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SAZETAK

Uvod

Zadnje desetljece u istrazivanju tumorskih biomarkera obiljezile su globalne metode analize
(genomika, transkriptomika i proteomika) s ciljem pronalaska novih ¢imbenika uklju¢enih u

zlo¢udnu preobrazbu stanica.

Cilj

U ovom istrazivanju provedeno je proteomsko profiliranje tkiva oralne sluznice pacijenata s
potencijalno zlo¢udnim (oralni lihen planus) i zlo¢udnim promjenama oralne sluznice (karcinom
plocastih stanica glave i vrata) te bez promjena na oralnoj sluznici, kako bi se istrazili novi
potencijalni biomarkeri koji bi poboljsali ranu dijagnostiku i terapiju potencijalno zlo¢udnih 1

zlo¢udnih lezija.

Materijali i metode

Za analizu proteoma u istrazivanim lezijama koriStena je metoda masene spektrometrije, a
pojedini markeri validirani su metodom Western blot. Nadalje, s obzirom kako je poznato da
inzulinu sliéni ¢imbenici rasta 1 njihovi receptori igraju vaznu ulogu u rastu normalnih somatskih
stanica, ciljano su istrazeni status ekspresije proteina inzulinu sli¢nih ¢imbenika rasta 2 i njegovog

receptora, IGF2/IGF2R, u istim uzorcima te uzorcima leukoplakija metodom imunohistokemije.

Rezultati i zakljucak

Analiza diferencijalno eksprimiranih proteina promjenama zahvacenih tkiva u odnosu na
kontrolna tkiva (nezahvacena oralna sluznica istih pacijenata i zdrava oralna sluznica) ukazala
je na ulogu proteina izvanstanicnog matriksa u razvoju oralnih lezija, osobito proteina lumikana
u oralnom karcinomu usne Supljine. Veéina diferencijalno eksprimiranih proteina u promijenjenoj
sluznici pacijenata s lihenom ukljucena je u citoskeletne promjene, keratinizaciju, morfogenezu

1 stani¢nu signalizaciju.

Imunohistokemijska analiza izrazenosti IGF2 1 IGF2R pokazalo je znacajnu razliku u postotku
ekspresije IGF2 i intenzitetu ekspresije IGF2R u populaciji zdravih u odnosu na pacijente s

lihenom, leukoplakijom i karcinomom glave i vrata.

Kljucne rijeci: imunohistokemija, masena spektrometrija, zlo¢udni potencijal, globalni proteomski

profil, molekularni marker, inzulinu sli¢ni ¢imbenici rasta



SUMMARY

Global protein expression and role of proteins IGF2/IGF2R in the pathogenesis of oral
precancerous lesions

Introduction

Global analysis methods (genomics, transcriptomics and proteomics) have marked the last
decade, trying to identify new factors involved in malignant cell transformation.

Aim
A proteomic profiling of oral mucosa tissue of patients with potentially malignant (oral lichen
planus) or malignant oral lesions (squamous cell carcinoma) and patients without oral changes

has been conducted to explore new potential biomarkers which would enhance making of an
early diagnosis and treatment of potentially malignant and malignant lesions.

Materials and methods

Proteomic analysis of these lesions was made using mass spectrometry, and some markers
identified by mass spectrometry were validated by Western blotting. Furthermore, since insulin-
like growth factors and their receptors are thought to play an important role in the growth of
normal somatic cells, the expression status of the insulin-like growth factor 2 and its receptor,
IGF2/IGF2R, have been explored in the same type of lesions and also in specimens of oral
leukoplakia, using immunohistochemistry.

Results and conclusion

The analysis of differentially expressed proteins in changed tissues compared to control tissues
(oral mucosa without changes of the same patient and healthy tissue) pointed to a crucial role of
extracellular matrix proteins in development of oral lesions, especially an important role for
lumican in oral cancer. Most of the differentially expressed proteins in altered mucosa of
patients with oral lichen planus have been included in cytoskeletal changes, keratinization,
morphogenesis and cell signaling.

Immunohistochemical analysis of IGF2 and IGF2R expression has determined a significant
difference in expression percentage of IGF2 and the expression intensity of IGF2R in a
population of healthy patients compared to the patients with lesions of oral lichen planus,
leukoplakia and head and neck carcinoma.

Key words: immunohistochemistry, mass spectrometry, malignant potential, global proteome
expression, molecular marker, insulin-like growth factors
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1. UvOD
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1.1. Biologija tumora

Klasi¢na definicija nastanka tumorskih stanica (tumorigeneze) govori o promjenama fenotipa
normalnih stanica kroz seriju mutacija i promjene aktivnosti onkogena i tumor-supresorskih
gena. Svaka nova mutacija u ovakvom modelu vodi u pretjerani rast stanice i nastanak mono-
klonalne populacije stanica raka pri ¢emu je svaka od tih mutacija odgovorna za odredeno
svojstvo stanice raka poput primjerice invazivnosti, metastatskog potencijala i otpornosti na
lijekove (1). Dosada se zna da promjene na genetskom nivou stanice koje dovode do nastanka
karcinoma ne podrazumijevaju samo jednu mutaciju, ve¢ niz genetskih mutacija (2). Taj
mehanizam naziva se tzv. viSestupanjska karcinogeneza (engl. multi-step carcinogenesis). To¢an
broj mutacija nije poznat, no procjenjuje se da se radi o tri do 12 mutacija, ovisno o tipu
karcinoma, a u tkivima koja se ubrzano dijele njihov broj je i ve¢i (3). Veéinu Stete prouzrocene
somatskim mutacijama popravljaju DNA reparatorni mehanizmi, no mutacijama protoonkogena
I tumor-supresorskih gena (2, 3), epigenetskim dogadajima (metilacija DNA, deacetilacija
histona) (4, 5), gubitkom alela na regijama kromosoma te promjenama u sintezi i aktivnosti
razli¢itih ¢imbenika rasta, citokina, proteina uklju¢enih u angiogenezu, imunoloski odgovor,
stani¢nu adheziju i regulaciju homeostaze normalnih stanica (6) dolazi do zlo¢udne preobrazbe.
Protoonkogeni kodiraju za proteine ukljuc¢ene u rast i diferencijaciju stanica; oni su fizioloski
regulatori stani¢ne proliferacije 1 diferencijacije. Potencijalni broj protoonkogena ukljucenih u
razvitak karcinoma plocastih stanica glave i vrata je veoma velik. Mutacijom protoonkogena
nastaju onkogeni koji imaju snazni mitogeni ucinak i uzrokuju nezaustavljivu proliferaciju
stanica. Tumor-supresorski geni (TSG) negativno reguliraju rast i diferencijaciju stanica. Mutacija
tumor-supresorskih gena nastaje gubitkom heterozigotnosti (engl. LOH, loss of heterozygosity)
kada obje kopije TSG-a postanu inaktivirane ili izgubljene i tada gen gubi svoju funkciju (6).
Smatra se da nalaz LOH-a u potencijalno zlo¢udnim lezijama moze biti rani pokazatelj pretvorbe

dobroc¢udne u zlocudnu leziju (6).

Usprkos tomu S$to je ovaj model nastanka tumora ekstenzivno istrazivan ve¢ desetlje¢ima,
mnoga pitanja o biologiji tumorskih stanica ostaju otvorena, osobito pitanje metastaziranja. Tako
se sve vise govori o modelu tzv. mati¢nih stanica raka, populacije stanica unutar tumora koje
imaju sposobnost proliferacije, samo-obnavljanja i indukcije tumorigeneze (7). Tumori se stoga
danas ne istrazuju samo u kontekstu samog procesa tumorigeneze ve¢ se pokuSavaju utvrditi
prvotni ¢imbenici koji uzrokuju zlo¢udnu promjenu fenotipa stanice. Niz autora slaze se oko

definicije tumora kao skupine bolesti koja je vezana uz promjene u stanicnom metabolizmu
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uslijed ¢ega uz genetske promjene dolazi do reprogramiranja stani¢nog fenotipa i tumorigeneze
(8-16). Naime, mnoga nova istrazivanja sugeriraju da, u bilo kojem trenutku, i normalne
netumorske stanice kao 1 one ve¢ visoko diferencirane tumorske stanice mogu poprimiti zna-
¢ajke mati¢nih stanica (pluripotentnost i proliferativnost) i da za to ne moraju biti odgovorne
samo promjene u genetskim ¢imbenicima ve¢ 1 u brojnim uvjetima mikrookolisa koji utjecu na
stani¢ni metabolizam (npr. hipoksija, gladovanje, upala, lijekovi). Odredeni metaboliti su
onkogeni sami po sebi (17-22) te poti¢u karcinogenezu indukcijom ekspresije gena koji su
aktivni 1 u mati¢nim stanicama ¢ime potom i sama stanica poprima takve osobine. Starenjem
takoder dolazi do smanjenja razina odredenih metabolita Sto moZze potaknuti mutacije koje
dovode do tumorigeneze (geronkogena hipoteza) (23). Ovi rezultati negiraju raniju hipotezu
nastanka tumora u skladu s kojom su za inicijaciju i Sirenje tumora odgovorne tumorske stanice
koje od samog pocetka imaju znaCajke mati¢nih stanica, ve¢ ukazuju da je proces reverzibilan,
odnosno da tumorske stanice mogu poprimiti ili izgubiti znacajke mati¢nih stanica ovisno o
genetskim promjenama ili pak promjenama u metabolickim parametrima. Zahvaljuju¢i ovim
spoznajama pojavila se i nova disciplina u nastajanju, nutricijska genomika, koja proucava
utjecaj prehrane na individualnu aktivnost gena te genetike na metabolizam nutrijenata. Takvo
shvacanje nastanka tumorskih stanica moglo bi u buduénosti pruziti visSe moguénosti za
prevenciju i ciljanu terapiju utjecajem na metaboli¢ke parametre stanice ili pak genetskim modi-
fikacijama (24). Osobito je u kontekstu prevencije tumora vazno i pitanje otkrivanja dijelova
tkiva u kojima tumorigeneza nije odmakla. Primjerice, takva su tkiva u klini¢koj praksi Cesto
poznata kao prekancerozne lezije za koje molekularni profili (genomski, proteomski i meta-

bolomski) jo§ uvijek nisu u potpunosti poznati.

1.2. Prekancerozne lezije

Stara klasifikacija prekanceroznih promjena prema Svjetskoj zdravstvenoj zajednici razlikovala
je prekancerozne lezije i prekancerozna stanja. Pod pojmom prekancerozne lezije podrazu-
mijevalo se morfoloski promijenjeno tkivo u kojem postoji veci rizik za pojavu oralnog
karcinoma nego u susjednoj nepromijenjenoj sluznici, a tu se ubrajala leukoplakija, eritroplakija
1 nepcane lezije nastale puSenjem cigareta i cigara (engl. reverse smokers). Pod pojmom prekan-
cerozna stanja podrazumijevalo se generalizirano stanje koje nosi veéi rizik za pojavu karcino-
ma, Sto obuhvaca submukoznu fibrozu, aktini¢nu keratozu, lihen planus te diskoidni lupus (25).

Smatralo se da se kod pacijenata s prekanceroznim lezijama karcinom javlja na mjestu pro-
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mjene, dok se kod pacijenata s prekanceroznim stanjima moze javiti bilo gdje. 2002. godine
Thompson (26), a potom 2005. godine i Bremmer i suradnici (27) dokazali su da se i u nepro-
mijenjenoj oralnoj sluznici pacijenata s prekanceroznim lezijama moze dokazati displazija ili
molekularne promjene te da se karcinom moze razviti iz naizgled zdrave sluznice. To je na-
glasilo vaznost kontrole ovih pacijenata te otkrivanja parametara koji bi na molekularnoj razini

mogli ukazati na moguénost zloCudne promjene.

Na radionici Svjetske zdravstvene zajednice 2005. g. predlozeno je da se umjesto podjele na
prekancerozne lezije 1 prekancerozna stanja koristi termin «potencijalno zlocudni poremecaji»
za sve klinicke promjene koje nose povecani rizik od karcinoma. Takoder je receno da su
potencijalno zlo¢udni poremecaji oralne sluznice indikatori rizika za pojavu karcinoma i na
drugim mjestima oralne sluznice (28). U potencijalno zlo¢udne poremecaje usne Supljine
ubrajaju se leukoplakija, eritroplakija, nep¢ane lezije nastale puSenjem cigareta i cigara, oralna
submukozna fibroza, diskoidni eritematozni lupus, aktini¢na keratoza i oralni lihen planus (28).
Najcesce oralne prekancerozne lezije u populaciji pacijenata Zavoda za oralnu medicinu Stoma-

toloskog fakulteta u Zagrebu su oralni lihen planus i leukoplakija (29).

1.2.1.  Oralni lihen planus

Oralni lihen planus (OLP) je kroni¢na imunoloska upalna bolest sluznice 1 koze koja izgledom
varira od keratoticne (retikularni ili nalik plaku) do eritematozne i ulcerozne lezije. NajceSce
pogada osobe srednje Zivotne dobi, ¢esce Zene nego muskarce (30, 31). Kozne lezije ima oko
15% bolesnika s OLP-om, a za razliku od lezija usne Supljine, obi¢no su samo-ograni¢avajuce
(30). Ucestalost koznog lihena planusa procjenjuje se na manje od 1% (30), za razliku od
oralnog lihena planusa ¢ija ucestalost se krece od 0,5-2,2% (30-32). Ucestalost oralnog lihena
planusa u populaciji naSih pacijenata u razdoblju od 10 godina bila je 4,30%, pri ¢emu je

retikularni oblik lihena bio najcesce zastupljen i to u pacijentica srednje zivotne dobi (29).

U usnoj Supljini OLP obi¢no simetri¢no zahvaca obje strane obrazne sluznice te ga temeljem
klinicke slike mozemo razvrstati u nekoliko oblika (retikularni, plakozni, papularni, erozivni,

ulcerozni, bulozni) (32, 33) pri ¢emu u istog bolesnika istovremeno mozemo naci vise oblika.

Etiopatogeneza OLP-a je slozena. Dosadasnji podatci ukazuju da je to autoimuna bolest
posredovana T-limfocitima u kojoj auto-citotoksi¢ni CD 8+ T-limfociti induciraju apoptozu

oralnih epitelnih stanica (30, 34). Kao mogu¢i ¢imbenici koji induciraju strukturne promjene
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na povrsini keratinocita i tako djeluju kao promotori nastanka OLP-a spominju se genetski
¢imbenici, stomatoloski materijali, lijekovi, infekcija, autoimune bolesti, kroni¢na bolest jetra,
Secerna bolest 1 poviSeni krvni tlak te psiholoski ¢imbenici. Trenutno vaze¢i histopatoloski

kriteriji za OLP u literaturi su dobro dokumentirani (33, 35, 36).

Pojedini autori dovodili su u pitanje zlo¢udni potencijal oralnog lihena (37), no veéi broj studija
ipak je potvrdio takvu prirodu ovih lezija (36, 38-40) te se podatci o zloéudnom potencijalu
lihena razlikuju ovisno o autorima i promatranoj populaciji. U usporednoj studiji hrvatskih i
tajlandskih pacijenata s lihenom planusom pokazalo se da, usprkos razlikama u klini¢koj slici,
obje populacije imaju nisku stopu zlo¢udne preobrazbe (41). Ismail i sur. 2007. g. naveli su da
se ukupna ucestalost zlo¢udne preobrazbe krece od 0-5,3% (33). Neki literaturni podatci navode
da je rizik zlo¢udne preobrazbe veci u atrofi¢nih, erozivnih i ulceroznih lezija (33, 40) dok drugi
negiraju povezanost s klinickim oblikom lihena (36, 42). U nasih pacijenata s dijagnozom oralnog
lihena planusa tijekom razdoblja od deset godina nije zamijecen niti jedan slucaj zlo¢udne
preobrazbe (29), ali smo nakon zavr$etka promatranog perioda imali nekoliko slucajeva zlo¢udne

preobrazbe lihena koje potvrduju potencijalno zloéudnu prirodu ovih lezija.

1.2.2.  Oralna leukoplakija

Leukoplakija je najéeS¢a potencijalno zloCudna lezija sluznice usne Supljine (43). U opcoj
populaciji njena prevalencija iznosi 1-2% (44). Javlja se obi¢no u muskaraca srednje i starije
dobi, a prevalencija joj raste s godinama (45). Svjetska zdravstvena organizacija definira ju kao
«bijelu mrlju ¢ija se klinicka ili histopatoloska obiljezja ne mogu pripisati ni jednoj drugoj
bolesti» (28, 46-48). Dijagnoza leukoplakije postavlja se nakon identifikacije i, ako je to
moguce, eliminacije suspektnih etioloskih ¢imbenika 1, u slu€aju perzistentnih lezija, histopatoloske
potvrde dijagnoze (28, 43, 45). Dobroc¢udni oblici leukoplakije histopatoloskom analizom
pokazuju razli¢it stupanj hiperkeratoze (28, 49).

Klini¢ki razlikujemo homogenu i nehomogenu leukoplakiju. Homogena leukoplakija je dobro
ograniCena bijela mrlja, glatke, naborane ili namreSkane povrSine. Nehomogena leukoplakija
je promjena nodularne odnosno mrljaste crveno-bijele povrsine, povezana s visom stopom

zlo¢udne preobrazbe.

Proliferativna verukozna leukoplakija je opseZni papilarni ili verukoidni bijeli plak s vrlo visokom

stopom prelaska u displaziju, rak plocastih stanica ili verukozni rak (28, 45, 50).
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Svaka leukoplakija nosi rizik zlocudne preobrazbe koji ovisi o histopatoloskom i klini¢kom
izgledu, a krece se od 4-6% (50). Zanimljiv i zabrinjavajuci je podatak da je, iako leukoplakija
¢eSc¢e pogada muskarce, zloCudna preobrazba ¢eS¢a u Zena, a takoder je ¢eS¢a u nepusaca, iako
je poznat karcinogeni u¢inak duhana (45, 51). Reibel je 2003. godine naveo da se ucestalost
zlo¢udne preobrazbe leukoplakije krece od 0,13-17,5%, ovisno o promatranoj populaciji (52).
Petti (44) je izracunao da globalna stopa zlo¢udne preobrazbe oralne leukoplakije iznosi 1,36%
godisnje, odnosno u prosjeku 5% u razdoblju pracenja od 5 godina (49). U populaciji nasih
pacijenata u razdoblju od deset godina prevalencija leukoplakije bila je 1,11% pri ¢emu je u
gotovo 13% pronadena displazija na primarnoj biopsiji (29). Stopa zlo¢udne preobrazbe tijekom
perioda od deset godina u pacijenata s leukoplakijom bila je 0,64% (29).

1.3. Karcinom usne Supljine i Zdrijela

Karcinom usne Supljine i zdrijela je jedan od Sest najucestalijih karcinoma u svijetu te sedmi po
ucestalosti u EU (53, 54). U vise od 90% slucajeva radi se o karcinomu plocastih stanica ¢ija
incidencija pokazuje veliku geografsku varijabilnost, a obi¢no se javlja u osoba starijih od 50
godina (45, 54). Naj¢esca lokalizacija karcinoma usne Supljine u Europi i SAD-u, u ¢ak 40-50%
slucajeva, jest jezik, dok je medu azijskom populacijom to obrazna sluznica, zahvaljujué¢i navici
zvakanja duhana ili lis¢a betela. Ostale intraoralne lokalizacije uklju¢uju dno usne Supljine,
gingivu, obraznu sluznicu, usnice i nepce (45, 54). Za odredivanje uznapredovalosti oralnog
karcinoma u klinickom radu najviSe se upotrebljava TNM Kklasifikacija koja za kriterije uzima
veli¢inu tumora u centrimetrima (T), prisutnost regionalnih metastaza u limfnim ¢vorovima (N)

1 prisutnost udaljenih metastaza (M), ¢ime se vr$i stupnjevanje oralnog karcinoma u stadije

(stadij 1-4) (55).

PetogodiSnje prezivljenje za tumore u ranom stadiju (1 ili 2) iznosi oko 80%, za razliku od
uznapredovalih stadija (3 ili 4) gdje iznosi oko 30% (56). Istrazivanje Doshi Neena i sur. (55)
pokazalo je da trecina oralnih karcinoma plocastih stanica otkrivenima u ranim stadijima (T1,
T2) ima loSu prognozu usprkos maloj veli¢ini tumora. U vecini zemalja petogodiSnja stopa
prezivljavanja oboljelih od karcinoma jezika, usne Supljine i orofarinksa krece se oko 50% (45,
54, 57, 58), no zahvaljujuéi dijagnostickom i terapijskom napretku, pocetkom 21. stoljeca dolazi
do statisticki znacajnog poboljSanja te petogodiSnja stopa prezivljavanja iznosi 65% (59).
Najveci napredak primijeen je u pacijenata s dijagnozom tonzilarnog karcinoma i karcinoma

jezika (59). Iznimku ¢ini karcinom usnice za kojeg petogodisnje prezivljenje iznosi 95% (45).
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Sto se zastupljenosti spola ti¢e, rak usne Supljine i Zdrijela gotovo je dvostruko Ge$éi u mu-
Skaraca, iako je taj omjer u opadanju (45, 54). Rizi¢ni ¢imbenici za nastanak raka usne Supljine
ukljucuju ponajprije upotrebu duhana i konzumaciju alkohola koji zajedno imaju i sinergisticki
uc¢inak (54, 60), a navode se i izlaganje UV-svjetlu (za rak donje usnice), neadekvatna prehrana,
imunosupresija te nizi socio-ekonomski status, i to neovisno o navikama pojedinca, dok u

pojedinim slu¢ajevima ne nalazimo niti jedan poznati rizi¢ni ¢imbenik (53, 60).

Nastanku raka usne Supljine i zdrijela obi¢no prethodi postojanje crvenih, bijelih ili crveno-
bijelih lezija na sluznici (6, 45). Povrsina lezije moZe biti glatka, zrnata, gruba ili prekrivena
krastom, ulcerirana ili neulcerirana, ili na njoj mogu postojati izrasline (6, 45). Rak usne
Supljine i zdrijela u pocetku su asimptomatic¢ni zbog ¢ega se obi¢no otkrivaju u uznapredovalom
stadiju (45). Najrizi¢nije lokalizacije za pojavu intraoralnog karcinoma jesu jezik i dno usne
Supljine, Sto mozemo protumaciti time Sto su prekriveni tanjom, viSe propusnom sluznicom i
okupani slinom koja dovodi karcinogene spojeve u ta podrucja (45). Novije studije pokazuju da
postoje statistiCki znacajne razlike u lokalizaciji karcinoma usne Supljine izmedu puSaca i
nepusaca; naime, u pusaca su rizi¢ne lokalizacije rubovi jezika, dno usne Supljine i retromolarni
trokut, dok su u nepusaca podrucje najveceg rizika rubovi jezika. U nepusaca, karcinomi na
rubovima jezika u usporedbi s karcinomima na dnu usne Supljine bili su ¢ak Sesterostruko ¢eséi.
S obzirom da su rubovi jezika izloZeniji mehanickoj iritaciji 1 traumi od zuba ili protetskih
radova, ovaj nalaz upuéuje da bi trauma mogla biti moguci etioloski ¢imbenik u ljudi bez

ostalih poznatih etioloskih ¢imbenika (61) .

Karcinom Zzdrijela obi¢no se javlja u podrucju mekog nepca i tonzilarnoj regiji ili na bazi jezika
(45). Najcesci simptomi zbog kojih pacijenti s karcinomom usne $upljine i zdrijela traze pomo¢
su otezano gutanje (disfagija), odbojnost prema jelu (odinofagija), bol u uhu (otalgija), ograni¢ena

pokretljivost jezika i Celjusti i krvarenje u usnoj Supljini (6, 45).

Dosad poznati rizi¢ni ¢imbenici, pa ¢ak ni patohistoloski nalaz tkiva nisu se pokazali dovoljno
pouzdanima u predvidanju lezija koje bi mogle postati zlocudne (62), stoga se ispituju razli¢iti
molekularni biljezi u tkivu ili tkivnim teku¢inama (krv, slina) koji bi mogli predvidjeti rizik

zlo¢udne preobrazbe i bioloska svojstva tumora s ve¢om sigurnoscu.
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1.4. Molekularni biljezi zlo¢udne preobrazbe

Bitan korak u nastanku potencijalno zlocudnih i zlocudnih lezija je poremecaj u prijenosu
signala u stanici i poremeéaj ¢itavog molekularnog mehanizma koji ga nadzire (63). Cimbenici
rasta su glavni prijenosnici signala za diobu stanica pri ¢emu se vezu na specificne receptore
na stani¢noj povrsini i prenose signal za rast do jezgre, nakon Cega transkripcijski ¢imbenici
aktiviraju skupine gena potrebne da stanica zavrsi diobeni ciklus. Inzulinu sli¢ni ¢imbenici rasta
(engl. insulin-like growth factor, IGF) i njihovi receptori zajedno sa svojim vezujué¢im proteinima
(engl. insulin-like growth factor binding-protein, IGF BP) igraju vaznu ulogu u rastu normalnih

somatskih stanica (64).

Manoza 6-fosfat je receptor za inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta 2 (M6P/IGF2R) i kodiran je genom
na kromosomskoj regiji 6q25-27 za koju se smatra da sadrzi tumor supresorske gene za podrucje
glave i vrata (65). Kao snazni mitogeni, IGF1 i IGF2 poti¢u signalizaciju vezanjem za receptore
tipa 1 za koje se smatra da su vazan korak u transformiranju stanica (64, 65) (slika 1). Oba faktora
IGF takoder se vezuju visokim afinitetom s vezujué¢im proteinom IGF BP te se tako prenose

krvnim optokom i reguliraju raspolozivost IGF prema specifi¢nim receptorima.

IGF-I IGF-II

[ Cadal
NAXAD D

Insulin receptor

IGF-| receptor IGF-1I-M-6-PR

Metabolic actions  Growth and differentiation ?

Slika 1. Vezanje cirkulirajuc¢ih inzulinu-slicnih ¢imbenika rasta za razlicite

receptore na ciljnim stanicama (preuzeto iz (66)).
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Mutacija ili inaktivacija gena IGF2R ili promjena u ekspresiji proteina IGF2 i IGF2R opisana je
kod vise vrsta tumora (karcinoma jetra, endometrija, kolorektuma, prostate, dojke, pluca,
laringealnog karcinoma i Wilmsovog tumora) (67). Takoder se pokazalo da razli¢ita izrazenost
IGFIR 1 IGF2R moze doprinijeti pove¢anom riziku od zlo¢udne preobrazbe te agresivnijem
obliku raka dojke u mladih afroamerickih zena (68) te da je gubitak heterozigotnosti za receptor
IGF2R povezan s loSijom prognozom pacijenata s hepatocelularnim karcinomom koji su
kirurski lijeceni (69). Kaur i sur. (70) dokazali su da polimorfizam jednog nukleotida u genu za
IGF2 moze sluziti kao marker za predvidanje rizika oralne karcinogeneze u osoba s navikom

zvakanja duhana, u usporedbi sa zdravim pojedincima.

IGF2 se veze na receptor za inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta 2 (IGF2R) koji je multifunkcionalni
receptor ukljucen u niz stani¢nih mehanizama, a takoder se veze i na receptor IGF1R, poticuci
proliferativne signalne kaskade u stanicama. IGF2R u svom aktivnom stanju djeluje kao tumor
supresorski protein jer je receptor IGF2R antagonist aktivnosti IGF2. Mutacija ili inaktivacija
gena za receptor IGF2 u tumorskim sustavima ili promjena u ekspresiji istoimenog proteina

ocituje se:

= povecanim rastom tumorskih stanica (zbog izostanka degradacije IGF2 koji djeluje
kao mitogen), pove¢anim metastatskim potencijalom (ne moze se kontrolirati pre-
komjerna sekrecija prokatepsina), smanjenjem apoptoze (zbog nemogucnosti inakti-
vacije TGFp i izostanka njegovog inhibitornog efekta na stani¢nu proliferaciju)

= smanjenim odgovorom na radioterapiju (nemogucnost aktivacije TGFP koji je

medijator senzitivnosti na radioterapiju).

Takoder, ovaj receptor veze i plazminogen i receptor za aktivaciju plazminogena (engl. urokinase-
type plasminogen activator receptor), dvije komponente fibrinolitickog sustava koje su vazne za
migraciju stanica kroz tkiva i za angiogenezu, a mutacijom IGF2R preuzima ih tumor (71).
Stanice s inaktiviranim receptorom imaju prekomjernu ekspresiju integrina aVP3, Sto olakSava
mobilnost 1 invazivnost stanica. Retinoi¢na kiselina 1 njeni derivati retinoidi imaju razlicite uloge
u stanici, a jedan od njih je i poticanje apoptoze ¢ime djeluju tumorsupresorski/protektivno, no

budu¢i da se vezu za IGF2 receptor, u sluaju njegove mutacije taj njihov ucinak izostaje.

Zloc¢udne stanice ¢esto imaju prekomjerno izrazene inzulinu slicne ¢imbenike rasta koje dostizu
ili prelaze razinu ekspresije u klasicnim ciljnim inzulinskim organima, kao $to je jetra ili masno
tkivo (72, 73). U tumorskim stanicama funkcionalna specifi¢nost signalnog puta inzulina i inzulinu

sliénih ¢imbenika rasta se mijenja zbog razli¢itih mehanizama (74). Aberantna ekspresija IR-A
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moze biti medijator tumorske rezistencije na druge ciljane terapije, kao Sto je inhibitor receptora

epidermalnog ¢imbenika rasta (EGFR), gefitinib (75) i mTOR inhibitori (76).

Mnoga klini¢ka istrazivanja s antitijelima koja blokiraju IGF-1 receptor pokazala su da je
njihova aktivnost uglavnom skromna i samo je par zlo¢udnih promjena pokazalo objektivan
odgovor (77). Neoplazme koje su odgovarale uklju¢ivale su 10% Ewingovog sarkoma i mali
dio karcinoma plu¢a ne-plocastih stanica (engl. non-squamous cell lung carcinoma, NSCLC)
(78, 79). Kombinirano cjepivo usmjereno protiv HER2/neu receptora, IGFBP-2 i IGF1R
pokazalo je dobre rezultate na miSevima s preinvazivnim lezijama dojke, za razliku od cjepiva

usmjerenih protiv pojedina¢nih antigena (80).

Jos jednu prikladnu strategiju predstavlja razvoj antitijela protiv IGF1 i IGF2. Ta antitijela
imaju prednost da inhibiraju IGF signalne putove i preko IGF1R i preko IR-A. Ovaj pristup nije
nov (81, 82), ali su tek nedavno dobiveni obecavajuéi inhibitorni rezultati na in vivo rast tumora
ovisnih o IGF-1 ili IGF-2 (83). U novije vrijeme sve je viSe studija koje se bave moguénoscu
blokiranja inzulinu-sli¢énog ¢imbenika rasta 1 kao alternative kemoprevenciji karcinoma. Singh i
sur. (84) dobili su obecavajuce rezultate koristenjem inhibitora IGF-1, pasireotida, u pacijentica
s prekanceroznim lezijama dojke. Primijetili su smanjenje fosforilacije IGF-1 receptora,
izvanstani¢nih kinaza ovisnih o signalu 1 protein kinaze B §to je inhibiralo stani¢nu proliferaciju
1 potaknulo apoptozu. Jedina zamije¢ena nuspojava ove terapije bila je porast glukoze u krvi 1
niza razina inzulina, no uz pretpostavku da se mogu dobro kontrolirati, ova terapija predstavlja
djelotvornu alternativu kemoprevenciji karcinoma dojke koja se daleko teze podnosi. Nedavno
otkri¢e da oboje IR 1 IGFIR pripadaju obitelji tzv. receptora na koje mozemo utjecati (engl.

dependence receptors) obecava moguci razvoj inovativnih terapija (85).

Zavras i sur. (67) istrazivali su mutaciju gena za IGF2R i zakljucili da je povezana s povecanim
rizikom od oralnog karcinoma plocastih stanica, a Jamieson i sur. (65) pokazali su da je gubitak
heterozigotnosti gena za IGF2R povezan s losijim prognostickim pokazateljima tumora te losijim

odgovorom na radioterapiju kod pacijenata s karcinomom plocastih stanica glave i vrata.

Grbesa i sur. (86) utvrdili su gubitak otiskivanja (engl. loss of imprinting) IGF2 i H19 i gubitak

heterozigotnosti gena za IGF2R 1 CTCF u karcinomu plocastih stanica Zdrijela.

Polimorfizmi unutar gena koji kodiraju za proteine signalne osi IGF istrazivani su u pacijenata s
karcinomima probavnog sustava (ezofagealni karcinom, gastrointestinalni karcinom) i stanjima

koja mu prethode (refluksni ezofagitis, Barettov jednjak) te se pokazalo da pojedini oblici
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polimorfizma povecavaju rizik od nastanka zlo¢udnih promjena probavnog sustava (87, 88). Zhi i
sur. (89) istrazivali su ekspresiju IGF2, IGF1, E2F3 i IGFBP3 u 41 pacijenta s karcinomom
plocastih stanica glave 1 vrata i njihovom okolnom zdravom tkivu te su zakljucili da nema
promjene u ekspresiji IGF2, IGF1 1 E3F3, no postoji promjena u IGFBP3 §to ukazuje na mogucu

regulatornu ulogu IGF signala preko njegovog veznog proteina u ovom tipu tumora.

Do sada nije istrazen status ekspresije IGF2 1 IGF2R u oralnim potencijalno zlo¢udnim lezijama

usne Supljine (65, 67, 86, 90) te je to jedan od ciljeva ovog istrazivanja.

Uocavanje promjena na razini gena ili proteina ima veliki potencijal u ranoj dijagnostici i terapiji
potencijalno zlo¢udnih i zlo¢udnih lezija. Proteomskim profiliranjem tkiva moguce je identificirati
mnostvo proteina u tkivu koji imaju razlicite bioloske uloge te medu njima odrediti potencijalne
biomarkere za daljnju validaciju. Znacajke proteomskog profila karcinoma mogu biti prisutne i u
histoloski normalnoj sluznici uz tumor te u sluznici udaljenoj od tumora ¢ime takav nalaz moze
imati prognosti¢ku ulogu u predvidanju rekurentne bolesti (91). PretraZivanjem literature nasli
smo rezultate nekoliko studija koje su analizirale proteomske profile razli¢itih tipova karcinoma,
pa tako i oralnog karcinoma plocastih stanica, no podataka o protemskim profilima oralnih
potencijalno zlocudnih promjena gotovo da i nema. Rezultati studije Wanga i sur. (92) na temelju
proteomske analize Sest parova uzoraka oralne leukoplakije 1 oralnog karcinoma plocastih stanica
koji su uzeti od istih pacijenata kako bi eliminirali heterogenost proteina, pokazali su 85
zajednickih proteina ¢ija ekspresija je bila promijenjena u svih 12 uzoraka. Na temelju tih
rezultata istraZili su ekspresiju tri homologa aktivatora proteosoma PA28 uz pomo¢ qPCR
(reakcije lan¢ane polimeraze u stvarnom vremenu) i Western blota. Sto se ti¢e rezultata
proteomskog profiliranja oralnog lihena planusa, nismo uspjeli pronaéi takve rezultate u literaturi

te smo odlucili da i to bude jedan od ciljeva naSeg istrazivanja.

Danas se zna da je klju¢ni dogadaj u razvoju tumora epitelno-mezenhimalna tranzicija (EMT),
bioloski proces koji omogucuje epitelnim stanicama da poprime znacajke mezenhimalnih
stanica pomocu Cega dolazi do Sirenja tumorskih stanica (93). U kontekstu razlicitih vrsta
tumora istrazuje se velik broj potencijalnih biomarkera EMT koji imaju razli¢ite funkcije unutar
stanice, na stanicnoj membrani ili u izvanstani¢nom matriksu. Izvanstani¢ni matriks sastoji se
od proteoglikana, glikoproteina i vode, dok vlaknastu komponentu ¢ine elasti¢na i kolagena
vlakna (94). Degradacija izvanstani¢nog matriksa dogada se pomocu specijaliziranih struktura
koje se nazivaju invadopodijima ili pomo¢u matriksnih metaloproteinaza. Zanimljivo je da su

nedavni rezultati iz literature pokazali da je formiranje invadopodija kontrolirano genom koji

11



Bozana Loncar Brzak, Disertacija

kodira za protein-3 koji veze IGF2 mRNA (95). Naime, autori su utiS$avanjem navedenog gena
inhibirali formiranje invadopodija, degradaciju ECM, rast i invazivnost oralnog karcinoma
plocastih stanica (95). Proteini izvanstani¢nog matriksa su mali proteoglikani bogati leucinom
(engl. small leucine-rich proteoglycans, SLRP) koji imaju ulogu u regulaciji stani¢ne proliferacije,
diferencijacije, adhezije i migracije te su zbog toga klju¢ni u bioloskim procesima razvoja i
obnove tkiva te metastaziranju stanica. Sudjeluju u unutarstani¢noj fosforilaciji koja je nuzna u
prijenosu stani¢nog odgovora te regulaciji razliitih puteva reguliranih ¢lanovima koStanih
morfogenetskih proteina (engl. bone morphogenetic protein, BMP), transformirajuc¢eg ¢imbenika
rasta (engl. transforming growth factor, TGF), receptorima tirozin-kinaze i Toll-like receptora te
receptorom inzulinu sli¢nog ¢imbenika rasta (96). Zbog vazne uloge u procesu razvoja karcinoma,
ova skupina proteina zanimljiva je u literaturi te se molekularnim metodama medu njima
pokusava otkriti biomarkere koji bi se mogli koristiti kao prediktori ponaSanja tumora ili ciljna

meta protutumorskog lijecenja.

Rezultati iz literature koji se ti¢u karcinoma plocastih stanica glave i vrata pokazali su promjene
u ekspresiji razlicitih proteina izvanstani¢nog matriksa. Navodi se smanjena ekspresija proteina
kao S§to su laminin 1, kolagen tipa IV (93), dekorin (97), dermatopontin (98) dok je za proteine
kao $to su fibronektin, laminin 5, kolagen tipa I i 1l (93), tenascin (99, 100), ECML1 protein
(101) primijecena pojacana ekspresija u karcinomima plocastih stanica glave i vrata. Agrawal i
sur. (94) proucavali su u uzorcima oralnog karcinoma plocastih stanica i promjene u kolagenim
vlaknima izvanstanicnog matriksa te je u 25% pacijenata utvrdena limfocitna infiltracija,
degradacija kolagenih vlakana te prisutnost metastaza u limfnim ¢vorovima dok je u 17%
uzoraka utvrdena povecana koli¢ina kolagenih vlakana uz odlaganje gustog elastina §to su

autori povezali s manjom invazivno$¢u tumorskih stanica.

