljanje podataka

Histoloski preparati pregledani su svjetlosnim mikroskopom u svijetlom polju (CX43,
Olympus, Tokio, Japan). Imunohistokemijski obojeni presjeci snimljeni su mikroskopom
Olympus BXS51 opremljenim kamerom Nikon DS-Ri2 (Nikon Corporation, Tokio, Japan) i
programom NIS-Elements F (ina¢ica 5.22.00). Sve mikrofotografije snimljene su pri povecanju
x 40. Kalibracija intenziteta signala standardizirana je u svim sesijama snimanja koriStenjem
fiksnog vremena ekspozicije, postavki pojacanja (gain) i parametara balansa bijele boje (205).

Za svaki uzorak tkiva ekspresija Megalina, Cubilina, Caveolina-1, GIPC1 i DAB2IP
procijenjena je u deset reprezentativnih polja velikog povecanja (IF). Polja su odabrala tri
istrazivaca koja nisu bila upoznata s dijagnozom uzorka, kako bi se smanjila pristranost
uzorkovanja. Odabir polja voden je digitalnim algoritmom preklapanja mreZe unutar programa
NIS-Elements AR (inacica 4.60; Nikon Instruments, Tokio, Japan), ¢ime je osigurano

nasumicno 1 ravnomjerno uzorkovanje kroz tumorska i susjedna netumorska podrucja.

3.4. Analiza slike imunohistokemijskog bojanja

Obrada slike provedena je koriStenjem programa Imagel] (inaica 1.54 g; National
Institutes of Health, Bethesda, MD, SAD) i Adobe Photoshop (inac¢ica 21.0.2; Adobe, San Jose,
CA, SAD), u skladu s prethodno utvrdenim i validiranim protokolima (Slika 4) (206).
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! Summary = (] X
File Edit Font
Slice |Count |Total Area |Average Size |%Area |Mean |
Result of Result of cubilintif 1809 26082 14 418 1.009 5466

Slika 4. Image]J kvantifikacijski cjevovod za analizu imunofluorescencije. Reprezentativni tijek
rada obrade slike za kvantifikaciju CUBN imunofluorescencije u kontrolnom tkivu mreZnice,
koji demonstrira standardizirani protokol analize ImageJ. (a) Izvorna sirova
imunofluorescentna slika koja prikazuje ekspresiju CUBN-a (zeleno, Alexa Fluor 488). Snazno
bojenje apikalne membrane vidljivo je u epitelu mreznice. (b) Slika nakon oduzimanja crvenog
protu-signala kako bi se eliminiralo prelijevanje fluorescencije iz drugih kanala, izolirajuci

specificnu zelenu fluorescenciju. (c) Slika s oduzimanjem pozadine nakon primjene
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medijanskog filtera (radijus 7,0 piksela). Ovaj korak uklanja Sum, a istovremeno ¢uva izvorni
pozitivni signal, izoliraju¢i specificnu imunoreaktivnost od pozadinske fluorescencije. (d)
Binarna slika nakon primjene praga koriStenjem algoritma trokuta i pretvorbe u 8-bitni format.
Crne Cestice predstavljaju pozitivni fluorescentni signal iznad praga; bijela pozadina predstavlja
negativna podrucja. Funkcija "Analiza Cestica" u ImageJ-u kvantificira ta podrucja.(e) Sazetak
ImageJ-a koji prikazuje rezultate kvantifikacije: Broj: 1809 (broj detektiranih diskretnih
pozitivnih Cestica), Ukupna povrsina: 26082 piksela (zbroj svih podrucja pozitivnog signala);
Prosjecna veli¢ina: 14,418 piksela po Cestici; %Povrsina: 1,009 (postotak ukupne povrSine slike
koju zauzima pozitivni signal); Srednja vrijednost: 5,466 (srednja vrijednost intenziteta).
Vrijednost %Povrsine (1,009%) predstavlja udio slike koji zauzima CUBN-pozitivni
fluorescentni signal i primarna je metrika koja se koristi za statisticke usporedbe medu
skupinama tkiva. Ovaj standardizirani, poluautomatizirani pristup osigurava objektivnu,
ponovljivu kvantifikaciju u svim uzorcima. Mjerne trake: 50 um (Prema Kovacevi¢ et al, 2025
(17), preneseno prema licenci Creative Commons CC BY 4.0).

Svaka snimljena mikrofotografija obradena je na sljedeci nacin: crveni kontrastni signal
oduzet je od zelene fluorescencije radi smanjenja prelijevanja fluorescencije. Na duplicirane
slike primijenjen je medijanski filtar s radijusom od 7,0 piksela. Oduzimanjem filtriranih slika
od izvornih, izoliran je pozitivni signal. Obradene slike potom su pretvorene u 8-bitni format i
podvrgnute prilagodbi praga koriStenjem algoritma praga triangle. Funkcija Analyse Particles
koriStena je za kvantifikaciju fluorescencije i utvrdivanje postotne povrSine fluorescencije.
Ukratko, ,,postotak povrSine” predstavlja postotak slike koji zauzima pozitivni fluorescentni
signal, izracunat dijeljenjem ukupnog broja piksela na slici s brojem fluorescentnih piksela koji
prelaze zadani prag. Za svaku ispitivanu skupinu izracunata je srednja vrijednost rezultata. U
podru¢jima gdje je doslo do presavijanja tkiva, oStecenja ili izostanka tkiva, izracunati postotak
obojenja odgovarajuce je prilagoden. Ta je korekcija ukljucivala mjerenje ukupnog broja
piksela po slici te oduzimanje povrsine koja odgovara praznom prostoru pomocu alata Magic
Wand u programu Adobe Photoshop (205, 207). Korigirani postotak koriSten je u svim
statistickim analizama.

Radi smanjenja pristranosti, ista tri histologa sa Zavoda za anatomiju, histologiju i
embriologiju (svaki s viSe od 20 godina iskustva) neovisno su analizirala obojene presjeke i
postavila pragove na temelju slika negativnih kontrola, bez saznanja o identitetu slucaja ili
eksperimentalnoj skupini (44). Pouzdanost medu promatra¢ima potvrdena je analizom
intraklasne korelacije, pri ¢emu je koeficijent bio ve¢i od 0,8, $to ukazuje na visoku razinu

podudarnosti (208).
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3.5. Statisticka analiza

Statisticke analize provedene su koriStenjem programa GraphPad Prism, inacica 9.0.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, SAD). Podaci su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna devijacija (SD). Normalnost podataka procijenjena je Shapiro—Wilkovim testom
(209). Za usporednu analizu postotak pozitivno obojenih stanica za Megalin, Cubilin, Caveolin-
1, GIPC1 i DAB2IP analiziran je medu razli¢itim skupinama (kontrola, RB, epitelni melanom,
miksoidni melanom 1 vretenasti melanom) primjenom jednosmjerne analize varijance
(ANOVA), nakon Cega je proveden Tukeyjev post hoc test radi procjene parnih razlika (209).
Vrijednost p < 0,05 smatrana je statisticki znac¢ajnom.

Prije prikupljanja podataka provedena je analiza snage testa koriStenjem programa
G*Power 3.1 radi odredivanja odgovarajuce veli¢ine skupina. Uz pretpostavku veli¢ine ucinka
(f) 0d 0,6, a.= 0,05 i snage (1 — B) = 0,8, procijenjeni minimalni broj uzoraka po skupini iznosio
je n = 8. Konacne veli¢ine skupina (n = 10 za kontrolu i RB, n = 30 za podtipove melanoma
zajedno) stoga su osigurale dostatnu statistiC¢ku snagu za detekciju bioloski znacajnih razlika u
izrazaju proteina.

Klinicke kovarijable (dob, spol i anatomska lokalizacija) provjerene su u pogledu
dostupnosti; medutim, ti podaci bili su nepotpuni u arhivskim slucajevima te stoga nisu
ukljuceni u statisticki model. Kako bi se smanjio potencijalni uc¢inak zbunjujuéih ¢imbenika,
svi uzorci obradeni su 1 analizirani pod identi¢nim eksperimentalnim uvjetima, a usporedbe
medu skupinama temeljile su se iskljucivo na histopatoloskom podtipu.

Svi grafovi izradeni su u programu GraphPad Prism 9.0.0, a kompozitne ploce slika
konstruirane su u programu Adobe Photoshop 21.0.2. Mikrofotografije su optimizirane za
prikaz primjenom korekcije pozadine i1 poboljSanja kontrasta uz ocuvanje izvornih obiljeZja

bojenja.

3.6. Transkriptomika

Analiza prezivljenja na temelju statusa ekspresije Megalina (LRP2), Cubilina (CUBN),
Caveolina-1 (CAV1), GIPC PDZ (eng. domain containing family, member 1 — GIPC1) i eng.
Disabled homolog 2-interacting protein (DAB2IP) provedena je koriStenjem standardnog
postupka obrade javno dostupne baze Interaktivna analiza profiliranja ekspresije gena 2
(GEPIA2, http://gepia2.cancer-pku.cn/, pristupljeno 30. srpnja 2025. godine). Izvori podataka
za analize provedene u GEPIA2 bili su skup podataka GDC TCGA Ocular Melanomas. Analiza
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diferencijalne ekspresije provedena je primjenom jednosmjerne analize varijance (ANOVA) uz
grani¢ne vrijednosti [log2FC| > 1 i p < 0,01. Analiza ukupnog prezivljenja provedena je na
temelju ekspresije analiziranih gena, usporedbom najnizih i najvis§ih 50 % za svaki gen
koriStenjem Log-rank testa, pri ¢emu je razina znacajnosti postavljena na p < 0,05. Kaplan—
Meierove krivulje ukupnog prezivljenja konstruirane su u programu GEPIA2.

Bolesnici su stratificirani u dvije skupine (visoka i niska ekspresija) na temelju medijana
ekspresije za svaki gen. Ukupno prezivljenje (OS) usporedeno je izmedu skupina koriStenjem
Log-rank testa, pri ¢emu je p < 0,05 smatrano statisticki znacajnim. Analiza diferencijalne
ekspresije u GEPIA2 provedena je primjenom jednosmjerne ANOV A-e, uz grani¢ne vrijednosti
[log2 fold change| > 1 i p < 0,01. Box-plot grafovi koji prikazuju razine genske ekspresije
generirani su putem sucelja GEPIA2.

Omjeri hazarda (HR) i intervali pouzdanosti za univarijatnu analizu prezivljenja preuzeti
su iz izlaznih podataka GEPIA2. Kada GEPIA2 nije pruzao eksplicitne 95 %-tne intervale
pouzdanosti, oni su izracunati ru¢no koristenjem standardnih asimptotskih metoda: SE(log HR)
= |log(HR)|/Z, gdje Z odgovara kriti¢noj vrijednosti izvedenoj iz prijavljene p-vrijednosti, a 95
% CI = exp(log(HR) = 1,96 x SE(log HR)). Analiza diferencijalne ekspresije unutar GEPIA2
provedena je primjenom jednosmjerne ANOV A-e uz pragove |log2 fold change|>11ip <0,01.
Box-plot grafovi koji prikazuju razine genske ekspresije generirani su putem sucelja GEPIA2.

Radi smanjenja mogucih uc¢inaka serijskih odstupanja i tehnicke varijabilnosti svojstvene
javnim skupovima podataka, platforme GEPIA2 i interaktivna analiza profiliranja ekspresije
gena 3 (GEPIA3) primjenjuju standardizirane postupke normalizacije podataka i kontrole
kvalitete izravno integrirane iz TCGA 1 GTEx postupaka obrade. Svi podaci o ekspresiji
prethodno su obradeni normalizacijom log2 (TPM + 1), a korekcija serijskih odstupanja
provedena je unutar harmoniziranog TCGA okvira podataka koriStenjem UCSC Xena postupka
obrade. Tehnicke replike i1 duplicirani uzorci automatski se identificiraju i uklanjaju GEPIA
algoritmom prije analize diferencijalne ekspresije 1 prezivljenja, ¢ime se osigurava da se
rezultati temelje na neovisnim, kontroliranim podacima visoke kvalitete. Radi smanjenja
mogucih uc¢inaka serijskih odstupanja i tehnicke varijabilnosti svojstvene javnim skupovima
podataka, platforme GEPIA2 i GEPIA3 primjenjuju standardizirane postupke normalizacije
podataka i kontrole kvalitete izravno integrirane iz TCGA 1 GTEx postupaka obrade. Svi podaci
o ekspresiji prethodno su obradeni normalizacijom log2 (TPM + 1), a korekcija serijskih
odstupanja provedena je unutar harmoniziranog TCGA okvira podataka koriStenjem UCSC

Xena postupka obrade. Tehnicke replike i1 duplicirani uzorci automatski se identificiraju 1
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uklanjaju GEPIA algoritmom prije analize diferencijalne ekspresije i prezivljenja, ¢ime se
osigurava da se rezultati temelje na neovisnim, kontroliranim podacima visoke kvalitete.
Multivarijatna Coxova regresijska analiza proporcionalnih hazarda provedena je
koriStenjem mrezne platforme GEPIA3 radi procjene prognostickog utjecaja genske ekspresije
na OS bolesnika s uvealnim melanomom iz TCGA-UVM kohorte. Analiza se usredotocila na
razine ekspresije LRP2, CUBN, DAB2IP, GIPC1 i CAV1. Generirani su HR-a s pripadaju¢im
95 %-tnim intervalima pouzdanosti (CI), a Log-rank test primijenjen je radi procjene statisticke
znacajnosti. Multivarijatno modeliranje omogucilo je procjenu djeluje li svaki gen kao neovisni
prognosti¢ki ¢imbenik, uz prilagodbu za klini¢ke varijable dostupne u okviru GEPIA3,
ukljucujuéi dob bolesnika, spol i stadij tumora. Forest-plot grafikon koji sazima HR i CI

generiran je 1 preuzet iz sucelja GEPIA3.

3.7. Analiza diferencijalne genske ekspresije

Baza podataka Gene Expression Omnibus (GEO) Nacionalnog centra za biotehnoloske
informacije (NCBI) sadrzava skupove podataka iz razli¢itih eksperimenata, omogucujuci
korisnicima preuzimanje profila genske ekspresije (210). U potrazi za GEO skupovima
podataka s povezanim profilima genske ekspresije koristili smo kljuéne rijeci uveal melanoma,
Homo sapiens 1 Expression profiling by array, ¢ime su dobivene 32 dostupne studije. Odabrali
smo seriju GSE62075 (Characterization of the human a9 integrin subunit gene: promoter
analysis and transcriptional regulation), koja ukljucuje podatke o genskoj ekspresiji iz 32
uzorka, obuhvacaju¢i primarne kulture humanih epitelnih stanica roznice (HCEC; broj
ponavljanja: 8), humane koZne epitelne stanice (HSEC; broj ponavljanja: 4), humane
fibroblaste roznice (HCFC; broj ponavljanja: 3), humane koZne fibroblaste (HSFC; broj
ponavljanja: 3), humane uvealne melanocite (UVM; broj ponavljanja: 3) te razli¢ite humane
stanicne linije uvealnog melanoma (T115, T142 1 T143; broj ponavljanja: 2 — 3) (211).
Analizirali smo dvije skupine: tri primarne kulture humanih uvealnih melanocita i tri stani¢ne
linije uvealnog melanoma s niskim brojem pasaza (T115, T142, T143). Preostale uzorke
iskljucili smo jer nisu bili u fokusu naSeg istrazivanja. RNA je izolirana iz stani¢nih linjja, a
profiliranje genske ekspresije provedeno je koriStenjem platforme Agilent SurePrint G3 Human
GE 8 x 60 K microarray. Uzorci su oznaceni bojom Cy3, hibridizirani preko no¢i te skenirani
uredajem Agilent SureScanner (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD). Sirovi podaci
obradeni su programom Agilent Feature Extraction (inaCica 11.5.1.1; Agilent Technologies,

Santa Clara, CA, SAD), a analiza diferencijalne genske ekspresije provedena je koriStenjem
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paketa LIMMA u programskom jeziku R. Za analizu sirovih podataka genske ekspresije
koristili smo mrezni statisticki alat GEO2R (210).

Za izracun prilagodenih p-vrijednosti koriStena je metoda Benjamini 1 Hochberg
(kontrola stope laznog otkri¢a). Na podatke o ekspresiji primijenjene su funkcija limma
precision weights (vooma) i kvantilna normalizacija (limma paket, inadica 3.28.14). Kontrola
kvalitete RNA na razini uzorka provjerena je prema parametrima navedenima u izvornim GEO
prijavama. Za GSE62075 svi uzorci zadovoljili su kriterije kvalitete koje su postavili autori koji
su ih pohranili, ukljucujuci broj integriteta RNA (RIN > 7), omjere apsorbancije A260/280
izmedu 1,91 2,1 te uspjesno prolazak Agilent spike-in hibridizacijskih kontrola. Za GSE208143
vrijednosti RIN (7,2-9,1), omjeri A260/280 (1,8-2,1) te metricki pokazatelji uspjesSnosti
hibridizacije mikrocipa (intenzitet pozadine, raspodjela signala i spike-in kontrole) potvrdeni
su iz GEO metapodataka i Dodatnih QC datoteka. Svi ukljuceni uzorci zadovoljili su standardne
Agilent mikroCip QC pragove te su bili prikladni za daljnju analizu diferencijalne ekspresije.

Kako bismo identificirali gene koji su znacajno diferencijalno eksprimirani u skupu
podataka, primijenili smo sljedece kriterije: [log2 (fold change)] > 1 1 p < 0,05. PoviSeno
eksprimirani geni definirani su kao oni s log2FC > 1, dok su sniZeno eksprimirani geni odredeni
kao oni s log2FC < —1. Ovaj prag log2FC (>1/<-1), koji odgovara >2-strukoj razlici u
ekspresiji, unaprijed je definiran temeljem ustaljenih konvencija u analizama mikrocipova i
transkriptomike koriStenjem paketa LIMMA, gdje takvi pragovi oznacavaju bioloSki znacajne
promjene uz istodobno smanjenje lazno pozitivnih rezultata (212).

Sve sirove matrice ekspresije provjerene su u pogledu kvalitete prije analize. Integritet
uzoraka 1 ucinkovitost hibridizacije provjereni su koriStenjem AFE (eng. Agilent Feature
Extraction) mjere kvalitete. Radi potvrde dosljednosti podataka i identifikacije mogucih
odstupajucih vrijednosti, provedene su analiza glavnih komponenti (PCA) 1 hijerarhijsko
klasteriranje (euklidska udaljenost, potpuno povezivanje) koristenjem programskog jezika R.
Nisu identificirani odstupaju¢i uzorci. Tehnicke replike 1 mikro¢ipovi niskog intenziteta
(definirani kao srednji signal < 1,5x pozadina) isklju¢eni su prije normalizacije radi
osiguravanja pouzdanosti podataka.

Podaci o profiliranju genske ekspresije preuzeti su iz GEO pristupnog broja GSE208143
(profil mRNA ekspresije u tumorima RB-a 1 pedijatrijskim kontrolama (213)). Studija je
obuhvacala devet enukleiranih humanih tumora RB-a 1 dvije pedijatrijske kontrole mreznice,
pri ¢emu je svaki uzorak obraden u bioloSkom triplikatu (ukupno n = 33). Ukupna RNA
izolirana je koriStenjem Agilent Absolutely RNA miRNA kompleta, a kvaliteta je procijenjena

pomocu uredaja Agilent TapeStation. Dvadeset pet nanograma RNA po uzorku oznaceno je
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bojom Cy3 koristenjem Agilent Low Input Quick Amp Labeling Kit-a te hibridizirano prema
jednobojnom Agilent mikroCip protokolu. Sirovi podaci obradeni su programom Agilent
Feature Extraction (v11.5.1.1) i analizirani u programu GeneSpring GX v13.1. Diferencijalna
ekspresija procijenjena je koriStenjem neparnih T-testova uz Benjamini—Hochberg korekciju
stope laznog otkri¢a (FDR); transkripti s FDR-prilagodenom p-vrijednoséu < 0,05 i apsolutnom
promjenom izrazaja > 2 (|log2FC| > 1) smatrani su zna¢ajnima.

Za GSE208143 kontrola kvalitete po uzorku provedena je koriStenjem raspodjela
intenziteta sondi, MA grafova 1 PCA klasteriranja. Nisu identificirani niskokvalitetni ili
odstupajuci mikro¢ipovi. Nakon tih provjera, potvrdeno je ukljuc¢ivanje svih bioloskih triplikata

i kontrola.
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4. Rezultati



4.1. Histopatoloske znacajke retinoblastoma i podtipova koroidalnog

melanoma

Histopatoloska evaluacija presjeka obojenih hematoksilinom i eozinom (H&E) pokazala
je jasne morfoloske razlike izmedu RB-a 1 podtipova koroidalnog melanoma (CM) (Slika Sa—
f). U kontrolnoj mreznici oCuvana je ocekivana viSeslojna organizacija, ukljucujuéi sloj
fotoreceptora i nuklearne slojeve (Slika 5a). Uzorci RB-a pokazivali su plohe gusto zbijenih
malih, okruglih stanica s hiperkromatskim jezgrama, oskudnom citoplazmom 1 visokim
omjerom jezgra/citoplazma, Sto je u skladu s njihovom slabo diferenciranom prirodom (Slika
5b). Tkivo RB-a pokazuje Flexner—Wintersteinerove rozete, prave rozete s centralnim
lumenom koje upucuju na diferencijaciju fotoreceptora, te povremene pseudorozete tipa
Homer—Wright s centralnim fibrilarnim materijalom (Slika 5c). Nasuprot tomu, CM je
pokazivao karakteristi¢nu arhitekturu specificnu za pojedini podtip (Slika 5d—f). Epitelioidna
varijanta bila je sastavljena od velikih poligonalnih tumorskih stanica s obilnom eozinofilnom
citoplazmom i izrazenim nukleolusima (Slika 5d). Miksoidna varijanta razlikovala se po rahloj
stromalnoj pozadini s rasprSenim atipicnim melanocitima uronjenima u miksoidnu matricu
(Slika 6e). Melanom vretenastih stanica pokazivao je izduzene tumorske stanice rasporedene u

snopaste 1 vrtlozne uzorke (Slika 5f).
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Slika S. Reprezentativni presjeci humanih okularnih tkiva obojeni hematoksilinom i1 eozinom
(H&E). U kontrolnom tkivu uoCava se normalna laminarna organizacija mreznice (a).
Retinoblastom pokazuje plohe malih, okruglih, tamnoplavo obojenih stanica s Flexner—
Wintersteinerovim rozetama i pseudorozetama tipa Homer—Wright (b, c¢). Panel (c) prikazuje
prikaz rozeta pri veCem povecanju, oznacenih narancastim pravokutnikom na panelu (b).
Koroidalni melanom pokazuje obiljezja specificna za pojedini podtip: epitelioidni (poligonalne

stanice s izrazenim nukleolusima) (d), vretenasti (izduzene stanice rasporedene u snopove) (e)
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1 miksoidni (tumorske stanice u rahloj miksoidnoj stromi) (f). Mjerilo = 50 pm (Prema

Kovacevi¢ et al, 2025 (17), preneseno prema licenci Creative Commons CC BY 4.0).

4.2. Ekspresija LRP2 pokazuje ZariSno oCuvanje, ali ukupno kvantitativno

smanjenje u svim podtipovima okularnih tumora

U kontrolnom okularnom tkivu imunoreaktivnost LRP2 bila je umjerena i primarno
lokalizirana u malim apikalnim epitelnim nakupinama, stvaraju¢i slab, ali detektabilan tockasti
citoplazmatski signal. Obojenje je bilo suptilnije nego Sto bi se ocekivalo, tvoreéi slabe apikalne
nakupine umjesto kontinuirane trake. Strelice na kontrolnom panelu oznacavaju rasprSena
podrucja pozitivnosti, gdje su male epitelne nakupine pokazivale nesto jacu fluorescenciju u

odnosu na inace blijedu pozadinu (Slika 6).
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Slika 6. Imunofluorescentno bojanje LRP2, spojeno s bojom 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI), u kontrolnom tkivu i okularnim tumorima (a—e). Usporedna ekspresija LRP2 prikazana
jeukontroli (ctrl; (a)), retinoblastomu (rb; (b)), epitelioidnom melanomu (em; (¢)), miksoidnom
melanomu (mm; (d)) 1 vretenastom melanomu (sm; (e)). Strelice na panelima LRP2 oznacavaju
podrucja pozitivnog citoplazmatskog signala. Na spojenim (eng. merged) panelima strelice

oznacavaju lokalizaciju LRP2 u odnosu na jezgreno DAPI obojenje. Povecanje: 40%; mjerilo:
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50 um (Prema Kovacevi¢ et al, 2025 (17), preneseno prema licenci Creative Commons CC BY

4.0).