U literaturi smo pronasli samo nekoliko studija koje su istrazivale ekspresiju proteina izvan-
stani¢nog matriksa u oralnim potencijalno zlo¢udnim promjenama. Zhang i sur. (99) istrazivali
su ekspresiju tenascina u laringealnim lezijama leukoplakije, papiloma, karcinoma in situ te
invazivnog karcinoma plocastih stanica. U lezijama leukoplakije i papiloma nije zamije¢ena
ekspresija tenascina, za razliku od lezija karcinoma in situ i invazivnog karcinoma gdje je
nadena statisticki znaCajna razlika u ekspresiji tenascina. Zakljucili su da se ekspresija tenascina
moze povezati s prisutnos¢u metastaza u limfnim ¢vorovima, no ne i s T stadijem ili histoloskim
stupnjem tumora. Ekspresija dekorina, takoder jednog od proteina izvanstanicnog matriksa,
istraZivana je u lezijama leukoplakije, oralne submukozne fibroze 1 karcinoma plocastih stanica

te su rezultati pokazali ekspresiju dekorina u 74 % oralnih potencijalno zlo¢udnih lezija, 51%
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oralnih karcinoma plocastih stanica i 56% kontrolnih zdravih sluznica (97). Autori su zakljuéili
da smanjena ekspresija dekorina korelira s loSijim prezivljenjem od ovog oblika karcinoma. Za
razliku od ovih autora, Banerjee i sur. (102) pronasli su aberantnu ekspresiju i lokalizaciju
dekorina 1 u displasti¢nim oralnim potencijalno zlo¢udnim promjenama i u oralnom karcinomu

plocastih stanica.

Gu i sur. (101) istrazivali su ekspresiju proteina ECM1 u benignim laringealnim lezijama,
laringealnoj leukoplakiji i karcinomu plocastih stanica larinksa te su pokazali da ekspresija ECM1
raste od benignih laringealnih lezija, preko leukoplakije do laringealnog karcinoma plocastih

stanica te ju se moze povezati s pojavom, razvojem i metastaziranjem ovog tipa karcinoma.

Pretrazivanjem literature pronasli smo samo jedan rad u kojem je istrazivana promjena u
ekspresiji laminina 1, laminina 5 i kolagena tipa 1V u lezijama oralnog lihena, uz lezije leuko-
plakije te invazivnog i in situ karcinoma plocastih stanica (103). Autori su pomoc¢u imuno-
histokemije pronasli diskontinuiranu i isprekidanu ekspresiju navedenih proteina u invaziv-
nom karcinomu, za razliku od karcinoma in situ i potencijalno zlo¢udnih lezija lihena i leuko-

plakije gdje nije bilo promjena u njihovoj ekspresiji.

1.5. Proteomska istraZivanja

Proteom je skup svih proteina unutar organela, stanice ili organizma (104) odnosno skup svih
proteina 1 proteinskih oblika koje organizam proizvodi tijekom Zivota. Sam naziv nastao je

1994. g. iz izraza ,,Protein srodan genomu* (105).

Priblizan broj gena ¢ovjeka procjenjuje se na oko 30000, a ¢itav proteom Covjeka obuhvaca vise
milijuna vrsta proteina koji se mogu mijenjati u interakciji s okoliSem, primjerice razli¢itim
poslijetranslacijskim modifikacijama poput fosforilacije ili glikozilacije i ¢ija se funkcija znacajno
mijenja s obzirom na lokalizaciju. Za razliku od staticnog genoma, proteom je dinamican sustav s
obzirom da se razina ekspresije proteina i njihov kemijski sastav mijenjaju ovisno o potrebama
organizma (106). Osnovna razlika izmedu proteomike i klasi¢nih molekularnih metoda analize
proteina je u tome $to se proteomika temelji na globalnoj analizi svih proteina unutar sustava

odjednom, a ne na analizi pojedinac¢nih proteina (107).
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Osnovni metodoloski pristup tijekom proteomske analize €ini niz postupaka (108):

(i) razdvajanje proteinskih smjesa (iz kultura stanica, tkiva ili organizma) (za $to se
obi¢no koristi jednodimenzionalna ili dvodimenzionalna poliakrilamidna elektro-
foreza ili pak tekucinska kromatografija) u svrhu otkrivanja proteomskog ekspre-

sijskog profila

(i) kvalitativna i kvantitativna analiza ekspresijskog proteomskog profila, identifikacija i

karakterizacija proteina (naj¢e$¢e masenom spektrometrijom)

(iii) pohrana podataka i analiza uz pomo¢ bioinformatike

Prednost proteomike pred standardnim metodama analize proteina je u tome da moze proucavati
slozena medudjelovanja velikog broja proteina, Sto do sada nije bilo moguce. Da bismo mogli
identificirati $to veci broj proteina u uzorku, potrebno ih je razdvojiti (109), za §to se Cesto koristi
gel elektroforeza ili teku¢inska kromatografija spregnuta s masenim spektrometrom. Identifikacija
proteina provodi se u oba slu¢aja uz pomo¢ masenih spektrometara za $to je potrebno prethodno

provesti proteolitiCku digestiju proteina, najées¢e uz pomoc tripsina.

Stoga je jasno kako je upravo tehnoloSka baza za razvoj proteomike temeljena na novim
metodama masene spektrometrije uz pomo¢ kojih se moze provesti brza identifikacija proteina
u analiziranom uzorku. Masena spektrometrija je tehnika kojom se odreduje omjer mase i
naboja (m/z) iona u smjesi koja je u plinovitom stanju 1 u vakuumu, a istovremeno se odreduje 1
broj iona unutar pojedine vrijednosti omjera m/z. Ovaj pristup se moze koristiti koristiti 1 za
odredivanje sastava nepoznatog uzorka (kvalitativna analiza), odredivanje koli¢ine odredene
tvari u uzorku (kvantitativna analiza) ili pojasnjavanje kemijske strukture molekula. Esencijalni
dio masenog spektrometra je ionizator gdje ioni koje analiziramo zadobivaju naboj te se potom
provode kroz analizator mase, koji razdvaja ione u prostoru 1/ili viemenu. Detekcija iona vrsi se
na kraju analizatora, detektorom gdje se proizvodi elektri¢ni signal koji se moze registrirati na
ra¢unalu. Danas razlikujemo razlicite analizatore masa unutar masenih spektometara, primjerice
analizatore TOF (engl. time of flight) ili ionske stupice (engl. iona trap). Rezultat analize je
spektar masa koji se koristi kao osnova za identifikaciju proteina uz pomoc¢ specijalnih bio-
informatickih alata koji automatizirano usporeduju eksperimentalno dobivene spektre masa s
onim teoretskim u bazama podataka (110-112). Rezultati dobiveni proteomskom analizom

obicno se potvrduju standardnim imunohistokemijskim postupcima ili analizom Western blot.
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1.5.1. Personalizirani pristup pacijentu

Proteomika je samo jedna od globalnih tehnologija za sveobuhvatne analize bioloskih uzoraka
koja, uz ostale metode tzv. metode -omike, stremi idealu molekularne obrade svakog pacijenta
zasebno prije dijagnoze i/ili terapije. Ovakav individualizirani pristup prema pacijentu predsta-
vlja korjenitu promjenu u medicini gdje danas prevladava pojednostavljena obrada prema
pacijenta i terapija bolesti. Metode -omike omoguéuju razvoj individualiziranog pristupa i tzv.
personalizirane medicine koja u prvi plan stavlja osobu s njezinim specificnim molekularnim
profilom. Na taj nacin postiglo bi se djelotvornije i jeftinije lijeCenje, a izbjeglo davanje

nedjelotvornih lijekova ili lijekova koji ¢e u pacijenta izazvati nuspojave (113-115).

S obzirom da moze identificirati regulatorne proteine ili potencijalne mete za djelovanje nekog
lijeka, proteomika moZze imati i vaznu ulogu u procesu otkrivanja i dizajniranja novih lijekova i/ili

mehanizama u¢inka lijeka na razini proteoma (116).

U ovoj disertaciji se stoga koriStenjem metoda proteomike zeljelo vidjeti postoje li razlike
izmedu ekspresijskog profila pojedinih skupina uzoraka i koji su to proteini razli¢ito ekspri-
mirani u odnosu na vrstu lezije ili kontrolna, promjenama nezahvacéena tkiva. Rezultati i
zakljucei proteomske analize validirani su Western blotom. Uz pomo¢ metoda imunohisto-
kemije Zeljeli smo ispitati postoji li promjena u ekspresiji proteina IGF2 1 IGF2R u potencijalno
zlo¢udnim 1 zlo¢udnim lezijama usne Supljine $to bi potvrdilo ulogu ovih proteina u njihovu
nastanku. Dobivene informacije mogle bi se upotrijebiti za predvidanje fenotipa stanica,

odnosno prognozu pojedinih vrsta lezija.

15



Bozana Loncar Brzak, Disertacija

2. SVRHA ISTRAZIVANJA
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Detaljna molekularna analiza ekspresije globalnog proteoma s posebnim naglaskom na osovinu

IGF2 u prekanceroznim lezijama usne Supljine do sada nije radena te je svrha ovog istrazivanja:

1. Istraziti ekspresiju proteina IGF2 i IGF2R (liheni, leukoplakije, oralni karcinomi

plocastih stanica, zdrava sluznica)

2. Istraziti proteomski profil ekspresije u lezijama (liheni, oralni karcinomi plocastih

stanica, zdrava sluznica)

Usporedba proteomskog profila lihena provest ¢e se u odnosu na kontrolne uzorke koje ¢ine

boles¢u nezahvacena tkiva i lezije raka plocastih stanica usne Supljine.

Ocekuje se kako ¢e rezultati istrazivanja utvrditi postojanje i pronalazak novih molekularnih

¢imbenika vaznih za patogenezu oralnih lezija.
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3.1. Ispitanici

U istrazivanju su analizirani biopsijski uzorci ukupno 84 pacijenta, i to 24 pacijenta s oralnim
lihenom planusom i 18 pacijenata s leukoplakijom koji se lije¢e na Zavodu za oralnu medicinu
Stomatoloskog fakulteta u Zagrebu, 20 pacijenata s karcinomom plocastih stanica glave i vrata
koji se lijee na Zavodu za maksilofacijalnu kirurgiju Klinicke bolnice Dubrava u Zagrebu i
ukupno 22 ispitanika s klini¢ki urednim nalazom oralne sluznice (uzorci 18 ispitanika s urednim
nalazom oralne sluznice iz arhivskog materijala Zavoda za patologiju ,,Ljudevit Jurak KBC-a
Sestre milosrdnice koje su Cinili pacijenti kojima je u periodu 2007.-2009. godine ucinjena
biopsija zbog promjene oralne sluznice bez dijagnosticiranog oralnog lihen planusa i karcinoma te
uzorci tkiva Cetiri pacijentice bez promjena na sluznici koje su upucene na Zavod za oralnu
kirurgiju radi alveotomije) (tablice 1 i 2). Pacijenti s karcinomom prije kirur§kog zahvata nisu bili

podvrgnuti bilo kakvom obliku protutumorske terapije koja bi mogla utjecati na rezultate analize.

Tablica 1. Popis ispitanika na ¢ijim parafinskim preparatima je radena imunohistokemijska

analiza.
Dijagnoza Broj ispitanika Srednja dob Spol (Z-zene, M-muskarci)
Oralni lihen planus 24 55,3+ 13,7 (26-81) 187,6 M
Leukoplakija 18 59,1 + 12,5 (37-84) 127,6 M
Karcinom plocastih 20 58,1 £9,6 (36-73) 27, 18M
stanica glave i vrata
Zdrava sluznica 18 46,4 + 7,3 (28-54) 97,9M

U tablici 2. je naveden popis uzoraka na kojima je radena proteomska analiza. Pacijentima s
lihenom i karcinomom tijekom redovne biopsije uzela se patoloski promijenjena i kontrolna
nepromijenjena sluznica u odlozila u teku¢i dusik, dok se pacijenticama bez promjena na
oralnoj sluznici uzela samo nepromijenjena sluznica, prilkom alveotomije, i takoder odlozila u

tekuci dusik.
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Tablica 2. Popis uzoraka na kojima je radena proteomska analiza.

Dijagnoza Broj ispitanika Srednja dob Spol (Z-zene, M-muskarci)
Oralni lihen planus 3 70 (62-74) 7
Karcinom plocastih 3 63 (60-68) M

stanica glave i vrata

Zdrava sluznica 4 27.25 (22-38) 7

Pacijentima s oralnim lihenom, leukoplakijom i karcinomom plocastih stanica glave i vrata
dijagnoza je postavljena na temelju klinickih i histopatoloskih kriterija. Istrazivanje je odobreno
od Etickog povjerenstva Stomatoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Sudionici istrazivanja
dobili su informacije za sudionike u pisanom obliku te su potpisali informirani pristanak za

sudjelovanje u istrazivanju.

3.2.  Uzimanje biopsijskih uzoraka

Dijelovi oralne sluznice s kojih su uzeti uzorci prethodno su anestezirani s 1 ml otopine lokal-
nog anestetika (3% Mepivastein, ESPE, Germany), zarezani skalpelom ili punch-em, zahva-
¢eni kirur§kom pincetom i odrezani zavinutim Skaricama. Biopsijski uzorci za imunohisto-
kemijsku analizu bili su u prosjeku veli¢ine 4-5 mm? i dubine oko 2-3mm te su nakon uzima-
nja odlozeni u 10% puferirani formalin i potom uklopljeni u parafinske blokove. Biopsijski
uzorci za proteomsku analizu bili su u prosjeku veliine 4-5 mm? i dubine oko 2-3 mm te su na-
kon uzimanja odloZeni u Eppendorf epruvete i stavljeni u bocu s teku¢im dusikom, do pocetka

proteomskih analiza.

Imunohistokemijska analiza ekspresije IGF2 i IGF2R radena je na parafinskim blokovima ukupno
80 pacijenata, s dijagnozom lihena, leukoplakije, karcinoma plocastih stanica glave i vrata te
zdrave sluznice. Nakon toga napravili smo proteomsku analizu na uzorcima tkiva iz tekuceg
dusika pacijenata s dijagnozom lihena i karcinoma plocastih stanica glave i vrata te pacijenata bez
promjena na sluznici, a potom smo napravili i dodatnu validaciju proteina lumikana i biglikana

Western blotom na istim uzorcima (slika 2).
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Odlaganj%_u tekudi [ 1-D elektroforeza S MBI - E— Western blot
dusik spektrometrija
Uzimanje biopsijskog
uzorka

Slika 2. Tijek postupaka s uzorcima nakon uzimanja biopsije

Imunohistokemijska
analiza proteina

Fiksacija u formalinu Odlaganje u parafin

3.3.  Imunohistokemijska analiza biopsijskih uzoraka

Za imunohistokemijsku analizu koristen je kit EnVision Flex, High pH (Code K8010, Dako,
Glostrup, Denmark). Analizirano je ukupno 80 uzoraka uklopljenih u parafinske blokove i
potom narezanih mikrotomom na debljinu 5 pm. Preparati su osuseni u termostatu na 60 °C
kroz 60 minuta i potom uronjeni u spremnik PT Linka (Dako, Glostrup, Denmark). Dodana je
otopina EnVision Flex Target Retrieval Solution (pH = 9, razrjedenje 1:50, DM828, Code
K8004, Dako, Glostrup, Denmark), te su uzorci zagrijani tijekom 20 minuta na 97 °C. Tako je
provedena deparafinizacija, rehidracija i otkrivanje epitopa uz pomoc¢ zagrijavanja. Potom je
uslijedilo hladenje uzoraka u PT Linku (Dako, Glostrup, Denmark) do 65 °C tijekom dva sata.
Nakon hladenja, uzorci su uronjeni u razrijedeni EnVision FLEX Wash Buffer (1:20, Dako,
Glostrup, Denmark) te ostavljeni na sobnoj temperaturi 15 minuta. Preparati su potom inkubirani
u otopini s primarnim protutijelom u Autostaineru (Dako, Glostrup, Denmark), razrijedenoj
diluentom EnVision FLEX Antibody Diluent (DM830, Code K8006, Dako, Glostrup, Denmark)
u razli¢itim omjerima, ovisno o primarnom protutijelu. Za protutijelo IGF2 (ab 9574, Abcam,
Velika Britanija) razrjedenje je bilo 1:1000, a inkubacija je trajala 30 minuta na sobnoj
temperaturi. Za protutijelo IGF2R (ab 32815, Abcam, Velika Britanija) razrjedenje je bilo
1:1000, a inkubacija je takoder trajala 30 min na sobnoj temperaturi, ali se izmedu primarnog i
sekundarnog protutijela koristio EnVision Rabbit Linker (Code K8019, Dako, Glostrup,
Denmark) kao pojaciva¢ signala, kroz 15 min. Za vizualizaciju proteina rabljen je Dako EnVision
FLEX detection system (Code 8010, Dako, Glostrup, Denmark), odnosno sustav automatiziranog
bojenja u Autostaineru (Dako, Glostrup, Denmark). U otopini sa sekundarnim protutijelom
koristen je Dako EnVision FLEX /HRP detection reagent (DM822, Dako, Glostrup, Denmark)
koji sadrzi peroksidazu. Najprije je dodan 3% vodikov-peroksid kroz 5 minuta pa je provedena
inkubacija s kozjim sekundarnim protutijelom, kroz 30 minuta. Nakon toga uzorci su obradeni
sa supstratnom otopinom koja sadrzi diaminobenzidin (DAB) (EnVision FLEX DAB+

Chromogen, DM827, Dako, Glostrup, Denmark) razrijedenoj sa otopinom koja sadrzi vodikov
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peroksid (EnVision FLEX Substrate Buffer, DM823, Dako, Glostrup, Denmark) u mraku, kroz
10 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon oksidacije DAB stvara stabilan smedi produkt na
mjestu ciljnog antigena. Potom su uzorci isprani vodovodnom pa destiliranom vodom i
kontrastno bojeni hematoksilinom (EnVision FLEX Hematoxylin, Code K8018, Dako, Glostrup,
Denmark) jednu minutu, da bi se obojale stani¢ne jezgre. Nakon toga slijedilo je zavrSno
ispiranje vodovodnom zatim destiliranom vodom te zavrS$na dehidracija u nizu alkohola etanola
(70%, 96% i 100%) i ksilola. Preparati su potom pokriveni sa sintetskom smolom New

Entellanom (Merck, Darmstadt, Njemacka) i predmetnim stakalcem.

Za antitijelo IGF2 (ab 9574, Abcam, Cambridge, Velika Britanija) koriStena je placenta kao
pozitivna kontrola, negativna kontrola nije koristena. Za antitijelo IGF2R (ab 32815, Abcam,
Cambridge, Velika Britanija) kao pozitivna kontrola koriSten je zdravi sréani zalistak, negativna
kontrola nije koriStena. Imunohistokemijska reakcija na IGF2 odredivana je prema metodi koju
su opisali Steigen i sur. (117) dok je reakcija na IGF2R odredivana prema metodi koju su
opisali Berthe i sur. (118).

Za statisticku analizu ispitanici su podijeljeni u skupine po spolu te u tri dobne skupine (do 30
godina, 40-45 godina i viSe od 45 godina). Za skupinu zdravih sluznica imali smo samo deskrip-
tivnu dob iz arhivskih podataka pa nije bilo moguce povezati dobnu skupinu i vrijednosti mjerenja

za pojedini protein.

3.4. Poliakrilamidna gel-elektroforeza

U Eppendorf epruveti u 1,5 mL vode otopljena je jedna tableta koktela inhibitora proteaze
(cOmplete ULTRA Tablets, Mini, EDTA-free, EASYpack, MadeinGermany, Roche Diagnostics
GmbH, Manheim, Germany). Tkiva prethodno pohranjena u teku¢em dusiku ru¢no su homo-
genizirana uz pomo¢ tekuceg dusika u tarioniku. U svaki uzorak dodani su inhibitori proteaza
I SDS pufer za lizu tkiva (850 pl pufera +150 inhibitora proteaza; 4% SDS, 125 mM tris pH
8.5, 40% glycerol, 100 MM DTT, 7 x inhibitori proteaza). Nakon toga su svi uzorci stavljeni u
ultrazvuénu kupelj kako bi se pospjesila liza, na jedan sat. Uzorci su centrifugirani pri 14000 rpm,
45 minuta, a zatim je dodan 1M jod-acetamid (Sigma-Aldrich, SAD) radi alkilacije. Kvantifi-
kacija proteina provedena je uz pomo¢ fluorometrijske kvantifikacijske platforme Qubit-
fluorometra (QubitTM Fluorometer, InvitrogenTM, Life technologiesTM; SAD), a rezultati

su prikazani u tablici (tablica 3).
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Za poliakrilamidnu-gel elektroforezu (SDS-PAGE) koristeno je 50 pg proteina po uzorku.

Proteini su prije elektroforeze proc¢is¢eni dodatkom cetverostruke koli¢ine acetona ohladenog na-

20 °C. Tako pripremljeni uzorci stavljeni su da odstoje preko noci na -20 °C. Slijede¢i dan je

odstranjen aceton te je u proteinski pelet dodan pufer za nanoSenje uzoraka na gel (Laemmli

Sample Buffer, 1 M Tris HCI, 10% SDS, 100% glicerol, 2 M DTT, miliQ H,0) te su uzorci

zagrijani na 95 ° 5 minuta. Potom su uzorci naneseni u gel za jednodimenzionalnu elektroforezu

(4% gel za razdvajanje;12% gel za sabijanje), 1 to tako da je u prvu jaZicu nanesena standardna

otopina proteina (Biorad dual color protein standard, SAD; mjeSavina prethodno obojanih

proteinskih standarda), a u ostale jazice svaki uzorak pojedinacno. Elektroforeza je tekla uz struju

konstantnog napona 200 V, tijekom sat vremena. Za poliakrilamidnu gel-elektroforezu koristen je

uredaj za elektroforezu BIO-RAD tetracell, SAD. Nakon toga membrana je slikana digitalnom
kamerom Image Quant LAS 500 (GE Healthcare Bio-SciencesAB, Svedska).

Tablica 3. Rezultati kvantifikacije proteina prema Qubit-fluorometru.

Redni broj uzorka | Kvantificirana koli¢ina Koli¢ina lizata i dodanog acetona
proteina (mg/mL)

1. 1,8 27 pL lizata + 115 pL acetona

2. 3,53 14,16 pL lizata + 60 pL acetona

3. 3,01 16,6 pL lizata + 70 pL acetona

4. 4,84 10 pL lizata + 40 pL acetona

5. 19,80 2,52 uL lizata + 10 uL acetona

6. 34,1 1,46 uL lizata + 10 uL acetona

7. 14,5 3,44 uL lizata + 15 pL acetona

8. 48,1 1,03 pL lizata + 10 pL acetona

9. 29,8 1,6 pL lizata + 10 pL acetona

10. 2,25 22,2 uL lizata + 100 pL acetona

11. 2,36 21,18 pL lizata + 100 pL acetona

12. 1,95 25,6 pL lizata + 150 pL acetona

13. 3,17 15,77 pL lizata + 100 pL acetona

14. 2,87 17,42 uL lizata + 100 pL acetona

15. 1,86 26,88 uL lizata + 150 uL acetona

16. 2,96 16,9 uL lizata + 100 uL acetona
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3.5. Digestija proteina u gelu

Za identifikaciju diferencijalno eksprimiranih proteina, poliakrilamidni gelovi obojani su bojom
Coomasie Brilliant Blue (Sigma-Aldrich, Njemacka). Slikanje gelova provedeno je digitalnom
kamerom (ImageQuant LAS500, GE Healthcare Bio — Science AB, Svedska), a analiza dife-
rencijalno eksprimiranih traka na gelu provedena je uz pomo¢ programa Quantity one (BIO —
RAD). Diferencijalno eksprimirane trake su ru¢no izrezane uz pomo¢ skalpela i usitnjene na
male komadice te stavljene u epruvete od 2 mL (Eppendorf). Zatim se tri puta naizmjeni¢no
ponavljalo dodavanje otopine za hidrataciju komadica gela (100 mM amonij karbonat
NH;COj3, H,0) 5 min uz tre$nju i odbacivanja supernatanta te dodavanje otopine za dehidra-
ciju komadica gela (50 mM NH4CO3, H,0, 60% acetonitril ACN) 30 min uz tre$nju i odbaci-
vanje supernatanta. Komadi¢i gela su potom posuseni do potpune suhoée u vakuumu te je
nakon toga na njih dodana otopina za digestiju (10 ng/ug tripsin (Lonza, Svicarska), 50 mM
NH;CO3, H,0, 10% ACN). Komadi¢i gela su rehidrirani 30 min na ledu te potom tijekom
no¢i na +37° C. Iz uzorka su idu¢i dan vodeni ekstrakti peptida prebaceni u nove epruvete od
1.5 mL (Eppendorf), a na preostale komadice gela je dodano 65% ACN (J. T. Baker, SAD)/
5% octene kiseline (Kemika, Hrvatska) te su uzorci smijesani (Vortex), centrifugirani 30
minuta 1 sonicirani 5 minuta. Preostali supernatant je potom prebacen u epruvete od 1.5 mL
(Eppendorf, Njemacka) sa ekstraktima peptida. Na komadice gela se dodala voda nakon cega
slijedi inkubacija 15 min te ponovno prebacivanje supernatanta u epruvete od 1.5 mL
(Eppendorf). Korak s 65% ACN / 5% octene kiseline se ponavlja, te se nakon toga slijedi
dodavanje 100% ACN i inkubiranje 20 min i ponovno prebacivanje supernatanta u epruvete
od 1.5 mL. Ekstrahirane digeste se centrifugira i posusi u vakuumu kako bi se reducirao

volumen. Ekstrakti su nakon redukcije volumena u vakuumu pohranjeni na — 20™°C.

3.6. Analiza i identifikacija proteina uz pomo¢ masene spektrometrije

Identifikacija proteina u digestima provedena je uz pomo¢ masene spektrometrije u proteomskom
centru ,,Proteomics Core, COBRE Center for Cancer Research Development®, Rhode Island

Hospital, SAD.
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3.6.1. Nano-LC - MS/MS analiza

Za separaciju triptickih peptida prije masene spektrometrije koristila se kolona s punilom C18
(75 pm x 12 ecm; Orochem Technologies, Inc., Lombard, IL, SAD) sa integriranim sustavom za
elektrosprej ionizaciju (10 um ESI emitter tip “Self-Pack™ PicoFrit column; New Objective,
Woburn, MA, SAD). Otapalo A je bilo 0,1 M octena kiselina u vodi, a otapalo B 0,1 M octena
kiselina u ACN. Peptidi su eluirani u linearnom gradijentu (0-70% otapala B tijekom 60
minuta), pri 200 nL/min na uredaju HPLC (Agilent 1200 HPLC, Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, SAD). Identifikacija proteina provedena je na uredaju LTQ Velos Orbitrap Velos
(Thermo Scientific, San Jose, CA, SAD) pri voltazi izvora ESI od 1,8 kV. Spektri masa
dobiveni su u rasponu m/z od 300 — 1700, nakon ¢ega je uslijedilo prikupljanje spektara nakon
fragmentacije (MS/MS) za deset najzastupljenijih iona u ionskoj stupici LTQ. Samo ioni koji su

imali naboj ve¢i ili jednak 2 su uzeti u obzir za disocijaciju izazvanu kolizijom.

3.6.2. Analiza podataka

MS/MS spektri su pretrazivani uz pomo¢ bazi podataka proteina UniProt uz pomo¢ algoritma
Mascot v.2.3.2 (Matrix Science, SAD). Mascot pretrazivanja su izvedena pri sljede¢im para-
metrima: specifi¢nost enzima — tripsin, dva moguca propustena cijepanja, tolerancija mase -
20 ppm, modifikacija — oksidacija na metioninu i staticka izmjena karbamidometilacije na
cisteinu. Kvantifikacija proteina je provedena uz pomo¢ programa ProteolQ software v.
2.3.05 (Biolnquire, Bogart, SAD). Podaci su filtrirani prema sljede¢im strogim Kriterijima:
Mowse score > 64 za sva stanja naboja, najmanje dva peptida po proteinu, 1% stopa pogreSne
identifikacije peptida i 1% stopa pogresne identifikacije proteina. Tijek eksperimentalnih

postupaka prikazan je na slici 3.
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Slika 3. Tijek eksperimentalnih postupaka. Uzorci odlozeni u tekué¢i dusik su
lizirani, proteini iz lizata su odvojeni 1-D elektroforezom te je nakon
toga uslijedila digestija proteina u gelu tripsinom. Peptidi su nakon toga

analizirani LC-MS/MS nakon ¢ega su bioinformatic¢ki obradeni.

3.7. Western blot

Nakon liziranja tkiva i kvantifikacije proteina, iz stani¢nih lizata za Western blotting pretaloZzeno
je 50 ug proteina po uzorku u 100%-tnoj otopini acetona na -20 °C preko no¢i. Lizati odnosno
proteini su razdvojeni uz pomo¢ okomite elektroforeze na poliakrilamidnom gelu (prema ranije
opisanom protokolu). Nakon razdvajanja proteini su preneseni s gela na nitroceluloznu
membranu (BIO-RAD, SAD) tako da se slozio tzv. ,,sendvi¢ (redoslijed slojeva: crna spuzvica,
filter papir, gel, membrana, filter papir, crna spuzvica) koji je ekvilibririran u puferu za transfer
(25 mM Tris, 192 mM glycine, 20% (v/v) methanol (pH 8.3). Prijenos proteina s gela na
membranu proveden je u sustavu za prijenos (BIO-RAD, SAD) uz konstantnu jakost struje od
200 mA 1.5 sat 1 mijeSanje na magnetskoj mijeSalici, a potvrda transfera proteina na membranu
napravljena je bojom Amido-BlueBlack (Sigma-Aldrich, SAD). Zatim je uz pomo¢ koristenja
otopine za odbojavanje (25% izopropanola, 10% octene kiseline; Kemika, Hrvatska) tri puta po
pet minuta provedeno uklanjanje boje prije blokiranja membrane. Nakon odbojavanja
membrana je isprana 2 puta po 15 minuta u puferu TBST (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.5,
0.1% Tween-20; BIO-RAD, SAD). Nakon ispiranja membrane su blokirane u 4%-tnoj otopini
nemasnog mlijeka u prahu (BIO-RAD, SAD) u puferu TBST jedan sat uz treSnju (Rocking
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Platform, CAMLAB; England), na sobnoj temperaturi. Po zavrSetku blokiranja membrane su
preko no¢i inkubirane na +4 °C u otopini s primarnim protutijelima na Zeljeni protein uz
dodatak 1%-tne otopine albumina govedeg seruma (Sigma-Aldrich, SAD) otopljene u TBST, uz
vrtnju (Rotary shaker, J.P.SELECTA; Spanjolska). Kori§tena su primarna protutijela usmjerena
na lumikan (Anti Lumican antibody, ab 168348, Abcam, Velika Britanija, razrjedenje 1:1000) i
biglikan (Anti Byglican antibody, ab 109369, Abcam, Velika Britanija; razrjedenje 1:1000).

Nakon inkubacije, membrane su isprane 4 puta po 15 minuta u TBST i inkubirane na sobnoj
temperaturi jedan sat uz vrtnju sa sekundarnim protutijelom konjugiranim s perokidazom hrena
(sc-2030, Goat anti rabbit 1gG-HRP, SantaCruz Biotechnology; razrjedenje 1:2000). Nakon
inkubacije, membrane su ponovno isprane 4 puta po 15 minuta u TBST. Prije kemilumi-
niscencijske detekcije na membranu je stavljen 1 mL otopine luminola (Lumi Light Western
Blotting Substrate, Roche; Francuska), kroz jednu minutu na sobnoj temperaturi. Nakon
inkubacije, visak reagensa je uklonjen kratkim suSenjem filtar papirom te je membrana stavljena
izmedu dvije folije da se ne posusi 1 istisnuti su mjehuri¢i zraka. Potom je membrana slikana

digitalnom kamerom Image Quant LAS 500 (GE Healthcare Bio-Sciences”®, Svedska).

3.8. Statisticka obrada podataka

Za statistiCku obradu podataka koristen je programski paket Medcalc (v 11.4, MedCalc Software,
Belgium). Ovisno o potrebi koristeni su t-test, hi kvadrat test za trend, Fischerov egzaktni test,

Spearmanov koeficijent korelacije te Mann-Whitneyev test, na razini znacajnosti p < 0,05.
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA
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4.1. Imunohistokemijska analiza

U tablici 4. prikazane su skupine biopsijskih uzoraka pacijenata na kojima je radena

imunohistokemijska analiza ekspresije IGF2 i IGF2R.

Tablica 4. Prikaz skupina biopsijskih uzoraka pacijenata na kojima je

radena imunohistokemijska analiza ekspresije IGF2 i IGF2R.

Dijagnoza Broj pacijenata u skupini
Oralni lihen planus (OLP) 24
Leukoplakija (LPL) 18
Karcinom plocastih stanica 20
glave i vrata (CA PL)
Zdrava sluznica (2) 18

Imunohistokemijski nalaz za oba proteina kvantificiran je prema intenzitetu bojanja kao negativan
(0), slabo (1), jako (2) i vrlo jako obojan (3) te prema postotku bojenja kao negativan (0), slabo
pozitivan- obojenje manje od 10% stanica (1), umjereno pozitivan-obojenje 10-50 % stanica (2) i
jako pozitivan- obojenje >50 % stanica (3). Rezultati su prikazani u tablici 5. a, b, ci d te na
slici 4. Vrijednosti intenziteta i postotka ekspresije 2 i 3 tretirane su kao pozitivan rezultat, dok su
vrijednosti intenziteta i postotka ekspresije 0 i 1 tretirane kao negativan rezultat, odnosno smatralo

se da proteinski marker nije potvrden.
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a) Tablica5a. Rezultati imunohistokemije uzoraka karcinoma plocastih stanica

Redni Spol Dob IGF2 IGF2 % IGF2 IGF2R | IGF2R % | IGF2R
broj binarno intenzitet | binarno intenzitet
1 M 36 0 1 1 1 3 3
2 M 43 1 1 2 0 2 1
3 M 46 0 2 1 0 3 1
4 M 46 0 2 1 1 3 2
5 M 54 1 2 2 1 3 3
6 M 55 1 2 2 1 3 3
7 M 55 0 2 1 1 3 3
8 M 58 0 2 1 1 3 2
9 M 58 0 1 1 1 3 2
10 M 59 0 0 0 1 3 3
11 M 60 0 2 1 1 3 2
12 M 60 0 1 1 1 2 2
13 M 61 0 3 1 1 3 3
14 M 63 0 1 1 0 2 1
15 M 63 0 1 1 1 3 3
16 Z 63 0 1 1 1 3 3
17 M 67 0 1 1 1 3 3
18 M 68 1 3 2 1 3 3
19 M 73 0 3 1 1 3 3
20 Z 73 0 3 1 0 2 1
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b) Tablica 5b. Rezultati imunohistokemijske analize uzoraka leukoplakije

Redni Spol Dob IGF2 IGF2 % IGF2 IGF2R | IGF2R % | IGF2R
broj binarno intenzitet | binarno intenzitet
1 Z 37 0 2 1 1 3 2
2 M 39 1 2 2 1 2 2
3 M 44 0 1 1 0 3 1
4 V4 49 0 1 1 1 3 2
5 v/ 53 0 2 1 1 3 3
6 Z 53 0 0 0 0 3 1
7 M 54 0 1 1 1 3 2
8 Z 56 0 1 1 1 2 2
9 M 60 1 2 2 1 3 3
10 Z 61 0 2 1 1 3 3
11 Z 63 1 2 2 1 3 3
12 M 63 0 2 1 1 3 3
13 M 64 0 1 1 1 3 3
14 Z 66 0 0 0 1 3 2
15 Z 68 0 1 1 1 3 2
16 Z 71 0 1 1 1 3 2
17 Z 78 0 1 1 1 2 2
18 Z 84 1 2 2 1 2 2
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c) Tablica5c. Rezultati imunohistokemijske analize uzoraka oralnog lihena planusa

Redni Spol Dob IGF2 IGF2 % IGF2 IGF2R |IGF2R% | IGF2R
broj binarno intenzitet | binarno intenzitet
1 Z 26 0 1 1 1 3 3
2 M 32 0 0 0 0 0 0
3 v/ 38 0 2 1 1 3 2
4 M 38 0 2 1 1 3 2
5 Z 46 1 2 2 1 3 3
6 Z 49 1 2 2 1 2 2
7 Z 49 1 2 2 1 2 2
8 Z 49 0 2 1 1 3 3
9 Z 50 0 1 1 1 3 3
10 M 50 0 1 1 0 2 1
11 Z 51 0 0 0 1 2 2
12 M 54 0 2 1 1 3 3
13 Z 56 0 2 1 1 3 2
14 Z 56 1 2 2 1 3 3
15 M 61 1 2 2 1 3 3
16 zZ 62 0 0 0 0 3 1
17 Z 62 0 0 0 0 0 0
18 Z 66 0 2 1 1 2 2
19 Z 68 0 1 1 1 3 2
20 Z 70 0 1 1 1 3 3
21 Z 71 0 1 1 1 3 2
22 Z 71 1 2 2 1 3 3
23 M 72 1 2 2 1 3 3
24 Z 81 0 3 1 1 3 3
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d) Tablica5d. Rezultati imunohistokemijske analize uzoraka zdrave sluznice

Redni Spol Dob * IGF2 IGF2 % IGF2 IGF2R |IGF2R% | IGF2R
broj binarno intenzitet | binarno intenzitet
1 M 28 0 2 1 1 2 2
2 M 43 0 3 1 1 3 2
3 M 37 0 2 1 1 3 3
4 M 53 1 3 2 1 3 3
5 M 38 1 3 2 1 3 3
6 M 39 0 2 1 1 3 3
7 M 53 0 1 1 1 3 3
8 M 54 0 2 1 1 3 3
9 M 45 1 2 2 1 3 3
10 Z 42 1 3 2 1 3 3
11 Z 53 0 2 1 1 3 3
12 Z 50 0 2 1 1 3 3
13 Z 47 0 3 1 1 3 3
14 Z 49 0 2 1 1 3 3
15 Z 50 0 3 1 1 3 3
16 Z 51 0 2 1 1 3 3
17 Z 50 0 2 1 1 3 3
18 Z 54 0 2 1 1 2 2

* srednja dob 46,4 + 7,3 (raspon dobi 28-54)
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Usporedba intenziteta i postotka ekspresije IGF2 i IGF2R unutar pojedine skupine uzoraka,

pokazala je kako IGF2 obi¢no ima manji intenzitet i na manjoj je povrSini (postotak ekspresije)

u odnosu na IGF2R u svakoj skupini pacijenata (slika 4), $to ispada statisticki znacajno prema

Mann-Whitney testu (tablica 6).
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Slika 4. Postotak i intenzitet ekspresije IGF2 i IGF2R (M6PR) unutar pojedine

skupine uzoraka (CA PL-karcinom plocastih stanica glave i vrata, LPL-

leukoplakija, OLP-oralni lihen planus).

Tablica 6. Usporedba postotka i intenziteta ekspresije IGF2 i IGF2R unutar pojedine skupine

uzoraka (Mann-Whitneyev test).

CaPL LPL OLP Zdravi
IGF postotak u usporedbi s
IGF2R postotkom P=0,0001 | P<0,0001 | P<0,0001 P =0,001
IGF intenzitet u usporedbi s
IGF2R intenzitetom P<0,0001 | P<0,0001 | P=0,0001 P <0,0001
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Ako gledamo samo binarnu podjelu intenziteta bojenja unutar pojedine grupe prilikom cega
intenzitet bojenja ++ (2) i +++ (3) smatramo pozitivnim, a 0 i + (1) negativnim, razlika je takoder

statisticki znacajna (tablica 7).

Tablica 7. Usporedba intenziteta ekspresije IGF2 i IGF2R unutar pojedine skupine uzoraka,

prema binarnoj podjeli intenziteta.

zdravi Capl LPL OLP
Intenzitet |IGF2 IGF2R |IGF2 IGF2R |IGF2 IGF2R |IGF2 IGF2R
+ 4 18 4 16 4 16 7 20
- 14 0 16 4 14 2 17 4
Fischerov test <0.0001 0,0002 < 0.0001 0,0004

Korelacijom parametara unutar ukupnih rezultata uoceno je da je korelacija intenziteta i1 po-
stotka ekspresije za IGF2 i IGF2R umjerena (Spearmanov koeficijent korelacije (IGF2 postotak
ekspresije s IGF2 intenzitetom ekspresije) = 0,519; koeficijent korelacije (IGF2R postotak
ekspresije s IGF2R intenzitetom ekspresije) = 0,591).

Usporedivanjem postotka ekspresije i intenziteta ekspresije IGF2 i IGF2R izmedu pojedinih
skupina uzoraka odnosno dijagnoza, pokazalo se kako je razlika u postotku ekspresije IGF2 i
intenzitetu ekspresije IGF2R u populaciji zdravih statisticki znacajna u odnosu na pacijente s
lihenom, leukoplakijom i oralnim karcinomom plocastih stanica. U intenzitetu ekspresije IGF2 i
postotku ekspresije IGF2R nije bilo statisticki znacajne razlike medu skupinama (tablica 8, slika
5) $to je utvrdeno Mann-Whitneyevim testom.

Tablica 8. Razlika postotka i intenziteta ekspresije IGF2 i IGF2R unutar pojedinih skupina.

IGF2 % IGF intenzitet IGF2R % IGF2R intenzitet

zdravi vs zdravi vs \ zdravi vs zdravi vs

CaPl |P=0,0288 |CaPl |P=0,6765 [CaPl |P=0,4881 |CaPI P =0,0478

LPL |P=0,0003 |LPL |P=0,5851 |LPL |P=0,4086 |LPL P =0,0028

OLP |P=0,0015 |OLP |P=0,7027 |OLP |P=0,1619 |OLP P=0,0118

CaPl vs \ \ \ \ \

LPL |P=0,2264

OLP |P=0,4927
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Slika 5. Postotak i intenzitet ekspresije IGF2 i IGF2R (M6PR) za svaku skupinu
uzoraka (CA PL-oralni karcinom ploc¢astih stanica, LPL-leukoplakija,

OLP-oralni lihen planus)

U intenzitetu ekspresije IGF2 i IGF2R nije bilo statisti¢ki znacajne razlike medu spolovima,
ali je utvrdena znaCajna razlika u raspodjeli spolova izmedu skupine uzoraka zdravih
pacijenata (devet muskaraca i devet Zena) 1 pacijenata s karcinomom (18 muskaraca i dvije

zene) (Fischerov test, p = 0,0113).

Kada smo podijelili uzorke oralnog lihena planusa, leukoplakije i karcinoma plocastih stanica
glave i vrata prema dobi pacijenata u skupine (do 30 godina, 30 — 45 godina i vise od 45
godina), razlika u intenzitetu ekspresije pojedinog proteina u odnosu na dob pacijenata nije bila
statisticki znacajna. Za uzorke zdrave sluznice imali smo samo deskriptivnu dob, a ne i podatke

0 dobnoj skupini pa nije bilo moguce povezati dobnu skupinu i vrijednosti mjerenja za proteine.
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C D

Slika 6. Prikaz jako pozitivnog imunohistokemijskog nalaza za IGF2 prema dijagnozama
pacijenata: A) leukoplakija, povecanje 200X, obojenje (++) (postotak i intenzitet
ekspresije); B) oralni lihen planus, povecanje 200X, obojenje (+++) (postotak i
intenzitet ekspresije); C) oralni karcinom plo¢astih stanica, poveéanje 100X, obojenje
(+1+) (postotak i intenzitet ekspresije); D) zdrava sluznica, povecanje 200X, obojenje

(+++) (postotak ekspresije IGF2) i (++) (intenzitet ekspresije IGF2).
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C D

Slika 7. Prikaz jako pozitivnog imunohistokemijskog nalaza za IGF2R prema dijagnozama
pacijenata: A) leukoplakija, povecanje 200X, obojenje (++) (postotak i intenzitet
ekspresije); B) oralni lihen planus, poveéanje 200X, obojenje (+++) (postotak i
intenzitet ekspresije); C) oralni karcinom plocastih stanica, poveéanje 200X, obojenje
(+++) (postotak i intenzitet ekspresije); D) zdrava sluznica, povecanje 200X, obojenje

(+++) (postotak i intenzitet ekspresije).
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4.2. Poliakrilamidna gel-elektroforeza

Ukupni profil ekspresije proteina analiziran je u uzorcima promijenjene oralne sluznice pacijenata
s lihenom i karcinomom u usporedbi sa sluznicom istih pacijenata koja nije zahva¢ena promje-
nama te sluznicom zdravih ispitanika bez promjena na sluznici. U tu su svrhu iz tkiva izolirani
ukupni proteini i razdvojeni uz pomo¢ poliakrilamidne gel-elektroforeze (slika 8). 1z gelova su
izrezane diferencijalne trake te su potom podvrgnute digestiji u gelu. Identifikacija diferencijalno

eksprimiranih proteina provedena je na spektrometru masa.

s 1 2 3 4 5 6 7 S 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Slika 8. Reprezentativni poliakrilamidni gel dobiven separacijom proteina iz ekstrakcija biopsijskih
uzoraka ukupno deset pacijenata s dijagnozom karcinoma plocastih stanica, oralnog
lihena planusa te pacijenata bez promjena na sluznici. S-standard, 1-3 zdrave sluznice,
4-7 nepromijenjene sluznice pacijenata s karcinomom, 8-10 i 12 promijenjena sluznica
pacijenata s lihenom, 11 i 13 nepromijenjena sluznica pacijenta s lihenom, 14-promije-
njena sluznica pacijenta s karcinomom glave i vrata, 15-zdrava sluznica, 16-nepromije-
njena sluznica pacijenta s karcinomom glave i vrata.

Analiza gelova pokazala je kako se izmedu analiziranih grupa diferencijalno eksprimiraju proteini
u ukupno 16 traka te su u njima masenom spektrometrijom identificirani proteini za koje smatra-

mo kako imaju ulogu u patogenezi bolesti i/ili nastanku simptoma.
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4.3. Masena spektrometrija

Masenom spektrometrijom identificiralo se ukupno 5011 proteina u svim analiziranim uzorci-
ma. Kako bismo utvrdili koji su identificirani proteini diferencijalno eksprimirani u pojedinim

uzorcima usporedili smo rezultate identifikacija za sljede¢e skupine:

(1) usporedba promijenjene i nepromijenjene sluznice u svih pacijenata s dijagnostici-
ranim lihenom,

(2) usporedba promijenjene i nepromijenjene sluznice u svih pacijenata s dijagnostici-
ranim karcinomom,

(3) usporedba nepromijenjenih sluznica u svih pacijenata s lihenom u odnosu s nepro-
mijenjenom sluznicom svih pacijenata s karcinomom,

(4) usporedba svih nepromijenjenih sluznica pacijenata s lihenom i karcinomom u
usporedbi sa zdravim sluznicama u pacijenata bez promjena na oralnoj sluznici te

(5) usporedba promijenjene sluznice pacijenata s karcinomom glave i vrata u odnosu s

uzorcima promijenjene sluznice u pacijenata s oralnim lihenom (tablice 9-13).
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4.3.1. Rezultati masene spektrometrije promijenjene i nepromijenjene sluznice u svih

pacijenata s dijagnosticiranim lihenom

U tablici 9. prikazani su diferencijalno eksprimirani proteini dobiveni masenom spektrometrijom

uzoraka oralnog lihena: promijenjene i naizgled nepromijenjene sluznice.

Tablica 9. Diferencijalno eksprimirani proteini u svim uzorcima oralnog lihena: promijenjene
sluznice (OLP-B) u usporedbi s naizgled nepromijenjenom sluznicom istih pacijenata
(OLP-2).

Redni Pristupni broj Ime proteina Bioloska funkcija Prisutnost u
broj uzorku

OLP-B (promijenjena sluznica)

Citoskeletni proteini

1 P35527 Keratin, tip | citoskeletni 9 Citoskeletni protein Svi OLP-B
2 Q60FE2 Miozin-9 Citoskeletni protein, regulacija stani¢nog | Svi OLP-B
oblika, stani¢na signalizacija
3 P12035 Keratin, tip Il citoskeletni 3 Citoskeletni protein, diferencijacija Svi OLP-B
epitelnih stanica
4 Q15149 Plektin Citoskeletni protein, sudjeluje u Svi OLP-B
apoptotickim procesima
5 P19012 Keratin, tip | citoskeletni 15 Citoskeletni protein, razvoj epiderma Svi OLP-B
6 P0O7476 Involukrin Keratinizacija, vezanje proteina Svi OLP-B
B4DU44
7 060437 Periplakin Citoskeletni protein, keratinizacija Svi OLP-B
K7EKI8
8 Q86Y46 Keratin, tip Il citoskeletni 73 Keratinizacija dlaka/kose Svi OLP-B
9 PO7737 Profilin-1 Citoskeletni protein, stani¢na signalizacija, | Svi OLP-B
uloga u grusanju krvi
10 Q8N1N4 Keratin, tip Il citoskeletni 78 Aktivnost strukturnih molekula Svi OLP-B
11 P04259 Keratin, tip Il citoskeletni 6B Razvoj ektoderma Svi OLP-B
12 P35749 Miozin-11 Kontrakcija stanice Svi OLP-B
D2JYH7
B1PS43
13 Q9UBC9 Mali protein 3 bogat prolinom Keratinizacija, cijeljenje rana, Svi OLP-B
F5GZ12 diferencijacija keratinocita, razvoj
epiderma
14 Q01546 Keratin, tip Il citoskeletni 2 Citoskeletni protein Svi OLP-B
15 P08727 Keratin, tip | citoskeletni 19 Kontrakcija stanica, citoskeletni protein, Svi OLP-B

diferencijacija stanica

Metabolic¢ki proteini

16 P14618 Piruvat kinaza Uloga u metabolickim procesima Svi OLP-B
B4DNK4

17 HOYN42 Aneksin 2 (Ulomak) Angiogeneza, metabolicki procesi Svi OLP-B

18 J3KPS3 Fruktozno-bisfosfonatna aldolaza | Glikolitic¢ki procesi Svi OLP-B
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19 Q53HR5 Cimbenik elongacije 1-alfa Sudjeluje u biosintezi proteina Svi OLP-B
(ulomak)
20 Q01469 Protein koji veZe masne kiseline | Metabolicki procesi Svi OLP-B
E7DVWS5
21 Q14134 Protein koji sadrzi tro¢lani motiv | Regulacija metaboli¢kih procesa Svi OLP-B
29
22 11VZV6 Hemoglobin alfa 1 Transport Kisika Svi OLP-B
23 P13639 Cimbenik elongacije 2 Metabolic¢ki procesi, stani¢na smrt Svi OLP-B
Apoptoticki proteini
24 P47929 Galektin-7 Sudjeluje u apoptotickim procesima Svi OLP-B
Stani¢na signalizacija
25 P14923 Spojni plakoglobin Migracija stanica, morfogeneza stanica, Svi OLP-B
F5GWPS uloga u stani¢noj signalizaciji
26 P27482 Protein 3 nalik kalmodulinu Moze se natjecati s kalmodulinom za Svi OLP-B
razli¢ita vezna mjesta; vezanje kalcijevih
iona
Komponenta nukleosoma
27 P58876 Histon H2B Komponenta nukleosoma, organizacija Svi OLP-B
P57053 kromatina, uloga u urodenom
060814 imunoloSkom odgovoru sluznice
28 QOVASS Histon H4 Komponenta nukleosoma Svi OLP-B
Komponenta izvanstani¢nog matriksa
29 D3DTX7 Kolagen, tip I, alfa 1, izoforma Komponenta izvanstani¢nog matriksa Svi OLP-B
CRA_a
30 Q6FH10 Protein dekorin Starenje, cijeljenje rana, stani¢na Svi OLP-B
PO7585 signalizacija, komponenta izvanstani¢nog
FBVXZ8 matriksa
Nepoznata funkcija
31 Q6PJF2 Protein IGK@ Funkcija nije poznata Svi OLP-B
Q6P5S8
OLP-Z (naizgled nepromijenjena sluznica)
Metaboli¢ki proteini
32 P60174 Triozafosfatna izomeraza Metabolizam ugljikohidrata, Svi OLP-Z
glukoneogeneza, glikoliza
33 Q53H26 Inacica transferina (Fragment) Homeostaza i transport (staniénog) Zeljeza | Svi OLP-Z
34 P02647 Apolipoprotein A-I Uloga u grusanju krvi, migracija Svi OLP-Z
endotelnih stanica krvnih zila, regulacija
stani¢nih procesa
35 Q75MT9 Malat-dehidrogenaza Regulacija stani¢nih procesa, metabolizam | Svi OLP-Z
Q6FHZ0 ugljikohidrata
QOQF37
P40926
36 P00558 Fosfoglicerat-kinaza 1 Metabolizam ugljikohidrata, Svi OLP-Z
glukoneogeneza, glikoliza
37 P62937 Peptidil-prolil cis-trans Uloga u grusanju krvi, regulacija stani¢nih | Svi OLP-Z
A8KA486 izomeraza A procesa, nabiranje (savijanje) proteina
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38 P30086 Protein 1 koji veze Inhibitor proteaza Svi OLP-Z
DIIAIL fosfatidiletanolamin
39 Q8N6N5 Tubulin, beta 2C Polimerizacija proteina, komponenta Svi OLP-Z
Q81229 mikrotubula
40 P23396 40S ribosomalni protein S3 Regulacija stani¢nih procesa Svi OLP-Z
J3KN86
41 P01023 Alfa-2-makroglobulin Uloga u grusanju krvi, regulacija stani¢nih | Svi OLP-Z
procesa
42 MOQYTO Nekarakterizirani protein Kataliticka aktivnost, vezanje nukleotidai |Svi OLP-Z
(Fragment) nukleinske kiseline
Imunoloski odgovor
43 P01876 Regija lanca C imunoglobulina Sudjeluje u imunoloskom odgovoru Svi OLP-Z
alfa-1
44 P08238 Protein toplinskog Soka 90-beta | Urodeni imunoloski odgovor, nabiranje Svi OLP-Z
proteina, stani¢na signalizacija
45 P05109 Protein S100-A8 Veze kalcij i cink i ima ulogu u upalnimi | Svi OLP-Z
imunoloSkim procesima
46 P07900 Protein toplinskog Soka 90-alfa | ATP katabolicki procesi, metaboli¢ki Svi OLP-Z
procesi malih molekula, urodeni
imunoloski odgovor
47 Q6EZE9 Neutrofilni defenzin Sudjeluje u imunoloskom odgovoru protiv | Svi OLP-Z
P59666 bakterija, antibiotska, protugljivi¢na i
P5066S5 protuvirusna aktivnost
48 P00738 Haptoglobin Imunolos§ki odgovor, regulacija staniénih | Svi OLP-Z
procesa
Stani¢ne komponente
49 Q6FI13 Histon H2A type 2 Komponenta nukleosoma Svi OLP-Z
Q16777
50 P13489 Inhibitor ribonukleaze Regulacija angiogeneze, negativna Svi OLP-Z
regulacija kataliticke aktivnosti
51 P08123 Alfa-2(I) lanac kolagena Uloga u grusanju krvi, razvoju krvnih zila, | Svi OLP-Z
organizaciji stanicnog matriksa
Antiapoptotic¢ki proteini
52 P04792 Protein toplinskog Soka beta-1 Pozitivna regulacija angiogeneze, Svi OLP-Z
negativna regulacija apoptoze, stani¢na
signalizacija
53 P02679 Gama lanac fibrinogena Uloga u grusanju krvi, negativna regulacija | Svi OLP-Z
apoptoze, organizacija izvanstani¢nog
matriksa
Komponente izvanstani¢nog matriksa
54 Q15582 Protein ig-h3 induciran Angiogeneza, proliferacija stanica, Svi OLP-Z
G8ILAS transformiraju¢im ¢imbenikom | organizacija izvanstani¢nog matriksa,
rasta a regulacija stani¢ne adhezije
55 P35555 Fibrillin-1 Organizacija izvanstanicnog matriksa Svi OLP-Z
56 P12109 Alfa-1(VI) lanac kolagena Organizacija izvanstanicnog matriksa, Svi OLP-Z
P12110 stani¢na adhezija, odgovor na glukozu
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4.3.2.

Rezultati masene spektrometrije promijenjene i nepromijenjene

sluznice u svih pacijenata s dijagnosticiranim oralnim karcinomom ploc¢astih

stanica

U tablici 10. prikazani su diferencijalno eksprimirani proteini uzoraka oralnog karcinoma plo-

Castih stanica — promijenjene sluznice u usporedbi s pripadaju¢om nepromijenjenom sluznicom.

Tablica 10. Diferencijalno eksprimirani proteini u uzorcima oralnog karcinoma plocastih

stanica: promijenjene sluznice (Ca-B) u usporedbi s naizgled nepromijenjenom

sluznicom (Ca-Z).

Redni broj | Pristupni broj Ime proteina Bioloska funkcija Prisutnost u
uzorku
Ca-B (promijenjena sluznica)
Citoskeletni protein
1 Q04695 Keratin, tip | citoskeletni 17 Citoskeletni protein Svi Ca-B
2 Q15149 Plektin Citoskeletni protein, sudjeluje u Svi Ca-B
apoptoti¢kim procesima
3 ABNDY9 Filamin A Keratinizacija, citoskeletni protein, Svi Ca-B
pozitivna regulacija stani¢nog rasta
4 B4E3A4 c¢DNA FLJ57283, vrlo sli¢na Citoskeletni protein Svi Ca-B
citoplazmatskom aktinu 2
5 B4E335 cDNA FLJ52842, vrlo sli¢na Aksonogeneza Svi Ca-B
citoplazmatskom aktinu 1
6 P35908 Keratin, tip Il citoskeletni 2 Keratinizacija, regulacija aktivnosti Svi Ca-B
Q01546 keratinocita, citoskeletni protein
7 P04259 Keratin, tip Il citoskeletni 6B Citoskeletni protein Svi Ca-B
8 J3QST3 Keratin, tip Il citoskeletni 3 Citoskeletni protein Svi Ca-B
9 Q05707 Lanac kolagena alfa-1(XIV) Citoskeletni protein, organizacija Svi Ca-B
izvanstani¢énog matriksa
10 Q86UAS5 Protein TPSAB1 Hidrolaza, proteaza, serinska proteaza Svi Ca-B
Q86TM8
11 B4DJ98 cDNA FLJ53558, vrlo sli¢na Homeostaza stani¢nih redoks procesa Svi Ca-B
proteinu disulfidnoj izomerazi A3
(EC5.3.4.1)
12 B3KQT2 cDNA PSEC0148 fis, klon Homeostaza stani¢nih redoks procesa Svi Ca-B
PLACE1007202, vrlo sli¢na
proteinu disulfidnoj izomerazi A3
(EC5.3.4.1)
13 Q09666 Protein povezan s Regulacija aktivnosti kalcijevih kanala, Svi Ca-B
diferencijacijom neuroblasta oligomerizacija protein, regulacija
AHNAK cijepanja RNA
Metabolicki proteini
14 D9YZU5 Hemoglobin, beta Prijenos Zeljeza Svi Ca-B
15 Q53H26 Transferin Prijenos Zeljeza, homeostaza stani¢nih Svi Ca-B
QO6AH7 iona Zeljeza
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16 P02787 Serotransferin Uloga u grusanju krvi, homeostazi Svi Ca-B
stani¢nog Zeljeza
17 B4E1B2 c¢DNA FLJ53691, vrlo sli¢na Prijenos zeljeza, homeostaza stani¢nih Svi Ca-B
serotransferinu iona zeljeza
18 Q2TSDO Gliceraldehid-3-fosfat Sudjeluje u metaboli¢kim procesima Svi Ca-B
dehidrogenaza glukoze
19 Q00610 Teski lanac 1 klatrina Regulacija stani¢nih procesa Svi Ca-B
20 P52209 Dekarboksilirajuc¢a 6- Metabolizam ugljikohidrata, Svi Ca-B
F5H7U0 fosfoglukonatna dehidrogenaza | oksidoreduktivni procesi, ostali
BAE2U0 metabolic¢ki procesi
B4DQJ8
21 E7ERH5 Fosfoglicerat kinaza Metabolizam ugljikohidrata Svi Ca-B
22 P11142 Protein 71 kDa srodan proteinu ATP kataboli¢ki procesi, organizacija Svi Ca-B
E9PKE3 toplinskog Soka membrane, regulacija stani¢nog ciklusa
23 D3DP13 Lanac fibrinogena beta, izoforma | Uloga u grusanju krvi, stani¢na Svi Ca-B
CRA e signalizacija
24 B4E1D3 cDNA FLJ53952, vrlo sli¢na Uloga u staniénoj signalizaciji Svi Ca-B
lancu fibrinogena beta
25 C9JEUS Gama lanac fibrinogena Uloga u stani¢noj signalizaciji Svi Ca-B
26 P80723 Protein 1 topiv u mozdanoj Stani¢na signalizacija, razvoj crne tvari, |Svi Ca-B
kiselini osita, prsnog kos$a, prednje abdominalne
Supljine
27 Q9Y490 Talin-1 Uloga u grusanju krvi, kontrakciji stanica, | Svi Ca-B
Q5TCU6 stani¢noj signalizaciji
28 F5GWP8 Spojni plakoglobin Migracija stanica, morfogeneza stanica, | Svi Ca-B
uloga u stani¢noj signalizaciji
29 Q99880 Histon H2B Organizacija kromatina i nukleosoma Svi Ca-B
Q99879
Q99877
Q93079
Q5QNW6
P62807
P58876
Imunoloski odgovor
30 P10809, Mitohondrijski protein toplinskog | Aktivacija B i T limfocita, regulacija Svi Ca-B
B3GQS7 Soka, 60 kDa stani¢nih procesa, savijanje (nabiranje)
proteina, odgovor na stres
31 Q53GZ6 I1zoforma proteina 8 izoforme 1 Odgovor na stres Svi Ca-B
toplinskog Soka 70 kDa
(Fragment)
Ca-Z (naizgled nepromijenjena sluznica)
Metabolicki proteini
32 P06733 Alfa-enolaza Metabolizam ugljikohidrata, Svi Ca-Z
glukoneogeneza, glikoliza, stani¢na
signalizacija
33 P02774 Protein koji veze vitamin D Metabolicki procesi malih molekula, Svi Ca-Z
D6RF35 vitamina D i steroida
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34 QOQEN7 Podjedinica ATP sintaze Metabolicki procesi lipida, transport Svi Ca-Z
P06576 protona nakon hidrolize i sinteze ATP-a,
angiogeneza, biosintetic¢ki procesi
povezani s ATP-om, transport protona
35 P13639 Cimbenik elongacije 2 Metabolicki procesi stani¢nih protein, Svi Ca-Z
stani¢na smrt
36 Q8N6N5 Beta tubulin Polimerizacija proteina, procesi povezani | Svi Ca-Z
Q8IWP6 s mikrotubulima
37 P13489 Inhibitor ribonukleaze Regulacija angiogeneze, negativna Svi Ca-Z
regulacija katabolickih procesa
38 Q13584 I1zocitrat dehidrogenaza [NADP] | Metaboli¢ki procesi izocitrata, ciklus Svi Ca-Z
trikarboksilne kiseline
39 P00450 Ceruloplazmin Homeostaza stani¢nih iona Zeljeza, Svi Ca-Z
Q1L857 prijenos iona bakra, transmembranski
E9PFZ2 transport
A5PL27
40 B725Q2 cDNA FLJ58075, vrlo sli¢cna Homeostaza stani¢nih iona Zeljeza, Svi Ca-Z
ceruloplazminu (EC 1.16.3.1) prijenos iona bakra
41 ABK5A4 cDNA FLJ76826, vrlo sli¢na Homeostaza stani¢nih iona Zeljeza, Svi Ca-Z
feroksidazi ljudskog prijenos iona bakra
ceruloplazmina (CP), mMRNA
42 Q75MT9 Malat dehidrogenaza Uloga u metabolizmu stani¢nih Svi Ca-Z
Q6FHZ0 ugljikohidrata, stani¢na signalizacija
P40926
P40925
B9A041
43 P60174 Triozafosfat izomeraza Uloga u metabolizmu ugljikohidrata, Svi Ca-Z
metab.procesi malih molekula
44 Q86Y46 Keratin, tip Il citoskeletni 73 Aktivnost strukturnih molekula Svi Ca-Z
45 P02790 Hemopeksin Homeostaza stani¢nog zeljeza, stani¢na | Svi Ca-Z
signalizacija
46 P02042 Delta podjedinica hemoglobina Uloga u grusanju krvi, prijenos kisika Svi Ca-Z
AONO071
47 P14923 Spojni plakoglobin Staniéna signalizacija i migracija stanica |Svi Ca-Z
48 E9PCV6 Lanac kolagena alfa 3(V1) Odgovor na glukozu Svi Ca-Z
Imunoloski odgovor
49 QIUKX2 Miozin Kontrakeija stanica, stani¢na signalizacija | Svi Ca-Z
P12882 urodeni imunoloski odgovor, organizacija
P60660 membrane
J3KND3
G8JLA2
P12883
P13535
50 Q5TZZ9 Aneksin I/11 Diferencijacija T-limfocita, stani¢na Svi Ca-Z
P04083 signalizacija, stani¢ni odgovor na razlicite
PO7355 spojeve, angiogeneza, pupanje membrane
BADNHS8
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51 P01024 Komplement C3 Aktivacija komplementa, urodeni Svi Ca-Z
imunoloski odgovor, uloga u stani¢noj
signalizaciji
52 Q06830 Peroksiredoksin-1 Uloga u stani¢noj proliferaciji, Svi Ca-Z
citotoksi¢nost posredovana NK stanicama
53 P00738 Haptoglobin Odgovor u akutnoj fazi upale, imunoloski | Svi Ca-Z
odgovor
54 Q96A32 Laki reguliraju¢i lanac 2 miozina, | Imunoloski odgovor, uloga u razvoju Svi Ca-Z
izoforma skeletnog misica skeletnih miSi¢a
55 P05109 Protein S100-A8 Akutni i kroni¢ni imunoloski odgovor, Svi Ca-Z
urodeni imunoloski odgovor, odgovor
stanice na razlicite spojeve
56 Q5CAQ5 Antigen odbijanja tumora (Gp96) | Odgovor na stres, savijanje (nabiranje) Svi Ca-Z
1 proteina
Citoskeletni proteini
57 P08727 Keratin, tip | citoskeletni 19 Kontrakcija stanica, citoskeletni protein, | Svi Ca-Z
diferencijacija stanica
58 Q60FE2 1zoforma miozina-9 Citoskeletni protein, uloga u pokretanju | Svi Ca-Z
stanice, angiogeneza
59 P02647 Apolipoprotein A-I Uloga u grusanju krvi,migracija Svi Ca-Z
endotelnih stanica krvnih zila, regulacija
stani¢nih procesa
60 060437 Periplakin Keratinizacija, citoskeletni protein Svi Ca-Z
K7EKI8
61 P22105 Tenascin-X Citoskeletni protein, stani¢na adhezija, Svi Ca-Z
G5E9A9 metabolicki procesi
62 H6VRG2 Keratin 1 Citoskeletni protein Svi Ca-Z
63 P10916 Laki regulirajuéi lanac 2 miozina, |Razvoj miSi¢nih vlakana, kontrakcija Svi Ca-Z
F8VWQ7 izoforma pretklijetke/sr¢anog sr¢anog misica
Q61B42 misica
64 PO7737 Profilin-1 Citoskeletni protein, uloga u grusanju Svi Ca-Z
krvi, stani¢noj smrti
65 P68133 Aktin, alfa skeletni mi$i¢ Kontrakcija misica, rast stanice, odgovor |Svi Ca-Z
na razlicite spojeve
66 Q9UBC9 Mali protein 3 bogat prolinom Razvoj epiderma, keratinizacija, cijeljenje | Svi Ca-Z
F5GZ12 rana
67 P67936 Alfa-4 lanac tropomiozina Kontrakcija miSi¢a, pokretanje stani¢nih | Svi Ca-Z
komponenti
68 Q14908 Laki lanac 2 miozina sréane Vezanje kalcijevih iona Svi Ca-Z
pretklijetke
69 Q9BTM1 Histon H2A Sastavni dio nukleosoma Svi Ca-Z
Q99878
Q96KKS5
Q16777
POCOS8
Anti-apoptoti¢ni proteini
70 P09211 Glutation S-transferaza Negativna regulacija apoptotickih procesa | Svi Ca-Z

i akutnog upalnog odgovora, regulacija
metabolickih procesa
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71 P68032 Aktin, alfa sr€ani miSi¢ Negativna regulacija apoptotickih Svi Ca-Z
P62736 procesa, pokretanje aktinskih vlakana,
D2JYH4 odgovor na lijekove, kontrakcija misica,
regulacija krvnog tlaka
72 P14625 Endoplazmin Negativna regulacija apoptoze, stani¢na | Svi Ca-Z
signalizacija
73 P35609 Alfa-aktinin 2 Uloga u grusanju krvi,kontrakeiji stanica, | Svi Ca-Z
B2RCS5 adheziji stanica, regulacija apoptoze
74 P62937 Peptidil-prolil cis-trans izomeraza | Uloga u grusanju krvi, ulasku u stanicu- | Svi Ca-Z
ABK486 A domacina, zivotnom ciklusu virusa,
savijanje (nabiranje) proteina
Nepoznata funkcija
75 Q6PJF2 Protein IGK@ Funkcija nije poznata Svi Ca-Z
76 Q6UWPS8 Suprabazin Funkcija nije poznata Svi Ca-Z
Komponente izvanstani¢nog matriksa
77 P23284 Peptidil-prolil cis-trans izomeraza | Organizacija izvanstani¢nog matriksa Svi Ca-Z
B
78 D3DUV3 Protein nalik alfa-2- Protein izvanstani¢énog prostora Svi Ca-Z
makroglobulinu 1, izoforma
CRA_b
79 P35555 Fibrillin-1 Organizacija izvanstani¢nog matriksa, Svi Ca-Z
razvoj razli¢itih organa
80 Q32Q65 Beta lanac fibrinogena Uloga u grusanju krvi, organizaciji Svi Ca-Z
izvanstani¢nog matriksa, stani¢noj
signalizaciji
81 P36952 Serpin B5 Tumor supresor; pokretanje stani¢nih Svi Ca-Z
komponenti, organizacija izvanstani¢nog
matriksa
82 F6KPG5 Albumin (Fragment) Protein izvanstani¢nog prostora Svi Ca-Z
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4.3.3.

Rezultati masene spektrometrije nepromijenjene sluznice svih pacijenata s

lihenom u usporedbi s nepromijenjenom sluznicom svih pacijenata s

karcinomom

U tablici 11. prikazani su diferencijalno eksprimirani proteini u uzorcima nepromijenjene sluznice

svih pacijenata s lihenom (OLP-Z) u usporedbi s uzorcima nepromijenjene sluznice pacijenata s

oralnim karcinomom plocastih stanica.

Tablica 11. Diferencijalno eksprimirani proteini u uzorcima nepromijenjene sluznice uzoraka

lihena (OLP-Z) u usporedbi sa svim uzorcima nepromijenjene sluznice uzoraka

karcinoma plocastih stanica glave i vrata (Ca-Z).