U svim podtipovima tumora ekspresija LRP2 bila je znac¢ajno smanjena. U RB-u,
epitelioidnom melanomu, miksoidnom melanomu i vretenastom melanomu mogle su se uociti
tek rijetke ili slabo obojene stanice, obi¢no u podrucjima gdje su bili oCuvani ostaci epitelne
organizacije. U vecini podrucja fluorescentni signal bio je iznimno slab ili potpuno odsutan, a
tkivna arhitektura bila je dominantno obiljeZena jezgrama obojenima DAPI-jem. Strelice na
tumorskim panelima isticu povremena rezidualna zariSta citoplazmatske fluorescencije,
naglasavajué¢i ukupnu oskudnost ekspresije Megalina.

lako LRP2 pokazuje izraZzeno, jasno obojenje u izoliranim tumorskim podruc¢jima,
njegova je globalna ekspresija znaajno smanjena kada se kvantificira na razini cjelokupne
povrsine tkiva. Ovaj obrazac potvrden je analizom slike koja je pokazala znacajno nizi postotak
pozitivnog obojenja u svim tumorskim skupinama u usporedbi s kontrolama (p < 0,0001) (Slika

7).
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Slika 7. Kvantitativna analiza ekspresije proteina u okularnim tkivima. Postotak pozitivno

obojenih stanica izmjeren je za (a) Megalin (LRP2), (b) Cubilin (CUBN), (c) Caveolin-1
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(CAV1), (d) GIPCI i () DAB2IP u kontrolnom tkivu (ctrl), retinoblastomu (rb), epitelioidnom
melanomu (em), miksoidnom melanomu (mm) i vretenastom melanomu (sm). Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD). Statisticka analiza provedena je
primjenom jednosmjerne analize varijance (ANOVA), nakon Cega je uslijedio Tukeyjev test
viSestrukih usporedbi. Sljedeci simboli oznac¢avaju razine statisticke znacajnosti: * p <0,05; **
p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001 (Prema Kovacevi¢ et al, 2025 (17), preneseno prema
licenci Creative Commons CC BY 4.0).

Ovi nalazi ukazuju na to da, iako je bazalna ekspresija LRP2 u kontrolnom okularnom
tkivu relativno slaba, njezin dodatni gubitak ili gotovo potpuni izostanak u tumorskom tkivu
predstavlja dosljednu molekularnu promjenu u razli¢itim okularnim malignitetima. Takav
obrazac upucuje na moguénost da je ¢ak i1 niskorazinska ekspresija Megalina povezana s
ocuvanjem epitelnih obiljezja, dok je njezino smanjenje ili nestanak povezano s neoplasticnom

transformacijom.

4.3. Cubilin je izrazito poviSen u miksoidnom melanomu, ali smanjen u

retinoblastomu i epitelioidnom melanomu

U normalnom okularnom tkivu CUBN bio je jasno detektabilan, sa zelenom
citoplazmatskom fluorescencijom koncentriranom u blizini apikalne povrSine epitelnih stanica.
Iako signal nije bio jednoliko intenzivan, slijedio je o€uvanu epitelnu polaritetnost, stvarajuci
uzorkovanu raspodjelu duz organiziranog neuroepitelnog sloja. Strelice na kontrolnom panelu
upucuju na uredno organizirane stani¢ne nakupine u kojima je fluorescencija CUBN bila
najizrazenija. Osim u epitelnim strukturama, izolirana zariSta obojenja Cubilina uoc¢ena su 1 duz
struktura nalik krvnim Zilama, $to je u skladu s niskorazinskom vaskularnom ili

perivaskularnom ekspresijom (Slika 8).
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DAPI

Slika 8. Imunofluorescentno bojenje Cubilina (CUBN), spojeno s bojom 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI), u kontrolnom tkivu i okularnim tumorima (a—e). Usporedna ekspresija
CUBN prikazana je u kontroli (ctrl; (a)), retinoblastomu (rb; (b)), epitelioidnom melanomu (em;
(c)), miksoidnom melanomu (mm; (d)) i vretenastom melanomu (sm; (e)). Strelice na panelima
CUBN oznacavaju izraZzen citoplazmatski/apikalni signal. Na spojenim panelima strelice
prikazuju lokalizaciju CUBN u odnosu na jezgre. Povecanje: 40%; mjerilo: 50 pm. Povremeni

pozitivni signal Cubilina vidljiv je i u strukturama nalik krvnim Zilama, $to je u skladu s
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poznatom endotelnom ekspresijom (Prema Kovacevi¢ et al, 2025 (17), preneseno prema licenci

Creative Commons CC BY 4.0).

U tumorskim tkivima obrazac je znatno varirao. RB je pokazao smanjenu ekspresiju
CUBN, pri ¢emu su preostali tek slabi, zari$ni fluorescentni signali u rasprSenim epitelnim
ostacima ili perifernim tumorskim zonama. Strelice na ovom panelu oznacavaju rijetka zarista
rezidualne pozitivnosti unutar inace slabo obojenog tumorskog tkiva. Kvantitativna analiza

potvrdila je znacajno smanjenje u odnosu na kontrolu (p = 0,0038) (Slika 7).

Epitelioidni melanom takoder je pokazao smanjenu ekspresiju CUBN-a, obiljezenu
slabom, diskontinuiranom fluorescencijom ograni¢enom na male epitelne nakupine. Strelice
isticu izolirana podruc¢ja rezidualne pozitivnosti na podlozi izrazito smanjenog signala.
Kvantitativna analiza potvrdila je znacajno smanjenje u usporedbi s kontrolom (p = 0,0011)
(Slika 7).

Nasuprot tomu, miksoidni melanom pokazao je izrazito povecanje ekspresije CUBN-a.
U ovom je slucaju fluorescentno obiljeZavanje bilo opseZnije, sa Siroko rasprostranjenom
citoplazmatskom pozitivnoS¢u koja je nadmasivala umjerene razine opazene u kontroli. Strelice
na panelu miksoidnog melanoma istiCu prostrana, snazno pozitivna tumorska polja. Ovo
povecanje bilo je statisticki visoko znacajno (p < 0,0001) (Slika 7).

Vretenasti melanom pokazao je heterogeni obrazac, pri ¢emu su neka podrucja
zadrzavala fluorescenciju CUBN-a, dok su druga ostajala slabo pozitivna ili negativna. Ta
varijabilnost rezultirala je ukupnom razinom ekspresije sli¢noj kontrolnoj, bez znacajne razlike
(p=0,3784) (Slika 7).

Zajedno, ovi rezultati pokazuju da je ekspresija CUBN-a smanjena u RB-u i
epitelioidnom melanomu, ofuvana u vretenastom melanomu, ali izrazito povecana u
miksoidnom melanomu, naglasavaju¢i podtip-specifi¢ne razlike u regulaciji CUBN-a medu

okularnim tumorima.

4.4. Ekspresija CAV1 varira izmedu retinoblastoma i podtipova melanoma

U normalnom okularnom tkivu CAV1 bio je umjereno eksprimiran, pri ¢emu je zelena
citoplazmatska fluorescencija bila najizraZenija u epitelnom odjeljku. Signal je u pravilnom
obrascu ocrtavao epitelne stanice, iako intenzitet nije bio jednoliko snazan. Strelice na
kontrolnom panelu isti¢u nakupine u kojima je fluorescencija bila koncentrirana duz epitelne

ovojnice, odrazavajuc¢i ocuvanu polaritetnost. Povremeni pozitivni signali Caveolina-1 bili su
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prisutni i u strukturama nalik krvnim zilama, §to je o¢ekivano s obzirom na poznatu endotelnju

ekspresiju kaveolarnih proteina (Slika 9).

DAPI

Slika 9. Imunofluorescentno bojanje Caveolina-1 (CAV1), spojeno s bojom 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI), u kontrolnom tkivu i okularnim tumorima (a—e). Usporedna ekspresija
CAV1 prikazana je u kontroli (ctrl; (a)), retinoblastomu (rb; (b)), epitelioidnom melanomu (em;

(c)), miksoidnom melanomu (mm; (d)) i vretenastom melanomu (sm; (e)). Strelice na panelima
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CAV1 oznacavaju podrucja pozitivnog citoplazmatskog i membranskog signala. Na spojenim
panelima strelice oznacavaju lokalizaciju CAV1 u odnosu na jezgreno DAPI obojenje.
Povecanje: 40%; mjerilo: 50 um. Povremeni pozitivni signal Caveolina-1 vidljiv je 1 u
strukturama nalik krvnim zilama, $to je u skladu s poznatom endotelnom ekspresijom (Prema
Kovacevi¢ et al, 2025 (17), preneseno prema licenci Creative Commons CC BY 4.0).

RB je pokazao izrazeno smanjenje ekspresije CAV1. Uocene su tek povremene, slabo
fluorescentne stanice na podlozi gusto jezgrenog tumorskog tkiva. Strelice oznacavaju ta rijetka
rezidualna zariSta. Kvantitativna analiza potvrdila je znacajno nizu ekspresiju u odnosu na
kontrolu (p = 0,0006) (Slika 7).

Miksoidni melanom takoder je pokazao smanjenu ekspresiju CAV1, s zariSnim, slabo
pozitivnim fluorescentnim podrucjima nepravilno rasprSenima kroz tumorsku masu. Strelice
isticu te oskudne signale u kontrastu s velikim podrucjima bez obojenja. Kvantitativna analiza
potvrdila je znac¢ajno smanjenje u usporedbi s kontrolom (p = 0,0008) (Slika 7).

Vretenasti melanom pokazao je heterogeni obrazac, pri ¢emu su neke izduzene stanice
zadrzavale umjerenu citoplazmatsku pozitivnost, dok su velika podruc¢ja bila gotovo negativna.
Strelice naglaSavaju ocuvane trake fluorescencije unutar inac¢e slabo obojenih polja.
Kvantitativna analiza pokazala je zna¢ajno smanjenje u odnosu na kontrolu (p = 0,0336) (Slika
7).

Nasuprot tomu, epitelioidni melanom pokazao je ocitu pojacanu ekspresiju CAVI.
Fluorescentni signal bio je izraZeniji 1 rasprostranjeniji nego u kontroli, proteZzuéi se kroz
tumorske nakupine. Strelice isticu podrucja u kojima je citoplazmatska fluorescencija bila
osobito gusta i ujednacena. Kvantitativna analiza potvrdila je znacajno povecanje u odnosu na
kontrolu (p = 0,002) (Slika 7).

U cjelini, ekspresija CAV1 smanjena je u RB-u, miksoidnom melanomu i vretenastom
melanomu, ali povecana u epitelioidnom melanomu, $to upucuje na divergentne uloge ovog

proteina medu podtipovima okularnih tumora.

4.5. Ekspresija GIPC-1 znacajno je smanjena u svim podtipovima

okularnih tumora

U normalnom okularnom tkivu GIPC-1 bio je umjereno eksprimiran u epitelu, gdje se
zelena citoplazmatska fluorescencija pojavljivala kao diskretna tockasta struktura poravnana s
apikalnom citoplazmom. Strelice na kontrolnom panelu oznacavaju organizirane nakupine u

kojima je ekspresija bila ocuvana uz istodobno o¢uvanu epitelnu arhitekturu (Slika 10).

59



DAPI

Slika 10. Imunofluorescentno bojanje GIPC-1, spojeno s bojom 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI), u kontrolnom tkivu i okularnim tumorima (a—e). Usporedna ekspresija GIPC-1
prikazana je u kontroli (ctrl; (a)), retinoblastomu (rb; (b)), epitelioidnom melanomu (em; (c)),
miksoidnom melanomu (mm; (d)) 1 vretenastom melanomu (sm; (e)). Strelice na panelima
GIPC-1 oznacavaju podrucja izrazenijeg citoplazmatskog signala. Na spojenim panelima
strelice prikazuju prostorni odnos izmedu GIPC-1 1 jezgri. Povecanje: 40x; mjerilo: 50 um

(Prema Kovacevi¢ et al, 2025 (17), preneseno prema licenci Creative Commons CC BY 4.0).
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RB je pokazao izrazito smanjenu ekspresiju GIPC-1. Uocena je tek rasprSena, slaba
citoplazmatska fluorescencija u malim nakupinama stanica. Strelice upucuju na te slabe
rezidualne signale. Kvantitativna analiza potvrdila je znacajno nizu ekspresiju u usporedbi s
kontrolom (p <0,0001) (Slika 7).

Miksoidni melanom takoder je pokazao smanjenu ekspresiju GIPC-1, s
fragmentiranom, slabom fluorescencijom ograni¢enom na male ZariSne povrSine. Strelice isticu
diskontinuirana podrucja signala. Kvantitativna analiza potvrdila je znacajno smanjenje u
usporedbi s kontrolom (p < 0,0001) (Slika 7).

Vretenasti melanom zadrzavao je viSe GIPC-1 nego miksoidni melanom, no ukupno
obojenje i dalje je bilo slabije nego u kontroli. Ekspresija se u nekim izduzenim stanicama
doimala linearnom, dok su velika podru¢ja bila bez detektabilne fluorescencije. Strelice
oznacavaju ocuvane trake pozitivnosti. Kvantitativna analiza potvrdila je znacajno smanjenu
ekspresiju u odnosu na kontrolu (p = 0,0003) (Slika 7).