Redni | Pristupni Ime proteina Bioloska funkcija Prisutnost u
broj broj uzorku
OLP-Z
Citoskeletni proteini
1 B4DRRO ¢DNA FLJ53910, vrlo sli¢na Citoskeletni protein Svi OLP-Z
citoskeletnom keratinu 6A, tipa Il
2 A8K2I10 c¢DNA FLJ78504, vrlo sli¢na ljudskom | Citoskeletni protein Svi OLP-Z
keratinu 6A, mMRNA
3 P35908 Keratin, tip 1l citoskeletni 2 epidermalni | Keratinizacija, razvoj epiderma Svi OLP-Z
4 ALA4E9 Keratin 13 Citoskeletni protein Svi OLP-Z
Imunoloski odgovor
5 P02751 Fibronektin Protein akutne faze, uloga u angiogenezi | Svi OLP-Z
6 K9JA46 Sekretorni protein 52 lumena Odgovor na stres, nabiranje proteina Svi OLP-Z
pasjemenika
7 Q9UP60 SNC73 protein Domena imunoglobulina/ funkcija nije | Svi OLP-Z
navedena
8 Q99880 Histon tipa H2B Komponenta nukleosoma, organizacija | Svi OLP-Z
Q99879 kromatina, uloga u urodenom
Q99877 imunoloskom odgovoru sluznice
Q93079
Q5QNW6
P62807
9 B3KSM6 cDNA FLJ36606 fis, klon Odgovor na stres Svi OLP-Z
TRACH2015654, vrlo sli¢na proteinu 6
toplinskog Soka 70 kDa
10 B2R6X5 c¢DNA, FLJ93166, vrlo sli¢na proteinu 6 | Odgovor na stres Svi OLP-Z
toplinskog Soka 70 kDa 70kDa protein 6
(HSP70B~) (HSPA6), mMRNA
11 |P01011 Alfa-1-antikimotripsin Upalni odgovor akutne faze, Svi OLP-Z
G3V5I3 metabolizam lipida i proteina
12 |P59666 Neutrofilni defenzinl/3 Sudjeluje u imunoloskom odgovoru Svi OLP-Z
Q6EZE9 protiv bakterija, antibiotska,
P59665 protugljivi¢na i protuvirusna aktivnost
13 | P26038 Moesin Pokretanje stani¢nih komponenti, Svi OLP-Z
migracija leukocita
14 |P01876 Alfa-1 lanac regije C imunoglobulina Sudjeluje u imunoloskom odgovoru Svi OLP-Z
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Metabolicki proteini

15 D9YZU5 Hemoglobin, beta Prijenos kisika Svi OLP-Z
P68871
16 P07355 Aneksin A2 Angiogeneza, metabolicki procesi Svi OLP-Z
17 Q59E92 Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Vezanje ATP-a, vezanje nukleinskih Svi OLP-Z
(Fragment) kiselina; aktivnost helikaza ovisnha o
ATP-u
18 Q516Y6 Lamin A/C prijepisna izoformaa 1 Stani¢na signalizacija, mitoticki procesi | Svi OLP-Z
19 P10809 Mitohondrijski protein toplinskog Soka, | Kataboli¢ki procesi ATP-a, aktivacija B | Svi OLP-Z
B3GQS7 60 kDa i T stanica, nabiranje proteina
20 Q6IPT9 Cimbenik elongacije 1-alfa Sudjeluje u biosintezi proteina Svi OLP-Z
21 Q53HR5 Cimbenik elongacije 1-alfa (Fragment) | Biosinteza proteina Svi OLP-Z
22 B3KQT9 cDNA PSEC0175 fis, klon Homeostaza stani¢nih redoks procesa Svi OLP-Z
OVARC1000169, vrlo sli¢na proteinu
disulfidnoj-izomerazi A3 (EC 5.3.4.1)
23 B3KQT2 cDNA PSEC0148 fis, clone Homeostaza stani¢nih redoks procesa Svi OLP-Z
PLACE1007202, vrlo sli¢na proteinu
disulfidnoj-izomerazi A3 (EC 5.3.4.1)
24 P69905 Alfa podjedinica hemoglobina Oksidativno-reduktivni procesi, prijenos | Svi OLP-Z
kisika
25 D1IMGQ2 Alfa-2 lanac globina Prijenos kisika Svi OLP-Z
26 B77992 c¢DNA FLJ53698, vrlo sli¢na gelsolinu | Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija | Svi OLP-Z
aktinskih niti, regeneracija tkiva
27 B7Z6N2 c¢DNA FLJ56154, vrlo sli¢na gelsolinu | Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija | Svi OLP-Z
aktinskih niti, regeneracija tkiva
28 B7Z2X4 c¢DNA FLJ53327, vrlo sli¢na gelsolinu | Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija | Svi OLP-Z
aktinskih niti, regeneracija tkiva
29 Q6EHZ3 Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Homeostaza stani¢nih redoks procesa Svi OLP-Z
STRF8
30 Q65859 Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Homeostaza stani¢nih redoks procesa Svi OLP-Z
DKFZp6661134 (Fragment)
31 Q67054 Hemoglobin Lepore-Baltimore Prijenos kisika Svi OLP-Z
(Fragment)
32 Q9Y490 Talin-1 Uloga u grusanju krvi; metabolizmu Svi OLP-Z
Q5TCU6 proteina
33 075369 Filamin-B Stani¢na signalizacija, diferencijacija Svi OLP-Z
stanica
34 Q75L23 Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Katabolic¢ki procesi proteina Svi OLP-Z
PSMC2 (Fragment)
35 P35998 Regulatorna podjedinica 7 proteaze 26S | Metabolicki procesi malih molekula, Svi OLP-Z
katabolicki procesi ATP-a
36 Q53G83 I1zoforma ribosomskog proteina S3 Sudjeluje u translaciji Svi OLP-Z
(Fragment)
37 Q14697 Neutralna alfa-glukozidaza AB Metaboli¢ki procesi stani¢nih proteina, | Svi OLP-Z
F5H6X6 nabiranje proteina
38 c¢DNA FLJ61290, vrlo sli¢na neutralnoj | Metabolizam ugljikohidrata, prijenos Svi OLP-Z
alfa-glukozidazi AB unutarstani¢nih proteina
39 MOQYTO Nekarakterizirani protein (Fragment) Kataliti¢ka aktivnost, vezanje nukleotida | Svi OLP-Z
i nukleinske kiseline
40 P01023 Alfa-2-makroglobulin Uloga u grusanju krvi, regulacija Svi OLP-Z
stani¢nih procesa
41 P08123 Alfa-2(1) lanac kolagena Uloga u grusanju krvi, razvoju krvnih Svi OLP-Z
zila, organizaciji stani¢nog matriksa
42 P30086 Protein 1 koji veze fosfatidiletanolamin | Inhibitor proteaza Svi OLP-Z
DIlAILl
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43 P07900 Protein toplinskog Soka 90-alfa ATP katabolicki procesi, metabolicki Svi OLP-Z
procesi malih molekula, urodeni
imunoloski odgovor
44 P00558 Fosfoglicerat-kinaza 1 Metabolizam ugljikohidrata, Svi OLP-Z
glukoneogeneza, glikoliza
45 Q6FHZ0 Malat-dehidrogenaza Regulacija stani¢nih procesa, Svi OLP-Z
P40926 metabolizam ugljikohidrata
Q75MT9
QOQF37
46 Q53H26 I1zoforma transferina (Fragment) Homeostaza i transport (stani¢nog) Svi OLP-Z
zeljeza
47 P23396 40S ribosomski protein S3 Regulacija stani¢nih procesa Svi OLP-Z
J3KN86
48 Q8NG6N5 Tubulin, beta 2C Polimerizacija proteina, komponenta Svi OLP-Z
Q8I1z29 mikrotubula
Stani¢ne komponente
49 Q9BTM1 Histon H2A tipa 2 Komponenta nukleosoma Svi OLP-Z
Q99878
Q96KK5
Q6FI13
Q16777
P20671
POC0S8
50 Q8NCL6 cDNA FLJ90170 fis, klon Komponenta membrane Svi OLP-Z
MAMMA1000370, vrlo sli¢na alfa-1
lancu regije C imunoglobulina
Apoptoticki proteini
51 P31946 14-3-3 beta/alfa protein Apoptoti¢ki procesi, stani¢na Svi OLP-Z
B5BU24 signalizacija
52 P63104 14-3-3 protein zeta/delta Apoptoti¢ki procesi, stani¢na Svi OLP-Z
signalizacija, grusanje krvi
53 DOPNI1 Zeta polipeptid za aktivaciju tirozin 3- Regulacija stani¢ne smrti, sekrecija Svi OLP-Z
monooksigenaze/triptofan 5- histamina iz mastocita, odgovor na
monooksigenaze lijekove
Antiapoptoticki proteini
54 Q8NBS9 Protein 5 koji sadrzi domenu Homeostaza stani¢nih redoks procesa, Svi OLP-Z
Q86UY0 tioredoksina organizacija membrane, negativna
regulacija apoptotickih procesa
Komponente izvanstanii¢nog matriksa
55 P12110 Alfa-2 lanac kolagena tipa VI Stani¢na adhezija, organizacija Svi OLP-Z
izvanstani¢nog matriksa
56 B3KS79 cDNA FLJ35730 fis, klon Komponenta izvanstani¢nog prostora/ Svi OLP-Z
TESTI2003131, vrlo sli¢na alfa-1 funkcija nije navedena
antikimotripsinu
57 Q15582 Protein ig-h3 induciran Angiogeneza, proliferacija stanica, Svi OLP-Z
G8JLAS transformiraju¢im ¢imbenikom rasta beta | organizacija izvanstani¢nog matriksa,
regulacija stani¢ne adhezije
Nepoznata funkcija
58 Q6MZWO0 Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Funkcija nije navedena Svi OLP-Z
DKFZp686J11235 (Fragment)
59 F8W7G7 Ugl-Y3 Funkcija nije navedena Svi OLP-Z
60 B2R9S4 c¢DNA, FLJ94534, vrlo sli¢na ljudskom | Funkcija nije navedena Svi OLP-Z

proteinu koji prekriva (aktinske niti),
nalik gelsolinu(CAPG), mRNA
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Ca-Z (naizgled nepromijenjena sluznica)

Citoskeletni proteini

61 P19013 Keratin, tip Il citoskeletni 4 Citoskeletni protein, diferencijacija Svi Ca-Z
epitelnih stanica, negativna regulacija
proliferacije epitelnih stanica
62 B4ADRW1 cDNA FLJ55805, vrlo slicna Citoskeletni protein Svi Ca-Z
citoskeletnom keratinu 4, tipa Il
63 P35527 Keratin, tip | citoskeletni 9 Citoskeletni protein Svi Ca-Z
64 Q53GK6 Beta inacica aktina (Fragment) Pripada obitelji aktina / funkcija nije Svi Ca-Z
navedena
65 Q1KLZ0 HCG15971, izoforma CRA _a aksonogeneza Svi Ca-Z
66 B4DRRO cDNA FLJ53910, vrlo sli¢na Citoskeletni protein Svi Ca-Z
citoskeletnom 6A keratinu, tipa 11
67 Q6IN99 Keratin, tip Il citoskeletni 3 Citoskeletni protein Svi Ca-Z
68 P19012 Keratin, tip I citoskeletni 15 Citoskeletni protein, razvoj epiderma Svi Ca-Z
69 Q60FE6 Filamin A Keratinizacija, citoskeletni protein, Svi Ca-Z
P21333 pozitivna regulacija stani¢nog rasta
70 P12035 Keratin, tip | citoskeletnil6 Citoskeletni protein, negativna Svi Ca-Z
regulacija stani¢ne migracije
71 P06576 Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Kontrakcija sréanog misic¢a Svi Ca-Z
QOQEN7 MYL1 (Ulomak)
72 Q53R15 Laki lanac 1/3 miozina, izoforma Misié¢na kontrakcija Svi Ca-Z
skeletnog misica
73 ABK486 Keratin, tip 1l citoskeletni 78 Aktivnost strukturnih molekula Svi Ca-Z
74 P14923 Periplakin Keratinizacija, citoskeletni protein Svi Ca-Z
75 P13535 Tenascin-X Citoskeletniprotein, stani¢na adhezija, Svi Ca-Z
metabolicki procesi
76 P68032 Aktin, aortni glatki mi§i¢ Regulacija krvnog tlaka, kontrakcija Svi Ca-Z
P62736 miSica
D2JYH4
77 P23284 Miozin-11 Kontrakcija glatkih miSica, razvoj Svi Ca-Z
D2JYH7 vlakana sr¢anog misi¢a
P35749
78 P62736 Aktin, alfa 2, glatki migi¢ Regulacija krvnog tlaka, kontrakcija Svi Ca-Z
misica
79 Q9BTM1 Alfa-4 lanac tropomiozina Kontrakcija miSi¢a, pokretanje stani¢nih | Svi Ca-Z
Q99878 komponenti
Q96KK5
Q6FI13
Q16777
P20671
POC0S8
80 E7ETN3 Mali protein 3 bogat prolinom Razvoj epiderma, keratinizacija, Svi Ca-Z
cijeljenje rana
81 P13646 Keratin, tip | citoskeletni 13 Citoskeletni protein, odgovor na Svi Ca-Z
zraGenje i na retinoi¢nu Kiselinu
82 A8K5A4 Profilin-1 Citoskeletni protein, uloga u grusanju Svi Ca-Z
krvi, stani¢noj smrti
83 PO7737 Aktin, alfa skeletni miSi¢ Kontrakcija miSica, rast stanice, odgovor | Svi Ca-Z
na razlicite spojeve
84 Q8NB6N5 Beta tubulin Polimerizacija proteina, procesi Svi Ca-Z
Q8IWP6 povezani s mikrotubulima
85 P08727 Keratin, tip | citoskeletni 19 Kontrakcija stanica, citoskeletni protein, |Svi Ca-Z
diferencijacija stanica
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86 ABK2I10 c¢DNA FLJ78504, vrlo sli¢na ljudskom | Citoskeletni protein Svi Ca-Z
keratinu 6A (KRT6A), mMRNA
87 P68363 Alfa-1B lanac tubulina Citoskeletni protein, metabolizam Svi Ca-Z
stani¢nih proteina
Imunoloski odgovor
88 P63261 Citoplazmatski aktin 2 Urodeni imunoloski odgovor, Svi Ca-Z
organizacija medustani¢nih spojeva,
organizacija membrane
89 P60709 Citoplazmatski aktin 1 Urodeni imunoloski odgovor, Svi Ca-Z
organizacija medustani¢nih spojeva,
organizacija membrane
90 B4DI139 cDNA FLJ54328, vrlo sli¢na proteinu 1 | Odgovor na stres Svi Ca-Z
toplinskog Soka 70 kDa
91 P17066 cDNA FLJ36606 fis, klon Odgovor na stres Svi Ca-Z
TRACH2015654, vrlo sli¢na proteinu
toplinskog Soka 6, 70 kDa
92 B3KSM6 cDNA, FLJ93166, vrlo sli¢na proteinu | Odgovor na stres Svi Ca-Z
toplinskog Soka 6, 70 kDa (HSP70B~)
(HSPAG), mRNA
93 P12883 Miozin- 1/2/6/7/8 Kontrakcija stanica, stani¢na Svi Ca-Z
QIUKX2 signalizacija urodeni imunoloski
P12882 odgovor, organizacija membrane
P60660
J3KND3
G8JLA2
P13535
D2JYH4
060437
K7EKI8
94 P60174 Antigen odbijanja tumora (Gp96) 1 Odgovor na stres, savijanje (nabiranje) | Svi Ca-Z
proteina
95 P01876 Lanac alfa-1 imunoglobulina regije C Sudjeluje u imunoloskom odgovoru Svi Ca-Z
96 P07355 Aneksin I/11 Diferencijacija T-limfocita, stani¢na Svi Ca-Z
Q5TZZ9 signalizacija, stani¢ni odgovor na
P04083 razliite spojeve, angiogeneza, pupanje
BADNHS membrane
97 P68133 Lakiregulirajuc¢ilanac 2 miozina, Imunolos§ki odgovor, uloga u razvoju Svi Ca-Z
izoformaskeletnogmisica skeletnih misica
98 B4DWK5 c¢DNA FLJ54392, vrlo sli¢na proteinu 1 | Odgovor na stres Svi Ca-Z
toplinskog Soka 70 kDa
99 P01598 Lanac V-I imunoglobulina kapa regije Aktivacija komplementa, urodeni Svi Ca-Z
EU imunoloski odgovor
100 P01596 Lanac V-l imunoglobulina kapa regije Aktivacija komplementa, urodeni Svi Ca-Z
CAR imunoloski odgovor
101 BADMAZ2 cDNA FLJ54023, vrlo sli¢na proteinu Odgovor na stres, nabiranje proteina Svi Ca-Z
toplinskog Soka HSP 90-beta
102 P01860 Protein IGL@ Uloga u imunolo$kom odgovoru Svi Ca-Z
103 P36952 Cimbenik komplementa B Uloga u imunoloskom odgovoru Svi Ca-Z
Metabolic¢ki proteini
104 P68871 Hemoglobin beta Prijenos zeljeza Svi Ca-Z
105 11VZV6 Hemoglobin alfa 1 Prijenos kisika Svi Ca-Z
P69905
106 D1IMGQ2 Lanac alfa-2 globina Prijenos kisika Svi Ca-Z
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107 P07585 Protein dekorin Metabolizam ugljikohidrata, odgovor na | Svi Ca-Z
Q6FH10 mehanicke podrazaje, organizacija
izvanstani¢nog matriksa, metabolicki
procesi malih molekula
108 Q6B051 Triptaza alfa/beta 1/2 Endopeptidazna aktivnost Svi Ca-Z
Q15661
J3QTS8
H3BMK9
P20231
109 P14625 Disulfidna izomeraza Homeostaza stani¢nih redoks procesa, Svi Ca-Z
metabolizam lipoproteina, organizacija
izvanstani¢nog matriksa
110 Q9UBC9 Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Homeostaza energije, razvoj masnog Svi Ca-Z
F5GZ12 DKFZp434K0435 (Fragment) tkiva
111 B3KQT9 cDNAPSEC0148 fis, Homeostaza stani¢nih redoks procesa Svi Ca-Z
klonPLACE1007202,
vrlosli¢naproteinudisulfidnojizomeraziA
3(EC5.34.1)
112 Q5U5U6 Ribosomski protein S27a Sudjeluje u translaciji Svi Ca-Z
113 Q6NZY1 Protein TPSB2 Aktivnost endopeptidaze serinskog tipa | Svi Ca-Z
Q6FHBS
114 B2R892 Protein koji veZe masne kiseline, Metabolicki procesi ugljikohidrata i Svi Ca-Z
epidermalni lipida, razvoj epiderma
115 Q01469 Protein koji veZe masne kiseline 5 Metabolicki procesi ugljikohidrata i Svi Ca-Z
(povezan s psorijazom) lipida
116 Q96H31 Poliubikvitin-C Homeostaza energije, razvoj masnog Svi Ca-Z
tkiva
117 P14618 1zoenzimi piruvat-kinaze M1/M2 Metabolizam ugljikohidrata, Svi Ca-Z
programirana stani¢na smrt
118 Q96RZ6 Triptaza | Aktivnost endopeptidaze serinskog tipa | Svi Ca-Z
119 QOQEN7 Podjedinica ATP sintaze Metabolicki procesi lipida, transport Svi Ca-Z
protona nakon hidrolize | sinteze ATP-a,
angiogeneza, biosinteti¢ki procesi
povezani s ATP-om, transport protona
120 P00558 Beta podjedinica ATP sintaze (Ulomak) | Metaboli¢ki procesi peptida, prijenos Svi Ca-Z
proteina
121 P60660 Spojni plakoglobin Stani¢na signalizacija i migracija stanica | Svi Ca-Z
J3KND3
G8JLA2
122 P07237 c¢DNA FLJ59361, vrlo sli¢na disulfidnoj | Homeostaza stani¢nih redoks procesa Svi Ca-Z
izomerazi (EC 5.3.4.1)
123 P09382 Malat dehidrogenaza Uloga u metabolizmu stani¢nih Svi Ca-Z
ASK7EO ugljikohidrata, stani¢na signalizacija
124 Q6FHZ0 Laki polipeptid 6 miozina Kontrakcija misica, Svi Ca-Z
Q75MT9 katabolizam ATP-a
P40926
P40925
B9A041
125 Q53HU6 Biglikan Metabolizam ugljikohidrata, Svi Ca-Z
B1PS43 organizacija izvanstani¢nog matriksa,
metabolicki procesi malih molekula
126 Q6UWPS8 Inhibitor leukocitne elastaze Regulacija proteolize, negativna Svi Ca-Z
regulacija aktivnosti endopeptidaza
127 P30740 c¢DNA FLJ53963, vrlo sli¢na inhibitoru | Negativna regulacija aktivnosti Svi Ca-Z

leukocitne elastaze

endopeptidaza
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128 B2R9S4 Alfa-1 lanac kolagena tipa | Uloga u grusanju krvi, razvoju krvnih Svi Ca-Z
zila, stani¢noj signalizaciji
129 Q5RKT7 Delta podjedinica hemoglobina Uloga u grusanjukrvi, prijenos Kisika Svi Ca-Z
130 P02042 Delta globin Prijenos kisika Svi Ca-Z
131 P12882 Kreatin kinaza M-tipa Metabolicki procesi kreatina i malih Svi Ca-Z
molekula
132 P06732 cDNA, FLJ93793, vrlo sli¢na ljudskoj Vezanje ATP-a, kinazna aktivnost Svi Ca-Z
kreatin kinazi, miSi¢na (CKM), mRNA
133 E7EVA3 Nekarakterizirani protein aktivnost endopeptidaza serinskog tipa | Svi Ca-Z
Q53F89
P00751
134 Q5VTEO Keratin, tip Il citoskeletni 73 Aktivnost strukturnih molekula Svi Ca-Z
135 P08779 Hemopeksin Homeostaza staniénog Zeljeza, staniéna | Svi Ca-Z
signalizacija
136 P05109 Protein koji sadrzi trodijelni motiv 29 Negativna regulacija transkripcije, Svi Ca-Z
vezanje cinkovih iona
137 Q14134 Alfa-1 ¢imbenik elongacije Biosinteza proteina Svi Ca-Z
138 B2R6X5 Ceruloplazmin Homeostaza stani¢nih iona Zeljeza, Svi Ca-Z
prijenos iona bakra, transmembranski
transport
139 E9PFZ2 cDNAFLJ58075, Homeostaza stani¢nih iona Zeljeza, Svi Ca-Z
Q1L857 vrlosli¢naceruloplazminu (EC 1.16.3.1) | prijenos iona bakra
P00450
A5PL27
140 B725Q2 cDNAFLIJ76826, vrlo sli¢na feroksidazi | Homeostaza stani¢nih iona Zeljeza, Svi Ca-Z
ljudskog ceruloplazmina (CP), mRNA | prijenos iona bakra
141 P67936 Prijenosna ATP-aza endoplazmatske stani¢ni odgovor na o$te¢enje DNA, Svi Ca-Z
mrezice popravak DNA, metaboli¢ki procesi
proteina
142 P02774 Protein koji veze vitamin D Metabolicki procesi malih molekula, Svi Ca-Z
D6RE35 vitamina D i steroida
143 Q61B42 Laki lanac 2 miozina sréane pretklijetke | \Vezanje kalcijevih iona; kontrakcija Svi Ca-Z
B4E3AS sréanog misi¢a, razvoj miSiénih vlakana
144 Q14908 Laki regulirajuéi lanac 2 miozina, Razvoj miiénih vlakana, kontrakcija Svi Ca-Z
izoforma pretklijetke/ sréanog misica sréanog misica
145 P10916 Izocitratna dehidrogenaza [NADP] Metabolic¢ki procesi izocitrata, ciklus Svi Ca-Z
F8VWQ7 trikarboksilne kiseline
146 P00325 Alkohol dehidrogenaza 1B/ 1C Oksidacija etanola, metaboli¢ki procesi | Svi Ca-Z
ASMYN5 malih molekula i ksenobiotika
P00326
147 F5HB16 c¢DNA FLJ51682, vrlo sli¢na alkoholnoj | Oksidoreduktazna aktivnost, vezanje Svi Ca-Z
dehidrogenazi 1B (EC 1.1.1.1) iona cinka
148 B3KTO06 cDNA FLJ37398 fis, klon Polimerizacija proteina Svi Ca-Z
BRAMY2027467, vrlo sli¢na alfa-lancu
tubulina
149 P20774 Mimekan Metabolizam ugljikohidrata, negativna | Svi Ca-Z
regulacija proliferacije misi¢nih stanica
150 B77992 cDNA FLJ53698, vrlo sli¢na gelsolinu | Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija | Svi Ca-Z
aktinskih niti, regeneracija tkiva
151 B7Z6N2 cDNA FLJ56154, vrlo sli¢na gelsolinu | Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija | Svi Ca-Z
aktinskih niti, regeneracija tkiva
152 B7Z2X4 cDNA FLJ53327, vrlo sliéna gelsolinu | Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija | Svi Ca-Z
aktinskih niti, regeneracija tkiva
153 P13639 Cimbenik elongacije 2 Metaboli¢ki procesi stani¢nih proteina, | Svi Ca-Z

stani¢na smrt
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procesa, pokretanje aktinskih vlakana,
odgovor na lijekove, kontrakcija misica,
regulacija krvnog tlaka

154 P08123 Alfa-2 lanac kolagena tipa | Uloga u grusanju krvi, razvoju krvnih Svi Ca-Z
zila, organizaciji staniénog matriksa
155 P35609 Fosfogliceratna kinaza 1 Metabolizam ugljikohidrata Svi Ca-Z
B2RCS5
Komponente izvanstani¢nog matriksa
156 P12110 Lanac alfa-2 kolagena tipa VI Stani¢na adhezija, organizacija Svi Ca-Z
izvanstani¢nog matriksa
157 D3DTX7 Kolagen, tip I, alfa 1, izoforma CRA_a | Komponenta izvanstani¢énog matriksa Svi Ca-Z
158 E7DVW5 Proteinnalikalfa-2-makroglobulinu 1, Protein izvanstani¢nog prostora Svi Ca-Z
izoformaCRA_b
159 P22105 Peptidil-prolil cis-trans izomeraza B Organizacija izvanstani¢nog matriksa Svi Ca-Z
G5E9A9
160 P21810 c¢DNA FLJ55187, vrlo sli¢na biglikanu | Preoblikovanje krvnih Zila, povezivanje |Svi Ca-Z
AGNLG9 izvanstani¢nog matriksa
Stani¢ne komponente
161 B4DI63 c¢DNA FLJ59205, vrlo slicna mimekanu | Komponenta endoplazmatske mrezice Svi Ca-Z
162 Q5UGI3 Ubikvitin B Komponenta citoplazme Svi Ca-Z
Q59EM9
163 Q9UFQO cDNA FLJ32377 fis, klon Komponenta citoplazme Svi Ca-Z
SKMUS1000014, vrlo sli¢na
poliubikvuitinu 9
164 Q9UL91 Protein SLC25A6 Prijenos kroz membranu Svi Ca-Z
165 Q619Vv5 ADP,ATP prijenosni protein, ina¢ica Prijenos kroz membranu Svi Ca-Z
jetrene izoforme T2 (Fragment)
166 Q8NCL6 cDNA FLJ90170 fis, klon Komponenta membrane Svi Ca-Z
MAMMA1000370, vrlo sli¢na alfa-1
lancu imunoglobulina regije C
Apoptoticki proteini
167 P04792 Galektin-1 Stani¢ni odgovor na glukozu i lijekove, | Svi Ca-Z
apoptoticki procesi
168 P02452 Serpin B5 Tumor supresor; pokretanje stani¢nih Svi Ca-Z
komponenti, organizacija izvanstaniénog
matriksa
169 Q59EI9 ADP/ATP translokaza 3 Regulacija sekrecije inzulina, Svi Ca-Z
metabolizam stani¢nih proteina,
apoptoticki procesi, metabolicki procesi
malih molekula
170 Q13584 Protein S100-A11 Negativna regulacija stani¢ne Svi Ca-Z
proliferacije, prijenos signala
171 P31949 cDNA, FLJ92471, vrlo sli¢na ljudskom | Regulacija stani¢ne proliferacije Svi Ca-Z
B2R5HO0 S100 proteinu koji veze kalcij A1l
(calgizzarin) (S100A11), mMRNA
172 P63104 14-3-3 zeta/delta protein Apoptoticki procesi, grusanje krvi, Svi Ca-Z
organizacija membrane
173 DOPNI1 Zeta polipeptid za aktivaciju tirozin 3- Regulacija stani¢ne smrti, sekrecija Svi Ca-Z
monooksigenaze/triptofan 5- histamina iz mastocita, odgovor na
monooksigenaze lijekove
Anti-apoptoti¢ki proteini
174 P08107 Protein toplinskog Soka 70 kDa 1A/1B | Negativna regulacija stani¢nog rasta i Svi Ca-Z
Q59EJ3 apoptoze, metabolicki procesi povezani s
RNA
175 Q8N1N4 Aktin, alfa sréani misi¢ Negativna regulacija apoptotic¢kih Svi Ca-Z
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176 Q5CAQ5 Endoplazmin Negativna regulacija apoptoze, stani¢na | Svi Ca-Z
signalizacija
177 P09211 Glutation S-transferaza Negativna regulacija apoptotickih Svi Ca-Z
procesa i akutnog upalnog odgovora,
regulacija metabolickih procesa
Nepoznata funkcija
178 P12236 Suprabazin Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
179
180 P40121 cDNA, FLJ94534, vrlo sli¢na ljudskom | Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
B4DU58 proteinu koji prekriva (aktinske niti),
nalik-gelsolinu(CAPG), mRNA
181 Q6PJF2 Protein IGK@ Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
182 Q9UP60 Protein SNC73 Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
183 Q6MZWO0 Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
DKFZp686J11235 (Ulomak)
184 Q6N093 Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
DKFZp686104196 (Fragment)
185 AON5G1 Laki lanac reumatoidnog ¢imbenika C6 | Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
(Ulomak)
186 Q727532 Osteoglicin OG Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
A8KOR3
187 Q96C32 Inacica ubikvitina C Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
188 Q8WVWS5 | Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
189 Q96MH4 UBC protein (Fragment) Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
190 G5EA52 Disulfidna izomeraza obitelji A, ¢lan 3, | Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
izoforma CRA_b
191 B1PS43 Izoforma preproproteina biglikana Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
(Fragment)
192 B4DDQ2 c¢DNA FLJ76911, vrlo sliéna ljudskom | Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
biglikanu (BGN), mRNA
193 P55072 Promjenjiva regija teSkog lanca Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
imunoglobulina koja reagira s miozinom
(Fragment)
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4.3.4.

Rezultati masene spektrometrije uzoraka sluznice pacijenata bez promjena na

sluznici u usporedbi s uzorcima nepromijenjene sluznice pacijenata s lihenom i

oralnim karcinomom plocastih stanica

U tablici 12. prikazani su diferencijalno eksprimirani proteini pacijenata bez promjena na sluznici

u usporedbi s uzorcima nepromijenjene sluznice pacijenata s lihenom i oralnim karcinomom

plocastih stanica.

Tablica 12. Diferencijalno eksprimirani proteini u uzorcima sluznice svih pacijenata bez pro-

mjena na sluznici (Z) u usporedbi sa svim uzorcima naizgled nepromijenjene

sluznice pacijenata s lihenom i oralnim karcinomom plocastih stanica (OLP-Z i

Ca-Z).
Redni Pristupni Ime proteina Bioloska funkcija Prisutnost u
broj broj uzorku
Z (zdrava sluznica)
Metabolicki proteini
D9YZU5 Hemoglobin, beta Prijenos kisika SvizZ
11VZV6 Hemoglobin alfa 1 Prijenos kisika SvizZ
3 D9ZGF2 Kolagen, tip VI, alfa 3 Odgovor na glukozu SvizZ
P12111
4 B4E3A4 c¢DNA FLJ57283, vrlo sli¢na Vezanje ATP-a Sviz
citoplazmatskom aktinu 2
5 B4E335 cDNA FLJ52842, vrlo sli¢na Vezanje ATP-a Sviz
citoplazmatskom aktinu 1
6 Q53H26 I1zoforma transferina (Fragment) Homeostaza i prijenos stani¢nog zeljeza | Svi Z
7 Q5R210 Karbamoilfosfat sintetaza | Biosinteti¢ki procesi karbamoil-fosfata | Svi Z
Q59HF8
P31327
J3KQLO
8 A8K134 c¢DNA FLJ75245, vrlo sli¢na ljudskoj | Biosinteticki procesi karbamoil-fosfata | Svi Z
karbamoil-fosfatnoj sintetazi,
mitohondrijska (CPS1), mRNA
9 D3DTX7 Kolagen, tip I, alfa 1, izoforma CRA_a | Razvoj krvnih Zila, stani¢ni odgovorna |Svi Z
razli¢ite podrazaje
10 P36578 60S ribosomalni protein L4 Stani¢ni metaboli¢ki proteinski procesi, |SviZ
Q59GY?2 ekspresija gena
11 B4DMJ6 c¢DNA FLJ50996, vrlo sli¢na 60S Sudjeluje u translaciji Sviz
ribosomalnom proteinu L4
12 P68363 Alfa-1B lanac tubulina Stani¢ni proteinski metaboli¢ki procesi, |Svi Z
Q8wuU19 polimerizacija proteina
13 Q01469 Protein koji veze masne kiseline, Razvoj epiderma, metaboli¢ki procesi Sviz
E7DVWS5 epidermalni glukoze i lipida
14 Q6EHZ3 Pretpostavljeno nekarakterizirani Homeostaza stani¢nih redoks procesa Sviz
protein STRF8
15 Q658S9 Pretpostavljeno nekarakterizirani Homeostaza stani¢nih redoks procesa Sviz
protein DKFZp6661134 (Fragment)
Citoskeletni proteini
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16 BOYJC4 Vimentin Pripada intermedijarnom filamentima, SviZz
sudjeluje u aktivnosti strukturalnih
molekula
17 Q60FE2 I1zoforma miozina-9 Reorganizacija citoskeleta, angiogeneza, |Svi Z
regulacija stani¢nog oblika, migracija
endot.st.krvnih Zila, migracija leukocita,
prijenos proteina
18 075369 Filamin-B Organizacija citoskeleta, diferencijacija | Svi Z
stanice, sudjelovanje u stani¢noj
signalizaciji
19 P08779 Keratin, tip | citoskeletni 16 Stani¢na proliferacija, negativna Sviz
regulacija stani¢ne migracije, starenje,
organizacija citoskeleta, razvoj epiderma
20 P19012 Keratin, tip | citoskeletni 15 Razvoj epiderma Sviz
21 P35527 Keratin, tip | citoskeletni 9 Razvoj epiderma, organizacija Sviz
intermedijarnih filamenata
22 P35908 Keratin, tip Il citoskeletni 2 Razvoj epiderma, keratinizacija, Sviz
Q01546 organizacija citoskeleta
23 Q1KLZ0 HCG15971, izoforma CRA_a Aksonogeneza Sviz
24 P63261 Aktin, citoplazmatski 2 Organizacija adherentnih spojeva, Sviz
unutras$nji imunol.odgovor, pokretanje
stani¢nih komponenti, agregacija
trombocita, organizacija membrane
Imunoloski odgovor
25 P07900 Protein toplinskog Soka HSP 90-alfa Kataboli¢ki procesi ATP-a, mitoticki Sviz
ciklus, sudjeluje u prirodenom
imunoloskom odgovoru I prijenosu
signala
26 Q16778 Histon H2B tip 2-E Organizacija kromatina, prirodeni Sviz
imunoloski odgovor, antibakterijski
humoralni odgovor
27 B3GQS7 I1zoforma 1 mitohondrijskog proteina 1 | Sudjeluje u nabiranju proteina | Sviz
P10809 toplinskog Soka 60kD odgovoru na stres
28 Q00610 Teski lanac 1 klatrina Prezentacija antigena, organizacija Sviz
membrane, unutarstani¢ni prijenos
proteina i zeljeza
Apoptoticki proteini
29 B7Z5V1 c¢DNA FLJ55934, vrlo sli¢na gelsolinu | Polimerizacija aktinskih vlakana, Sviz
regeneracija tkiva, apoptotic¢ki procesi
Anti-apoptoti¢ki proteini
30 QB8NBS9 Protein 5 koji sadrzi domenu Negativna regulacija apoptoze, ¢is¢enje |Svi Z
Q86UY0 tioredoksina apoptoti¢kih stanica, homeostaza
stani¢nih redoks procesa, nabiranje
proteina
Nepoznata funkcija
31 Q6N093 Pretpostavljeno nekarakterizirani Funkcija nije poznata Sviz
protein DKFZp686104196 (Fragment)
32 Q6PJF2 Protein IGK@ Funkcija nije poznata Sviz
OLP-Z + Ca-Z (naizgled nepromijenjena sluznica)
Komponente izvanstani¢nog matriksa
33 P12109 Lanac kolagena alfa-1(V1) Organizacija izvanstaniénog matriksa, OLP-Z+ Ca-
adhezija stanice Z
34 P12110 Lanac kolagena alfa-2(V1) Organizacija izvanstaniénog matriksa, OLP-Z+ Ca-
P08123 odgovor na glukozu, stani¢na adhezija |Z

Metabolicki proteini
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35 P06733 Alfa-enolaza Metabolizam ugljikohidrata, negativna | OLP-Z+ Ca-
regulacija stani¢nog rasta I transkripcije, | Z
odgovor na viruse, metab.procesi malih
molekula
36 P51884 Lumikan Metaboli¢ki procesi malih molekula, OLP-Z+ Ca-
organizacija kolagenih vlakana z
37 P02647 Apolipoprotein A-I Sudjeluje u staniénoj signalizaciji, OLP-Z+ Ca-
zgruSavanju krvi Z
38 Q06830 Peroksiredoksin-1 Sudjeluje u staniénoj proliferaciji, OLP-Z+ Ca-
razvoju kostura, homeostazi eritrocita z
39 B3KQT9 cDNA PSEC0175 fis, klon Homeostaza stani¢nih redoks procesa OLP-Z+Ca-Z
OVARC1000169, vrlo sli¢na
disulfidnoj izomerazi A3 (EC 5.3.4.1)
40 P63104 14-3-3 protein zeta/delta Metabolic¢ki procesi, zgrusavanje krvi, OLP-Z+ Ca-
stani¢na signalizacija VA
41 P02679 Gama lanac fibrinogena Sudjeluje u grusanju krvi, stani¢noj OLP-Z+ Ca-
signalizaciji Z
42 P60174 Triozafosfatna izomeraza Metabolicki procesi malih molekula OLP-Z+Ca-Z
43 P04075 Fruktozno-bisfosfatna aldolaza A Organizacija aktinskih vlakana, OLP-Z+ Ca-
metabolicki procesi malih molekula, Z
biosinteti¢ki procesi ATP-a, regulacija
stani¢nog oblika
44 Q8NB6N5 Tubulin, beta 2C Polimerizacija proteina, procesi OLP-Z+ Ca-
povezani s mikrotubulima VA
45 P13489 Inhibitor ribonukleaze Regulacija angiogeneze, katabolicki OLP-Z+ Ca-
procesi MRNA Z
46 P40121 Protein koji $titi makrofage Reverzibilno blokira krajeve aktinskih OLP-Z+ Ca-
B4DUS8 vlakana 4
47 Q99878 Histon H2A tip Vezanje DNA OLP-Z+ Ca-
Q9I6KK5 Z
Q6FI13
Q16777
P20671
POCOS8
Q9BTM1
Imunoloski odgovor
48 P01876 Regija lanca C Ig alfa-1 Sudjeluje u imunol.odgovoru, OLP-Z+ Ca-
antibakterijskom humoralnom odgovoru |Z
49 P01024 Komplement C3 Sudjeluje u aktivaciji komplementa i OLP-Z+ Ca-
upalnom odgovoru, pozitivnoj regulaciji |Z
angiogeneze, ¢iséenja apoptotickih
stanica, fosforilacije proteina
50 P08238 Protein toplinskog Soka HSP 90-beta | Sudjeluje u stani¢noj signalizaciji i OLP-Z+ Ca-
urodenom imunoloskom odgovoru Z
51 P30101 Protein disulfidna-izomeraza A3 Sudjeluje u prezentaciji antigena, OLP-Z+ Ca-
homeostazi stani¢nih redoks procesa, VA
metabolizmu proteina
52 P00738 Haptoglobin Sudjelovanje u imunoloskom odgovoru | OLP-Z+ Ca-
Z
53 P05109 Protein S100-A8 Sudjeluje u imunoloskom odgovoru, OLP-Z+ Ca-
negativna regulacija stani¢nog rasta, 4
odgovor na razlicite podrazaje
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Apoptoticki proteini
54 Q516Y6 I1zoforma 1 lamina A/C Sudjeluje u apoptoti¢kim procesima, OLP-Z+ Ca-
mitoti¢kim procesima, stani¢noj VA
signalizaciji
55 P02545 Prelamin-A/C Sudjeluje u apoptoti¢kim procesima, OLP-Z+ Ca-
mitoti¢kim procesima, stani¢noj Z
signalizaciji
56 P31947 14-3-3 protein Sudjeluje u apoptoti¢kim procesima, OLP-Z+ Ca-
stani¢noj signalizaciji Z
57 DOPNI1 Zeta polipeptid aktivacije proteina Regulacija stani¢ne smrti, odgovor na OLP-Z+ Ca-
tirozina 3-monooksigenaze/triptofan 5- | lijekove Z
monooksigenaze
58 F5H1A8 Gelsolin Polimerizacija aktinskih vlakana, OLP-Z+ Ca-
apoptoticki procesi, odgovor na razlicite |Z
podraZaje, regeneracija tkiva
59 B7Z2X4 ¢DNA FLJ53327, vrlo sli¢na gelsolinu | Polimerizacija aktinskih vlakana, OLP-Z+ Ca-
B2R9S4 apoptoticki procesi, odgovor na razlicite |Z
podrazaje, regeneracija tkiva
Nepoznata funkcija
60 G5EA52 Protein obitelji A disulfidne Funkcija nije navedena OLP-Z+ Ca-
izomeraze, ¢lan 3, izoforma CRA b Z
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4.3.5. Rezultati masene spektrometrije pacijenata uzoraka promijenjene sluznice
pacijenata s karcinomom usne Supljine u usporedbi s

uzorcima promijenjene sluznice pacijenata s oralnim lihenom

U tablici 13. prikazani su diferencijalno eksprimirani proteini promijenjene sluznice pacijenata s

karcinomom usne Supljine u usporedbi s promijenjenom sluznicom pacijenata s oralnim lihenom.

Tablica 13. Diferencijalno eksprimirani proteini u svim uzorcima promijenjene sluznice
pacijenata s karcinomom usne Supljine (Ca-B) u usporedbi sa svim uzorcima

promijenjene sluznice pacijenata s oralnim lihenom (OLP-B).