Nasuprot tomu, epitelioidni melanom u velikoj je mjeri nalikovao kontrolnom obrascu.
Tumorske nakupine pokazivale su umjerenu citoplazmatsku fluorescenciju unutar epitelu
slicnih klastera, $to je istaknuto strelicama. StatistiCka analiza pokazala je znacajnu razliku u
usporedbi s kontrolom (p = 0,0032) (Slika 7).

U cjelini, ekspresija GIPC-1 dobro je ocuvana u kontrolnom tkivu i epitelioidnom
melanomu, ali je zna€ajno sniZzena u RB-u, miksoidnom melanomu 1 vretenastom melanomu,

Sto odrazava podtip-specifi¢ne razlike u odrzavanju epitelnih adaptornih proteina.

4.6. Ekspresija DAB2IP o¢uvana je u epitelioidnom melanomu, ali
smanjena u retinoblastomu, miksoidnom melanomu i vretenastom

melanomu

U kontrolnom okularnom tkivu DAB2IP bio je umjereno eksprimiran, pri ¢emu je zelena
citoplazmatska fluorescencija uredno ocrtavala epitelne stanice. Signal je bio granularan i
perinuklearan, stvaraju¢i jasan kontrast u odnosu na okolne jezgre. Strelice na kontrolnom
panelu isti¢u te kompaktne epitelne redove, u kojima je raspodjela DAB2IP odrazavala o¢uvanu

arhitekturu (Slika 11).
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Slika 11. Imunofluorescentno bojenje DAB2IP, spojeno s bojom 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI), u kontrolnom tkivu 1 okularnim tumorima (a—e). Usporedna ekspresija DAB2IP
prikazana je u kontroli (ctrl; (a)), retinoblastomu (rb; (b)), epitelioidnom melanomu (em; (c)),
miksoidnom melanomu (mm; (d)) i vretenastom melanomu (sm; (e)). Strelice na panelima
DAB2IP oznacCavaju podrucja pozitivnog perinuklearnog/citoplazmatskog obojenja. Na

spojenim panelima strelice prikazuju lokalizaciju DAB2IP u odnosu na jezgreno DAPI

62



obojenje. Povecanje: 40x; mjerilo: 50 um (Prema Kovacevi¢ et al, 2025 (17), preneseno prema

licenci Creative Commons CC BY 4.0).

RB je pokazao smanjenu ekspresiju DAB2IP. Fluorescentni signal bio je slab i zariSan,
ogranien na povremene stanice rasprSene unutar gusto jezgrenih tumorskih podrucja. Strelice
oznacavaju ta rijetka rezidualna zariSta. Kvantitativna analiza pokazala je znacajno nizu
ekspresiju u usporedbi s kontrolom (p < 0,0001) (Slika 7).

U epitelioidnom melanomu ekspresija DAB2IP bila je u velikoj mjeri usporediva s
kontrolom. Tumorske nakupine zadrzavale su citoplazmatsku fluorescenciju umjerenog
intenziteta, a strelice oznacavaju o¢uvane epitelu slicne klastere. Statisti¢ka analiza potvrdila je
da nije bilo znacajne razlike u usporedbi s kontrolom.

Miksoidni melanom pokazao je izrazen gubitak DAB2IP. Vidljive su bile tek rijetke,
slabo fluorescentne stanice, istaknute strelicama na tumorskom panelu. Kvantitativna analiza
potvrdila je dramati¢no smanjenje u usporedbi s kontrolom (p < 0,0001) (Slika 7).

Vretenasti melanom pokazao je intermedijarnu ekspresiju. Neke izduZene tumorske
stanice zadrzavale su umjerenu fluorescenciju, no vec¢ina podrucja bila je slabo pozitivna ili
negativna. Strelice naglasavaju ocCuvane trake signala unutar inace oslabljenog tkiva.
Kvantitativna analiza potvrdila je znacajno nizu ekspresiju u usporedbi s kontrolom (p <
0,0001) (Slika 7).

U cjelini, DAB2IP snazZno je eksprimiran u kontrolnom tkivu 1 o€uvan u epitelioidnom
melanomu, ali znacajno sniZen u RB-u, miksoidnom melanomu i vretenastom melanomu, $to
upucuje na mogucnost da gubitak ovog tumorsupresorskog proteina prati neoplasticnu

progresiju u odredenim okularnim malignitetima.

4.7. Analize preZivljenja

Radi procjene prognosti¢ke vaznosti LRP2, CUBN, DAB2IP, GIPC1 i CAV1 uuvealnom
melanomu, provedena je analiza ukupnog prezivljenja koriStenjem mreZne platforme GEPIA2.
Analiza se temeljila na podacima o genskoj ekspresiji iz TCGA kohorte uvealnog melanoma
(UVM) (n = 78 bolesnika s dostupnim podacima o prezivljenju). Bolesnici su stratificirani u
skupine s visokom i niskom ekspresijom koriste¢i medijan ekspresije kao grani¢nu vrijednost,
a razlike u prezivljenju procijenjene su primjenom Log-rank testa.

Kaplan—Meierove krivulje prezivljenja pokazale su da je visoka ekspresija CAVI 1
GIPC1 znacajno povezana s loSijim ukupnim prezivljenjem (CAV1: HR =3,0; 95 % CI 1,11-
8,10; p=0,025; GIPC1: HR =2,6; 95 % CI 1,03-6,56; p = 0,036), Sto upucuje na potencijalnu
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onkogenu ili tumorski promotivnu ulogu ovih gena u UVM-u (Slika 7). S obzirom na relativno
mali broj ispitanika u TCGA-UVM kohorti (n = 78), intervali pouzdanosti su razmjerno Siroki,
osobito za CAV1 1 GIPCI, s§to odrazava nesigurnost u procjeni veli¢ine uc¢inka. Radi procjene
neovisne prognosticke vrijednosti uz prilagodbu za moguce zbunjujuce ¢imbenike, naknadno

je provedena multivarijatna Coxova regresijska analiza proporcionalnih hazarda (Slika 14).
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Slika 12. Kaplan—Meierove krivulje preZivljenja koje prikazuju povezanost ukupnog
prezivljenja s razinama ekspresije Megalina (LRP2) (a), Cubilina (CUBN) (b), Caveolina-1
(CAV1) (c), Disabled homolog 2-interacting protein (DAB2IP) (d) 1 GIPC PDZ domain-
containing protein 1 (GIPCI) (e) u bolesnika s uvealnim melanomom. Analiza je provedena
koriStenjem javno dostupne baze GEPIA2 (http://gepia2.cancer-pku.cn/, pristupljeno 30. srpnja
2025. godine), na temelju podataka iz kohorte The Cancer Genome Atlas (TCGA) Ocular
Melanoma (UVM). Bolesnici su podijeljeni u skupine s visokom i niskom ekspresijom
primjenom medijana ekspresije kao grani¢ne vrijednosti. Pune linije predstavljaju vjerojatnost
prezivljenja, isprekidane linije oznacavaju 95 %-tne intervale pouzdanosti, a okomite crtice
oznacavaju cenzurirane slucajeve (bolesnike zive pri posljednjem pracenju ili izgubljene
tijekom pracenja) (Prema Kovacevi¢ et al, 2025 (17), preneseno prema licenci Creative

Commons CC BY 4.0).
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Nasuprot tomu, razine ekspresije LRP2 (HR = 1,3; 95 % CI 0,72-2,35; p = 0,57), CUBN (HR
=0,82; 95 % C10,47-1,43; p=0,65) 1 DAB2IP (HR = 1,2; 95 % CI 0,68-2,12; p = 0,27) nisu

bile znacajno povezane s ukupnim prezivljenjem (Slika 12).

4.8. Analiza diferencijalne genske ekspresije

Analiza diferencijalne ekspresije provedena je radi usporedbe uzoraka okularnih tumora
s odgovaraju¢im kontrolama u dva neovisna transkriptomska skupa podataka (Slika 13). U
skupu podataka GSE62075, koji je uklju¢ivao primarne kulture humanih uvealnih melanocita i
tri stani¢ne linije uvealnog melanoma (T115, T142, T143), uocene su globalne transkripcijske
razlike; medutim, nijedan od odabranih gena od interesa (LRP2, CUBN, CAV1, DAB2IP i
GIPC1) nije dosegnuo statistiCku znacajnost (Slika 13a). Nasuprot tomu, analiza skupa
podataka GSE208143, koji je obuhva¢ao tumore RB-a i pedijatrijske kontrolne mreznice,
pokazala je izrazene razlike u ekspresiji. Konkretno, LRP2 bio je znacajno snizen u RB-u u
usporedbi s kontrolama, dok su CUBN, DAB2IP, GIPC1 1 CAV1 bili zna¢ajno poviseni u
tumorskom tkivu (Slika 13b).

Volcano plot b Volcano plot
GSE62075: Characterization of the human a9 GSE208143: mRNA expression profile from
integrin subunit gene:... retinoblastoma tumors and...
CTRL vs UVM, Padj<0.05 CTRL vs RB, Padj<0.05

-log10(Pvalue)
-log10(Pvalue)

log2(fold change)

log2(fold change)

Slika 13. Vulkan grafovi koji prikazuju diferencijalnu gensku ekspresiju u dva transkriptomska
skupa podataka. Analiza diferencijalne ekspresije kojom se usporeduju primarne kulture
humanih uvealnih melanocita (CTRL) i tri stani¢ne linije uvealnog melanoma (T115, T142,
T143; UVM) iz skupa podataka GSE62075 (a). Analiza diferencijalne ekspresije kojom se
usporeduju tumori retinoblastoma (RB) 1 pedijatrijske kontrolne mreznice (CTRL) iz skupa

podataka GSE208143 (b). Na x-osi prikazan je log2 (fold change), a na y-osi log10 (prilagodene

65



p-vrijednosti). Svaka tocka predstavlja jedan gen. Geni s prilagodenom p-vrijedno$¢u manjom
od 0,05 (—logl0 > 1,3) smatraju se znaCajno diferencijalno eksprimiranim i prikazani su
obojeno: crveno za poviseno eksprimirane, a plavo za snizeno eksprimirane gene. Geni bez
statisticke znacajnosti prikazani su sivom bojom. Oznacene su pozicije Megalina (LRP2),
Cubilina (CUBN), Caveolina-1 (CAV1), GIPC PDZ domain containing family, member 1
(GIPCI1) i Disabled homolog 2-interacting protein (DAB2IP). U GSE62075 nijedan od
navedenih gena nije bio znacajno diferencijalno eksprimiran izmedu CTRL 1 UVM uzoraka.
Nasuprot tomu, u GSE208143 LRP2 znacajno je bio snizen u RB-u u usporedbi s kontrolama,
dok su CUBN, CAV1, GIPC1 i DAB2IP bili znac¢ajno poviseni u tkivu RB-a (Prema Kovacevié¢
et al, 2025 (17), preneseno prema licenci Creative Commons CC BY 4.0).

4.9. Multivarijatna Coxova regresijska analiza ekspresije gena i

prezivljenja u uvealnom melanomu

Radi procjene prognosticke vaznosti odabranih gena u uvealnom melanomu provedena
je multivarijatna Coxova regresijska analiza proporcionalnih hazarda. Od pet analiziranih gena,
DAB2IP 1 GIPC1 pokazali su statisticki znacajnu povezanost s ukupnim prezivljenjem (Slika
14). Ekspresija DAB2IP bila je povezana s povoljnijom prognozom, uz omjer hazarda (HR) od
0,348 (95 % interval pouzdanosti (CI): 0,126-0,962; p = 0,042), Sto ukazuje na to da su
poviSene razine ekspresije znacajno povezane sa smanjenim rizikom smrtnosti. Suprotno tomu,
GIPC1 je identificiran kao potencijalni ¢imbenik rizika, pri ¢emu je visoka ekspresija bila
znacajno povezana s losijim ishodima preZivljenja (HR = 6,591; 95 % CI: 1,653 — 26,271; p =
0,00752). Preostali geni — CAV1 (HR = 0,854; 95 % CI: 0,483 — 1,509; p = 0,587), CUBN
(HR =0,833; 95 % CI: 0,471 — 1,476; p = 0,532) i LRP2 (HR = 1,278; 95 % CI: 0,894 — 1,826;
p =0,179) — nisu dosegnuli statisticku znacajnost (Slika 14).
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Slika 14. Multivarijatna Coxova regresijska analiza proporcionalnih hazarda kandidatskih gena
u uvealnom melanomu (TCGA-UVM kohorta). Forest-plot grafikon generiran koriStenjem
mrezne platforme kircv3, koji prikazuje omjere hazarda (HR) s 95 %-tnim intervalima
pouzdanosti (CI) za ekspresiju LRP2, CUBN, DAB2IP, GIPC1 i CAV1 u odnosu na ukupno
prezivljenje. Visoka ekspresija DAB2IP bila je povezana sa znacajno smanjenim rizikom
smrtnosti (protektivni ¢imbenik), dok je visoka ekspresija GIPC1 bila znac¢ajno povezana s
povecanim rizikom smrtnosti (nepovoljan prognosticki ¢imbenik). Preostali geni (CAV1,
CUBN 1 LRP2) nisu dosegnuli statisticku znacajnost (Prema Kovacevi¢ et al, 2025 (17),

preneseno prema licenci Creative Commons CC BY 4.0).
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5. Rasprava



5.1. Pregled

Patogeneza okularnih tumora ukljucuje poremecaje u endocitozi, unos hranjivih tvari i
unutarstani¢nu signalizaciju (171). LRP2 i CUBN viseligandni su endocitni receptori kljuéni
za receptorom posredovani transport (172, 173). CAV1 strukturni je protein kaveola s ulogama
u fiziologiji mreznice i okularnim bolestima (182-184). GIPC1 je adaptor koji povezuje
receptore s PI3K—AKT i RhoA signalnim putovima, koordiniraju¢i unutarstani¢ni transport i
pokretljivost (188-190). DAB2IP je tumorsupresorski protein koji ograni¢ava signalizaciju
ERK/AKT/NF-kB i EMT u razli¢itim karcinomima (194-196). Medutim, obrasci ekspresije
ovih proteina u humanom RB-u i CM-u ostaju nedovoljno karakterizirani. U ovom radu
sustavno je integrirana imunofluorescencija, javno dostupni transkriptomski podaci i analize

prezivljenja kako bi se razjasnila njihova podtip-specifi¢na ekspresija u okularnim tumorima.

5.2. Smanjena ekspresija LRP2/Megalina u okularnim tumorima

U nasoj kohorti LRP2 pokazao je tek slabu bazalnu imunofluorescenciju u kontrolnom
okularnom tkivu te je bio jednoliko snizen u RB-u i svim podtipovima CM-a, §to upucuje na to
da gubitak LRP2 prati okularnu tumorogenezu. Buduéi da su podaci o LRP2 u okularnim
tumorima prema podtipovima oskudni, srodni dokazi iz razvoja i drugih tipova tumora pomazu
u kontekstualizaciji nasih rezultata.

Rasmussen 1 sur. izvijestili su da tumori koji nastaju 1z epitela pozitivnih na LRP2 unutar
TCGA baze cdesto utiSavaju ovaj receptor. Nize razine LRP2 bile su povezane s
dediferenciranim podtipovima 1 loSijim preZivljenjem u karcinomu bubreznih stanica
svijetlog/papilarnog tipa, papilarnom karcinomu Stitnjace, mezoteliomu 1 invazivnom
karcinomu dojke, pri ¢emu je represija povezana s metilacijom predlozena kao moguci
mehanizam (171). Nasi rezultati u skladu su s tim obrascem, budu¢i da su i1 okularni tumori
pokazali gubitak LRP2 u povezanosti s dediferencijacijom.

lako nije izravno prouavan u velikim kohortama okularnog melanoma, istraZivanja
koZnog melanoma sugeriraju da tumori mogu aberantno ste¢i ekspresiju LRP2 te ovisiti o
njemu za proliferaciju 1 prezivljenje. Suprotno tomu, karcinomi bez izraZene bazalne epitelne
ekspresije LRP2 mogu aberantno ste¢i Megalin i iskoristiti njegove funkcije. Andersen i sur.
pokazali su da viSe od 60 % malignih koznih melanoma (u usporedbi s ~20 % nevusa)
eksprimira LRP2 te da smanjenje LRP2 dovodi do smanjene proliferacije i prezivljenja
melanoma stanica, naglasavajuc¢i njegovu ulogu u potpori rasta u tom kontekstu (214). Nasi

podaci odstupaju od tog koznog obrasca: u okularnom melanomu zabiljezili smo dosljedno
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smanjenje, a ne stjecanje LRP2, §to ukazuje na tkivno-specifi¢ne razlike u ulozi LRP2 unutar
melanocitne loze.

Funkcionalno, LRP2 posreduje endocitozu razliCitih liganada (retinoida, kompleksa
vitamina D, lipoproteina, hormona) 1 modulira signalizaciju morfogena. Christ i sur. navode da
u razvoju oka LRP2 ogranicava aktivnost Sonic Hedgehog (SHH) putem uklanjanja liganada
na rubu mreznice; gubitak LRP2 dovodi do ektopi¢ne SHH signalizacije i hiperproliferacije,
otkrivaju¢i njegovu ulogu u ograni¢avanju rasta u okularnim tkivima (177). Ovaj mehanizam u
skladu je s nasim nalazima, jer je jednoliko smanjenje LRP2 u RB-u i CM-u kompatibilno s
uklanjanjem kontrole rasta i poremeéenim unosom mikronutrijenata koji poti¢u diferencijaciju
(retinoidi/vitamin D).

Iako potjecu izvan oka, podaci iz kolorektalnog karcinoma dodatno naglasavaju tkivno-
specifi¢nost uloge LRP2 u tumorskoj biologiji. ProSiruju¢i tu kontekstualnu ovisnost izvan
melanoma, Zhang i sur. zakljucili su da u adenokarcinomu kolona visa ekspresija LRP2 korelira
s loSijom prognozom i viSim patoloskim stadijem te da prisilna nadekspresija LRP2 poveéava
proliferaciju u COAD stani¢nim linijjama, ponovno ilustriraju¢i da tumori mogu ili izgubiti
LRP2 (uz dediferencijaciju) ili ga kooptirati radi potpore rastu, ovisno o tkivnom kontekstu —
obrazac koji je suprotan nasim podacima u okularnim tumorima (215). Zajedno, ovi nalazi
ukazuju da se LRP2 u okularnim tumorima ponasa sliéno tumorsupresoru, povezan s
diferencijacijom (u skladu s naSim opaZenim smanjenjem). Nasuprot tomu, u drugim tkivima
(npr. kozi, kolonu) moZe biti kooptiran za potporu rastu, $to naglasava izraZzenu specificnost
ovisnu o tipu tumora. U tom okviru nasi rezultati pozicioniraju gubitak LRP2 kao ponovljivo
molekularno obiljezje okularnih tumora, poti¢u¢i buduc¢a funkcionalna istraZivanja kako bi se
ispitalo moze 1i obnova megalinom posredovanog unosa nutrijenata/morfogena ili
ogranicavanje aktivnosti SHH signalnog puta ublaZiti proliferativnu prednost nastalu njegovim
gubitkom.

Mehanisticke posljedice gubitka LRP2 nadilaze poremecaj morfogene signalizacije te
temeljno mijenjaju stanicnu homeostazu hranjivih tvari. Endocitoza posredovana LRP2
normalno dostavlja retinoide i metabolite vitamina D, klju¢ne regulatore epitelne diferencijacije
1 izlaska iz stanicnog ciklusa, u unutarstanicne odjeljke gdje aktiviraju nuklearne receptore
(216-218). Konkretno, Megalin olakSava unos proteina koji vezu vitamin A 1 kompleksa
vitamina D s proteinom koji veze vitamin D (DBP), omoguc¢uju¢i unutarstani¢nu akumulaciju
ovih lipofilnih vitamina (216, 217). Nakon internalizacije, ovi ligandi veZu se na receptor za
vitamin D (VDR) i receptore za retinoicnu kiselinu (RAR/RXR), koji se premjestaju u jezgru i

izravno aktiviraju transkripciju inhibitora ciklin-ovisnih kinaza p21*"WAF1/CIP1 1 p27"KIP1
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(219-221). Ovi CDK inhibitori zaustavljaju stanice u G1 fazi, blokirajuéi prijelaz u S fazu i
poticudi diferencijaciju (221, 222). U okularnim tumorima jednoliko smanjenje LRP2 moglo bi
stvoriti dvostruku proliferativnu prednost: prvo, uklanjanjem ograni¢enja SHH signalnog puta
(kako su pokazali Christensen 1 sur.), i drugo, liSavanjem stanica diferencijacijskih signala koji
se normalno prenose putem transkripcijskih programa ovisnih o vitaminima A i D (220-222).
Ova konvergencija poremecenog uklanjanja morfogena i smanjenog unosa mikronutrijenata
moze objasniti zaSto je gubitak LRP2 jednoliko prisutan u RB-u i podtipovima CM-a unato¢

njihovom razli¢itom stani¢nom podrijetlu.

5.3. Podtip-specifi¢ni obrasci ekspresije CUBN

U ovoj seriji CUBN pokazao je razlicite, podtip-specifi¢ne obrasce ekspresije. Budu¢i da
su podaci o CUBN-u u okularnim tumorima prema podtipovima ograni¢eni, ove obrasce
tumacimo u kontekstu njegove dobro utvrdene uloge u unosu hranjivih tvari i metabolizmu
vitamina. U normalnom okularnom tkivu CUBN bio je prisutan duz epitelne ovojnice. U RB-u
1 epitelioidnom melanomu ekspresija CUBN-a bila je izrazito smanjena, dok je vretenasti
melanom zadrzavao ekspresiju na razinama sliénima kontrolnima. Posebno je uoceno da su
miksoidni melanomi pokazivali poviSenu ekspresiju CUBN-a, koja je nadmasivala razine u
normalnom tkivu.

Gremel 1 sur. pokazali su da je protein CUBN eksprimiran u viSe od polovice karcinoma
bubreznih stanica svijetlog tipa te da je njegov gubitak korelirao s lo§ijom prognozom, neovisno
o stadiju 1 gradusu tumora (176). Nasi podaci paralelni su tom opazanju, buduc¢i da smanjenje
CUBN-a u RB-u i epitelioidnom melanomu moZe takoder odraZavati dediferencijaciju i
agresivniji fenotip. U prilog tomu, Niinivirta i sur. navode da je pozitivnost CUBN-a predvidala
bolje prezivljenje bez progresije 1 ukupno prezivljenje u bolesnika s metastatskim karcinomom
bubreZnih stanica lije€enih sunitinibom ili sorafenibom (180), naglaSavaju¢i CUBN kao marker
povoljne biologije kada je zadrzan.

Suprotno tomu, Wu i sur. izvijestili su da je CUBN mRNA prekomjerno eksprimirana u
kolorektalnom karcinomu, pri ¢emu je visoka ekspresija korelirala s uznapredovalim stadijem
1 kra¢im prezivljenjem (181). Sli€éno tomu, na$ nalaz poviSene ekspresije CUBN-a u
miksoidnim melanomima odraZava taj obrazac, sugeriraju¢i da u odredenim tumorskim
kontekstima CUBN moze biti kooptiran radi poticanja rasta ili promijenjenog metabolizma
hranjivih tvari. Epigenetska kontrola dodatno usloZnjava sliku: Aseem 1 sur. pokazali su da je

CUBN podloZan monoalelnoj ekspresiji 1 pozitivno reguliran putem PPARo/y, dok metilacija
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DNA i deacetilacija histona potiskuju njegovu transkripciju (223). Ovi dokazi pruzaju
mehanisticki okvir prema kojem bi gubitak CUBN-a u nekim okularnim tumorima mogao
odrazavati epigenetsko utiSavanje.

Funkcionalno, CUBN viseligandni je receptor za vitamin B12, protein koji veze vitamin
D, lipoproteine i komplekse zeljeza. Smanjenje CUBN-a u agresivnim tumorima moze
predstavljati metabolicki pomak od receptorom posredovanog unosa hranjivih tvari prema
alternativnim mehanizmima koji podupiru brzu proliferaciju. Gubitak CUBN-posredovanog
unosa vitamina B12 narusava jednokarbonski metabolizam kljucan za sintezu nukleotida (172,
224-228). CUBN posreduje endocitozu kompleksa intrinzicni faktor—vitamin B12; unutar
stanice vitamin B12 djeluje kao kofaktor metionin-sintaze, katalizirajué¢i pretvorbu
homocisteina u metionin — proces presudan za metilaciju DNA 1 biosintezu purina/pirimidina
(225, 226). Smanjeni unos proteina koji veZe vitamin D umanjuje VDR-ovisnu transkripciju
p21/p27, ¢ime se omogucuje proliferacija (176, 180, 220, 228). S obzirom na ograni¢enu
okularnu literaturu, suzdrzavamo se od Sirih generalizacija i naSe zakljucke ograni¢avamo na
analizirane podtipove.

Zajedno, ovi nalazi upucuju na to da je CUBN smanjen u agresivnim tipovima okularnih
tumora, ali oCuvan ili poviSen u manje agresivnim ili miksoidnim oblicima, sugerirajuéi
njegovu ulogu kao markera stanja diferencijacije i potencijalnog posrednika tumorskog

metabolizma u okularnoj onkologiji.