Redni | Pristupni broj Ime proteina Bioloska funkcija Prisutnost u
broj uzorku
Ca-B (promijenjena sluznica)
Metabolicki proteini
1 QO6AH7 Transferin Homeostaza stani¢nog zeljeza Svi Ca-B
Q53H26
P02787
2 B4E1B2 c¢DNA FLJ53691, vrlo sli¢na Homeostaza stani¢nog Zeljeza Svi Ca-B
serotransferinu
3 Q66K58 Pretpostavljeno nekarakterizirani Homeostaza energije, uloga u mejozi | Svi Ca-B
protein (Fragment) muskog I zenskog spola
4 Q2TSDO Gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza | Metabolicki procesi glukoze Svi Ca-B
5 B3GQS7 Mitohondrijski protein 1 toplinskog | Nabiranje proteina Svi Ca-B
P10809 Soka 60kD izoforma 1
6 B4DF70 ¢DNA FLJ60461, vrlo sli¢na Oksidoredukcijska aktivnost Svi Ca-B
peroksiredoksinu-2 (EC 1.11.1.15) 1
7 Q96RZ6 Triptaza Aktivnost endopeptidaza Svi Ca-B
Q86UA5
Q86TMS8
Q6NZY1
Q6FHB8
Q6B051
Q15661
P20231
J3QTS8
H3BMK9
8 P07237 Protein disulfidna-izomeraza Homeostaza stani¢nih redoks procesa | Svi Ca-B
I13L2P8
H7BZ94
F5H8J2
9 B4ADUAS cDNA FLJ59430, vrlo sli¢na Homeostaza stani¢nih redoks procesa | Svi Ca-B
B4ADNL5S disulfidnoj izomerazi (EC 5.3.4.1)
BADLNG6
10 B4DJ98 cDNA FLJ53558, vrlo sli¢na Homeostaza stani¢nih redoks procesa | Svi Ca-B
proteinu disulfidnoj izomerazi A3
(EC5.34.1)
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11 B3KQT9 cDNA PSECO0175 fis, klon Homeostaza stani¢nih redoks procesa | Svi Ca-B
OVARC1000169, vrlo sli¢na
proteinu disulfidnoj izomerazi A3
(EC5.34.1)
12 B3KQT2 cDNA PSEC0148 fis, klon Homeostaza stani¢nih redoks procesa | Svi Ca-B
PLACE1007202, vrlo sli¢na proteinu
disulfidnoj izomerazi A3 (EC
5.3.4.1)
13 Q5R210 Karbamoilfosfatna sintaza Vezanje ATP-a, kataboli¢ki procesi | Svi Ca-B
Q59HF8
P31327
J3KQLO
14 ABK134 cDNA FLJ75245, vrlo sli¢na ljudskoj | Vezanje ATP-a, katabolicki procesi | Svi Ca-B
karbamoil-fosfatnoj sintetazi 1,
mitohondrijska (CPS1), mRNA
15 Q53GZ6 Izoforme 1 proteina 8 toplinskog Vezanje ATP-a, odgovor na stres Svi Ca-B
Soka (Fragment)
16 P11142 Protein srodan proteinu toplinskog ATP kataboli¢ki procesi, regulacija | Svi Ca-B
E9PNE6 Soka 71 kDa stani¢nog ciklusa
17 P00558, Fosfogliceratna kinaza Metabolizam ugljikohidrata, Svi Ca-B
E7ERH5 metabolicki procesi malih molekula
18 Q09666 Protein povezan s diferencijacijom Oligomerizacija proteina, regulacija | Svi Ca-B
neuroblasta AHNAK cijepanja RNA
19 Q9UFQO Pretpostavljeno nekarakterizirani Homeostaza energije, uloga u mejozi | Svi Ca-B
protein DKFZp434K0435 (Fragment) | .Lmuskog i Zenskog spola
20 P52209 Dekarboksilirajuca 6- Oksidoreduktazna aktivnost Svi Ca-B
F5H7UO fosfoglukonatna dehidrogenaza
B4E2U0
B4DQJ8
21 P01009 Alfa-1-antitripsin Grusanje krvi, hemostaza, regulacija | Svi Ca-B
proteolize
22 H3BSS4 Protein 2 koji veze poli(rC) Vezanje RNA Svi Ca-B
G3VOE8
F8VZX2
23 B4DRD7 c¢DNA FLJ54752, vrlo sli¢na Vezanje RNA Svi Ca-B
proteinu 2 koji veze poli(rC)
24 E9PHT9 Aneksin 5 Vezanje kalcijevih iona Svi Ca-B
25 Q5T6WS5S Heterogeni ribonukleoprotein K Vezanje RNA Svi Ca-B
Q5EC54 jezgre
P61978
Q61BN1
26 B4DUQ1 CDNA FLJ54552, vrlo sli¢na Vezanje RNA Svi Ca-B
B4DFF1 heterogenom ribonukleoproteinu K
jezgre
27 Q5RKT7 Ribosomski protein S27a Uloga u translaciji Svi Ca-B
28 P80723 Protein 1 topiv u mozdanoj kiselini | Uloga u epitelno-mezenhimalnoj Svi Ca-B
tranziciji
Citoskeletni proteini
29 Q04695 Keratin, tip | citoskeletni 17 Razvoj epiderma, keratinizacija, Svi Ca-B
pozitivna regulacija stani¢nog rasta
30 Q60FE6 Filamin A Citoskeletni protein Svi Ca-B
P21333
AB6NDY9
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31 J3QST3 Keratin, tip Il citoskeletni 3 Citoskeletni protein Svi Ca-B
32 E7EN95 Filamin-B Funkcija nije navedena Svi Ca-B
Komponente izvanstani¢nog matriksa
33 P12109 Lanac kolagena tipa V1 alfa-1 Organizacija izvanstani¢nog Svi Ca-B
E9PCV6 matriksa, stani¢na adhezija
34 P02679 Gama lanac fibrinogena Uloga u grusanju krvi, organizacija | Svi Ca-B
C9JEUS5 izvanstani¢nog matriksa, stani¢na
signalizacija
35 P12110 Lanac kolagena tipa V1 alfa-2 Organizacija izvanstani¢nog Svi Ca-B
matriksa, stani¢na adhezija
36 P08123 Lanac kolagena tipa | alfa-2 Uloga u grusanju krvi, organizaciji Svi Ca-B
izvanstani¢énog matriksa, razvoju
krvnih zila
37 E9KL23 Protein Li 44a koji veze sekretornu | Protein izvanstani¢nog prostora Svi Ca-B
spermu epididimisa
38 Q05707 Lanac kolagena XIV alfa-1 Organizacija izvanstani¢nog Svi Ca-B
matriksa, kataboli¢ki procesi
kolagena
Apoptotic¢ki proteini
39 P09382 Galektin-1 Apoptoticki procesi, stani¢na Svi Ca-B
signalizacija
Anti-apoptoticki proteini
40 P32119 Peroksiredoksin-2 Negativna regulacija apoptoze, Svi Ca-B
stani¢ni odgovor na oksidacijski stres
41 P04792 Protein toplinskog Soka beta-1 Pokretanje stani¢nih komponenti, Svi Ca-B
stani¢na signalizacija, negativna
regulacija apoptoze, pozitivna
regulacija angiogeneze
Imunoloski odgovor
42 Q00610 Teski lanac 1 klatrina Prezentacija antigena, organizacija Svi Ca-B
membrane, prijenos unutarstani¢nih
proteina
43 P07900 Protein toplinskog Soka HSP 90-alfa | ATP kataboli¢ki procesi, Svi Ca-B
sudjelovanje u urodenom
imunoloskom odgovoru i
metabolickim procesima malih
molekula
44 K9JA46 Sekretorni protein 52 luminalnog Nabiranje proteina, odgovor na stres | Svi Ca-B
epididimisa
Stani¢ne komponente
45 Q96MH4 cDNA FLJ32377 fis, klon Komponenta citoplazme Svi Ca-B
SKMUS1000014, vrlo sli¢an
poliubikvitinu 9
Nepoznata funkcija
46 Q5TOH9 Gelsolin Funkcija nije navedena Svi Ca-B
47 Q6PYX1 Protein koji veZe receptor virusa Funkcija nije navedena Svi Ca-B

hepatitisa B (Fragment) 1
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48 Q68CT4 Pretpostavljeno nekarakterizirani Funkcija nije navedena Svi Ca-B
protein DKFZp686A1668
49 G5EA52 Protein obitelji A disulfidne Funkcija nije navedena Svi Ca-B
izomeraze, ¢lan 3, izoforma CRA b
50 Q5UGI3 Izoforma ubikvitina C Funkcija nije navedena Svi Ca-B
Q96H31
Q96C32
Q5U5U6
Q59EM9
51 Q6N093 Pretpostavljeno nekarakterizirani Funkcija nije navedena Svi Ca-B
protein DKFZp686104196
(Fragment)
52 Q9UL91 Teski lanac varijabilne regije Funkcija nije navedena Svi Ca-B
imunoglobulina koju reagira s
miozinom (Fragment)
OLP-B (promijenjena sluznica)
Apoptoticki proteini
53 Q6UYC3 Prelamin-A/C Apoptoti¢ki procesi Svi OLP-B
54 P47929 Galektin-7 Apoptoti¢ki procesi Svi OLP-B
55 P63104 14-3-3 protein zeta/delta Apoptoticki procesi, grusanje krvi, Svi OLP-B
ekspresija gena
56 B7Z5E2 Regulatorna podjedinica 7 proteaze | Apoptoticki procesi, ekspresija gena, |Svi OLP-B
P35998 26S ATP-katabolicki procesi
Imunoloski odgovor
57 P07355 Aneksin I/11 Diferencijacija T-limfocita, stani¢na | Svi OLP-B
HOYN42 signalizacija, stani¢ni odgovor na
Q5TZZ9 razlicite spojeve, angiogeneza,
P04083 pupanje membrane
58 Q60FE2 Izoforma miozina-9 Reorganizacija aktinskog citoskeleta, |Svi OLP-B
angiogeneza
59 P06733 Alfa-enolaza Metabolizam ugljikohidrata, Svi OLP-B
negativna regulacija transkripcije
60 Q06830 Peroksiredoksin-1 Stani¢na proliferacija, citotoksi¢nost | Svi OLP-B
posredovana NK stanicama
61 P01024 Komplement C3 Aktivacija komplementa, urodeni Svi OLP-B
imunoloski odgovor, pozitivna
regulacija apoptoze
62 Q32Q65 Beta lanac fibrinogena Grusanje krvi, urodeni imunoloski Svi OLP-B
odgovor
63 P57053 Histon tipa H2B Antibakterijski humoralni odgovor, |Svi OLP-B
Q0D2M2 urodeni imunoloski odgovor u
060814 sluznici
64 Q5FWF9 IGL@ protein Imunoloski odgovor Svi OLP-B
Citoskeletni proteini
65 P07476 Involukrin Keratinizacija Svi OLP-B
B4DU44
66 060437 Periplakin Keratinizacija Svi OLP-B
K7EKI8
67 Q9UBC9 Mali protein 3 bogat prolinom Razvoj epiderma, keratinizacija Svi OLP-B
F5GZ12
68 PO7737 Profilin-1 Organizacija citoskeleta, grusanje Svi OLP-B

krvi
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Metabolicki proteini
69 Q6IPT9 Cimbenik elongacije 1-alfa Biosinteza proteina Svi OLP-B
Q5VTEO
Q53HR5
70 QIUBG3 Kornulin Vezanje kalcijevih iona, odgovor na | Svi OLP-B
zagrijavanje
71 ABK5I16 cDNA FLJ78643, vrlo sli¢an Vezanje kalcijevih iona Svi OLP-B
ljudskom kornulinu (CRNN), mRNA
72 B4DRT3 Piruvat kinaza Glikoliti¢ki procesi Svi OLP-B
73 Q86Y46 Keratin, tip Il citoskeletni 73 Aktivnost strukturnih molelukula Svi OLP-B
74 Q670S4 Hemoglobin Lepore-Baltimore Prijenos kisika Svi OLP-B
(Fragment)
75 P27482 Protein 3 nalik kalmodulinu Vezanje kalcijevih iona Svi OLP-B
76 P08727 Keratin, tip | citoskeletni 19 Stani¢na diferencijacija Svi OLP-B
77 P26038 Moezin Pokretanje stani¢nih komponenti, Svi OLP-B
pozitivna regulacija ekspresije gena
78 P13639 Cimbenik elongacije 2 Biosinteza proteina Svi OLP-B
79 B2RBS8 c¢DNA, FLJ95666, vrlo sli¢na Prijenos proteina Svi OLP-B
ljudskom albuminu (ALB), mMRNA
80 P14923 Spojni plakoglobin Migracija stanica, orga nizacija Svi OLP-B
medustani¢nih spojeva, regulacija
stani¢ne proliferacije
81 P02538 Keratin, tip Il citoskeletni 6A Diferencijacija stanica, pozitivna Svi OLP-B
regulacija stani¢ne proliferacije
82 F8VXZ8 Dekorin (Fragment) Starenje, cijeljenje rana, odgovor na | Svi OLP-B
mehanicku stimulaciju
83 Q99878 Histon tipa H2A VezanjeDNA Svi OLP-B
Q96KK5
Q93077
Q7L7LO
QO08AJ9
P20671
POC0S8
POC0S8
POC0S8
Q9BTM1
84 Q75L23 Pretpostavljeno nekarakterizirani Katabolicki procesi proteina Svi OLP-B
protein PSMC2 (Fragment)
85 E9PCV6 Lanac kolagena tipa VI alfa-3 Odgovor na glukozu Svi OLP-B
Nepoznata funkcija
86 Q6P5S8 Protein IGK@ Funkcija nije navedena Svi OLP-B

Diferencijalno eksprimirani proteini identificirani masenom spektrometrijom pripadaju skupina-
ma proteina koji imaju razli¢ite uloge u stanici: regulaciju transkripcije, organizaciju stani¢nog
citoskeleta, regulaciju imunoloSkog odgovora, organizaciju 1 degradaciju izvanstani¢nog ma-
triksa, apoptozu, onkogenu transformaciju, sudjelovanje u imunoloskom odgovoru, pokretanje

stani¢nih organela, prijenos kisika, angiogenezu, gruSanje krvi i stani¢nu signalizaciju.
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Vecina diferencijalno eksprimiranih proteina u promijenjenoj sluznici pacijenata s lihenom
ukljucena je u citoskeletne promjene (keratin, miozin, plektin), keratinizaciju (involukrin,
periplakin, mali protein 3 bogat prolinom), morfogenezu (periplakin), apoptozu (prelamin,
galektin-7) i stani¢nu signalizaciju (dekorin, plakoglobin, profilin, miozin), osobito preko
kalcijevih iona (kalmodulin). Zanimljivo je kako je identificiran i marker patoloSkog stresa alfa-
enolaza. Vidljivo je i da u promijenjenoj sluznici pacijenata s lihenom pada ekspresija niza
metaboli¢kih proteina koji su prisutni u nepromijenjenoj sluznici istih pacijenata, primjerice
enzima koji sudjeluju u metabolizmu ugljikohidrata kao S§to su triozafosfatna izomeraza,
malatna dehidrogenaza, fosfogliceratna kinaza; inhibitor proteaza kao Sto je protein koji veze

fosfatidil-etanolamin.

Proteini zajednic¢ki svim uzorcima promijenjene sluznice pacijenata s lihenom pripadaju cito-
skeletnim proteinima (keratini), proteinima uklju¢enima u razli¢ite metaboli¢ke procese (meta-
bolizam proteina-talin, metabolizam glukoze-lumikan, alfa-enolaza, gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza), apoptozu (prelamin, lamin, vimentin, dezmoplakin) i imunoloski odgovor
(aneksin, protein IGL@), alfa lanac fibrinogena, citoplazmatski aktini). Proteini zajednicki svim
uzorcima nepromijenjene sluznice pacijenata s lihenom pripadaju skupinama proteina koji
pretezno imaju uloge u keratinizaciji (citoskeletni keratini, miozin, kolageni), imunoloskom
odgovoru (peroksiredoksin, lanac imunoglobulina, aneksin, fibrinogen, komplement C3) i

apoptotickim procesima (protein 5 koji sadrzi domenu tioredoksina, 14-3-3 beta/alfa protein).

Prilikom analize proteina zajednickih svim uzorcima tkiva promijenjene sluznice pacijenata s
karcinomom vidljivo je da su izraZeni razliciti tipovi citoskeletnih proteina (keratini, vimentin,
filamin), proteini ukljuceni u regulaciju angiogeneze i negativnu regulaciju apoptoze (proteini
toplinskog Soka, galektin), metabolizam ugljikohidrata (lumikan, fruktozno-bisfosfonatna
aldolaza, gliceraldehid-3-fosfatna dehidrogenaza), odgovor na stres (proteini toplinskog Soka) i
epitelno-mezenhimalnu tranziciju (citoskeletni keratini, kolagen, lumikan). U uzorcima pro-
mijenjene sluznice pacijenata s karcinomom, osim citoskeletnih promjena i promjena u kerati-
nizaciji, potaknut je i odgovor na stres (proteini toplinskog Soka) te je vidljiva takoder promjena
u metabolizmu ugljikohidrata (enzimi kao Sto su gliceraldehid-3-fosfatna dehidrogenaza,
dekarboksiliraju¢a-6-fosfoglukonatna dehidrogenaza), procesima prijenosa Zeljeza (serotransferin,
hemoglobin) i promjena u ekspresiji proteina ukljucenih u epitelno-mezenhimalnu tranziciju
(citoskeletni keratini, kolagen, lumikan). U nepromijenjenoj sluznici pacijenata s karcinomom
vidljiva je aktivnost citoskeletnih proteina te enzima koji sudjeluju u metabolizmu ugljikohi-

drata, ali i aktivnost protu-apoptotickih proteina/proteina koji sudjeluju u stani¢noj proliferaciji
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(glutation-S-transferaza, alfa-aktinin, aktin, endoplazmin), reguliranju angiogeneze (inhibitor
ribonukleaze, apolipoprotein, aneksin) i epitelno-mezenhimalnoj tranziciji (aneksin, citoskeletni
keratin, kolagen). Ovakva aktivnost upucuje da su i u naizgled nepromijenjenoj sluznici pacije-
nata s karcinomom prisutne metabolicke promjene. Proteini zajednicki svim uzorcima nepro-
mijenjene sluznica pacijenata s karcinomom plocastih stanica glave i vrata pripadaju proteinima
koji sudjeluju u imunoloskom odgovoru (aktini, lanci imunoglobulina), prijenosu zeljeza (hemo-
globin, ceruloplazmin, hemopeksin), metabolizmu proteina (triptaze, alfa-1-antitripsin), ugljikohi-
drata (izoenzimi piruvat kinaze, galektin, lumikan, fruktozno-bisfosfonatna aldolaza, gliceralde-

hid-3-fosfatna dehidrogenaza, mimekan, biglikan) i lipida (proteini koji vezu masne kiseline).

U zdravoj kontrolnoj sluznici su osobito prisutni regulatorni metaboli¢ki proteini (tubulin,
protein koji veze masne kiseline, klatrin, ribosomski proteini), proteini ukljuceni u homeostazu
tkiva nasuprot statusu u tkivu lihena i karcinoma kod kojih su osobito vidljive promjene
proteina ECM-a (lumikan, kolagen) i proteina uklju¢enih u signalizaciju (lamin, prelamin,
apolipoprotein, peroksiredoksin) i aktivaciju aktina/ promjenu citoskeleta (gelsolin, fruktozno-

bisfosfonatna aldolaza).

Prilikom usporedbe diferencijalne ekspresije proteina promijenjene sluznice pacijenata s
karcinomom te promijenjene sluznice pacijenata s lihenom, bitna razlika je u tome Sto se kod
lihena izgleda pretezno aktivira apoptoza (prelamin, galektin 7, proteaze) i keratinizacija
(involukrin, periplakin, mali protein bogat prolinom), a kod karcinoma imamo snaZznu promjenu
metabolizma (proteini koji sudjeluju u homeostazi stani¢nog Zeljeza: transferin, serotransferin;
proteini koji sudjeluju u metabolizmu glukoze: gliceraldehid-3-fosfatna dehidrogenaza; vezanje
ATP-a: karbamoil-fosfatna sintetaza, protein toplinskog Soka), promjenu u oksidoreduktivnom
statusu (disulfidna izomeraza, peroksiredoksin, dekarboksilirajuca 6-fosfoglukonatna dehidroge-
naza) i stani¢noj proliferaciji (negativna regulacija apoptoze-protein toplinskog Soka, peroksi-

redoksin, galektin-1).

Budu¢i da smo masenom spektrometrijom identificirali velik broj proteina koji bi mogli sudje-
lovati u mehanizmu nastanka potencijalno zlocudnih i zlo¢udnih oralnih promjena, detaljnije
¢emo obrazloziti 1 raspraviti znacaj ekspresije proteina izvanstanicnog matriksa u naSim
uzorcima te proteina koji su s njima u interakciji, s obzirom da se u literaturi pokusava razjasniti

njihova uloga u nastanku zlo¢udnih promjena (tablica 14).
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Tablica 14. Proteini izvanstanicnog matriksa te proteini koji su s njima u interakciji, a
identificirani su masenom spektrometrijom u uzorcima promijenjene i pripadajuce
nepromijenjene sluznice pacijenata s lihenom i oralnim karcinomom plocastih

stanica te zdrave sluznice.

Proteini eksprimirani u | Proteini eksprimirani u | Proteini eksprimirani Proteini eksprimirani u Proteini
promijenjenom tkivu | nepromijenjenom tkivu u promijenjenom nepromijenjenom tkivu eksprimirani u
pacijenata s lihenom pacijenata s lihenom tkivu pacijenata s pacijenata s karcinomom |  zdravoj sluznici

karcinomom

Kolagen tip I al, tip VI | Kolagen tip I a2, tip VI | Kolagen tipal al i a2, |Kolagen tipalal io2, VI |Kolagen tip I al, tip

03 02103 VIalia2te XIV al ol, 02103 VIa3

- - - Biglikan -

Lumikan Lumikan Lumikan Lumikan Lumikan

Dekorin - Dekorin Dekorin -

- - - Tenascin -

Aneksin, aneksin I'i Il | Aneksin, aneksin I'i Il | Aneksin V Aneksin Ii Il Aneksin, aneksin I i

1

Galektin-7 - Galektin-1 Galektin-1 -

Vimentin Vimentin Vimentin Vimentin Vimentin

Citoskeletni keratini 1, | Citoskeletni keratini 1, | Citoskeletni keratini 1, | Citoskeletni keratini 1, 9, | Citoskeletni keratini
9,10, 13,14,15,16, |10, 13, 14,16 (tip 1) te |9, 10, 13, 14, 15,16, |10, 13, 14, 15, 16, 19 (tip |1, 2, 5, 6A (tip I) te

19 (tipl)te2,3,4,5, |4,5, 6A (tip1l) 17 (tip)te 2,3,4,5, |1)te3,4,5,73,78 (tip 1) |9, 10, 14, 15, 16 (tip
6A, 6B, 73, 78 (tip 1) 6B, 78 (tip 1) 1)

Hsp70 kDa i Hsp70 kDa i Hsp90kDa | Hsp70 kDa i Hsp70 kDa i Hsp90kDa | Hsp 90 kDa
Hsp90kDa Hsp90kDa

- Hspp1 Hspp1 Hspp1 Hsp B1
Alfa-enolaza Alfa-enolaza - Alfa-enolaza -

4.4. Analiza biomarkera izvanstani¢nog matriksa

S obzirom da je analiza diferencijalno eksprimiranih proteina ukazala na ulogu izvanstani¢nog
matriksa (ECM, od engl. extracellular matrix) u razvoju oralnih lezija koje prate i promjene u
nekim imunoloskim komponentama, uz pomo¢ metode Western blota Zeljeli smo odrediti izra-
zenost vaznih komponenti ECM-a, biglikana i lumikana koji su uklju¢eni u imunoloski odgovor

u uzorcima pacijenata s lihenom i karcinomom plocastih stanica glave i vrata (slika 9 i 10).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
10 11 12 13 14 15 16

Slika 9. Reprezentativni rezultati Western blot analize izraZzenosti biglikana:
1, 14, 15 — promijenjeno tkivo pacijenata s karcinomom plocastih stanica
2, 13, 16 — nepromijenjeno tkivo pacijenata s karcinomom; 3, 5, 8
nepromijenjeno tkivo pacijenata s oralnim lihenom; 4, 7, 9 — promijenjeno

tkivo pacijenata s oralnim lihenom; 6, 10, 11, 12 — zdrava sluznica.

Biglikan je pronaden u gotovo svim analiziranim uzorcima, osim u dva uzorka promijenjenog
tkiva pacijenata s karcinomom plocastih stanica i jednom uzorku zdrave sluznice. Najjaci
intenzitet primijecen je u dva uzorka nepromijenjenog tkiva pacijenata s karcinomom i jednom
uzorku nepromijenjenog tkiva pacijenta s oralnim lihenom dok su ostali uzorci pokazali slabiju

1zrazenost biglikana.
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10 11 12 13 14 15 16

Slika 10. Reprezentativni rezultati Western blot analize izrazenosti lumikana: 1, 14, 15 — pro-
mijenjeno tkivo pacijenata s karcinomom plocastih stanica; 2, 13, 16 — nepromije-
njeno tkivo pacijenata s karcinomom; 3, 5, 8 — nepromijenjeno tkivo pacijenata s
oralnim lihenom; 4, 7, 9 — promijenjeno tkivo pacijenata s oralnim lihenom; 6, 10,

11, 12 — zdrava sluznica.

Lumikan je pronaden u gotovo svim analiziranim uzorcima, osim u jednom uzorku nepro-
mijenjenog tkiva pacijenta s oralnim lihenom i u jednom uzorku promijenjenog tkiva pacijenta s
karcinomom plocastih stanica. Najjaci intenzitet opazen je u: dva uzorka promijenjenog tkiva
pacijenata s karcinomom plocastih stanica; dva uzorka nepromijenjenog tkiva pacijenta s
karcinomom plocastih stanica; jednom uzorku nepromijenjenog tkiva pacijenta s oralnim

lihenom te tri uzorka zdrave sluznice.
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Potraga za biomarkerima koji bi bili vazni za rano ili poboljSano dijagnosticiranje, prognozu i
pracenje tijeka bolesti karcinoma glave 1 vrata, ali 1 za odgovor na terapiju posljednjih godina
postaje sve zanimljivija. Biomarkeri ¢e sve vecu vaznost imati i u kontekstu personalizirane
medicine gdje ¢e se mo¢i koristiti za bolju stratifikaciju pacijenata i prognozu (114, 119). Do
danas je istrazivan veliki broj potencijalnih biomarkera - proteina iz krvi, sline ili tkiva koji
sudjeluju u stani¢énim procesima, ali i dalje ne postoje validirani klinic¢ki testovi koji bi se
upotrebljavali u te svrhe. Naime, znanstvene rezultate dobivene u ovom podrucju istrazivanja

treba tek potvrditi na ve¢em broju klinickih uzoraka i podrobnije ispitati.

5.1. Imunohistokemijska ekspresija inzulinu-sli¢nih ¢imbenika rasta

Prvi cilj ove disertacije bio je odredivanje ekspresije inzulinu-sli¢nog ¢imbenika 2 1 njegovog
receptora u uzorcima oralnog lihena, leukoplakije, karcinoma i zdrave sluznice, uz pomo¢ metoda
imunohistokemije. S obzirom da su inzulinu sli¢ni ¢imbenici rasta mitogeni proteini ukljuceni u
regulaciju stani¢nog rasta i diferencijaciju, nekoliko autora proucavalo je njihovu povezanost sa
zloéudnim promjenama probavnog sustava. Jamieson (65) je 2003. g. pokazao smanjeno 5-godisnje
preZivljenje pacijenata s karcinomom glave i vrata u kojih je doslo do gubitka heterozigotnosti
receptora za inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta 2 (IGF2R). Xu i sur. (120) su, uz pomo¢ lancane
reakcije polimeraze, pokazali da gubitak utiskivanja IGF2 (IGF2 LOI, engl. loss of imprinting)
dovodi do pojacane izrazenosti IGF2 1 njegove mRNA u tkivu karcinoma plocastih stanica
jednjaka u usporedbi s pripadaju¢im zdravim tkivom. McElholm i sur. (87), a potom i Ong i sur.
(88) utvrdili su da je polimorfizam IGF osi povezan s povecanim rizikom od nastanka gastro-
intestinalnih karcinoma, odnosno ezofagealnog karcinoma i stanja koja mu prethode, kao $to su
refluksni ezofagitis i Barettov jednjak. Yoon i sur. (121) 2012. g. proucavali su polimorfizam
IGF2R domene 11 (rs629849) u pacijenata s potvrdenim oralnim karcinomom plocastih stanica
te su zakljucili da je povezan s losijom funkcijom IGF2 receptora §to doprinosi napretku i
stvaranju udaljenih metastaza oralnog PCC (trostruko ve¢i rizik uznapredovalog oralnog PCC u

pacijenata s alelom A u usporedbi s alelom G).

Rezultati imunohistokemijske analize naseg istrazivanja na uzorcima oralnog karcinoma
ploCastih stanica, oralnog lihena 1 leukoplakije 1 zdrave sluznice pokazali su statistiCki
znacajnu razliku u postotku ekspresije IGF2 1 intenzitetu ekspresije IGF2R u populaciji

zdravih u odnosu na pacijente s potencijalno zlo¢udnim lezijama oralnog lihena i leukoplakije
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te oralnim karcinomom plocastih stanica. Sto se ti¢e postotka ekspresije IGF2 ovakvi rezultati
jedinstveni su u literaturi. Naime, rezultati drugih autora pokazali su pojacanu ekspresiju
IGF2 u stani¢nim linijama i tkivu karcinoma plocastih stanica glave i vrata (122) ili tkivu
karcinoma plocastih stanica jednjaka (123). Brady i sur. (122) uz pomo¢ imunohistokemije
pokazali su jacu izrazenost IGF2, IGF1 i IGFIR u tkivu karcinoma plocastih stanica glave i
vrata u usporedbi sa zdravim tkivom, dok su mjerenjem ekspresije IGF2 u stani¢nim linijama
karcinoma plocastih stanica jezika, zdrijela i obrazne sluznice te zdrave sluznice uz pomo¢
RT-PCR (lancane reakcije polimeraze uz pomo¢ reverzne transkriptaze) pronasli vise razine
IGF2 mRNA u stani¢nim linijjama karcinoma jezika u usporedbi sa stani¢nim linijama karci-
noma Zzdrijela i obrazne sluznice te zdrave sluznice. Rezultati imunohistokemijske analize
Chave i sur. (123) u kojoj su evaluirali izrazenost IGF2, FHIT-a i p53 u karcinomu plocastih
stanica jednjaka, adenokarcinomu, displaziji plocastog epitela i zdravoj sluznici takoder su
pokazali pojacanu ekspresiju IGF2 u 81% karcinoma plocastih stanica, 100 % adenokarcinoma,
75% displazija oralnog epitela i 50% zdravih sluznica, $to je samo djelomi¢no u skladu s nasim

rezultatima koji pokazuju pojac¢anu ekspresiju u zdravim sluznicama.

Nasi rezultati koji se ti¢u ekspresije IGF2 donekle su usporedivi s istrazivanjem Zhi i sur. (89)
koji su proucavali ekspresiju gena za IGF2, IGF1, E2F3 i IGFBP3 u tkivu karcinoma plocastih
stanica grkljana, usne Supljine i Zdrijela 1 pripadaju¢em okolnom zdravom tkivu te zakljucili da
nema promjene u ekspresiji gena za IGF2, IGF1 i E3F3 u tkivu karcinoma u usporedbi sa
zdravim tkivom. Zanimljivo je da su primijetili poja¢anu ekspresiju IGFBP3 u tkivu karcinoma
u usporedbi sa zdravim tkivom, i to karcinoma grkljana, ali ne i zdrijela niti usne Supljine.
IGFBP3 vezanjem za IGF1 produZava njegovo vrijeme poluraspada ¢ime pojacava njegovo
mitoticko odnosno anti-apoptoticko djelovanje. Ovakvi rezultati mogli bi upucivati na razli¢itu
biologiju tumora glave i vrata na razli¢itim lokalizacijama, ali i da bi u buduc¢im studijama u
obzir trebalo uzeti i cirkulacijsku razinu ¢imbenika rasta te razinu IGF1 i IGF2 u tumorskom

tkivu i u serumu.

Iz svega ovoga mozemo zakljuciti kako ovakav rezultat postotka ekspresije IGF2 u populaciji
osoba sa zdravom sluznicom mozemo objasniti na nekoliko nac¢ina. S obzirom da se radi o
arhivskim uzorcima zdrave sluznice, moguce je da su pacijenti ipak imali neke nedijagnosti-
cirane potencijalno zlocudne ili zlo¢udne promjene na sluznici usne Supljine. Takoder, kao u
istrazivanju Zhi i suradnika (89), moguce je da IGF2 nije bio znacajno povisen u karcinomima u
odnosu na potencijalno zlocudne lezije 1 zdravu sluznicu zbog razli¢itih mehanizama ukljucenih

u tumorigenezu karcinoma plocastih stanica glave 1 vrata na razliCitim lokalizacijama, zbog
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cega bi ovakve rezultate trebalo potvrditi na veCem broju uzoraka. Takoder, iz statisticke
analize korelacije postotka i intenziteta ekspresije IGF2 i IGF2R u pojedinim skupinama
pacijenata, samo u populaciji zdravih osoba je korelacija postotka i intenziteta ekspresije IGF2
umjerena, prilikom ¢ega je bas tu korelacija grani¢no neznacajna tj. p=0.0518 §to je > 0.05. Cini
se da su iz nekog razloga prilikom ocitavanja imunohistokemijskog bojenja pacijenti u zdravoj
skupini ¢esc¢e ocijenjeni sa visokim postotkom obojenja (postotak ekspresije), ali ne i samog

intenziteta obojenja (intenzitet ekspresije) Sto je mozda moglo utjecati na nas rezultat.

Medu skupinama pacijenata s oralnim lihenom, leukoplakijom i oralnim karcinomom nije bilo
statisticki znacajne razlike u postotku niti intenzitetu ekspresije IGF2 i IGF2R, po ¢emu bi
mogli zakljuciti da bi potencijalno zlo¢udne lezije lihena i leukoplakije mogle imati dijelom
slicne mehanizme stani¢ne transformacije kao i oralni karcinomi plocastih stanica. Ove rezul-
tate bi trebalo potvrditi na ve¢em broju pacijenata, uzimaju¢i u obzir lokalizaciju lezija, ri-

zi¢ne ¢imbenike za nastanak karcinoma i druge mogu¢e mehanizme karcinogeneze.

Sto se ti¢e statisti¢ki zna¢ajne razlike u intenzitetu ekspresije IGF2R u populaciji zdravih osoba,
nasi rezultati su u skladu s literaturom s obzirom da je IGF2R aktivan u zdravoj sluznici i ima
tumor supresorsku ulogu, a njegova mutacija povezuje se s povecanim rizikom od karcinoma

plocastih stanica glave i vrata (65, 121).

5.2. Proteomska analiza oralnog lihena i karcinoma

Globalna proteinska ekspresija pojedinih vrsta lezija pomaZe nam u izdvajanju onih proteina -
biomarkera koji bi mogli biti specifi¢ni za odredeno patolosko stanje ili zdravlje. Na taj nacin
bilo bi moguée pracenjem zastupljenosti odredenih proteina utvrditi fazu bolesti, tijek bolesti ili
pak odgovor na terapiju. Drugi cilj ove disertacije, nakon imunohistokemijske analize ekspresije
inzulinu slicnog ¢imbenika 2 1 njegovog receptora, bilo je profiliranje proteinskog sastava tkiva
oboljelih od oralnog lihena i oralnog karcinoma $to je u ovom istrazivanju provedeno uz pomo¢
sofisticirane tehnologije tekuc¢inske kromatografije spregnute s masenom spektrometrijom (LC-
MS/MS). Metoda je izuzetno osjetljiva i koristi se kao standardna metoda u sli¢nim istrazivanji-
ma, a dobiveni su rezultati pokazali veliki broj identifikacija, ¢ak 5011 proteina, od Cega je
identificirano 93 proteina zajednic¢kih svim uzorcima tkiva promijenjene sluznice pacijenata s
lihenom; 110 proteina zajednickih svim uzorcima tkiva promjenama nezahvacene sluznice u

pacijenata s lihenom; 119 proteina zajednickih svim uzorcima promijenjene sluznice pacijenata
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s karcinomom plocastih stanica glave i vrata, 184 proteina zajednickih svim uzorcima promje-
nama nezahvacene sluznice pacijenata s karcinomom te 70 proteina zajednickih svim uzorcima

zdrave sluznice (prilog disertacije).

Diferencijalno eksprimirani proteini svrstani su u nekoliko skupina (tablice 9 — 13) i ukazuju
na (1) razlike lezija promijenjene i zdrave sluznice pacijenata s dijagnozom oralnog lihena ili
oralnog karcinoma plocastih stanica, (2) razlike u lezijama lihena u odnosu na karcinom te (3)
razlikama u nepromijenjenoj sluznici pacijenata s lihenom i karcinomom u odnosu na sluznice
zdravih kontrolnih ispitanika. Diferencijalno eksprimirani proteini o¢ekivano pripadaju skupina-
ma proteina koji reguliraju vazne bioloske procese poput transkripcije, organizacije citoskeleta,
imunoloskog odgovora, organizacije i degradacije izvanstani¢nog matriksa, apoptoze, onkogene

transformacije, epitelno-mezenhimalne tranzicije i signalizacije.

Podatci o proteomskim analizama oralnih potencijalno zlo¢udnih promjena u znanstvenoj
literaturi su oskudni. Pronasli smo samo jedno istraZivanje s rezultatima proteomskog profili-
ranja leukoplakije i oralnog karcinoma plocastih stanica koje je identificiralo 85 proteina ¢ija
ekspresija je bila promijenjena u svih 12 analiziranih uzoraka (92). Nekoliko autora medutim,
istrazivalo je globalne proteomske ili genske markere karcinoma plocastih stanica glave i vrata.
Budu¢i da smo 1 mi masenom spektrometrijom identificirali velik broj proteina koji bi mogli
sudjelovati u mehanizmu nastanka potencijalno zlocudnih i1 zlo¢udnih oralnih promjena,
detaljnije ¢emo obrazloziti i raspraviti znacaj ekspresije proteina izvanstaniénog matriksa u
nasim uzorcima te proteina koji su s njima u interakciji. Ekspresiju dva proteina izvanstani¢nog

matriksa, biglikana i lumikana, validirali smo i analizom Western blot.

Medu identificiranim proteinima u na$im uzorcima nalaze se razni tipovi aneksina i galektina
koji su zanimljivi zbog svoje interakcije s proteinima izvanstani¢énog matriksa. Aneksini su
pripadnici velike obitelji proteina koji veZu kalcij 1 koji su ukljuceni u razli¢ite bioloske procese
u jezgri, citoplazmi i izvanstani¢nom matriksu (124). Zbog svoje uloge u endo- i egzocitozi,
transkripciji, translaciji, stani¢noj proliferaciji, oksidativnom stresu i apoptozi, te medudjelova-
nja s proteinima izvanstani¢nog matriksa njihova uloga istrazuje se u okviru razli¢itih tumora.
Prema nasim rezultatima, aneksin I i II su bili diferencijalno eksprimirani u uzorcima nepro-
mijenjene sluznice pacijenata s oralnim karcinomom plocastih stanica u usporedbi s pripada-
ju¢om naizgled promijenjenom sluznicom §to se slaze s rezultatima Roescha i sur. (125) koji
ove oblike aneksina nisu nasli u tkivima karcinoma. Roesch i sur. (125) pokusali su korelirati

ekspresiju proteina s ekspresijom RNA u uzorcima karcinoma plocastih stanica glave i vrata i
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zdrave sluznice jednjaka, prilikom ¢ega su koristili metode mikropostroja cONA (engl. cDNA
microarray), lancanu reakciju polimerazom uz reverznu transkriptazu (RT-PCR) i nekoliko
metoda masene spektrometrije, primarno SELDI-TOF-MS (engl. Surface-enhanced laser
desorption ionization-time of flight mass spectrometry). Uspjeli su identificirati proteine
kalgranulin A i B i aneksin | i Il kao potencijalne biomarkere koji su potisnuti u karcinomu
plocastih stanica glave i vrata. U naSoj studiji medutim u karcinomu je identificiran jos jedan
protein iz grupe aneksina, aneksin V, Cija uloga i pojacana prisutnost je ve¢ ranije dokazana u
papilarnom karcinomu S§titnjace (126) i u karcinomu gusterace (127). Aneksin V veZe se s
visokim afinitietom na fosfatidil-serin koji je izrazen na stani¢noj membrani prilikom stani¢ne
smrti (apoptoze, nekroze, autofagije, mitotiCkih katastrofa) (128) te bi se stoga njegova
ekspresija mogla koristiti za pracenje stani¢ne smrti nakon protutumorske terapije. Svakako bi
prilikom takve primjene ekspresije aneksina V trebalo uzeti u obzir da se agresivnost tumora
pogresno ne interpretira kao uspjeh terapije s obzirom da agresivniji tumori imaju brzu izmjenu
stanica (128). Nasi rezultati masene spektrometrije kojima je aneksin V identificiran samo u
skupini promijenjene sluznice uzoraka karcinoma opre¢ni su rezultatima Wanga i sur. (92) koji
su u uzorcima leukoplakije 1 oralnog karcinoma plocastih stanica pronasli snizenu ekspresiju
ovog oblika aneksina. S obzirom da smo ovaj tip aneksina nasli jedino u promijenjenoj sluznici
pacijenata s karcinomom, mogao bi biti biomarker zlo¢udnosti za oralne lezije $to bi trebalo

provjeriti na ve¢em uzorku pacijenata s karcinomom plocastih stanica glave 1 vrata.

Zanimljivo je kako su u tkivima lihena i karcinoma pronadeni razli€iti tipovi galektina
(galektin-1 u tkivu karcinoma, galektin-7 u tkivu lihena) ¢ija se uloga u karcinomima takoder
istrazuje. Galektini su Siroko rasprostranjeni proteini koji vezu ugljikohidrate i imaju afinitet za
oblik glikana koji se nalazi na stani¢noj povrsini i na proteinima izvanstani¢nog matriksa (129).
Dosad je poznato 15 ¢lanova ove obitelji koji imaju razli¢ite uloge (130). Na$ je rezultat u
skladu s literaturnim podacima. Tako je primjerice nedvojbena uloga galektina-1 ve¢ utvrdena u
procesu angiogeneze (131) koja je klju¢ni korak u brojnim patofizioloskim procesima i u Sirenju
tumora, u upali i koagulaciji (132) te u ometanju imunoloskog odgovora posredovanog T
limfocitima (133) ¢ime omoguéuju opstanak tumora usprkos imunoloskom sustavu organizma.
Pojacana ekspresija galektina-1 nadena je i u endotelnim stanicama razlicitih vrsta tumora -
oralnog karcinoma (134), karcinoma kolona (135, 136), pluca (137), prostate (138, 139), mozga
(140), bubrega (141), cerviksa (142) te dojke (143). Pojacana ekspresija galektina-1 korelira s
uznapredovalim stupnjem tumora zuc¢nog mjehura (144) i dojke (143), a povezuje se i S

rezistencijom melanoma na kemo- i radioterapiju (145, 146).

77



Bozana Loncar Brzak, Disertacija

Nasuprot galektinu-1, u lihenima smo identificirali galektin-7, koji je u literaturi opisan u
kontekstu karcinoma plocastih stanica jednjaka (147), ¢ime bi na$ rezultat mogao iéi u prilog
potencijalnom zlo¢udnom potencijalu lihena. Literaturni podatci za galektin-7 navode
povezanost s povecanim metastatskim potencijalom karcinoma dojke i otpornoscu na apoptozu
(148). Cini se medutim da je njegova uloga potpuno drugadija s obzirom na vrstu tumora te je
primjerice pojacana ekspresija galektina-7 povezana i S boljim odgovorom na radioterapiju
karcinoma cerviksa, a time i boljom prognozom (149). Sli¢no, povecana ekspresija galektina-7
povezana je i sa smanjenom proliferacijom i1 migracijom karcinomskih stanica zeludca, dok se
snizena ekspresija galektina-7 povezuje s uznapredovalim TNM stadijem karcinoma zeludca i
losijim prezivljenjem (150). Poznato je da na ekspresiju i lokalizaciju endotelnih galektina
mogu utjecati razli¢iti ¢imbenici kao §to je hipoksija (151, 152), komponente izvanstani¢nog
matriksa, interakcije endotelnih stanica s tumorskim ili upalnim stanicama (153-155) te razliciti
proteomski nalaz galektina-1 samo u promijenjenom tkivu karcinoma s obzirom da se radi o
proteinu koji veze ugljikohidrate i ¢ija je sekrecija pojacana tijekom hipoksije te je povezana s
agresivno$c¢u tumora, angiogenezom i apoptozom T-limfocita (159). Stoga mozemo zakljuciti

kako galektin-1 moze biti biomarker malignosti lezije usne Supljine.

Nadalje, ¢itav niz proteina izvanstani¢nog matriksa (tablica 14) koje smo identificirali masenom
spektrometrijom, poput primjerice lumikana, biglikana, raznih tipova kolagena, dekorina
se 0 malim proteoglikanima bogatima leucinom (engl. small leucine-rich proteoglycans, SLRP)
koji imaju razli¢ite bioloske funkcije. Sudjeluju u unutarstani¢noj fosforilaciji koja je nuZzna u
prijenosu stani¢nog odgovora te regulaciji razli¢itth puteva reguliranih Clanovima koStanih
morfogenetskih proteina (engl. bone morphogenetic protein, BMP), transformirajuceg
¢imbenika rasta (engl. transforming growth factor, TGF), receptorima tirozin-kinaze i Toll-like
receptora te receptorom inzulinu sli¢nog ¢imbenika rasta (96). Mutacije gena koji kodiraju za
ove proteine dovode do niza patoloSkih promjena poput primjerice fragilnosti koze, osteopo-
roze, kardiovaskularnih bolesti (160, 161), renalne fibroze (162), poremecaja u razvoju roznice
(163) i drugih bolesti. Smatra se stoga kako vaznu ulogu u razvoju tumora imaju upravo pro-

mjene u izvanstani¢nom matriksu i proteoglikanima.

U nasim uzorcima dekorin je pronaden u promijenjenoj sluznici oralnog lihena te promijenjenoj
1 pripadajucoj naizgled nepromijenjenoj sluznici uzoraka karcinoma. Pretrazivanjem literature

nismo nasli podatke o ekspresiji dekorina u lezijama oralnog lihena planusa pa je ovo originalan

78



Bozana Loncar Brzak, Disertacija

rezultat. Ekspresija dekorina istrazivana je u lezijama leukoplakije, oralne submukozne fibroze i
karcinoma plocastih stanica te su rezultati pokazali ekspresiju dekorina u 74 % oralnih
potencijalno zlo¢udnih lezija, 51% oralnih karcinoma ploc¢astih stanica i 56% kontrolnih
zdravih sluznica (97). Autori su zakljucili da smanjena ekspresija dekorina korelira s loSijim
prezivljenjem od ovog oblika karcinoma. Banerjee i sur. (102) pronasli su aberantnu ekspresiju i
lokalizaciju dekorina u displasticnim oralnim potencijalno zlo¢udnim promjenama i u oralnom
karcinomu plocastih stanica. Noviji rezultati navode da je ekspresija dekorina znacajno pove-
¢ana u stani¢nim linijama oralnog karcinoma plocastih stanica koje su otporne na kemoterapiju.
Naime, utiSavanjem gena koji kodira za dekorin doslo je do povecane osjetljivosti stanica na
predlijek 5-fluorouracila, tegafur (164). Ovakvi podatci mogli bi se primijeniti u odredivanju
skupine pacijenata pogodnih za odredeni oblik kemoterapije, ili pak u poboljSanju odgovora
karcinoma na kemoterapiju. S obzirom da je u nasim uzorcima dekorin identificiran u oralnom
lihenu i karcinomu, no njegova ekspresija nije kvantificirana, na temelju toga nalaza mozemo
pretpostaviti da se nasi pacijenti s karcinomom i s oralnim lihenom ne bi smjeli lijeciti 5-

fluorouracilom zbog moguce kemorezistencije.

Jos jedna od komponenti izvanstani¢énog matriksa koju smo identificirali u istrazenim lezijama
usne Supljine su razliciti tipovi kolagena. Diferencijalno eksprimirani tip kolagena u promijenje-
noj sluznici lihena u usporedbi s pripadaju¢om nepromijenjenom sluznicom bio je (1) kolagen
tipa I al; (2) Kolagen tipa VIa2 u nepromijenjenoj sluznici pacijenata s lihenom; (3) Kolagen
XIV al u tkivu karcinoma za razliku od tipa kolagena VI a3 u pripadajucoj nepromijenjenoj
sluznici; (4) u uzorcima zdrave sluznice u usporedbi s nepromijenjenom sluznicom pacijenata s
lihenom i karcinomom kolagen tipa VI a3; (5) u nepromijenjenoj sluznici lihena i karcinoma
utvrden kolagen tipa VI al i o2, te (6) u svim uzorcima promijenjene sluznice pacijenata s
karcinomom u usporedbi s promijenjenom sluznicom pacijenata s lihenom kolagen tipa I a2, VI

ol 1 a2 te XIV al.

Prema podatcima Natarajana i sur. (93), pojacana ekspresija kolagena tipa I i II ve¢ je utvrdena
u karcinomu glave i vrata $to je u skladu s rezultatima ove studije. O kolagenu tipa VI takoder
postoje podatci u literaturi pa je tako istraZzena njegova uloga u razli¢itim vrstama tumora. Zbog
svog snaznog stimulativnog uc¢inka na rast povezuje se s agresivnim ponasanjem tumora (165).
Kolagen tipa VI ima vaznu ulogu u oCuvanju integriteta tkiva s obzirom da zbog svoje strukture
moze ulaziti u interakcije s ostalim komponentama matriksa kao Sto su biglikan, dekorin,
hijaluronska kiselina, heparin sulfat te tipovi kolagena I i IV (166). Pretpostavlja se kako je
interakcija kolagena V1 s dekorinom odgovorna za nastanak otpornosti karcinoma na kemotera-
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piju (165). Pojacana ekspresija ovog tipa kolagena zamijecena je u adenokarcinomu i karci-
nomu plocastih stanica pluca (166) te u karcinomu plocastih stanica jednjaka (167) i u karcino-
mima gusterace (168) §to mozemo povezati s nas§im nalazom kolagena tipa VI u svim uzorcima
promijenjene sluznice pacijenata s karcinomom u usporedbi s promijenjenom sluznicom
pacijenata s lihenom. Pojacana ekspresija alfa-1 lanca kolagena tipa VI koji je u naSim uzorcima
diferencijalno eksprimiran u karcinomima i pripadajucoj nepromijenjenoj sluznici povezuje se s
lo$ijim ishodom i uznapredovalim stupnjem glioblastoma (169). Ovaj bi oblik kolagena mogao
biti dobar novi marker zlo¢udnog potencijala oralnog karcinoma. Pojacana ekspresija alfa-3
lanca kolagena tipa VI koji je u nasim uzorcima izoliran u tkivu lihena i pripadajucoj nepro-
mijenjenoj sluznici, nepromijenjenoj sluznici karcinoma i zdravoj sluznici povezuje s uznapre-
dovalim stupnjem karcinoma gusterace (168). Nasi rezultati pokazali su prisutnost kolagena tipa
XIV al u uzorcima karcinoma, no uloga ovog tipa kolagena u karcinogenezi je slabo istrazena
te mozemo samo pretpostaviti kako je identifikacija ovog kolagena u vezi s malignos¢u lezije ili
patoloskih promjenama tkiva. Naime, Paolo i sur. (170) identificirali su ovaj tip kolagena u dva
od tri uzorka kroni¢nog pankreatitisa, a poviSena ekspresija ovog tipa kolagena zamijecena je i

u fibrozi jetre (171, 172).

Nadalje, u nasim uzorcima biglikan je masenom spektrometrijom identificiran samo u naizgled
nepromijenjenoj sluznici uzoraka karcinoma, dok je pomoc¢u metode Western blot identificiran
u gotovo svim uzorcima, osim u jednom uzorku zdrave sluznice i u dva uzorka promijenjene
sluznice pacijenata s karcinomom. Ovi rezultati pokazuju 1 prednosti 1 mane koriStenih metoda
koje smo koristili prilikom istrazivanja; naime, masena spektrometrija detektira proteine na
razini peptida i izoformnih oblika pa stoga nisu uvijek prepoznati proteini koji su detektibilni
drugim metodama. U ostalim uzorcima primjenom Western blota najveci intenzitet biglikana
primijecen je u promijenjenoj i naizgled nepromijenjenoj sluznici pacijenata s oralnim lihenom
planusom. S obzirom da pretrazivanjem literature nisu nadeni podatci o prisutnosti i ulozi
biglikana u oralnim potencijalno zloéudnim promjenama niti u ostalim potencijalno zlo¢udnim
promjenama, ovaj nalaz mozemo povezati s ulogom biglikana u upalnim procesima koja je vec
istrazivana u literaturi. Na§ nalaz biglikana moZemo povezati s upalnim procesima za koje je
poznato da su prisutni u lihenu, a s obzirom na ekspresiju biglikana u tri uzorka zdrave sluznice,
moguce je zakljuciti o pocetnim upalnim procesima u ta tri uzorka zdrave sluznice. Biglikan
sudjeluje u regulaciji upalnih procesa, vezanjem na unutrasnje imunoloske receptore 2 i 4 (engl.
Toll-like receptor 2 i 4) u makrofazima ¢ime potice ekspresiju upalnih medijatora TNFa i

analoga murinskog interleukina-8 (MIP2) (173). Njegova uloga istrazena je u upalnim procesima
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bubrega i pluca (174). Sintetiziraju ga i izlu€uju aktivirani makrofazi. Smatra se potencijalnim
biomarkerom ili potencijalnom metom lijekova u lijeCenju upalnih bolesti, s obzirom da se
pokazalo da poviSena koncentracija biglikana u cirkulaciji 1 tkivu bubrega korelira s loSijom

bubreznom funkcijom i losijim ishodom upalnih bubreznih bolesti (175).

Biglikan, kao i ostali pripadnici obitelji malih proteoglikana bogatih leucinom, ima razlicite
uloge u razli¢itim tkivima. Nuzan je 1 u pravilnom razvoju kolagenih vlakana i diferencijaciji
stanica kostura, sudjeluje u aktivnosti receptora kostanog morfogenetskog proteina (BMP) i
transformiraju¢eg Cimbenika rasta (TGF) (176). Izrazen je u periodontalnom ligamentu,
alveolarnoj kosti i veznom mjestu periodontalnog ligament na cement. Njegova uloga u razvoju
ovih tkiva istrazena je uz pomoc¢ genetski modificiranih miseva koji su uz nedostatak biglikana
pokazali prosirenu parodontnu pukotinu (177). Kombinirani manjak biglikana i nekog od drugih
malih proteoglikana bogatih leucinom doveo je i do vecih defekata u razvoju potpornih i
vezivnih tkiva, kao Sto je osteoartritis, promjene u kolagenim vlaknima tetiva, ektopicna
osifikacija tetiva itd. (178). Vazno je naglasiti da proteini/¢lanovi obitelji malih proteoglikana
bogatih leucinom mogu medusobno nadomjestati gubitak funkcije pa tako u odsutnosti nekog
proteina, drugi protein iz istog razreda donekle ili potpuno preuzima njegovu ulogu, $to moze-
mo vidjeti na primjeru biglikana i dekorina. Takoder, isti ¢lanovi obitelji malih proteoglikana

bogatih leucinom mogu imati razli¢ite uloge u razli¢itim tkivima ili ¢ak vrstama.

Sto se tice ekspresije lumikana u oralnim potencijalno zloéudnim lezijama, pretraZivanjem
literature nisu nadeni takvi podatci niti podatci o ekspresiji lumikana u ostalim potencijalno
zlo¢udnim lezijama, stoga rezultat ove studije koji nije pokazao znaCajnu razliku u ekspresiji
lumikana u svim istraZenim lezijama i kontrolnim sluznicama govori u prilog tomu da se radi o
konstitutivnom proteinu ECM koji mozda nadomjesta funkciju biglikana ¢ija se ekspresija
mijenja u razli¢itim lezijama oralne sluznice. Literaturni podatci o ekspresiji lumikana u
karcinomu glave i vrata su vrlo oskudni. Pronasli smo samo jedan rad u kojem je gen za lumi-
kan jedan od pet identificiranih gena (LUM, PDE3B, PDGF-C, NRG1 i PKD2) koji su najjace
diferencijalno eksprimirani u karcinomu plocastih stanica glave i vrata koji je rezistentan na
lije¢enje kemoterapeutikom cisplatinom (179). Zanimljivo je da se pojacana ekspresija tih pet
gena, pojedinacna ili grupna, pokazala prediktivnom za odgovor na kombiniranu kemoterapiju
karcinoma plocastih stanica glave i vrata temeljenu na cisplatinu, prilikom cega se lumikan
pokazao kao potencijalni biomarker za ovu vrstu kemoterapije. lako je steena rezistencija na
cisplatin viSeuzrocna, ovakvi podatci mogu pomoci u razvoju individualizirane kemoterapije

karcinoma plocCastih stanica glave 1 vrata i pomoc¢i u razjaSnjavanju mehanizama nastanka
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rezistencije na kemoterapeutike. Uz pomo¢ ovog istrazivanja mogli bi objasniti prisutnost
lumikana u dva od tri uzorka karcinoma i zakljuciti da se pacijenti s karcinomom plocastih
stanica glave i vrata u kojima je dokazana ekspresija lumikana ne trebali lije¢iti kemotera-

peutikom cisplatinom s obzirom na mogucnost rezistencije na ovu vrstu terapije.

Medutim, prema podatcima dobivenim analizom tablica s popisom proteina specifi¢nih za
pojedinu dijagnozu, u patogenezi lihena i karcinoma oralne sluznice izuzetno vaznu ulogu
pouzdano imaju ostali identificirani strukturni proteini, osobito citoskeletni keratini i vimentin,

koji su u literaturi prou¢avani i u okviru epitelno-mezenhimalne tranzicije u kontekstu tumora.

U na$im uzorcima, vimentin je oCekivano identificiran kao zajednicki protein svim skupinama
uzoraka s obzirom da se radi o vaznom strukturnom proteinu mezenhimalnih (diferenciranih)
stanica. Uloga vimentina u oralnoj sluznici i1 karcinogenezi oralnih karcinoma medutim, nije
razjasnjena iako je njegova uloga zajedno s citokeratinima utvrdena u benignim oralnim
lezijama (180). Podatci iz literature govore nam da u karcinomima plocastih stanica glave i
vrata ekspresija vimentina moZze varirati, ovisno o stani¢noj liniji karcinoma, $to ukazuje da se
oralna karcinogeneza moze odvijati preko razli¢itih proteinskih puteva. Naime, Sudha i sur.
(181) analizirali su proteine dvije stani¢ne linije karcinoma plocastih stanica glave i vrata,
SCC-25 i FaDu uz pomo¢ masene spektrometrije. Izdvojili su 90 peptidnih iona u kojima se, s
visokim stupnjem toc¢nosti na temelju razlika u proteomu mogu razlikovati vrste analiziranih
stani¢nih linija. Medu identificiranim peptidima, Sest peptida odnosi se na vimentin i njegove
1zoforme, a Cetiri na aneksin I 1 njegove fragmente, pri cemu su oba peptida bila jaCe izrazena
u stani¢noj liniji SCC-25. Poznato je da je pojacana ekspresija vimentina preduvjet za
sazrijevanje invadopodija koje potom dovode do degradacije ECM, omogucujuéi invaziju
stanica tijekom metastaziranja (182) te je pojacana ekspresija ovog proteina proucavana kao
moguci biomarker EMT u karcinomima dojke (183), jednjaka (184), cerviksa (185) i prostate
(186). Pojacana ckspresija vimentina se pak povezuje se s recidivima oralnih karcinoma
plocastih stanica (187) te rezultati naseg istrazivanja kojima je vimentin identificiran u svim
skupinama uzoraka moguce ukazuju na postoje¢i maligni potencijal svih analiziranih skupina
uzoraka ili pak govore o tomu da vimentin ne moZzemo pouzdano koristiti kao biomarker

maligne transformacije.

Sto se ti¢e citoskeletnih keratina koji su u na§im uzorcima bili zastupljeni u velikom broju, u
tkivu lihena identificirani su citoskeletni keratini 1, 9, 10, 13, 14, 15, 16, 19 (tip ) te 2, 3, 4, 5,
6A, 6B, 73, 78 (tip Il) (tablica 14 i podatci u prilogu disertacije), dok su svim uzorcima
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karcinoma bili zajednicki citoskeletni keratini 1, 9, 10, 13, 14, 15, 16, 17 (tip ) te 2, 3, 4, 5, 6B,
78 (tip 1) (tablica 14 i podatci u prilogu). U odnosu na pripadajucu nepromijenjenu sluznicu
kod lihena su bili eksprimirani citoskeletni keratin 9, 15, 19 (tip I) te 2, 3, 6B, 73, 78 (tip I1)
(tablica 9), dok su kod karcinoma bili eksprimirani citoskeletni keratin 17 (tip 1), 2 i 6B (tip
II), a u pripadajucoj nepromijenjenoj sluznici citoskeletni keratin 1 i 19 (tip I) i 73 (tip 1l)
(tablica 10). Nas rezultat stoga se dijelom podudara s rezultatom Bakera i sur. (188) koji su
prilikom usporedbe ekspresije proteina u pet uzoraka karcinoma plocastih stanica jezika i
pripadajuce zdrave sluznice pokazali smanjenu ekspresiju stani¢nih strukturalnih proteina kao
Sto su citoskeletni keratini 13, 19 i 6¢ u uzorcima karcinoma u odnosu na pripadajucu zdravu
sluznicu, §to su potvrdili i rezultati drugih autora. Smatra se da smanjena ekspresija citoskeletnih
keratina korelira sa slabijom diferencijacijom karcinoma plocastih stanica (189). Svoja zapa-
Zanja ovi autori su potvrdili genskom analizom uzoraka plocastog karcinoma glave i vrata,
gdje su primijetili prisutnost mRNA keratina 13 u zdravoj sluznici za razliku od tumorskog
tkiva te su zakljucili da bi se keratin 13 (i/ili 19) mogao koristiti kao klinicki marker za odre-
divanje kirurSkog ruba lezije. Nasi rezultati su komparabilni s rezultatima Bakera i suradnika
(188) u smislu da smo takoder pronasli diferencijalno eksprimirane keratine 1 i 19 (tip I), uz
keratin 73 (tip II), u nepromijenjenoj sluznici pacijenata s karcinomom plocastih stanica glave
I vrata u usporedbi s tumorskim tkivom $to ukazuje da bi se keratin 19 (tip 1) mogao upotrije-

biti kao biomarker za odredivanje granice kirur§kog ruba lezije.

Roesch-Ely i sur. (91) pokazali su da znacajke proteomskog profila karcinoma plocastih stanica
glave 1 vrata mogu biti prisutne i u histoloski normalnoj sluznici uz tumor te u sluznici udaljenoj
od tumora, ¢ime bi nalaz ovakvog profila mogao imati prognosticku ulogu u predvidanju
rekurentne bolesti. Nasi rezultati proteomske analize takoder su pokazali sli¢nosti proteomskog
profila promijenjene u usporedbi s pripadaju¢om naizgled nepromijenjenom sluznicom pacije-
nata s lihenom i karcinomom. Uzorci lihena pokazali su podudarnost s pripadaju¢om nepro-
mijenjenom sluznicom u raznim oblicima citoskeletnih keratina i kolagena, prisutnosti lumi-
kana, vimentina 1 aneksina, proteinima toplinskog Soka, razli¢itim enzimima uklju¢enima u me-
tabolicke procese, proteinima koji vezu masne kiseline, ribosomskim proteinima 1 histonima.
Uzorci karcinoma pokazali su sli¢nost s pripadaju¢om nepromijenjenom sluznicom takoder u
raznim oblicima citoskeletnih keratina i kolagena, prisutnosti lumikana, aneksina i galektina-1,
proteinima toplinskog Soka, razli€itim enzimima uklju¢enima u metabolicke procese, protei-

nima koji veZzu masne kiseline, ribosomskim proteinima 1 histonima.
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Proteini toplinskog Soka (engl.heat shock protein, Hsp) identificirani su u uzorcima promije-
njene u usporedbi s pripadaju¢om naizgled nepromijenjenom sluznicom oralnog lihena i karci-
noma plocastih stanica. Baker i sur. (188) identificirali su proteine toplinskog Soka Hsp70 kDa i
Hsp 90 kDa kao pojacano eksprimirane u tumorskom tkivu za razliku od zdravog tkiva. Nasi
rezultati pokazuju kako je Hsp70 kDa eksprimiran u tkivu lihena i karcinoma te pripadajuce
nepromijenjene sluznice pacijenata s lihenom i karcinomom (tablica 14. i prilog disertacije) dok
je Hsp 90 kDa eksprimiran u svim analiziranim skupinama uzoraka (tablica 14. i prilog di-
sertacije). Stoga se prisutnost ovih proteina ne moze koristiti kao indikacija malignosti ili
promjene tkiva, no ukazuje na moguca promijenjena stanja homeostaze u tkivima opcenito.
Zanimljivo je kako smo u ovoj studiji identificirali i Hsp B1 (tablica 14. i prilog disertacije) koji
je bio eksprimiran u tkivima karcinoma i okolnoj nepromijenjenoj sluznici te nepromijenjenoj
sluznici pacijenata s lihenom i u zdravoj sluznici, ali ne i u tkivima lihena. Hspp1 je uklju¢en u
procese zastite od stresa i citoskeletne promjene (190). Literaturni podatci pokazali su da
pojacana ekspresija ovog proteina u tumorskom tkivu §titi od apoptoze i poti¢e proliferaciju
(191), potice stvaranje metastaza (192) i otpornost na kemoterapiju (193-195). Choi i sur. (196)
pokazali su da je ekspresija ovog proteina izravno povezana s otporno$¢u kolorektalnog
karcinoma na kemoterapiju irinitekanom te da se njegovom inhibicijom moze smanjiti rezistencija
tumorskih stanica na terapiju. Nekoliko autora istrazivalo je ulogu ovog proteina u fibrogenezi.
Pojacana ekspresija Hsp B1 dokazana je u pluénoj fibrozi (197) te su autori zakljucili da je
njegova aktivacija povezana s proliferacijom i migracijom epitelnih stanica koja se dogada
tijekom nastanka pluéne fibroze, za razliku od drugih autora koji su uocili pojacanu ekspresiju
Hspp1 u bubreznoj fibrozi (198) te su zakljuéili da pojacana ekspresija ovog proteina ima zastitnu
ulogu protiv fibroze, usporavajuéi njen razvoj i epitelno-mezenhimalnu tranziciju. Rezultati
Vidyasagara i sur. (198) mogli bi i¢i u prilog nasim rezultatima, odnosno mogli bismo pretpo-
staviti da izostanak identifikacije ovog proteina u uzorcima promijenjene sluznice pacijenata s
lihenom mozemo povezati s pojacanom keratinizacijom tkiva lihena. Takoder, s obzirom na
ranije pokazanu aktivnost apoptoti¢nih proteina u tkivima lihena, moZemo zakljuciti da je, s

obzirom na anti-apoptoti¢nu aktivnost Hsp B1, i to razlog $to nije identificiran u ovim uzorcima.

Takoder, u promijenjenoj i naizgled nepromijenjenoj sluznici pacijenata s lihenom te u naizgled
nepromijenjenoj sluznici pacijenata s karcinomom identificiran je 1 biomarker patoloSkog stresa
alfa-enolaza. To je visefunkcijski protein Cija pojacana ekspresija je primijecena u razliCitim
oblicima karcinoma (plu¢a (199), kolona (200), akutnoj mijeloi¢noj leukemiji (201)), ali i u

nekim kroni¢nim autoimunim bolestima (npr. reumatoidnom artritisu (202), sistemskoj sklerozi
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(203), primarnim nefropatijama (204)). Jedna od istrazenih uloga alfa-enolaze je aktivacija su-
stava plazminogena c¢ime potice aktivnost izvanstanicnih proteaza 1 preoblikovanje
izvanstanicnog matriksa, omogucujuci time migraciju, adheziju i proliferaciju tumorskih stanica
(205). Alfa-enolaza je i1 kljucni glikoliticki enzim c¢ija aktivacija omogucuje promjenu
metabolizma glukoze u anaerobnim uvjetima, tzv.Warburgov efekt (205). Pojacana ekspresija
alfa-enolaze u karcinomu glave i vrata povezuje se i s loSijom prognozom ove vrste tumora
(206), stoga bi odsutnost ekspresije alfa-enolaze u tkivu nasih pacijenata s karcinomom glave i
vrata mogli smatrati dobrim prognostickim ¢imbenikom. Dokumentirano je da smanjena
ekspresija alfa-enolaze povecava osjetljivost karcinoma na odredene kemoterapeutike (207) i
smanjuje invazivnost stanica folikularnog karcinoma Stitnjace (208). Na$ nalaz alfa-enolaze u
tkivu pacijenata s lihenom mogao bi se usporediti s primije¢enom pojacanom ekspresijom alfa-
enolaze u drugim autoimunim kroni¢nim bolestima gdje, kao i neki drugi glikoliti¢ki enzimi
poput glukoza-fosfat izomeraze i aldolaze, djeluje kao autoantigen poti¢uéi autoimunu reakciju
(209). Autoantitijela na alfa-enolazu mogu se vrlo rano otkriti u serumu pacijenata s

reumatoidnim artritisom te imaju potencijalnu dijagnosticku i prognosticku ulogu (210).

Svi ovi rezultati koji ukljucuju i identificirane proteine u naizgled nepromijenjenoj oralnoj
sluznici oko lezija, jasno ukazuje na fiziolosku vezu koja postoji izmedu tumora i okolnog tkiva

i koju bi trebalo uzeti u obzir kod procjene razvoja bolesti i prognoze.

Nasuprot slicnostima izmedu promijenjenog tkiva i okolnog, promjenama nezahvacenog tkiva,
diferencijalno eksprimirani proteini u promijenjenoj sluznici pacijenata s lihenom jasno ukazuju
na citoskeletne promjene (npr. keratin, miozin, plektin), keratinizaciju (npr. involukrin, peri-
plakin, mali protein bogat prolinom), morfogenezu (npr. periplakin), apoptozu (npr. prelamin,
galektin-7), stani¢nu signalizaciju (npr. dekorin, plakoglobin, profilin, miozin), osobito preko
kalcijevih iona (npr. kalmodulin), za razliku od promijenjene sluznice pacijenata s karcinomom
gdje je, osim citoskeletnih promjena i promjena u keratinizaciji, potaknut i odgovor na stres na
Sto ukazuju proteini toplinskog Soka te je vidljiva promjena u metabolizmu ugljikohidrata na Sto
ukazuju metabolicki enzimi poput primjerice gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze i dekarboksi-
lirajuce-6-fosfoglukonat dehidrogenaze, promjena u procesima prijenosa Zeljeza (npr. sero-
transferin, hemoglobin) i promjena u ekspresiji proteina ukljucenih u epitelno-mezenhimalnu
tranziciju (npr. citoskeletni keratini, kolagen, lumikan). Vrlo vazna razlika u nepromijenjenoj
sluznici koje okruzuje lihene u odnosu na nepromijenjenu sluznicu pacijenata s karcinomom je
upravo prisutnost protu-apoptotickih proteina odnosno proteina koji sudjeluju u stani¢noj

proliferaciji (glutation-S-transferaza, alfa-aktinin, aktin, endoplazmin) te prisutnost proteina
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angiogeneze (inhibitor ribonukleaze, apolipoprotein, aneksin) i proteina epitelno-mezenhimalne
tranzicije (aneksin, citoskeletni keratin, kolagen). Ovo je i glavna razlika izmedu lihena i
karcinoma- u lihenima je vidljiva aktivnost proteina uklju¢enih u apoptozu ¢ime je i zlocudni
potencijal lihena manji, za razliku od karcinoma gdje je vjerojatno potaknuta aktivnost protu-

apoptoticnih proteina koji poti¢u proliferaciju.

Usporedbom ekspresije proteina u uzorcima promijenjene sluznice, pripadajuceg kontrolnog
tkiva 1 zdrave sluznice pacijenata bez oralnih promjena identificirali smo S$iroki spektar
proteina koji bi mogli pridonijeti razumijevanju molekularnih puteva oralne karcinogeneze,
no za eventualni pronalazak biomarkera potrebna su daljnja istrazivanja i potvrda rezultata na
veéem broju uzoraka. Rezultati nasSeg istrazivanja su pokazali kako koriStenje metoda proteo-
mike moze doprinijeti prepoznavanju klinickih molekularnih markera za bolesti i novih po-

tencijalnih terapeutskih ciljeva za potencijalno zlo¢udne i zlo¢udne promjene.
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6. ZAKLJUCCI
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2a.

2b.

2C.

2d.

Imunohistokemijska analiza ekspresije IGF2 i IGF2R pokazala je statisticki znacajnu
razliku u postotku ekspresije IGF2 i intenzitetu ekspresije IGF2R u populaciji zdravih u
odnosu na pacijente s potencijalno zloudnim lezijama oralnog lihena i leukoplakije te
rakom plocastih stanica glave i vrata. Rezultati koji se ticu postotka ekspresije IGF2 su
jedinstveni u literaturi. Postotak ekspresije IGF2 mogao bi se koristiti kao biomarker za

procjenu odsutnosti zlo¢udnih promjena.

Proteomsko profiliranje lezija oralnog lihena i karcinoma usne Supljine plocastih stanica
pokazalo je djelomi¢no preklapanje proteomskog profila ekspresije na §to ukazuje
zajednicka ekspresija 88 proteina uzoraka karcinoma te 62 proteina uzoraka lihena u
odnosu na pripadaju¢u naizgled nepromijenjenu sluznicu istih pacijenata, te 39 proteina

zdrave sluznice i naizgled nepromijenjene sluznice pacijenata s lihenom i karcinomom,

U uzorcima lihena diferencijalno su eksprimirani proteini: citoskeletnih promjena (keratin
9,15,19 (tip 1) i 2, 3,6B, 73, 78 (tip 1); miozin 9 i 11, plektin), keratinizacije (involukrin,
periplakin, mali protein 3 bogat prolinom), morfogeneze (periplakin), stani¢ne signaliza-
cije (dekorin, plakoglobin, profilin, miozin) i indukcije apoptoze (prelamin, galektin-7).
Ekspresija pro-apoptoti¢nih proteina upucuje na manji zlocudni potencijal lihena, za

razliku od tkiva karcinoma.

U uzorcima karcinoma diferencijalno su eksprimirani proteini: regulatori odgovora
stanice na stres (proteini toplinskog Soka 60 kDa, 71 kDa, beta-1, 90-alfa), metabolicki
enzimi (enzimi metabolizma ugljikohidrata — gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, de-
karboksiliraju¢a-6-fosfoglukonat dehidrogenaza), prijenosni proteini zeljeza (serotransferin,
hemoglobin), proteini ukljuceni u epitelno-mezenhimalnu tranziciju (citoskeletni keratini 17
(tip 1), 2, 3, 6B (tip 1), kolagen tipa X1V alfa-1, kolagen tipa | alfa-2, kolagen tipa V1 alfa-1,
lumikan) te protu-apoptoticki proteini (glutation-S-transferaza, alfa-aktinin, aktin,
endoplazmin) koji sudjeluju u stani¢noj proliferaciji i reguliranju angiogeneze (inhibitor

ribonukleaze, apolipoprotein, aneksin V) Sto ukazuje na veci zlo¢udni potencijal ovih lezija.

Aneksin V i galektin-1 u nasem istrazivanju pokazali su se kao moguci biomarkeri oralnog
karcinoma, s obzirom da su identificirani samo u promijenjenom tkivu karcinoma u uspo-

redbi s ostalim skupinama uzoraka.
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2e. Alfa-1 lanac kolagena tipa VI koji je u naSim uzorcima diferencijalno eksprimiran u
promijenjenoj i pripadajuc¢oj nepromijenjenoj sluznici pacijenata s karcinomom mogao

bi biti novi marker zlo¢udnog potencijala oralnog karcinoma.

3. Western blot se pokazao kao osjetljivija metoda od masene spektrometrije za dokazivanje

ekspresije nekih proteina.
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Proteini koju se se pokazali karakteristicnima za pojedino stanje odnosno dijagnozu prikazani

su u tablicama 1-6.