5.4. Kontekstualno ovisna ekspresija CAV1 kroz podtipove melanoma

U ovoj seriji CAV1 pokazao je podtip-specificne obrasce ekspresije. Budu¢i da su podaci
o CAV1 u okularnim tumorima prema podtipovima ograni¢eni, ove obrasce tumacimo u
kontekstu utvrdene biologije kaveola i1 okularne fiziologije. Protein CAV1 bio je sniZzen u RB-
u, vretenastom melanomu 1 miksoidnom melanomu, ali povisen u epitelioidnom melanomu u
usporedbi s normalnim okularnim tkivom. To sugerira da gubitak CAV1 moze biti povezan s
manje agresivnim ili diferenciranijim tumorima, dok je njegova indukcija obiljezje agresivnih
fenotipova, poput epitelioidnog melanoma.

Stenzel 1 sur. analizirali su CAV1 u 51 uvealnom melanomu te utvrdili njegovu Siroku
ekspresiju, s osobito visokim razinama u velikim tumorima sklonima metastaziranju (187). Nasi
rezultati podudaraju se s tim opazanjem, jer su epitelioidni melanoma, najagresivniji podtip,
takoder pokazali poviSene razine CAV1 proteina, podupiru¢i povezanost Caveolina-1 s

progresijom tumora u uvealnom melanomu.
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Suprotno tomu, Doddi i sur. zakljucuju da je CAV1 mRNA znacajno sniZzena u
metastatskom uvealnom melanomu u usporedbi s nemetastatskim slucajevima (229). To
odstupa od nasih podataka na razini proteina, koji su pokazali poviSenu ekspresiju u agresivnim
epitelioidnim tumorima. Ova nepodudarnost ukazuje na moguénost posttranskripcijske ili
posttranslacijske regulacije naglasavajuéi potrebu istodobne procjene razine transkripta i
proteina radi potpunijeg razumijevanja biologije Caveolina-1 u okularnim tumorima.

Belkot 1 sur. navode da stani¢ne linije uvealnog melanoma eksprimiraju znatno nize
razine CAV1 u usporedbi sa stani¢nim linijama koznog melanoma (230). Ovaj nalaz u skladu
je s nasim opazanjima u vretenastim i miksoidnim melanomima, gdje je ekspresija CAV1 bila
sniZzena, Sto sugerira da je smanjenje Caveolina-1 karakteristicno za odredene podtipove
okularnih tumora te ih moze razlikovati od biologije koznog melanoma.

Taskaeva i sur. utvrdili su da stanice uvealnog melanoma sadrze vecu gustocu kaveola —
plazmatskih membranskih struktura ovisnih o CAV1 — u usporedbi s normalnim melanocitima
zilnice (231). To podupire nas nalaz povisene ekspresije CAV1 u epitelioidnom melanomu, jer
povecani broj kaveola u uvealnom melanomu implicira funkcionalnu uklju€enost Caveolina-1
u progresiju tumora.

Naposljetku, Lobos-Gonzéalez i sur. pokazali su da u misjim modelima melanoma
nadekspresija Caveolina-1 smanjuje rast primarnog tumora, ali istodobno pojacava metastatsko
Sirenje (185). Ova dvostruka uloga podudara se s naSim nalazima: gubitak CAV1 u RB-u 1
vretenastom/miksoidnom melanomu sugerira tumorsupresorsku ulogu u manje agresivnim
kontekstima, dok njegova poviSena ekspresija u epitelioidnom melanomu upucuje na pro-
metastatsku aktivnost.

Zajedno, ovi nalazi ukazuju da CAV1 djeluje kao kontekstualno ovisni regulator u
okularnim tumorima: snizen je u RB-u i manje agresivnim melanomima, ali induciran u
epitelioidnom melanomu, odrazavajuéi njegovu dvostruku ulogu u supresiji tumora i poticanju

metastaza.

5.5. Smanjena ekspresija GIPC1 i receptorni transport u okularnim

tumorima

U ovoj seriji GIPC1 pokazao je podtip-specifi¢ne obrasce ekspresije. Buduci da su podaci
o GIPCI u okularnim tumorima prema podtipovima ogranieni, ove nalaze tumacimo u
kontekstu njegove utvrdene uloge u receptorom posredovanom unutarstani¢nom transportu i

signalizaciji. U normalnom okularnom tkivu GIPC1 bio je umjereno eksprimiran duz epitelnih
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struktura. U RB-u, vretenastom melanomu i miksoidnom melanomu razine GIPC1 proteina bile
su izrazito sniZzene, dok epitelioidni melanom nije pokazao znacajnu razliku u odnosu na
kontrolno tkivo.

Katoh i sur. izvijestili su da je GIPC1 cesto nadekspresiran u karcinomu dojke, jajnika 1
gusterace, gdje potice proliferaciju i invaziju. Suprotno tomu, u odredenim kontekstima, poput
HPV-pozitivnog karcinoma vrata maternice, smanjenje GIPC1 doprinosi rezistenciji na signale
suprimirajuci rast (231). Nasi rezultati razlikuju se od obrasca visoke ekspresije uocenog u
mnogim karcinomima, budu¢i da okularni tumori ¢es¢e pokazuju smanjenu ekspresiju GIPC1,
Sto sugerira da gubitak GIPC1 moze pratiti dediferencijaciju u RB-u i vretenastom melanomu.

Li i sur. pokazali su da nadekspresija GIPC1 u Zelu¢anom karcinomu aktivira PDGFR-
posredovanu PI3K-AKT signalizaciju, ¢ime se potice proliferacija i migracija tumorskih
stanica (190). Nasuprot tomu, naSa studija pokazuje da okularni tumori rijetko pokazuju
nadekspresiju GIPCI1, pri ¢emu epitelioidni melanom odrzava bazalne razine umjesto da
povecava ekspresiju. To upuéuje na to da GIPC1-posredovana PI3K—AKT signalizacija moze
imati manje srediSnju ulogu u okularnim malignitetima nego u Zelu¢anom ili karcinomu dojke.

Bao i1 sur. pokazali su da neuropilin-1 potice stvaranje kompleksa GIPC1-Syx, koji
aktivira RhoA 1 pokrece razgradnju p27”Kipl, ¢ime se promicu proliferacija i migracija
tumorskih stanica (193). U usporedbi s tim, nasi nalazi sugeriraju da okularni tumori sa
smanjenom ekspresijom GIPC1 mogu biti liSeni ove signalne osi, S§to potencijalno smanjuje
invazivni potencijal u odnosu na tumore koji odrzavaju vise razine GIPCI.

Siegel 1 sur. utvrduju da GIPCI1 djeluje 1 kao vezni partner 1 kao transkripcijski regulator
MACCI, ¢ime povecava metastatski potencijal kolorektalnog karcinoma (232). Suprotno tomu,
nasi podaci u okularnim tumorima pokazuju prevladavaju¢e smanjenje GIPC1, sugeriraju¢i da
GIPC1-posredovana pro-metastatska signalizacija mozda nije dominantan mehanizam u
mikrookoliSu okularnih tumora. S obzirom na oskudne podatke u literaturi prema podtipovima,
suzdrZzavamo se od Sirith generalizacija 1 zakljucke ograni¢avamo na analizirane kontekste.

Zajedno, ovi nalazi ukazuju na to da je GIPC1 sniZen u RB-u, vretenastom 1 miksoidnom
melanomu, dok epitelioidni melanom zadrzava ekspresiju slicnu kontroli. Za razliku od drugih
karcinoma, u kojima nadekspresija GIPC1 poti¢e agresivnost, okularni tumori pokazuju
drukciji obrazac, Sto sugerira da gubitak GIPC1 moze biti povezan s dediferencijacijom, ali ne

nuzno i s progresijom.
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5.6. DAB2IP kao tumor supresor u okularnim malignitetima

U nasoj analizi DAB2IP pokazao je podtip-specificne obrasce ekspresije. Budu¢i da su
podaci o DAB2IP u okularnim tumorima prema podtipovima ograni¢eni, ove nalaze tumac¢imo
u svjetlu njegove utvrdene tumorsupresorske funkcije. Protein DAB2IP bio je znacajno snizen
u RB-u, vretenastom melanomu i miksoidnom melanomu u usporedbi s normalnim okularnim
tkivom, dok u epitelioidnom melanomu nije uocena znacajna razlika. To upucuje da je gubitak
DAB2IP povezan s dediferenciranim tipovima tumora, dok epitelioidni melanom, unatoc svojoj
agresivnosti, odrzava bazalnu ekspresiju.

Sun i sur. izvijestili su da je smanjenje DAB2IP u stanicama Zeluanog karcinoma
potaknulo proliferaciju, migraciju iEMT putem aktivacije ERK signalnog puta (196). Ovaj
nalaz podudara se s nas§im opazanjima u vretenastim i miksoidnim melanomima, gdje gubitak
DAB2IP moze poticati EMT-sli¢ne znacajke i invazivnost.

Slicno tomu, Wu i sur. pokazali su da ponovna ekspresija DAB2IP u kolorektalnom
karcinomu suprimira proliferaciju i migraciju, smanjuje markere EMT-a te inhibira fosforilaciju
AKT-a i ERK-a (233). Nasi podaci za RB u skladu su s tim mehanizmom, budu¢i da smanjeni
DAB2IP moze ukloniti inhibiciju PI3K—AKT/ERK signalizacije, ¢ime se podupire rast tumora.

Smits i sur. dokazali su da EZH2-posredovana metilacija histona utiSava DAB2IP u
meduloblastomu, pridonose¢i rezistenciji na apoptozu i loSijim ishodima (234). To pruza
moguce objasnjenje za naSe nalaze u RB-u, budu¢i da oba tumora dijele razvojno podrijetlo iz
neuralnih progenitorskih stanica 1 mogu prolaziti sli¢nu epigenetsku represiju DAB2IP.

Bellazzo 1 sur. identificirali su mikroRNA, poput miR-149-3p, koje izravno ciljaju
DAB2IP, aktiviraju NF-«xB signalizaciju 1 poti¢u invazivnost (235). Taj mehanizam mogao bi
objasniti izrazeno smanjenje koje smo uocili u vretenastim i miksoidnim melanomima, dok
epitelioidni melanom moZzda izbjegava takvu mikroRNA-posredovanu represiju, Sto bi
objasnilo oCuvanu ekspresiju unato¢ agresivnom fenotipu.

Zhang 1 sur. pokazali su da DAB2IP snizava ekspresiju HSP90AA1, ¢ime inhibira
maligne karakteristike u kolorektalnom karcinomu. Utvrdili su da gubitak DAB2IP potice
proliferaciju, migraciju i rezistenciju na apoptozu, dok njegova ponovna ekspresija suzbija te
znaCajke putem osi HSP9OAA1/SRP9/ASKI1/JNK (236). Ovi nalazi paralelni su naSim
rezultatima: u okularnim tumorima smanjeni DAB2IP moZe na sli¢an nacin ukloniti inhibiciju
signalnih putova preZivljenja, olakSavajuéi progresiju tumora.

Mehanisticki gledano, gubitak DAB2IP stvara permisivno signalno okruzenje putem

koordinirane aktivacije vise putova (237-239). Kao RAS-GAP protein, DAB2IP normalno
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potice hidrolizu RAS-GTP; njegov gubitak odrzava RAS-GTP u aktivnom obliku, dovode¢i do
konstitutivne fosforilacije ERK1/2 i ekspresije proliferativnih gena (237, 238). Istodobno,
gubitak inhibicije PI3K (putem izravnog vezanja za podjedinicu p85) omogucuje
nekontroliranu aktivaciju AKT-a, suprimiraju¢i proapoptotske proteine BAD/FOXO i
aktivirajuéi mTOR (239-241). Hiperaktivacija ERK-a i AKT-a konvergira s NF-kB
signalizacijom (koju DAB2IP inace inhibira), stvaraju¢i samoodrzavajuéu petlju (238, 242).
NF-«B inducira transkripciju gena prezivljenja (BCL-2, BCL-XL, survivin, c-IAPs, XIAP) koji
blokiraju ekstrinzi¢ni (inhibicija kaspaze-8) i intrinzi¢ni (sprjecavanje oslobadanja citokroma c
iz mitohondrija) apoptotski put (242-245). Time se objasnjava zaSto gubitak DAB2IP istodobno
pojacava proliferaciju (ERK), potice prezivljenje (AKT/mTOR) i doprinosi terapijskoj
rezistenciji (NF-«xB).

Zajedno, DAB2IP bio je znacajno snizen u RB-u, vretenastom i miksoidnom melanomu,
ali ne i u epitelioidnom melanomu, S§to sugerira da je njegov gubitak izraZzeniji u
dediferenciranijim histoloskim podtipovima. Taj obrazac u skladu je s njegovom
tumorsupresorskom ulogom, pri ¢emu epigenetska ili mikroRNA-posredovana represija
oslobada ERK/AKT/NF-«B signalizaciju, proliferaciju, EMT 1 rezistenciju na apoptozu, dok
ocuvana ekspresija u epitelioidnom melanomu sugerira oslanjanje na alternativne onkogene

programe.

5.7. Konceptualni pregled

Radi dodatnog konceptualnog razjasnjenja ovdje donosimo sintezni pregled koji integrira
molekularne signalne putove s histopatoloskim ponasanjem okularnih tumora. LRP2 i CUBN,
kao kljuéni endocitni receptori za unos hranjivih tvari, ¢ini se da su povezani sa statusom
diferencijacije 1 unosom mikronutrijenata, pri ¢emu njihovo smanjenje u agresivnim
histoloskim podtipovima sugerira poremeceno vezanje liganada i dereguliranu signalizaciju
morfogena. Caveolin-1 pokazuje kontekstualno ovisne uloge, djelujuc¢i kao tumorsupresor u
RB-u i manje agresivnim melanomima, ali podupiru¢i invazivne znacajke u epitelioidnom
melanomu. GIPC1 1 DAB2IP, koji reguliraju PI3K-AKT, ERK 1 RhoA signalne putove,
pretezno su sniZzeni u dediferenciranim tumorskim podtipovima, u skladu s oslobadanjem
signalizacije koja potice rast.

Zajedno, ove koordinirane promjene u endocitozi, organizaciji membrane, unosu
hranjivih tvari 1 unutarstanicnoj signalizaciji oblikuju jedinstveni molekularni okvir koji je

uskladen s histopatoloskim obrascima opazenima medu podtipovima okularnih tumora. Osim
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njihove bioloske vaznosti, podtip-specifi¢ni proteinski obrasci identificirani u ovom radu imaju
jasni translacijski potencijal. Ukljuc¢ivanje LRP2, CUBN, Caveolina-1, GIPC1 i DAB2IP u
dizajn klinickih ispitivanja vodenih biomarkerima moglo bi unaprijediti stratifikaciju rizika u
uvealnom melanomu i RB-u te poduprijeti razvoj prognostickih potpisa koji razlikuju agresivnu
od indolentne bolesti. Ovi markeri mogu pomo¢i u definiranju kohorti obogaéenih
biomarkerima, poboljsati odabir bolesnika i usmjeriti procjenu terapija ciljanih na signalne
putove, ¢ime bi se u konacnici doprinijelo individualiziranijim strategijama pracenja i lijeCenja

u okularnoj onkologiji.

5.8. Prognosticke povezanosti i transkriptomska validacija

Kaplan—Meierova analiza preZivljenja pokazala je da je visoka ekspresija CAV1 1 GIPC1
povezana s loSijim ukupnim prezivljenjem u uvealnom melanomu, dok LRP2, CUBN i
DAB2IP nisu dosegnuli statisticku znacajnost. Prognosti¢ke povezanosti koje smo uocili
moraju se tumaciti u kontekstu velicine TCGA-UVM kohorte (n = 80 bolesnika). lako su CAV1
1 GIPCI dosegnuli statisticku znacajnost u univarijatnoj analizi, relativno mali broj ispitanika
ograniCava statistiCku snagu, $to se odrazava u razmjerno Sirokim intervalima pouzdanosti. Ovi
rezultati imaju karakter hipoteza-generiraju¢ih nalaza te zahtijevaju potvrdu u veéim,
neovisnim kohortama prije moguce klinicke primjene. Gubitak prognosti¢ke znacajnosti CAV1
u multivarijatnim modelima unato¢ univarijatnoj znacajnosti implicira da se njegov ucinak
moze posredovati ili biti pod utjecajem drugih klini¢ko-patoloskih varijabli, naglaSavajuci
vaznost uklju¢ivanja viSe kovarijata u analize prezivljenja. Nasuprot tomu, GIPCI je zadrzao
neovisnu prognosticku znacajnost i nakon multivarijatne prilagodbe, premda Sirok interval
pouzdanosti odraZzava znatnu nesigurnost te zahtijeva vanjsku validaciju.

Radi procjene ponovljivosti 1 opcenitosti rezultata analizirali smo viSe neovisnih
transkriptomskih skupova podataka. Nase opazanje smanjene ekspresije LRP2 na razini
proteina u okularnim tumorima izravno je potvrdeno na razini mRNA u skupu GSE208143 (RB
u odnosu na kontrolnu mreznicu), gdje su transkripti LRP2 bili znacajno snizeni. Ova potvrda
izmedu platformi (imunofluorescencija proteina u odnosu na ekspresiju mRNA) povecava
pouzdanost gubitka LRP2 kao dosljednog i ponovljivog molekularnog obiljezja RB-a.

Medutim, uocene su izrazene nepodudarnosti izmedu razine proteina i mRNA za CUBN,
CAV1, DAB2IP i GIPCI, koji su pokazali transkripcijsku povisenost u GSE208143 unato¢
snizenoj ekspresiji proteina u vecéini tumorskih podtipova. Ove nepodudarnosti vjerojatno

odrazavaju posttranskripcijske regulatorne mehanizme u okularnim tumorima. Prvo, regulacija
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posredovana mikroRNA: Bellazzo i sur. (235) pokazali su da miR-149-3p izravno cilja mRNA
DAB2IP radi degradacije ili translacijske represije, pruzajuéi presedan za posttranskripcijsko
utiSavanje unato¢ povisenim razinama transkripta. Drugo, diferencijalna stabilnost proteina:
Dai i sur. navode da DAB2IP podlijeze ubikvitin—proteasom-posredovanoj razgradnji putem
SCF"Fbw7 (246), §to moze objasniti niske razine proteina unato¢ visokoj razini mRNA. Trece,
kompenzacijski transkripcijski odgovori mogu nastati kada stanice pojacavaju sintezu mRNA
kao odgovor na gubitak proteina putem povratnih regulatornih petlji. Ovi nalazi naglasavaju da
transkriptomsko profiliranje samo po sebi pruza nepotpunu informaciju o funkcionalnoj razini
proteina, ¢ime se istie klju¢na vaznost ortogonalne validacije na razini proteina, provedene u
nasoj studiji.

Analiza skupa GSE62075 (stani¢ne linije uvealnog melanoma u odnosu na normalne
melanocite) nije pokazala znacajnu diferencijalnu ekspresiju ni za jedan od pet analiziranih
gena. Vazno je istaknuti da odsutnost znacajne diferencijalne ekspresije u stani¢nim linijama u
usporedbi s normalnim melanocitima naglasava ogranic¢enja in vitro i in silico transkriptomskih
modela, koji ¢esto ne reproduciraju mikrookoli§, metabolicku regulaciju i regulaciju ovisnu o
stupnju diferencijacije prisutnu u primarnim okularnim tumorima. Ta nepodudarnost dodatno
podupire uklju¢enost posttranskripcijskih regulatornih mehanizama u podlozi naSih nalaza na
razini proteina. Ovaj negativan nalaz odrazava dobro dokumentirana ogranicenja
imortaliziranih stani¢nih linija, koje tijekom uspostave i pasiranja prolaze selekcijske pritiske
Sto moZe izbrisati obrasce ekspresije prisutne u primarnim tumorima. Ranije studije
dokumentirale su opseznu transkriptomsku divergenciju izmedu stani¢nih linija uvealnog
melanoma i primarnih tumora (247, 248), naglasavajuci da sustavi stani¢ne kulture nedostatno
reproduciraju tumorski mikrookoli§, stromalne interakcije i1 stani¢nu heterogenost inherentnu
nativnim okularnim malignitetima. Paradoksalno, ovaj negativan rezultat u stanicnim linijama
dodatno osnaZuje naSe primarne nalaze, istiCu¢i nuZnost proucavanja svjeZih primarnih
tumorskih uzoraka, kako je provedeno u ovom radu.

Analiza TCGA podataka za uvealni melanom (n = 78 bolesnika) potvrdila je klinicku
relevantnost izvan naSe institucionalne kohorte. GIPC1 se pokazao kao neovisni nepovoljni
prognosti¢ki ¢imbenik u multivarijatnoj analizi, dok je DAB2IP pokazao protektivnu
povezanost. Ponovljivost prognosti¢ke vrijednosti GIPC1 u neovisnim populacijama bolesnika
podupire njegov potencijal kao biomarkera, premda je prije klinicke primjene nuZna

prospektivna provjera.
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5.9. Ogranicenja studije i buduéi smjerovi istrazivanja

Nekoliko ograniCenja zahtijeva razmatranje. Prvo, nasa je studija deskriptivne i
korelacijske naravi te ne ukljucuje funkcionalne validacijske eksperimente. Nismo proveli in
vitro niti in vivo manipulacije (nadekspresiju, utiSavanje ili gensko izbacivanje) LRP2, CUBN,
CAVI1, GIPC1 ili DAB2IP kako bismo utvrdili uzronu povezanost izmedu promjena u
ekspresiji 1 tumorskog fenotipa. Iako nasi podaci imunofluorescencije dokumentiraju obrasce
ekspresije, a javno dostupni skupovi podataka pruzaju prognosticke povezanosti, ta opazanja
sama po sebi ne mogu razluciti jesu li promjene u razinama proteina pokretaci tumorogeneze
ili popratni dogadaji maligne transformacije. Funkcionalna istrazivanja koriStenjem organoida
dobivenih iz bolesnika, ksenograftnih modela ili genske modifikacije posredovane CRISPR-
om bila bi potrebna za utvrdivanje uzrocnosti i precizno razjas$njenje mehanistickog doprinosa
svakog proteina inicijaciji, progresiji i metastaziranju okularnih tumora.

Drugo, nasa institucionalna kohorta obuhvaca relativno malen broj uzoraka po podtipu
tumora (n = 10 RB; n = 10 po podtipu melanoma), S§to ogranicava statisticku snagu i op¢enitost
rezultata. Dizajn s jednom institucijom ograni€ava procjenu meduinstitucijske varijabilnosti te
onemogucuje evaluaciju u razli¢itim etnickim i geografskim populacijama.

Trece, presjecni dizajn biljezi ekspresiju u jednoj vremenskoj tocki te ne omogucuje
procjenu vremenske dinamike tijekom evolucije tumora ili odgovora na lijecCenje.
Longitudinalne studije sa serijskim biopsijama omogucile bi utvrdivanje jesu li promjene u
ekspresiji rani dogadaji u tumorogenezi ili kasne manifestacije progresije.

Cetvrto, iako smo integrirali javno dostupne transkriptomske skupove podataka, velike
proteomske baze za okularne tumore zasad nisu dostupne, §to ograni¢ava moguénost neovisne
validacije na razini proteina. Nepodudarnosti izmedu razine proteina i mRNA koje smo uocili
dodatno naglasavaju vaznost ortogonalne validacije, dok vec¢ina javnih skupova podataka pruza
iskljucivo informacije na razini transkripta.

Peto, na§ kvantitativni pristup imunofluorescenciji, premda strogo standardiziran,
odrazava relativnu, a ne apsolutnu koli¢inu proteina te ne obuhvaca posttranslacijske
modifikacije, subcelularnu lokalizaciju ili interakcije protein—protein koje mogu modulirati
funkcionalnu aktivnost. Dodatno ograni¢enje predstavlja nepotpuna dostupnost klinickih
kovarijata (ukljucujuéi dob, spol i anatomsko sijelo), §to je onemogucilo potpunu multivarijatnu
prilagodbu u analizama prezivljenja. Budu¢i multicentri¢cni skupovi podataka sa
standardiziranim metapodacima bit ¢e nuzni kako bi se takvi ¢imbenici mogli primjereno

kontrolirati.
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Nadalje, buduca istrazivanja imala bi koristi od primjene prostorno razlu¢ivih metoda
profiliranja, uklju¢uju¢i multiplex imunofluorescenciju, slikovnu masenu citometriju te
jednostanc¢nu ili prostornu transkriptomiku, kako bi se precizno lokalizirala ekspresija proteina
unutar tumorskih, stromalnih i vaskularnih kompartmenata te bolje karakterizirala regulacija
ovisna o mikrookoliSu.

lako smo iskoristili dostupne javne transkriptomske skupove podataka, velike
proteomske baze za okularne tumore i dalje su rijetke, Sto ograni¢ava mogucénosti vanjske
validacije na razini proteina. UoCene nepodudarnosti izmedu proteina i mRNA naglasavaju
hitnu potrebu za uparenim proteomsko-transkriptomskim profiliranjem istih uzoraka kako bi se
sustavno razjasnili posttranskripcijski regulatorni mehanizmi. Budué¢e multicentri¢ne studije
trebale bi primijeniti integrirane multi-omiks pristupe (proteomika, transkriptomika,
epigenomika) u ve¢im kohortama radi potvrde ovih nalaza. Dodatno, funkcionalna potvrda u
modelima organoida ili ksenografta dobivenih od bolesnika mogla bi razjasniti jesu li opazene
promjene u ekspresiji pokretaci ili popratni dogadaji tumorogeneze.