Tablica 1. Proteini eksprimirani u svim uzorcima promijenjene sluznice pacijenata s oralnim

lihenom (OLP-B). Osjencana polja oznaCavaju proteine koji su diferencijalno

eksprimirani u odnosu na nepromijenjenu sluznicu istih pacijenata (svi OLP-Z,

tablica 2).
Redni | Pristupni broj Ime proteina Bioloska funkcija Prisutnost u
broj uzorku

Citoskeletni proteini

1 AlA4E9 Keratin 13 Citoskeletni protein Svi OLP-B

2 P08779 Keratin, tip | citoskeletni 16 Citoskeletni protein; uloga u stani¢noj | Svi OLP-B
proliferaciji; negativna regulacija
stani¢ne migracije

3 P02533 Keratin, tip | citoskeletni 14 Razvoj epiderma; diferencijacija Svi OLP-B
epitelnih stanica

4 H6VRG2 Keratin 1 Citoskeletni protein Svi OLP-B

5 P13647 Keratin, tip 11 citoskeletni 5 Razvoj epiderma; sudjeluje u tvorbi Svi OLP-B
medustani¢nih spojeva

6 P35908 Keratin, tip 11 citoskeletni 2 epidermalni | Keratinizacija, razvoj epiderma Svi OLP-B

7 P31947 14-3-3 protein sigma Keratinizacija; pozitivna regulacija Svi OLP-B
stani¢nog rasta; stani¢na signalizacija

8 P12035 Keratin, tip 11 citoskeletni 3 Citoskeletni protein; diferencijacija Svi OLP-B
epitelnih stanica

9 Q1KLZ0 HCG15971, izoforma CRA _a Aksonogeneza Svi OLP-B

10 P19013 Keratin, tip Il citoskeletni 4 Citoskeletni protein; negativna Svi OLP-B
regulacija proliferacije epitelnih stanica

11 P02538 Keratin, tip 11 citoskeletni 6A Citoskeletni protein; uloga u stani¢noj | Svi OLP-B
diferencijaciji

Apoptoticni proteini

12 P08670 Vimentin Uloga u apoptotickim procesima; Svi OLP-B
pozitivna regulacija ekspresije gena

13 Q6UYC3 Prelamin-A/C Uloga u apoptotickim procesima; Svi OLP-B

P02545 mitotickom ciklusu; stani¢na

signalizacija; regulacija stani¢ne
migracije

14 Q516Y6 Inacica lamina 1 A/C Uloga u apoptoti¢kim procesima; Svi OLP-B
mitoti¢kom ciklusu; stani¢na
signalizacija; regulacija stani¢ne
migracije

15 P15924 Dezmoplakin Uloga u apoptoti¢kim procesima; razvoj | Svi OLP-B
epiderma; cijeljenje rana; diferencijacija
keratinocita

16 P63104 14-3-3 protein zeta/delta Uloga u apoptotickim procesima; Svi OLP-B

grusanju krvi; odgovoru na lijekove;
prijenos signala
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PSMC2 (Fragment)

17 DOPNI1 Zeta polipeptid za aktivaciju proteina Regulacija stani¢ne smrti; odgovor na | Svi OLP-B
tirozina 3-monooksigenaze/triptofan 5- | lijekove
monooksigenaze
Anti-apoptoti¢ni proteini
18 P08107 Protein toplinskog Soka 70 kDa 1A/1B | ATP katabolicki procesi; negativna Svi OLP-B
AB8KS5I0 regulacija apoptotic¢kih procesa, stani¢ne
proliferacije, stani¢nog rasta
Metabolicki proteini
19 D9YZU5 Hemoglobin, beta Prijenos kisika Svi OLP-B
P68871
20 P13645 Keratin, tip | citoskeletni 10 Diferencijacija keratinocita; stani¢ni Svi OLP-B
odgovor na kalcijeve ione
21 E9PCV6 Lanac alfa-3 kolagena tipa VI Funkcija nije navedena Svi OLP-B
22 P06733 Alfa-enolaza Metabolizam ugljikohidrata; negativna | Svi OLP-B
regulacija stani¢nog rasta
23 P04406 Gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza Metabolizam ugljikohidrata; Svi OLP-B
metabolicki procesi malih molekula
24 075369 Filamin-B Stani¢na signalizacija; stani¢na Svi OLP-B
diferencijacija
25 P00915 Uglji¢na anhidraza 1 Prijenos bikarbonata; metabolicki Svi OLP-B
E5RHP7 procesi malih molekula
26 Q5VTEOD Pretpostavljeni ¢imbenik elongacije 3 Biosinteza proteina Svi OLP-B
nalik alfi-1 3
27 Q6MZV7 Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Komponenta stani¢ne membrane Svi OLP-B
DKFZp686C11235
28 A8KS516 c¢DNA FLJ78643, vrlo sli¢na ljudskom | Vezanje kalcijevih iona Svi OLP-B
kornulinu (CRNN), mRNA
29 Q59E92 Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Vezanje ATP-a Svi OLP-B
(Fragment)
30 Q9Y490 Talin-1 Uloga u grusanju krvi; metabolizmu Svi OLP-B
Q5TCU6 proteina
31 Q67054 Hemoglobin Lepore-Baltimore Prijenos kisika Svi OLP-B
(Fragment)
32 B4E3A4 cDNA FLJ57283, vrlo sli¢na Vezanje ATP-ga; citoskeletni protein; Svi OLP-B
citoplazmatskom aktinu 2 organizacija sarkomera
33 B4E335 cDNA FLJ52842, vrlo sli¢na Vezanje ATP-a; aksonogeneza Svi OLP-B
citoplazmatskom aktinu 1
34 P02768 Serumski albumin Grusanje krvi; metaboli¢ki procesi Svi OLP-B
malih molekula
35 D1IMGQ2 Alfa-2 lanac globina Prijenos kisika Svi OLP-B
36 B4DRRO c¢DNA FLJ53910, vrlo sli¢na Aktivnost strukturnih molekula Svi OLP-B
citoskeletnom keratinu 6A, tipa Il
37 B4DRW1 c¢DNA FLJ55805, vrlo sli¢na Aktivnost strukturnih molekula Svi OLP-B
citoskeletnom keratinu 4, tipa Il
38 Q9BTM1 Histon tipa H2A Vezanje DNA Svi OLP-B
Q99878
Q96KK5
Q7L7LO
QO08AJ9
P20671
P20671
POC0S8
39 Q75L23 Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Kataboli¢ki procesi proteina Svi OLP-B
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40 P17066 Protein 6 toplinskog Soka 70 kDa Katabolicki procesi ATP-a; stani¢ni Svi OLP-B
P35998 odgovor na zagrijavanje
Imunoloski odgovor
41 Q5TZZ9 Aneksin Diferencijacija T limfocita; signalizacija | Svi OLP-B
preko receptora na stani¢noj povrsini;
regulacija stani¢ne proliferacije
42 P04083 Aneksin Al Diferencijacija T limfocita; signalizacija | Svi OLP-B
preko receptora na stani¢noj povrsini;
regulacija stani¢ne proliferacije
43 Q06830 Peroksiredoksin-1 Stani¢na proliferacija; citotoksi¢nost Svi OLP-B
posredovana NK stanicama; razvoj
kostanog sustava
44 P01024 C3 komponenta komplementa Aktivacija komplementa; uloga u Svi OLP-B
regulaciji stani¢nih procesa
45 Q9UBG3 Kornulin Odgovor na zagrijavanje; vezanje Svi OLP-B
kalcijevih iona
46 Q32Q6 Beta lanac fibrinogena Uloga u grusanju krvi; urodenom Svi OLP-B
P02675 imunoloskom odgovoru; organizaciji
D3DP13 izvanstani¢nog matriksa
47 B4E1D3 c¢DNA FLJ53952, vrlo sli¢na beta lancu | Prijenos signala; aktivacija krvnih Svi OLP-B
fibrinogena ploéica; stani¢ni odgovor na interleukin-
1
48 Q0D2M2 HIST1H2BC protein Urodeni imunoloski odgovor sluznice; | Svi OLP-B
antibakterijski humoralni odgovor
49 Q6IN99 Protein IGL@ Protein domene imunoglobulina Svi OLP-B
Q6GMX3
Q567P1
Q5FWF9
50 P01860 Lanac imunoglobulina gama-3 regije C | Aktivacija komplementa; urodeni Svi OLP-B
imunoloski odgovor
51 P35998 Regulatorna podjedinica proteaze 26S Prezentacija antigena; mitoticki ciklus; | Svi OLP-B
Q75L23 katabolicki procesi ATP-a
52 Q53GK6 Izoforma beta aktina (Fragment) Urodeni imunoloski odgovor; Svi OLP-B
organizacija medustani¢nih spojeva;
organizacija membrane
53 P02671 Alfa lanac fibrinogena Uloga u grusanju krvi; urodenom Svi OLP-B
imunoloskom odgovoru
54 ABK3E4 cDNA FLJ78367, vrlo sli¢na alfa-lancu | Uloga u gruSanju krvi; urodenom Svi OLP-B
fibrinogena, mMRNA imunoloskom odgovoru
55 P63261 Citoplazmatski aktin 2 Urodeni imunoloski odgovor, Svi OLP-B
organizacija medustanic¢nih spojeva,
organizacija membrane
56 P60709 Citoplazmatski aktin 1 Urodeni imunoloski odgovor; Svi OLP-B
organizacija medustani¢nih spojeva;
organizacija membrane
57 P26038 Moesin Pokretanje stani¢nih komponenti; Svi OLP-B
migracija leukocita
Komponenta izvanstani¢nog prostora
58 P51884 Lumikan Metabolizam ugljikohidrata; Svi OLP-B
Q53FV4 organizacija izvanstani¢nog matriksa
59 B2RBS8 cDNA, FLJ95666, vrlo sli¢na ljudskom | Komponenta izvanstani¢nog prostora Svi OLP-B

albuminu (ALB), mRNA

Stani¢na komponenta
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60 Q6N030 Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Komponenta membrane Svi OLP-B
DKFZp686115212
Nepoznata funkcija
61 DQ53FC7 cDNA FLJ36606 fis, klon Funkcija nije navedena Svi OLP-B
TRACH2015654, vrlo sli¢na proteinu 6
toplinskog Soka 70 kDa
62 DP17066 cDNA, FLJ93166, vrlo sli¢na ljudksom | Funkcija nije navedena Svi OLP-B
proteinu 6 toplinskog Soka 70kDa,
mRNA
63 Q8TCDO Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Funkcija nije navedena Svi OLP-B
Q6GMX0
Q5EBM2
AOA5E4
Citoskeletni protein
64 DB3KSM6 Mali protein 3 bogat prolinom Keratinizacija; cijeljenje rana, Svi OLP-B
B2R6X5 diferencijacija keratinocita; razvoj
epiderma
65 P07585 Protein dekorin Starenje; cijeljenje rana; stani¢na Svi OLP-B
Q6FH10 signalizacija
F8VXZ8
66 Q01546 Keratin, tip Il citoskeletni 2 Citoskeletni protein Svi OLP-B
67 P08727 Keratin, tip | citoskeletni 19 Kontrakcija stanica; citoskeletni protein; | Svi OLP-B
diferencijacija stanica
68 P0O7737 Profilin-1 Citoskeletni protein; stani¢na Svi OLP-B
signalizacija; uloga u grusanju krvi
69 P04259 Keratin, tip I citoskeletni 6B Razvoj ektoderma Svi OLP-B
70 D3DTX7 Kolagen, tip I, alfa 1, izoforma CRA_a | Komponenta izvanstani¢nog matriksa | Svi OLP-B
71 Q86Y46 Keratin, tip 11 citoskeletni 73 Keratinizacija dlaka/kose Svi OLP-B
72 P07476 Involukrin Keratinizacija; vezanje proteina Svi OLP-B
B4DU44
73 060437 Periplakin Citoskeletni protein; keratinizacija Svi OLP-B
K7EKI8
74 P35579 Miozin-9 Citoskeletni protein; regulacija Svi OLP-B
Q60FE2 stani¢nog oblika; stanina signalizacija
75 P35527 Keratin, tip | citoskeletni 9 Citoskeletni protein Svi OLP-B
76 P19012 Keratin, tip | citoskeletni 15 Citoskeletni protein; razvoj epiderma Svi OLP-B
77 Q15149 Plektin Citoskeletni protein; sudjeluje u Svi OLP-B
apoptotickim procesima
78 P35749 Miozin-11 Kontrakcija stanice Svi OLP-B
D2JYH7
B1PS43
Metabolic¢ki proteini
79 11VZV6 Hemoglobin alfa 1 Prijenos kisika Svi OLP-B
P69905
80 P13639 Cimbenik elongacije 2 Metabolicki procesi; stani¢na smrt Svi OLP-B
81 P27482 Protein 3 nalik kalmodulinu Moze se natjecati s kalmodulinom za Svi OLP-B
razli¢ita vezna mjesta; vezanje
kalcijevih iona
82 QOVASS Histon tipa H4 Komponenta nukleosoma Svi OLP-B
P62805
B2R4R0
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Tablica 2. Proteini zajednicki svim uzorcima nepromijenjene sluznice pacijenata s lihenom

(svi OLP-Z). Osjencana polja oznacavaju diferencijalno eksprimirane proteine u

odnosu na promijenjenu sluznicu istih pacijenata (OLP-B, tablica 1).

Redni | Pristupni broj Ime proteina Bioloska funkcija Prisutnost u
broj uzorku
Citoskeletni proteini
1 P35579 Miozin-9 Citoskeletni protein, regulacija stani¢nog | Svi OLP-Z
oblika, stani¢na signalizacija
2 P02538 Keratin, tip Il citoskeletni 6A Citoskeletni protein, stani¢na Svi OLP-Z
diferencijacija
3 B4DRRO c¢DNA FLJ53910, vrlo sli¢na Citoskeletni protein Svi OLP-Z
citoskeletnom keratinu 6A, tipa Il
4 A8K2I10 cDNA FLJ78504, vrlo sli¢na ljudskom | Citoskeletni protein Svi OLP-Z
keratinu 6A, mMRNA
5 P13647 Keratin, tip 11 citoskeletni 5 Medustaniéni spojevi, razvoj epiderma Svi OLP-Z
6 P02533 Keratin, tip | citoskeletni 14 Organizacija stani¢nih spojeva, Svi OLP-Z
diferencijacija epitelnih stanica
7 Al1A4E9 Keratin 13 Citoskeletni protein Svi OLP-Z
8 HE6VRG2 Keratin 1 Citoskeletni protein Svi OLP-Z
9 P31947 14-3-3 sigma protein Keratinizacija; pozitivna regulacija Svi OLP-Z
stani¢nog rasta; stani¢na signalizacija
10 P13645 Keratin, tip | citoskeletni 10 Diferencijacija keratinocita, stani¢ni Svi OLP-Z
odgovor na kalcijeve ione
Metabolicki proteini
11 P06396 Gelsolin Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija | Svi OLP-Z
F5H1AS8 aktinskih niti, regeneracija tkiva
12 B7Z9A0 c¢DNA FLJ56212, vrlo sli¢na gelsolinu | Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija | Svi OLP-Z
aktinskih niti, regeneracija tkiva
13 B77992 c¢DNA FLJ53698, vrlo sli¢na gelsolinu | Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija | Svi OLP-Z
aktinskih niti, regeneracija tkiva
14 B7Z6N2 c¢DNA FLJ56154, vrlo sli¢na gelsolinu | Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija | Svi OLP-Z
aktinskih niti, regeneracija tkiva
15 B7Z2X4 c¢DNA FLJ53327, vrlo sli¢na gelsolinu | Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija | Svi OLP-Z
aktinskih niti, regeneracija tkiva
16 Q59E92 Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Vezanje ATP-a, vezanje nukleinskih Svi OLP-Z
(Fragment) kiselina; aktivnost helikaza ovisha o
ATP-u
17 P02768 Serumski albumin Grusanje krvi, metaboli¢ki procesi malih | Svi OLP-Z
molekula
18 P04406 Gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza Metabolizam ugljikohidrata, negativna Svi OLP-Z
regulacija translacije, metaboli¢ki procesi
malih molekula
19 P06733 Alfa-enolaza Metabolizam ugljikohidrata, negativna Svi OLP-Z
regulacija stani¢nog rasta
20 D9YZU5 Hemoglobin, beta Prijenos kisika Svi OLP-Z
P68871
21 E9PCV6 Alfa-3 lanac kolagena tipa VI Odgovor na glukozu Svi OLP-Z
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22 P02675 Beta lanac fibrinogena Grusanje krvi, organizacija Svi OLP-Z
izvanstani¢nog matriksa, negativna
regulacija apoptotickih procesa
endotelnih stanica, odgovor na kalcijeve
ione
23 P07355 Aneksin A2 Angiogeneza, metaboli¢ki procesi Svi OLP-Z
24 Q516Y6 Lamin A/C prijepisna inacica 1 Stani¢na signalizacija, mitoticki procesi | Svi OLP-Z
25 Q6IPT9 Cimbenik elongacije 1-alfa Sudjeluje u biosintezi proteina Svi OLP-Z
26 Q5VTEOD Pretpostavljeni ¢imbenik elongacije 3 Biosinteza proteina Svi OLP-Z
nalik alfi-1
27 Q53HR5 Cimbenik elongacije 1-alfa (Fragment) | Biosinteza proteina Svi OLP-Z
28 P04075 Fruktozno-bisfosfonatna aldolaza A Metabolizam ugljikohidrata, biosinteti¢ki | Svi OLP-Z
procesi ATP-a, organizacija aktinskih
vlakana
29 P62805 Histon tipa H4 Organizacija kromatina, mitoti¢ki ciklus, |Svi OLP-Z
B2R4R0 odrzavanje telomera
30 B3KQT9 cDNA PSECO0175 fis, klon Homeostaza stani¢nih redoks procesa Svi OLP-Z
OVARC1000169, vrlo sli¢an proteinu
disulfidnoj-izomerazi A3 (EC 5.3.4.1)
31 B3KQT2 cDNA PSEC0148 fis, klon Homeostaza stani¢nih redoks procesa Svi OLP-Z
PLACE1007202, vrlo sli¢an proteinu
disulfidnoj-izomerazi A3 (EC 5.3.4.1)
32 P69905 Alfa podjedinica hemoglobina Oksidativno-reduktivni procesi, prijenos | Svi OLP-Z
kisika
33 D1IMGQ2 Alfa-2 lanac globina Prijenos kisika Svi OLP-Z
34 Q6EHZ3 Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Homeostaza stani¢nih redoks procesa Svi OLP-Z
STRF8
35 Q65859 Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Homeostaza stani¢nih redoks procesa Svi OLP-Z
DKFZp6661134 (Fragment)
36 P35908 Keratin, tip 1l citoskeletni 2 epidermalni | Keratinizacija, razvoj epiderma Svi OLP-Z
37 P00915 Uglji¢na anhidraza 1 Prijenos bikarbonata, metaboli¢ki procesi | Svi OLP-Z
E5RHP7 malih molekula
38 Q75L23 Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Katabolicki procesi proteina Svi OLP-Z
PSMC2 (Fragment)
39 P35998 Regulatorna podjedinica 7 proteaze 26S | Metaboli¢ki procesi malih molekula, Svi OLP-Z
katabolicki procesi ATP-a
40 Q53G83 I1zoforma ribosomskog proteina S3 Sudjeluje u translaciji Svi OLP-Z
(Fragment)
41 P17066 Protein toplinskog Soka 6, 70 kDa Katabolicki procesi ATP-a, nabiranje Svi OLP-Z
Q53FC7 proteina, stani¢ni odgovor na
zagrijavanje
42 Q14697 Neutralna alfa-glukozidaza AB Metabolicki procesi stani¢nih proteina, Svi OLP-Z
F5H6X6 nabiranje proteina
43 B4DJ30 c¢DNA FLJ61290, vrlo sli¢na neutralnoj | Metabolizam ugljikohidrata, prijenos Svi OLP-Z
alfa-glukozidazi AB unutarstani¢nih proteina
44 075369 Filamin-B Stani¢na signalizacija, diferencijacija Svi OLP-Z
stanica
45 Q670S4 Hemoglobin Lepore-Baltimore Prijenos kisika Svi OLP-Z
(Fragment)
46 Q9Y490 Talin-1 Uloga u grusanju krvi; metabolizmu Svi OLP-Z
Q5TCU6 proteina
47 P40121 Protein koji prekriva makrofage Prekrivanje nazubljenih krajeva aktinskih | Svi OLP-Z
B4DUS58 niti
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Imunoloski odgovor

48 P02671 Alfa lanac fibrinogena Uloga u grusanju krvi, urodenom Svi OLP-Z
imunoloskom odgovoru
49 A8BK3E4 c¢DNA FLJ78367, vrlo sli¢na ljudskom | Uloga u grusanju krvi, urodenom Svi OLP-Z
fibrinogenu, A alfa polipeptid (FGA), imunoloskom odgovoru
mRNA
50 P02751 Fibronektin Protein akutne faze, uloga u angiogenezi | Svi OLP-Z
Apoptoticki proteini
51 P08670 Vimentin Uloga u apoptotickim procesima; Svi OLP-Z
pozitivna regulacija ekspresije gena
52 P15924 Dezmoplakin Uloga u apoptotickim procesima, razvoj | Svi OLP-Z
epiderma; cijeljenje rana; diferencijacija
keratinocita
53 Q6UYC3 Prelamin-A/C Uloga u apoptoti¢kim procesima, Svi OLP-Z
P02545 mitotickom ciklusu; stani¢na
signalizacija; regulacija stani¢ne
migracije
54 P63104 14-3-3 protein zeta/delta Apoptoti¢ki procesi, stani¢na Svi OLP-Z
signalizacija, grusanje krvi
55 P31946 14-3-3 beta/alfa protein Apoptoti¢ki procesi, stani¢na Svi OLP-Z
B5BU24 signalizacija
56 DOPNI1 Zeta polipeptid za aktivaciju tirozin 3- Regulacija stani¢ne smrti, sekrecija Svi OLP-Z
monooksigenaze/triptofan 5- histamina iz mastocita, odgovor na
monooksigenaze lijekove
Antiapoptotic¢ki proteini
57 Q8NBS9 Protein 5 koji sadrzi domenu Homeostaza stani¢nih redoks procesa, Svi OLP-Z
Q86UY0 tioredoksina organizacija membrane, negativna
regulacija apoptotickih procesa
Imunoloski odgovor
58 K9JA46 Sekretorni protein 52 lumena Odgovor na stres, nabiranje proteina Svi OLP-Z
pasjemenika
59 P10809 Mitohondrijski protein toplinskog Soka, | Katabolicki procesi ATP-a, aktivacija B i | Svi OLP-Z
B3GQS7 60 kDa T stanica, nabiranje proteina
60 P01009 Alfa-1-antitripsin Odgovor akutne faze upale, grusanje Svi OLP-Z
krvi, regulacija proteolize
61 Q99880 Histon tipa H2B Komponenta nukleosoma, organizacija | Svi OLP-Z
Q99879 kromatina, uloga u urodenom
Q99877 imunoloskom odgovoru sluznice
Q93079
Q5QNW6
P62807
62 P30101 Protein disulfidna izomeraza A3 Prezentacija antigena,nabiranje proteina, |Svi OLP-Z
G5EA52 metabolicki procesi stani¢nih proteina
63 Q5TZZ9 Aneksin Diferencijacija T-stanica, regulacija Svi OLP-Z
stani¢ne proliferacije, signalizacija preko
povrsinskih stani¢nih receptora
64 P04083 Aneksin Al Diferencijacija T-stanica, regulacija Svi OLP-Z
stani¢ne proliferacije,signalizacija preko
povrsinskih stani¢nih receptora
65 P01024 Komplement C3 Aktivacija komplementa, urodeni Svi OLP-Z

imunoloski odgovor, stani¢na
signalizacija
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66 P01860 Lanac imunoglobulina gama-3 regije C | Aktivacija komplementa,urodeni Svi OLP-Z
imunoloski odgovor
67 B3KSM6 cDNA FLJ36606 fis, klon Odgovor na stres Svi OLP-Z
TRACH2015654, vrlo sli¢an proteinu 6
toplinskog Soka 70 kDa
68 B2R6X5 c¢DNA, FLJ93166, vrlo sli¢na proteinu 6 | Odgovor na stres Svi OLP-Z
toplinskog Soka 70 kDa 70kDa protein 6
(HSP70B~) (HSPA6), mMRNA
69 Q9UP60 SNC73 protein Domena imunoglobulina/ funkcija nije Svi OLP-Z
navedena
70 P26038 Moesin Pokretanje stani¢nih komponenti, Svi OLP-Z
migracija leukocita
71 Q06830 Peroksiredoksin-1 Stani¢na proliferacija, citotoksi¢nost Svi OLP-Z
posredovana NK stanicama; razvoj
kosStanog sustava
72 P01011 Alfa-1-antikimotripsin Upalni odgovor akutne faze, Svi OLP-Z
G3V5I3 metabolizam lipida i proteina
Komponente izvanstani¢nog prostora
73 E9KL23 Protein koji veze sekretornu spermu Komponenta izvanstani¢nog prostora Svi OLP-Z
pasjemenika Li 44a
74 P12110 Alfa-2 lanac kolagena tipa VI Stani¢na adhezija, organizacija Svi OLP-Z
izvanstani¢nog matriksa
75 P51884 Lumikan Metabolizam ugljikohidrata, organizacija | Svi OLP-Z
Q53FV4 izvanstani¢nog matriksa
76 B3KS79 cDNA FLJ35730 fis, klon Komponenta izvanstani¢nog prostora Svi OLP-Z
TESTI2003131, vrlo sli¢na alfa-1
antikimotripsinu
Stani¢na komponenta
77 Q6MZV7 Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Komponenta membrane Svi OLP-Z
DKFZp686C11235
78 Q96K68 cDNA FLJ14473 fis, klon Komponenta membrane Svi OLP-Z
MAMMA1001080, vrlo sli¢an ljudskom
proteinu SNC73 (SNC73) mRNA
79 Q8NCL6 cDNA FLJ90170 fis, klon Komponenta membrane Svi OLP-Z
MAMMA1000370, vrlo sli¢an alfa-1
lancu regije C imunoglobulina
80 Q6NO030 Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Komponenta membrane Svi OLP-Z
DKFZp686115212
Nepoznata funkcija
81 Q6MZWO0 Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Funkcija nije navedena Svi OLP-Z
DKFZp686J11235 (Fragment)
82 FBW7G7 Ugl-Y3 Funkcija nije navedena Svi OLP-Z
83 Q8TCDO Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Funkcija nije navedena Svi OLP-Z
Q6GMX0
Q5EBM2
AOA5E4
Q8NEJ1
84 B2R9S4 c¢DNA, FLJ94534, vrlo sli¢na ljudskom | Funkcija nije navedena Svi OLP-Z
proteinu koji prekriva (aktinske niti),
nalik gelsolinu(CAPG), mRNA
85 Q8NF17 FLJ00385 protein (Fragment) Funkcija nije navedena Svi OLP-Z
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Imunoloski odgovor

86 P08238 Protein toplinskog $oka 90-beta Urodeni imunolo$ki odgovor, nabiranje | Svi OLP-Z
proteina, stani¢na signalizacija
87 P59666 Neutrofilni defenzinl1/3 Sudjeluje u imunoloskom odgovoru Svi OLP-Z
Q6EZE9 protiv bakterija, antibiotska,
P59665 protugljivi¢na i protuvirusna aktivnost
88 P01876 Alfa-1 lanac regije C imunoglobulina Sudjeluje u imunoloskom odgovoru Svi OLP-Z
89 P07900 Protein toplinskog Soka 90-alfa ATP katabolicki procesi, metabolicki Svi OLP-Z
procesi malih molekula, urodeni
imunoloski odgovor
90 P00738 Haptoglobin Imunolo§ki odgovor, regulacija stani¢nih | Svi OLP-Z
procesa
Metabolicki procesi
91 P23396 40S ribosomski protein S3 Regulacija stani¢nih procesa Svi OLP-Z
J3KN86
92 Q15582 Protein ig-h3 induciran Angiogeneza, proliferacija stanica, Svi OLP-Z
G8ILAS transformirajué¢im ¢imbenikom rasta beta | organizacija izvanstanicnog matriksa,
regulacija stani¢ne adhezije
93 MOQYTO Nekarakterizirani protein (Fragment) Kataliticka aktivnost, vezanje nukleotida |Svi OLP-Z
i nukleinske kiseline
94 P01023 Alfa-2-makroglobulin Uloga u grusanju krvi, regulacija Svi OLP-Z
stani¢nih procesa
95 P08123 Alfa-2(1) lanac kolagena Uloga u grusanju krvi, razvoju krvnih Svi OLP-Z
zila, organizaciji stani¢nog matriksa
96 P30086 Protein 1 koji veze fosfatidiletanolamin | Inhibitor proteaza Svi OLP-Z
DIIAIL
97 P05109 Protein S100-A8 Veze kalcij i cink i ima ulogu u upalnim i | Svi OLP-Z
imunoloskim procesima
98 Q9BTM1 Histon H2A tipa 2 Komponenta nukleosoma Svi OLP-Z
Q99878
Q96KK5
Q6FI13
Q16777
P20671
POCOS8
99 P13489 Inhibitor ribonukleaze Regulacija angiogeneze, negativna Svi OLP-Z
regulacija kataliticke aktivnosti
100 Q8N6N5 Tubulin, beta 2C Polimerizacija proteina, komponenta Svi OLP-Z
Q81229 mikrotubula
101 P00558 Fosfoglicerat-kinaza 1 Metabolizam ugljikohidrata, Svi OLP-Z
glukoneogeneza, glikoliza
102 P62937 Peptidil-prolil cis-trans izomeraza A Uloga u grusanju krvi, regulacija Svi OLP-Z
A8K486 stani¢nih procesa, nabiranje (savijanje)
proteina
103 P02647 Apolipoprotein A-I Uloga u grusanju krvi,migracija Svi OLP-Z
endotelnih stanica krvnih zila, regulacija
stani¢nih procesa
104 Q6FHZ0 Malat-dehidrogenaza Regulacija stani¢nih procesa, Svi OLP-Z
P40926 metabolizam ugljikohidrata
Q75MT9
QOQF37
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Tablica 3. Proteini zajednicki svim uzorcima promijenjene sluznice pacijenata s karcinomom

(svi Ca-B). Osjenc¢ana polja oznacavaju proteine koji su diferencijalno eksprimirani

u odnosu na pripadajuc¢u nepromijenjenu sluznicu (svi Ca-Z, tablica 4).

Redni | Pristupni Ime proteina Bioloska funkcija Prisutnost u
broj broj uzorku
Citoskeletni proteini
1 B4DRR0O |cDNA FLJ53910, vrlo sli¢na keratinu, Citoskeletni protein Svi Ca-B
tipa 1l citoskeletnom 6A
2 H6VRG2 |Keratin 1 Citoskeletni protein Svi Ca-B
3 P19013 Keratin, tipa Il citoskeletni 4 Citoskeletni protein, diferencijacija Svi Ca-B
epitelnih stanica, negativna regulacija
proliferacije epitelnih stanica
4 P08779 Keratin, tipa | citoskeletni 16 Citoskeletni protein, negativna regulacija | Svi Ca-B
stani¢ne migracije
5 B4DRW1 |cDNA FLJ55805, vrlo sli¢na keratinu, Citoskeletni protein Svi Ca-B
tipa Il citoskeletnom 4
6 P35579 Miozin-9 Citoskeletni protein, regulacija stani¢nog | Svi Ca-B
oblika, stani¢na signalizacija
7 P13645 Keratin, tipa | citoskeletni 10 Diferencijacija keratinocita, stani¢ni Svi Ca-B
odgovor na kalcijeve ione
8 P35527 Keratin, tipa I citoskeletni 9 Citoskeletni protein Svi Ca-B
9 Q1KLZ0 HCG15971, izoforma CRA a Aksonogeneza Svi Ca-B
10 P13647 Keratin, tipa Il citoskelethom 5 Medustaniéni spojevi, razvoj epiderma Svi Ca-B
11 Q53GK6 Izoforma beta aktina (Fragment) Pripada obitelji aktina / funkcija nije Svi Ca-B
navedena
12 P31947 14-3-3 sigma protein Keratinizacija, pozitivna regulacija Svi Ca-B
stani¢nog rasta, stani¢na signalizacija
13 P35908 Keratin, tipa Il citoskeletni 2 epidermalni | Keratinizacija, razvoj epiderma Svi Ca-B
14 P19012 Keratin, tip | citoskeletni 15 Citoskeletni protein, razvoj epiderma Svi Ca-B
15 B1PS43 Miozin-11 Kontrakcija stanice Svi Ca-B
P35749
D2JYH7
16 P02533 Keratin, tipa | citoskeletni 14 Organizacija stani¢nih spojeva, Svi Ca-B
diferencijacija epitelnih stanica
17 P12035 Keratin, tip 11 citoskeletni 3 Citoskeletni protein Svi Ca-B
J3QST3
Apoptoticki proteini
18 P08670 Vimentin Uloga u apoptotickim procesima; Svi Ca-B
pozitivna regulacija ekspresije gena
19 P02545 Prelamin-A/C Uloga u apoptoti¢kim procesima, Svi Ca-B
mitoti¢kom ciklusu; stani¢na
signalizacija; regulacija stanicne
migracije
20 P15924 Dezmoplakin Uloga u apoptotickim procesima, razvoj | Svi Ca-B
epiderma; cijeljenje rana; diferencijacija
keratinocita
21 P09382 Galektin-1 Apoptoticki procesi, odgovor na lijekove, | Svi Ca-B
stani¢ni odgovor na stimulaciju
glukozom
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Anti-apoptoticki proteini

22 P04792 Protein toplinskog Soka beta-1 Pozitivna regulacija angiogeneze, Svi Ca-B
negativna regulacija apoptoze, stani¢na
signalizacija
23 A8K5I0 Protein toplinskog Soka 70 kDa 1A/1B | ATP kataboli¢ki procesi; negativna Svi Ca-B
P08107 regulacija apoptotic¢kih procesa, stani¢ne
proliferacije, stani¢nog rasta
24 P32119 Peroksiredoksin-2 Stani¢ni odgovor na oksidativni stres, Svi Ca-B
negativna regulacija apoptotickih procesa
Metabolicki proteini
25 P02768 Serumski albumin Grusanje krvi, metaboli¢ki procesi malih | Svi Ca-B
molekula
26 Q516Y6 Izoforma lamina A/C 1 Stani¢na signalizacija, mitoticki procesi | Svi Ca-B
27 F5H1A8 Gelsolin Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija Svi Ca-B
aktinskih niti, regeneracija tkiva
28 11VZV6 Hemoglobin alfa 1 Prijenos kisika Svi Ca-B
P69905
29 D1IMGQ2 |Alfa-2 lanac globina Prijenos kisika Svi Ca-B
30 P04075 Fruktozno-bisfosfonatna aldolaza Glikoliti¢ki procesi Svi Ca-B
J3KPS3
31 Q8N1N4 Keratin, tipa Il citoskeletni 78 Aktivnost strukturnih molekula Svi Ca-B
32 QOVAS5 | Histon tipa H4 Komponenta nukleosoma Svi Ca-B
P62805
B2R4R0
33 075369 Filamin-B Stani¢na signalizacija, stani¢na Svi Ca-B
E7EN95 diferencijacija
34 Q6NZY1 |Protein TPSB2 Endopeptidazna aktivnost Svi Ca-B
Q6FHB8
35 Q6B051 Triptaza alfa/beta 1/2 Endopeptidazna aktivnost Svi Ca-B
Q15661
P20231
J3QTS8
H3BMK9
36 B4DUA5 | cDNA FLJ59430, vrlo sli¢na proteinu Homeostaza stani¢nih redoks procesa Svi Ca-B
B4DNL5 | disulfidnoj-izomerazi (EC 5.3.4.1)
B4DLNG6
37 B4DF70 c¢DNA FLJ60461, vrlo sli¢na Oksidoreduktazna aktivnost Svi Ca-B
peroksiredoksinu-2 (EC 1.11.1.15)
38 B3KQT9 |cDNAPSEC0148 fis, Homeostaza stani¢nih redoks procesa Svi Ca-B
klonPLACE1007202,
vrlosli¢anproteinudisulfidnojizomeraziA
3(EC5.34.1)
39 B3KQT2 |cDNA PSEC0148 fis, klon Homeostaza stani¢nih redoks procesa Svi Ca-B
PLACE1007202,
vrlosli¢anproteinudisulfidnojizomeraziA
3(EC5.34.1)
40 P08123 Alfa-2 lanac kolagena tipa | Uloga u grusanju krvi, razvoju krvnih Svi Ca-B
zila, organizaciji stani¢nog matriksa
41 Q5T6WS5S | Heterogeni ribonukleoprotein K jezgre | Vezanje RNA Svi Ca-B
Q5EC54
Q6IBN1
P61978
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TRACH2015654, vrlo sli¢an proteinu
toplinskog Soka 6, 70kDa