Zajedno, ove analize pozicioniraju GIPC1 kao neovisni prognosticki biomarker i
potencijalni onkogeni pokreta¢ u uvealnom melanomu, dok DAB2IP djeluje kao protektivni
tumorsupresor. CAV1 pokazuje se kontekstualno ovisnim, sa znac¢ajnoS¢u ograni¢enom na
univarijatne analize. Nepodudarnost izmedu transkriptomskih i proteinskih nalaza naglasava
vaznost integrativnih analiza i specificnog tumorskog konteksta pri evaluaciji kandidatskih

biomarkera u okularnoj onkologiji.
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6. Zakljucci



Ova studija razgranicuje podtip-specificnu ekspresiju pet endocitnih i signalnih proteina u
normalnom okularnom tkivu, RB-u i uvealnom melanomu. LRP2 bio je jednoliko snizen.
CUBN bio je snizen u RB-u 1 epitelioidnom melanomu, a oCuvan ili poviSen u ostalim
podtipovima. CAV1 bio je povisen u epitelioidnom melanomu, a snizen u drugim podtipovima.
GIPC1 i DAB2IP bili su ocuvani u epitelioidnom melanomu te snizeni u RB-u i miksoidnom
ili vretenastom melanomu. Integrirane analize povezale su visu ekspresiju GIPCI1 i
kontekstualno ovisnu ekspresiju CAV1 s loSijim prezivljenjem. DAB2IP pokazao je
protektivnu povezanost u multivarijatnim modelima. Nepodudarnosti izmedu razine proteina i
transkripta naglasavaju vrijednost viSerazinskog profiliranja.

Ovi nalazi izdvajaju LRP2, CUBN, CAVI1, GIPC1 i DAB2IP kao komplementarne
markere stanja diferencijacije 1 tumorskog ponasanja u okularnoj onkologiji. Buduca
istrazivanja trebala bi uzeti u obzir ove molekularne potpise u veéim multicentri¢nim
kohortama. Prostorno integrirana proteotranskriptomika omogucila bi preciznije razluc¢ivanje
stani¢nog konteksta. Funkcionalni pokusi trebali bi ispitati unos hranjivih tvari posredovan
Megalin-Cubilin sustavom, signalizaciju posredovanu CAV1 te regulaciju signalnih putova
putem GIPC1/DAB2IP. Takvi napori mogli bi unaprijediti stratifikaciju rizika i poduprijeti

razvoj terapijskih strategija vodenih biomarkerima za RB i uvealni melanom.
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7. Sazetak



Uvod/Ciljevi

Retinoblastom (RB) i uvealni melanom (UM) predstavljaju agresivne maligne tumore
oka koji 1 dalje nose znacajan rizik za o¢uvanje vida i prezivljenje bolesnika, dok su dostupni
molekularni pokazatelji diferencijacije 1 prognoze ogranic¢eni. U ovom istrazivanju analizirana
je ekspresija proteina ukljuenih u procese endocitoze i1 signalizacije, ukljucuju¢i Megalin
(LRP2), Cubilin (CUBN), Caveolin-1, GAIP-interacting protein C-terminus 1 (GIPC1) i
Disabled homolog 2-interacting protein (DAB2IP), s ciljem utvrdivanja postoje li obrasci
ekspresije specificni za pojedine podtipove okularnih tumora te njihova povezanost s

transkriptomskim profilima i prezivljenjem.

Metode

Istrazivanje je provedeno na formalinom fiksiranim i parafinom uklopljenim uzorcima
humanog o¢nog tkiva koji su ukljucivali kontrolne uzorke (n = 10), retinoblastom (n = 10) i
podtipove uvealnog melanoma (epitelioidni, vretenasti i miksoidni; ukupno n = 30).
Imunofluorescentna ekspresija LRP2, CUBN, CAV1, GIPCI1 i DAB2IP analizirana je pomocu
programa ImageJ (verzija 1.54g) na standardiziranim poljima velikog povecanja. Za statisticku
obradu koristene su srednje vrijednosti po uzorku, uz primjenu Shapiro—Wilkova testa i
jednosmjerne ANOVA analize s Tukeyjevim post hoc testom. Analiza javno dostupnih baza
podataka obuhvatila je: (I) procjenu ukupnog prezivljenja u TCGA-UVM kohorti putem
platforme GEPIA2, (II) analizu diferencijalne ekspresije u GEO skupovima podataka
(GSE62075: melanociti u odnosu na stanicne linijje UM-a; GSE208143: retinoblastom u odnosu
na pedijatrijsku kontrolnu mreznicu) te (III) multivarijatnu Coxovu regresijsku analizu

proporcionalnih hazarda koriStenjem platforme GEPIA3.

Rezultati

Ekspresija LRP2 bila je dosljedno smanjena u retinoblastomu i svim podtipovima
uvealnog melanoma u usporedbi s kontrolnim uzorcima. SniZena ekspresija CUBN-a
zabiljeZena je u retinoblastomu i epitelioidnom melanomu, dok je u vretenastom melanomu
ostala oCuvana, a u melanomu s miksoidnim stanicama povecana. PoviSena ekspresija CAV1
utvrdena je u epitelioidnom melanomu, dok je u retinoblastomu te miksoidnom i vretenastom
melanomu bila smanjena. Ekspresija GIPC1 1 DAB2IP ostala je ouvana u epitelioidnom
melanomu, ali je bila znacajno reducirana u retinoblastomu te miksoidnom 1 vretenastom
melanomu. Analiza TCGA-UVM kohorte pokazala je povezanost vise razine ekspresije mRNA

za CAV1 1 GIPC1 s loSijim ukupnim prezivljenjem (p = 0,025 1 0,036), dok za LRP2, CUBN i

84



DAB2IP nije pronadena statisti¢ki znacajna povezanost. GEO analize nisu pokazale znacajne
razlike u ekspresiji analiziranih gena izmedu stani¢nih linija UM-a i melanocita (GSE62075).
Nasuprot tome, u retinoblastomu (GSE208143) utvrdena je smanjena ekspresija LRP2 te
povecana ekspresija CUBN, CAV1, GIPC1 i DAB2IP.

Zakljucci

Proteini povezani s endocitozom 1 signalnim putevima pokazuju razliCite obrasce
ekspresije ovisno o podtipu okularnog tumora. Integracijom rezultata s javno dostupnim
bazama podataka identificirani su CAV1 1 GIPCI kao potencijalni nepovoljni prognosticki
pokazatelji u uvealnom melanomu, dok poremecena regulacija LRP2/CUBN/DAB2IP upucuje
na njihovu vaznu ulogu u biologiji tumora oka te njihov potencijal kao biomarkera i mogucih

terapijskih meta.
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8. Laicki sazetak



Uvod/Ciljevi

Retinoblastom i uvealni melanom su vrste tumora oka koje mogu ozbiljno ugroziti vid
1 zivot. Trenutno postoji malo pouzdanih pokazatelja koji bi pomogli lijeCnicima procijeniti
kako ¢e se bolest razvijati. U ovom istrazivanju ispitivani su odredeni proteini u tumorskim
stanicama kako bi se vidjelo razlikuju li se izmedu razli¢itih vrsta tumora i mogu li biti povezani

s ishodom bolesti.

Metode

Istrazivaci su analizirali uzorke zdravog tkiva oka i tumora koriste¢i laboratorijsku
metodu koja omogucuje uocavanje i mjerenje proteina u stanicama. Rezultati su zatim
statisticki obradeni. Takoder su koriSteni javno dostupni podaci kako bi se dodatno provjerila
povezanost tih proteina s prezivljenjem pacijenata i razlikama izmedu zdravih i tumorskih

stanica.

Rezultati

Utvrdeno je da se razine pojedinih proteina razlikuju ovisno o vrsti tumora. Neki su
proteini bili smanjeni u svim tumorima, dok su drugi varirali ovisno o podtipu tumora. Posebno
je vazno da su dva proteina (CAV1 i GIPC1) povezana s losijim prezivljenjem kod pacijenata
s uvealnim melanomom. Dodatne analize pokazale su da se obrasci ekspresije ovih proteina

razlikuju izmedu tumorskih i zdravih stanica, osobito kod retinoblastoma.

Zakljucci

Rezultati pokazuju da odredeni proteini imaju razli¢ite uloge u tumorima oka i da bi
mogli posluZiti kao korisni pokazatelji bolesti ili mete za razvoj novih terapija. Ovo istraZivanje
doprinosi boljem razumijevanju biologije tumora oka i moZe pomo¢i u budu¢em razvoju

preciznijih metoda lijecenja.
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9. Summary



Linking Megalin, Cubilin, Caveolin-1, GIPC1 and Dab2IP Expression to Ocular
Tumorigenesis: Profiles in Retinoblastoma, Choroidal Melanoma, and the Normal

Human Eye

Background/Objectives

Retinoblastoma (RB) and uveal melanoma (UM) remain aggressive ocular malignancies
associated with substantial risks to vision and patient survival, while reliable molecular
indicators of differentiation and prognosis are still limited. This study evaluated the expression
of proteins involved in endocytosis and signaling pathways, including Megalin (LRP2), Cubilin
(CUBN), Caveolin-1, GAIP-interacting protein C-terminus 1 (GIPC1), and Disabled homolog
2-interacting protein (DAB2IP), to determine whether subtype-specific expression profiles
exist in ocular tumors and whether these profiles correlate with transcriptomic signatures and

survival outcomes.

Methods

Formalin-fixed, paraffin-embedded human ocular tissue samples included controls (n =
10), retinoblastoma specimens (n = 10), and UM subtypes (epithelioid, spindle, and mixoid;
total n = 30). Immunofluorescent staining for LRP2, CUBN, CAV1, GIPC1, and DAB2IP was
quantified using ImageJ software (version 1.54g) across standardized high-power microscopic
fields. Mean values per specimen were used for statistical evaluation, applying the Shapiro—
Wilk test and one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc analysis. Publicly available
datasets were additionally analyzed through: (I) overall survival assessment in TCGA-UVM
via GEPIA2, (II) differential gene expression analysis in GEO datasets (GSE62075:
melanocytes versus UM cell lines; GSE208143: retinoblastoma versus pediatric control retina),

and (IIT) multivariate Cox proportional hazards regression using the GEPIA3 platform.

Results

LRP2 expression was consistently reduced in retinoblastoma and across all UM
subtypes compared with controls. CUBN expression was decreased in retinoblastoma and
epithelioid melanoma, preserved in spindle melanoma, and elevated in mixoid-cell melanoma.
Increased CAV1 expression was observed in epithelioid melanoma, whereas reduced levels
were detected in retinoblastoma as well as spindle and mixoid melanomas. GIPC1 and DAB2IP
expression remained preserved in epithelioid melanoma but were markedly reduced in

retinoblastoma and in spindle/mixoid melanoma subtypes. Within the TCGA-UVM cohort,
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elevated mRNA expression of CAV1 and GIPCI correlated with poorer overall survival (p =
0.025 and 0.036), while no statistically significant association was identified for LRP2, CUBN,
or DAB2IP. GEO analyses demonstrated no significant expression differences for the
investigated genes between UM cell lines and melanocytes (GSE62075). In contrast,
retinoblastoma samples from GSE208143 showed downregulation of LRP2 alongside
upregulation of CUBN, CAV1, GIPC1, and DAB2IP.

Conclusions

Proteins associated with endocytosis and intracellular signaling demonstrate distinct
subtype-related expression patterns in ocular tumors. Integration with publicly available
datasets identified CAV1 and GIPC1 as unfavorable survival-associated markers in UM, while
dysregulation of LRP2/CUBN/DAB2IP appears to represent an important feature of ocular

tumor biology, supporting their potential role as candidate biomarkers and therapeutic targets.

90



10.Lay summary



Background/Objectives

Retinoblastoma and uveal melanoma are types of eye cancer that can seriously threaten
vision and life. Currently, there are limited reliable markers to help doctors predict how these
diseases will progress. This study examined specific proteins in tumor cells to determine

whether they differ between tumor types and whether they are linked to disease outcomes.

Methods

Researchers analyzed samples of healthy eye tissue and tumors using laboratory
techniques that allow visualization and measurement of proteins within cells. The results were
statistically analyzed. Publicly available datasets were also used to further examine whether
these proteins are associated with patient survival and differences between healthy and tumor

cells.

Results

The study found that the levels of certain proteins vary depending on the tumor type.
Some proteins were reduced in all tumors, while others differed depending on the tumor
subtype. Importantly, two proteins (CAV1 and GIPC1) were associated with poorer survival in
patients with uveal melanoma. Additional analyses showed differences in protein expression

between tumor and healthy cells, particularly in retinoblastoma.

Conclusions

These findings suggest that specific proteins play different roles in eye tumors and may
serve as useful disease markers or targets for future therapies. This research improves our
understanding of eye tumor biology and may support the development of more precise

treatment approaches in the future.
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4
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