42 B4DUQ1 |cDNA FLJ54552, vrlo sli¢na Vezanje RNA Svi Ca-B
heterogenom ribonukleoproteinu
K jezgre
43 B4DFF1 c¢DNA FLJ53312, vrlo sli¢na Vezanje RNA Svi Ca-B
heterogenom ribonukleoproteinu
K jezgre
44 H3BRUG6 | Visestruko vezu¢i protein (rC) 2 1 Vezanje RNA Svi Ca-B
G3VOE8
F8VZX2
45 B4DRD7 | cDNA FLJ54752, vrlo sliéna viSestruko | Vezanje RNA Svi Ca-B
vezuéem proteinu(rC) 2
46 Q9UFQO | Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Homeostaza energije, razvoj masnog Svi Ca-B
DKFZp434K0435 (Fragment) tkiva
47 Q96MH4 | cDNA FLJ32377 fis, klon Komponenta citoplazme Svi Ca-B
SKMUS1000014, vrlo sli¢an
poliubikvitinu 9
48 E7ENQ5 | Aneksin Metaboli¢ki protein, stani¢na Svi Ca-B
signalizacija
49 P00915 Uglji¢na anhidraza 1 Prijenos bikarbonata, metabolic¢ki procesi | Svi Ca-B
ESRHP7 malih molekula
50 Q5R210 Karbamolifosfat sintetaza 1 Biosinteticki procesi karbamoil-sintetaze, | Svi Ca-B
Q59HF8 vezanje ATP-a
P31327
J3KQLO
51 A8K134 c¢DNA FLJ75245, vrlo sli¢na Biosinteticki procesi karbamoil-sintetaze, | Svi Ca-B
karbamolifosfatnoj sintetazi 1, vezanje ATP-a
mitohondrijska (CPS1), mMRNA
52 Q01469 Protein koji veze masne kiseline, Metabolicki procesi glukoze i lipida, Svi Ca-B
epidrmalni razvoj epiderma
53 E7DVWS5 | Protein koji veze masne kiseline 5 Metabolicki procesi glukoze Svi Ca-B
(povezan s psorijazom)
54 Q96C32 Poliubikvitin-C Homeostaza energije, razvoj masnog Svi Ca-B
Q59EM9 tkiva
55 Q14134 Protein koji sadrzi troclani motiv 29 Regulacija metabolickih procesa Svi Ca-B
56 Q5RKT7  |Ribosomski protein S27a Sudjeluje u translaciji Svi Ca-B
57 P14618 Izoenzimi piruvat kinaze M1/M2 Uloga u metabolickim procesima Svi Ca-B
58 E9PCV6 Alfa-3 lanac kolagena tipa VI Uloga u metabolizmu glukoze Svi Ca-B
59 P00558 Fosfoglicerat kinaza 1 Uloga u metabolizmu ugljikohidrata Svi Ca-B
E7ERH5
Imunolo$ki odgovor
60 P63261 Citoplazmatski aktin 2 Urodeni imunoloski odgovor, Svi Ca-B
organizacija medustani¢nih spojeva,
organizacija membrane
61 P60709 Citoplazmatski aktin 1 Urodeni imunoloski odgovor, Svi Ca-B
organizacija medustanicnih spojeva,
organizacija membrane
62 B4DI39 c¢DNA FLJ54328, vrlo sli¢na proteinu 1 | Odgovor na stres Svi Ca-B
toplinskog Soka 70 kDa
63 B3KSM6 |cDNA FLJ36606 fis, klon Odgovor na stres Svi Ca-B
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64 B2R6X5 cDNA, FLJ93166, vrlo sli¢an proteinu | Odgovor na stres Svi Ca-B
toplinskog Soka 6, 70kDa
65 P02671 Alfa lanac fibrinogena Uloga u grusanju krvi, urodenom Svi Ca-B
imunoloskom odgovoru
66 AB8K3E4 c¢DNA FLJ78367, vrlo sli¢na ljudskom | Uloga u grusanju krvi, urodenom Svi Ca-B
fibrinogenu, A alfa polipeptid (FGA), imunoloskom odgovoru
mRNA
67 P01860 Lanac imunoglobulina gama-3 regije C | Aktivacija komplementa,urodeni Svi Ca-B
imunoloski odgovor
68 P07900 Protein toplinskog $oka 90-alfa ATP katabolicki procesi, metabolicki Svi Ca-B
procesi malih molekula, urodeni
imunoloski odgovor
69 K9JA46 Sekretorni protein lumena pasjemenika | Odgovor na stres, nabiranje proteina Svi Ca-B
52
70 P01009 Alfa-1-antitripsin Odgovor akutne faze upale, grusanje krvi, | Svi Ca-B
regulacija proteolize
Komponente izvanstani¢énog matriksa
71 D3DTX7 |Kolagen, tip I, alfa 1, izoforma CRA_a | Komponenta izvanstani¢nog matriksa Svi Ca-B
72 P12109 Alfa-1 lanac kolagena tipa VI Organizacija izvanstani¢nog matriksa, Svi Ca-B
stani¢na adhezija, odgovor na glukozu
73 P12110 Lanac alfa-2 kolagena tipa VI Stani¢na adhezija, organizacija Svi Ca-B
izvanstani¢nog matriksa
74 P51884 Lumikan Metabolizam ugljikohidrata, organizacija | Svi Ca-B
izvanstani¢nog matriksa
75 Q53FV4 Inacica lumikana (Fragment) Protein izvanstani¢nog matriksa Svi Ca-B
76 P07585 Protein dekorin Metabolizam ugljikohidrata, odgovor na | Svi Ca-B
Q6FH10 mehanicke podraZaje, organizacija
izvanstani¢nog matriksa, metabolic¢ki
procesi malih molekula
77 E9KL23 Protein koji veze sekretornu spermu Komponenta izvanstani¢nog prostora Svi Ca-B
pasjemenika Li 44a
Stani¢ne komponente
78 Q6PYX1 |Protein koji veze receptor hepatitis B Receptor Svi Ca-B
virusa (Fragment)
79 Q6MZV7 | Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Komponenta membrane Svi Ca-B
DKFZp686C11235
80 Q6N030 Pretpostavljeno nekarakterizirani protein | Komponenta membrane Svi Ca-B
DKFZp686115212
81 Q5U5U6 | Ubikvitin B Komponenta citoplazme Svi Ca-B
Nepoznata funkcija
82 P07237 Protein disulfidna-izomeraza Funkcija nije navedena Svi Ca-B
I13L2P8
H7BZ94
F5H8J2
G5EA52
83 Q68CT4 Pretpostavljeno nekarakterizirani Funkcija nije navedena Svi Ca-B
protein DKFZp686A1668
84 Q96H31 UBC protein (Fragment) Funkcija nije navedena Svi Ca-B
85 Q6N093 Pretpostavljeno nekarakterizirani Funkcija nije navedena Svi Ca-B

protein DKFZp686104196 (Fragment)
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86 Q9ouUL91 Promjeniva regija teSkog lanca Funkcija nije navedena Svi Ca-B
imunoglobulina koja reagira s
miozinom (Fragment)
87 Q5UGI3 Inacica ubikvitina C Funkcija nije navedena Svi Ca-B
88 Q8TCDO Pretpostavljeno nekarakterizirani Funkcija nije navedena Svi Ca-B
Q8WVWS5  |protein
Metabolicki proteini
90 Q99880 Histon tipa H2B Organizacija kromatina i nukleosoma Svi Ca-B
Q99879
Q99877
Q93079
Q5QN6
P62807
P58876
91 Q09666 Protein povezan s diferencijacijom Regulacija aktivnosti kalcijevih kanala, | Svi Ca-B
neuroblasta AHNAK oligomerizacija protein, regulacija
cijepanja RNA
92 P68871 Hemoglobin, beta Prijenos Zeljeza Svi Ca-B
D9YZU5
93 QO6AH7 Transferin Prijenos Zeljeza, homeostaza stani¢nih Svi Ca-B
Q53H26 iona zeljeza
94 P02787 Serotransferin Uloga u grusanju krvi, homeostazi Svi Ca-B
stani¢nog zeljeza
95 B4E1B2 cDNAFLJ53691, Prijenos Zeljeza, homeostaza stani¢nih Svi Ca-B
vrlosli¢naserotransferinu iona zeljeza
96 Q00610 Teski lanac klatrina 1 Regulacija stani¢nih procesa Svi Ca-B
97 B4DJ98 cDNAFLJ53558, Homeostaza stani¢nih redoks procesa Svi Ca-B
vrlosli¢naproteinudisulfidnojizomeraziA
3(EC5.34.1)
98 P02675 Lanac fibrinogena beta, izoforma CRA_e | Uloga u grusanju krvi, stani¢na Svi Ca-B
D3DP13 signalizacija
99 B4E1D3 cDNAFLJ53952, Uloga u stani¢noj signalizaciji Svi Ca-B
vrlosli¢nalancufibrinogenabeta
100 P11142 Protein 71 kDasrodanproteinutoplinskog | ATP katabolicki procesi, organizacija Svi Ca-B
E9PKE3 Soka membrane, regulacija stani¢nog ciklusa
101 Q9Y490 Talin-1 Uloga u grusanj ukrvi, kontrakciji Svi Ca-B
Q5TCU6 stanica, stani¢noj signalizaciji
102 P80723 Protein 1 topiv u mozdanoj kiselini Stani¢na signalizacija, razvoj crne tvari, |Svi Ca-B
osita, prsnog kosa, prednje abdominalne
Supljine
103 Q96RZ6 Protein TPSAB1 Hidrolaza, proteaza, serinska proteaza Svi Ca-B
Q86UA5
Q86TMS8
104 Q2TSDO Gliceraldehid-3-fosfatna dehidrogenaza | Sudjeluje u metabolickim procesima Svi Ca-B
P04406 glukoze
105 Q60FE6 Filamin A Keratinizacija, citoskeletni protein, Svi Ca-B
P21333 pozitivna regulacija stani¢nog rasta
A6NDY9
106 P02679 Gama lanac fibrinogena Uloga u stani¢noj signalizaciji Svi Ca-B
C9JEUS
107 F5GWP8 | Spojni plakoglobin Stani¢na signalizacija i migracija stanica | Svi Ca-B
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Tablica 4. Proteini zajednicki svim uzorcima nepromijenjene sluznice pacijenata s karcinomom

(svi Ca-Z). Osjencana polja oznacavaju proteine koji su diferencijalno eksprimirani u

odnosu na pripadajuc¢u promijenjenu sluznicu (Ca-B, tablica 3).

Redni Pristupni Ime proteina Bioloska funkcija Prisutnost u
broj broj uzorku
Metabolicki proteini
1 P02768 Serumski albumin Grusanje krvi, metaboli¢ki procesi malih Svi Ca-Z
F6KPG5 molekula
2 P68871 Hemoglobin beta Prijenos Zeljeza Svi Ca-Z
3 11VZV6 Hemoglobin alfa 1 Prijenos kisika Svi Ca-Z
P69905
4 D1IMGQ2 Lanac alfa-2 globina Prijenos kisika Svi Ca-Z
5 QOVAS5 Histon tipa H4 Komponenta nukleosoma Svi Ca-Z
P62805
B2R4R0
6 P04406 Gliceraldehid-3-fosfat Sudjeluje u metaboli¢kim procesima glukoze Svi Ca-Z
dehidrogenaza
7 P35609 Fosfoglicerat kinaza 1 Metabolizam ugljikohidrata Svi Ca-Z
B2RCS5
8 P00915 Uglji¢na anhidraza 1 Prijenos bikarbonata, metaboli¢ki procesi malih | Svi Ca-Z
E5RHP7 molekula
9 Q5TZZ9 Aneksin Metaboli¢ki protein, stani¢na signalizacija Svi Ca-Z
B4DNH8
10 Q6B051 Triptaza alfa/beta 1/2 Endopeptidazna aktivhost Svi Ca-Z
Q15661
J3QTS8
H3BMK9
P20231
11 P14625 Protein disulfidna-izomeraza Homeostaza stani¢nih redoks procesa, Svi Ca-Z
metabolizam lipoproteina, organizacija
izvanstani¢nog matriksa
12 P04075 Fruktozno-bisfosfonatna Glikoliti¢ki procesi Svi Ca-Z
J3KPS3 aldolaza
13 B3KQT9 cDNAPSEC0148 fis, Homeostaza stani¢nih redoks procesa Svi Ca-Z
klonPLACE1007202, vrlo sli¢na
proteinu disulfidnoj izomerazi
A3 (EC5.34.1)
14 P08123 Alfa-2 lanac kolagena tipa | Uloga u grusanju krvi, razvoju krvnih Zila, Svi Ca-Z
organizaciji stani¢nog matriksa
15 Q5I6Y6 I1zoforma 1 lamina A/C Stani¢na signalizacija, mitoticki procesi Svi Ca-Z
16 Q96H31 Poliubikvitin-C Homeostaza energije, razvoj masnog tkiva Svi Ca-Z
17 Q5U5U6 Ribosomski protein S27a Sudjeluje u translaciji Svi Ca-Z
18 Q6NZY1 Protein TPSB2 Aktivnost endopeptidaze serinskog tipa Svi Ca-Z
Q6FHB8
19 Q9UBC9 Pretpostavljeno Homeostaza energije, razvoj masnog tkiva Svi Ca-Z
F5GZ12 nekarakterizirani protein
DKFZp434K0435 (Fragment)
20 B2R892 Protein koji veze masne Metabolicki procesi ugljikohidrata i lipida, Svi Ca-Z
kiseline, epidermalni razvoj epiderma
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21 Q01469 Protein koji veZe masne kiseline | Metabolicki procesi ugljikohidrata i lipida Svi Ca-Z
5 (povezan s psorijazom)
22 P60660 Spojni plakoglobin Stani¢na signalizacija i migracija stanica Svi Ca-Z
J3KND3
G8JLA2
23 P14618 I1zoenzimi piruvat-kinaze Metabolizam ugljikohidrata, programirana Svi Ca-Z
M1/M2 stani¢na smrt
24 QI96RZ6 Triptaza | Aktivnost endopeptidaze serinskog tipa Svi Ca-Z
25 E9PCV6 Lanac alfa-3 kolagena tipa VI Uloga u metabolizmu glukoze Svi Ca-Z
Citoskeletni proteini
26 P19013 Keratin, tip Il citoskeletni 4 Citoskeletni protein, diferencijacija epitelnih Svi Ca-Z
stanica, negativna regulacija proliferacije
epitelnih stanica
27 B4DRW1 c¢DNA FLJ55805, vrlo sli¢na Citoskeletni protein Svi Ca-Z
citoskeletnom keratinu 4, tipa Il
28 P13645 Keratin, tip | citoskeletni 10 Stani¢ni odgovor na kalcijeve ione, Svi Ca-Z
diferencijacija keratinocita
29 P13647 Keratin, tip Il citoskeletni 5 Medustani¢ni spojevi, razvoj epiderma Svi Ca-Z
30 P35527 Keratin, tip | citoskeletni 9 Citoskeletni protein Svi Ca-Z
31 P31947 14-3-3 sigma protein Keratinizacija, pozitivna regulacija stani¢énog | Svi Ca-Z
rasta, stani¢na signalizacija
32 Q53GK6 Beta izoforma aktina (Fragment) | Pripada obitelji aktina / funkcija nije navedena |Svi Ca-Z
33 Q1KLZ0 HCG15971, izoforma CRA_a | Aksonogeneza Svi Ca-Z
34 P02538 Keratin, tip 11 citoskeletni 6A Citoskeletni protein, uloga u stani¢noj Svi Ca-Z
diferencijaciji
35 P19012 Keratin, tip | citoskeletni 15 Citoskeletni protein, razvoj epiderma Svi Ca-Z
36 P02533 Keratin, tip | citoskeletni 14 Organizacija stani¢nih spojeva, diferencijacija | Svi Ca-Z
epitelnih stanica
37 Q60FE6 Filamin A Keratinizacija, citoskeletni protein, pozitivna Svi Ca-Z
P21333 regulacija stani¢nog rasta
38 Q6IN99 Keratin, tip Il citoskeletni 3 Citoskeletni protein Svi Ca-Z
39 P12035 Keratin, tip | citoskeletnil6 Citoskeletni protein, negativna regulacija Svi Ca-Z
stani¢ne migracije
40 P06396 Gelsolin Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija Svi Ca-Z
F5H1A8 aktinskih niti, regeneracija tkiva
41 B4DRRO c¢DNA FLJ53910, vrlo sli¢na Citoskeletni protein Svi Ca-Z
citoskeletnom 6A keratinu, tipa
1
42 H6VRG2 Keratin 1 Citoskeletni protein Svi Ca-Z
43 P23284 Miozin-11 Kontrakcija glatkih misica, razvoj vlakana Svi Ca-Z
D2JYH7 sré¢anog misica
P35749
44 P35579 Miozin-9 Citoskeletni protein, regulacija stani¢nog Svi Ca-Z
Q60FE2 oblika, stani¢na signalizacija
Imunoloski odgovor
45 P63261 Citoplazmatski aktin 2 Urodeni imunoloski odgovor, organizacija Svi Ca-Z
medustani¢nih spojeva, organizacija membrane
46 P60709 Citoplazmatski aktin 1 Urodeni imunoloski odgovor, organizacija Svi Ca-Z
medustani¢nih spojeva, organizacija membrane

126



Bozana Loncar Brzak, Disertacija

47 P01009 Alfa-1-antitripsin Odgovor akutne faze upale, grusanje krvi, Svi Ca-Z
regulacija proteolize
48 P02671 Alfa lanac fibrinogena Uloga u grusanju krvi, urodenom imunoloskom | Svi Ca-Z
odgovoru
49 AB8K3E4 c¢DNA FLJ78367, vrlo sli¢na Uloga u grusanju krvi, urodenom imunolo$kom | Svi Ca-Z
fibrinogenu, A alfa polipeptid odgovoru
(FGA), mRNA
50 Q6N030 Lanac imunoglobulina gama-3 | Aktivacija komplementa, urodeni imunoloski | Svi Ca-Z
regije odgovor
51 B4DI139 cDNA FLJ54328, vrlo sli¢na Odgovor na stres Svi Ca-Z
proteinu 1 toplinskog Soka 70
kDa
52 P04083 Aneksin Al Diferencijacija T stanica i keratinocita, upalni | Svi Ca-Z
odgovor, signalizacija preko receptora na
stani¢noj povrsini
Apoptotic¢ki proteini
53 P08670 Vimentin Uloga u apoptotickim procesima; pozitivna Svi Ca-Z
regulacija ekspresije gena
54 P02545 Prelamin-A/C Uloga u apoptoti¢kim procesima, mitotickom | Svi Ca-Z
ciklusu; stani¢na signalizacija; regulacija
stani¢ne migracije
55 P15924 Dezmoplakin Uloga u apoptotickim procesima, razvoj Svi Ca-Z
epiderma; cijeljenje rana; diferencijacija
keratinocita
56 P04792 Galektin-1 Stani¢ni odgovor na glukozu i lijekove, Svi Ca-Z
apoptoticki procesi
Antiapoptoti¢ki proteini
57 B4DNLS5 Protein toplinskog Soka beta-1 | Unutarstaniéni prijenos signala, pokretanje Svi Ca-Z
stani¢nih komponenti, pozitivna regulacija
angiogeneze i migracije endotelnih stanica,
negativna regulacija apoptoze
58 P08107 Protein toplinskog Soka 70 kDa | Negativna regulacija stani¢nog rasta i apoptoze, | Svi Ca-Z
Q59EJ3 1A/1B metabolicki procesi povezani s RNA
59 P02679 Gama lanac fibrinogena Uloga u grusanju krvi, negativna regulacija Svi Ca-Z
apoptoze, organizacija izvanstani¢nog matriksa
Komponente izvanstani¢nog prostora
60 P12109 Alfa-1lanac kolagena tipa VI Organizacija izvanstani¢nog matriksa, staniéna | Svi Ca-Z
adhezija, odgovor na glukozu
61 P12110 Lanac alfa-2 kolagena tipa VI Stani¢na adhezija, organizacija izvanstani¢nog | Svi Ca-Z
matriksa
62 E9KL23 Protein koji veze sekretornu Komponenta izvanstani¢nog prostora Svi Ca-Z
spermu pasjemenika Li 44a
63 P51884 Lumikan Metabolizam ugljikohidrata, organizacija Svi Ca-Z
izvanstani¢nog matriksa
64 D3DTX7 Kolagen, tip I, alfa 1, izoforma | Komponenta izvanstani¢nog matriksa Svi Ca-Z
CRA a
65 P07585 Protein dekorin Metabolizam ugljikohidrata, odgovor na Svi Ca-Z
Q6FH10 mehanicke podrazaje, organizacija

izvanstani¢nog matriksa, metabolicki procesi
malih molekula
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Stani¢ne komponente

66 Q6MZV7 Pretpostavljeno Komponenta membrane Svi Ca-Z
nekarakterizirani protein
DKFZp686C11235
67 Q9UFQO cDNA FLJ32377 fis, klon Komponenta citoplazme Svi Ca-Z
SKMUS1000014, vrlo sli¢na
poliubikvvitinu 9
68 Q5UGI3 Ubikvitin B Komponenta citoplazme Svi Ca-Z
Q59EM9
Nepoznata funkcija
69 Q8WVWS5 | Pretpostavljeno Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
nekarakterizirani protein
70 Q96C32 I1zoforma ubikvitina C Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
71 Q96MH4 UBC protein (Fragment) Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
72 Q8TCDO Pretpostavljeno Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
nekarakterizirani protein
Imunoloski odgovor
73 P08238 Protein toplinskog Soka HSP 90- | Urodeni imunoloski odgovor, stani¢na Svi Ca-Z
beta signalizacija, pozitivna regulacija vezanja
proteina
74 P30101 Protein disulfidna-izomeraza A3 | Prezentacija antigena, homeostaza stani¢nih Svi Ca-Z
redoks procesa, prijenos signala
75 P60174 Antigen odbijanja tumora Odgovor na stres, savijanje (nabiranje) proteina | Svi Ca-Z
(Gp96) 1
76 P17066 cDNA FLJ36606 fis, klon odgovor na stres Svi Ca-Z
TRACH2015654, vrlo sli¢an
proteinu toplinskog Soka 6, 70
kDa
e B3KSM6 cDNA, FLJ93166, vrlo sli¢na Odgovor na stres Svi Ca-Z
proteinu toplinskog Soka 6, 70
kDa (HSP70B~) (HSPA®),
mRNA
78 P07355 Aneksin I/11 Diferencijacija T-limfocita, stani¢na Svi Ca-Z
Q5TZZ9 signalizacija, stani¢ni odgovor na razlicite
P04083 spojeve, angiogeneza, pupanje membrane
B4DNH8
79 Q06830 Peroksiredoksin-1 Uloga u stani¢noj proliferaciji, citotoksi¢nost | Svi Ca-Z
posredovana NK stanicama
80 P01876 Lanac alfa-1 imunoglobulina Sudjeluje u imunoloskom odgovoru Svi Ca-Z
regije C
81 B4DWKS5 cDNA FLJ54392, vrlo sli¢na Odgovor na stres Svi Ca-Z
proteinu 1 toplinskog Soka 70
kDa
82 P68133 Laki regulirajuci lanac 2 Imunoloski odgovor, uloga u razvoju skeletnih | Svi Ca-Z
miozina, izoforma skeletnog misica
misica
83 Q96A32 Protein S100-A8 Akutni i kroni¢ni imunoloski odgovor, urodeni |Svi Ca-Z
imunoloski odgovor, odgovor stanice na
razlicite spojeve
84 B725Q2 cDNAFLIJ76826, vrlo slicna Homeostaza stani¢nih iona Zeljeza, prijenos Svi Ca-Z
feroksidazi ljudskog iona bakra
ceruloplazmina (CP), mMRNA
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85 P01598 Lanac V-l imunoglobulina kapa | Aktivacija komplementa, urodeni imunoloski | Svi Ca-Z
regije EU odgovor
86 P01596 Lanac V-l imunoglobulina kapa | Aktivacija komplementa, urodeni imunoloski | Svi Ca-Z
regije CAR odgovor
87 P13489 Haptoglobin Odgovor u akutnoj fazi upale, imunolo$ki Svi Ca-Z
odgovor
88 P01024 Komplement C3 Aktivacija komplementa, urodeni imunoloski | Svi Ca-Z
odgovor, uloga u stani¢noj signalizaciji
89 B4DMA2 cDNA FLJ54023, vrlo sli¢na Odgovor na stres, nabiranje proteina Svi Ca-Z
proteinu toplinskog Soka HSP
90-beta
90 P36952 Cimbenik komplementa B Uloga u imunoloskom odgovoru Svi Ca-Z
91 P01860 Protein IGL@ Uloga u imunoloskom odgovoru Svi Ca-Z
Metabolicki proteini
92 QOQEN7 Podjedinica ATP sintaze Metabolicki procesi lipida, transport protona Svi Ca-Z
nakon hidrolize i sinteze ATP-a, angiogeneza,
biosinteticki procesi povezani s ATP-om,
transport protona
93 P00558 Beta podjedinica ATP sintaze Metabolic¢ki procesi peptida, prijenos proteina | Svi Ca-Z
(Fragment)
94 P40925 Protein toplinskog Soka 6, 70 Katabolicki procesi ATP-a, stani¢ni odgovor na | Svi Ca-Z
B9A041 kDa zagrijavanje
95 P05976 Peptidil-prolil cis-trans Uloga u grusanju krvi, ulasku u stanicu- Svi Ca-Z
P62937 izomeraza A domacina, zivotnom ciklusuvirusa, savijanje
A8K486 (nabiranje) proteina
96 A8K486 Keratin, tip Il citoskeletni 78 Aktivnost strukturnih molekula Svi Ca-Z
97 D3DUV3 Triozafosfat izomeraza Uloga u metabolizmu ugljikohidrata, Svi Ca-Z
metabolicki procesi malih molekula
98 P12882 Kreatin kinaza M-tipa Metabolicki procesi kreatina i malih molekula | Svi Ca-Z
99 P07237 cDNA FLJ59361, vrlo sli¢na Homeostaza stani¢nih redoks procesa Svi Ca-Z
disulfidnoj izomerazi (EC
5.34.1)
100 P09382 Malat dehidrogenaza Uloga u metabolizmu stani¢nih ugljikohidrata, |Svi Ca-Z
ABKT7EOQ stani¢na signalizacija
101 Q5RKT7 Delta podjedinica hemoglobina |Uloga u grusanju krvi, prijenos kisika Svi Ca-Z
102 P06732 cDNA, FLJ93793, vrlo sli¢na Vezanje ATP-a, kinazna aktivnost Svi Ca-Z
ljudskoj kreatin kinazi, miSi¢na
(CKM), mRNA
103 P02042 Delta globin Prijenos kisika Svi Ca-Z
104 P67936 Prijenosna ATP-aza Stani¢ni odgovor na ostecenje DNA, popravak | Svi Ca-Z
endoplazmatske mrezice DNA, metaboli¢ki procesi proteina
105 Q9oUL91 Protein SLC25A6 Prijenos kroz membranu Svi Ca-Z
106 Q619V5 ADP,ATP prijenosni protein, Prijenos kroz membranu Svi Ca-Z
izoforma jetrene izoforme T2
(Fragment)
107 Q6UWPS Inhibitor leukocitne elastaze Regulacija proteolize, negativna regulacija Svi Ca-Z
aktivnosti endopeptidaza
108 P30740 cDNA FLJ53963, vrlo sli¢na Negativna regulacija aktivnosti endopeptidaza | Svi Ca-Z
inhibitoru leukocitne elastaze
109 B2R9S4 Alfa-1 lanac kolagena tipa | Uloga u grusanju krvi, razvoju krvnih Zila, Svi Ca-Z
stani¢noj signalizaciji
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110 E7EVA3 Nekarakterizirani protein Aktivnost endopeptidaza serinskog tipa Svi Ca-Z
Q53F89
P00751
111 P08779 Hemopeksin Homeostaza stani¢nog Zeljeza, stani¢na Svi Ca-Z
signalizacija
112 P02790 Protein koji prekriva makrofage |Prekrivanje nazubljenih krajeva aktinskih Svi Ca-Z
vlakana
113 Q5VTEO Keratin, tip 1l citoskeletni 73 Aktivnost strukturnih molekula Svi Ca-Z
114 P06733 Alfa-enolaza Metabolizam ugljikohidrata, glukoneogeneza, |Svi Ca-Z
glikoliza, stani¢na signalizacija
115 Q32Q65 Beta lanac fibrinogena Uloga u grusanju krvi, organizaciji Svi Ca-Z
P02675 izvanstani¢nog matriksa, stani¢noj signalizaciji
116 P02647 Apolipoprotein A-I Uloga u grusanju krvi, migracija endotelnih Svi Ca-Z
stanica krvnih Zila, regulacija stani¢nih procesa
117 P00325 Alkohol dehidrogenaza 1B/ 1C | Oksidacija etanola, metaboli¢ki procesi malih | Svi Ca-Z
ABMYN5 molekula i ksenobiotika
P00326
118 F5HB16 c¢DNA FLJ51682, vrlo sli¢na Oksidoreduktazna aktivnost, vezanje iona cinka | Svi Ca-Z
alkoholnoj dehidrogenazi 1B
(EC1.1.1.1)
119 P02774 Protein koji veze vitamin D Metabolicki procesi malih molekula, vitamina | Svi Ca-Z
D6RF35 D i steroida
120 B3KT06 cDNA FLJ37398 fis, klon Polimerizacija proteina Svi Ca-Z
BRAMY2027467, vrlo sli¢na
alfa-lancu tubulina
121 P05109 Protein koji sadrzi trodijelni Negativna regulacija transkripcije, vezanje Svi Ca-Z
motiv 29 cinkovih iona
122 Q14134 Alfa-1 ¢imbenik elongacije Biosinteza proteina Svi Ca-Z
123 Q6IPT9 Pretpostavljeni ¢cimbenik Biosinteza proteina Svi Ca-Z
QINZS6 elongacije 3 nalik alfi-1
124 B2R6X5 Ceruloplazmin Homeostaza stani¢nih iona Zeljeza, prijenos Svi Ca-Z
iona bakra, transmembranski transport
125 E9PFZ2 cDNAFLIJ58075, vrlo sli¢na Homeostaza stani¢nih iona Zeljeza, prijenos Svi Ca-Z
Q1L857 ceruloplazminu (EC 1.16.3.1) iona bakra
P00450
A5PL27
126 P10916 Izocitrat dehidrogenaza [NADP] | Metabolicki procesi izocitrata, ciklus Svi Ca-Z
F8VWQ7 trikarboksilne kiseline
127 P00738 Alfa-aktinin 2 Uloga u grusanju krvi, kontrakciji stanica, Svi Ca-Z
adheziji stanica, regulacija apoptoze
128 Q61B42 Laki lanac 2 miozina sréane Vezanje kalcijevih iona; kontrakcija sréanog Svi Ca-Z
B4E3A8 pretklijetke miSica, razvoj misiénih vlakana
129 P20774 Mimekan Metabolizam ugljikohidrata, negativna Svi Ca-Z
regulacija proliferacije miSi¢nih stanica
130 B7Z9A0 cDNA FLJ56212, vrlo sli¢na Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija Svi Ca-Z
gelsolinu aktinskih niti, regeneracija tkiva
131 B72992 cDNA FLJ53698, vrlo sliéna Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija Svi Ca-Z
gelsolinu aktinskih niti, regeneracija tkiva
132 B7Z6N2 cDNA FLJ56154, vrlo sliéna Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija Svi Ca-Z
gelsolinu aktinskih niti, regeneracija tkiva
133 B7Z2X4 cDNA FLJ53327, vrlo sli¢na Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija Svi Ca-Z

gelsolinu

aktinskih niti, regeneracija tkiva

130



Bozana Loncar Brzak, Disertacija

134 P13489 Inhibitor ribonukleaze Regulacija angiogeneze, negativna regulacija | Svi Ca-Z
katabolickih procesa
135 Q14908 Laki regulirajuéi lanac 2 Razvoj misiénihvlakana, kontrakcija sréanog | Svi Ca-Z
miozina, izoforma misica
pretklijetke/sréanogmisica
136 DOPNI1 Zeta polipeptid za aktivaciju Regulacija stani¢ne smrti, sekrecija histamina | Svi Ca-Z
tirozin 3- iz mastocita, odgovor na lijekove
monooksigenaze/triptofan 5-
monooksigenaze
137 P31949 cDNA, FLJ92471, vrlo sli¢na Regulacija stani¢ne proliferacije Svi Ca-Z
B2R5HO ljudskom S100 proteinu koji
veze kalcij Al1 (calgizzarin)
(S100A11), mMRNA
138 P13639 Cimbenik elongacije 2 Metabolicki procesi stani¢nih proteina, stani¢na | Svi Ca-Z
smrt
Citoskeletni proteini
139 P06576 Pretpostavljeno Kontrakcija sréanog misic¢a Svi Ca-Z
QOQEN7 nekarakterizirani protein MYL1
(Fragment)
140 Q53R15 Laki lanac 1/3 miozina, Misi¢na kontrakcija Svi Ca-Z
izoforma skeletnog misica
141 P68032 Aktin, aortni glatki miSi¢ Regulacija krvnog tlaka, kontrakcija miSica Svi Ca-Z
P62736
D2JYH4
142 P62736 Aktin, alfa 2, glatki mi8i¢ Regulacija krvnog tlaka, kontrakcija miic¢a Svi Ca-Z
143 Q6FHZ0 Laki polipeptid 6 miozina Kontrakcija miSica, katabolizam ATP-a Svi Ca-Z
Q75MT9
P40926
P40925
B9A041
144 P14923 Periplakin Keratinizacija, citoskeletni protein Svi Ca-Z
145 P13535 Tenascin-X Citoskeletni protein, stani¢na adhezija, Svi Ca-Z
metabolicki procesi
146 Q9BTMQ Alfa-4 lanac tropomiozina Kontrakcija misic¢a, pokretanje stani¢nih Svi Ca-Z
Q99878 komponenti
Q96KK5
Q6FI13
Q16777
P20671
POC0S8
147 P02452 Serpin B5 Tumor supresor; pokretanje stani¢nih Svi Ca-Z
komponenti, organizacija izvanstaniénog
matriksa
148 E7ETN3 Mali protein 3 bogat prolinom | Razvoj epiderma, keratinizacija, cijeljenje rana | Svi Ca-Z
149 P13646 Keratin, tip | citoskeletni 13 Citoskeletni protein, odgovor na zraéenjeina | Svi Ca-Z
retinoi¢nu kiselinu
150 P12883 Miozin- 1/2/6/7/8 Kontrakcija stanica, stani¢na signalizacija, Svi Ca-Z
QIUKX2 urodeni imunoloski odgovor, organizacija
P12882 membrane
P60660
J3KND3
G8JLA2
P13535
D2JYH4
060437
K7EKI8
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151 ABK210 cDNA FLJ78504, vrlo sli¢na Citoskeletni protein Svi Ca-Z
ljudskom keratinu 6A (KRT6A),
mRNA
152 P08727 Keratin, tip | citoskeletni 19 Kontrakcija stanica, citoskeletni protein, Svi Ca-Z
diferencijacija stanica
153 P68363 Alfa-1B lanac tubulina Citoskeletni protein, metabolizam stani¢nih Svi Ca-Z
proteina
154 ABK5A4 Profilin-1 Citoskeletniprotein, ulogaugrusanjukrvi, Svi Ca-Z
stani¢nojsmrti
155 PO7737 Aktin, alfa skeletni mi$i¢ Kontrakcija misica, rast stanice, odgovor na Svi Ca-Z
razlicite spojeve
156 Q8N6N5 Beta tubulin Polimerizacija proteina, procesi povezani s Svi Ca-Z
Q8IWP6 mikrotubulima
Anti-apoptoticki proteini
157 Q8N1N4 Aktin, alfa sr¢ani misi¢ Negativna regulacija apoptoti¢kih procesa, Svi Ca-Z
pokretanje aktinskih vlakana, odgovor na
lijekove, kontrakcija misica, regulacija krvnog
tlaka
158 Q5CAQ5 Endoplazmin Negativna regulacija apoptoze, stani¢na Svi Ca-Z
signalizacija
159 P09211 Glutation S-transferaza Negativna regulacija apoptotickih procesa i Svi Ca-Z
akutnog upalnog odgovora, regulacija
metabolickih procesa
160 Q13584 Protein S100-A11 Negativna regulacija stani¢ne proliferacije, Svi Ca-Z
prijenos signala
Apoptoticki procesi
161 Q59EI9 ADP/ATP translokaza 3 Regulacija sekrecije inzulina, metabolizam Svi Ca-Z
stani¢nih proteina, apoptoticki procesi,
metabolicki procesi malih molekula
162 P63104 14-3-3 zeta/delta protein Apoptoticki procesi, grusanje krvi, organizacija | Svi Ca-Z
membrane
Komponente izvanstani¢nog prostora
163 Q53HU6G Biglikan Metabolizam ugljikohidrata, organizacija Svi Ca-Z
B1PS43 izvanstani¢énog matriksa, metabolicki procesi
malih molekula
164 E7DVW5 Proteinnalikalfa-2- Protein izvanstani¢énog prostora Svi Ca-Z
makroglobulinu 1,
izoformaCRA_b
165 P21810 c¢DNA FLJ55187, vrlo sli¢na Preoblikovanje krvnih Zila, povezivanje Svi Ca-Z
AGNLG9 biglikanu izvanstani¢nog matriksa
166 P22105 Peptidil-prolil cis-trans Organizacija izvanstanicnog matriksa Svi Ca-Z
G5E9A9 izomeraza B
167 P35555 Fibrillin-1 Organizacijaizvanstanicnog Svi Ca-Z
matriksa,razvojrazlicitihorgana
Stani¢ne komponente
168 AONO71 Histon tipa H2A Sastavni dio nukleosoma Svi Ca-Z
169 Q8NF17 Pretpostavljeno Komponenta membrane Svi Ca-Z

nekarakterizirani protein
DKFZp686115212
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170 Q96K 68 cDNA FLJ14473 fis, klon Komponenta membrane Svi Ca-Z
MAMMA1001080, vrlo slican
ljudskom proteinu SNC73
(SNC73) mRNA
171 Q8NCL6 cDNA FLJ90170 fis, klon Komponenta membrane Svi Ca-Z
MAMMA1000370, vrlo sli¢na
alfa-1 lancu imunoglobulina
regije C
172 B4DI163 cDNA FLJ59205, vrlo sli¢na Komponenta endoplazmatske mrezice Svi Ca-Z
mimekanu
Nepoznata funkcija
173 B4DDQ2 ¢DNA FLJ76911, vrlo sli¢na Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
ljudskom biglikanu (BGN),
mRNA
174 B1PS43 I1zoforma preproproteina Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
biglikana (Fragment)
175 P55072 Promjenjiva regija teSkog lanca | Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
imunoglobulina koja reagira s
miozinom (Fragment)
176 Q6PJF2 Protein IGK@ Funkcija nije poznata Svi Ca-Z
177 P40121 cDNA, FLJ94534, vrlo sli¢na Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
B4DU58 ljudskom proteinu koji prekriva
(aktinske niti), nalik-
gelsolinu(CAPG), mRNA
178 Q86Y46 FLJ00385 protein (Fragment) Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
179 Q9UP60 Protein SNC73 Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
180 Q6MZWO0 | Pretpostavljeno Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
nekarakterizirani protein
DKFZp686J11235 (Fragment)
181 Q6N093 Pretpostavljeno Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
nekarakterizirani protein
DKFZp686104196 (Fragment)
182 Q72532 Osteoglicin OG Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
ABKOR3
183 AON5G1 Laki lanac reumatoidnog Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
¢imbenika C6 (Fragment)
184 P12236 Suprabazin Funkcija nije navedena Svi Ca-Z
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Tablica 5. Proteini zajednicki svim uzorcima nepromijenjene sluznice pacijenata bez promjena

na sluznici (svi Z). Osjencana polja oznacavaju diferencijalno eksprimirane proteine

u odnosuna nepromijenjenu sluznicu pacijenata s lihenom i karcinomom plocastih

stanica (OLP-Z+Ca-Z, tablica 6).

Redni | Pristupni broj Ime proteina Bioloska funkcija Prisutnost u
broj uzorku
Citoskeletni proteini
1 P02538 Keratin, tip 11 citoskeletni 6A Citoskeletni protein; uloga u stani¢noj Sviz
diferencijaciji
2 B4DRRO ¢DNA FLJ53910, vrlo sli¢na Citoskeletni protein SviZz
citoskeletnom keratinu 6A, tipa Il
3 A8K2I10 c¢DNA FLJ78504, vrlo sli¢na Citoskeletni protein SviZ
ljudskom keratinu 6A (KRT6A),
mRNA
4 P02533 Keratin, tip | citoskeletni 14 Razvoj epiderma; diferencijacija Sviz
epitelnih stanica; odgovor na zracenje
5 P13647 Keratin, tip Il citoskeletni 5 Medustani¢ni spojevi; razvoj epiderma | Svi Z
6 Q53GK6 Inadica beta aktina (Fragment) Pripada obitelji aktina / funkcija nije SviZ
navedena
7 P13645 Keratin, tip I citoskeletni 10 Diferencijacija keratinocita, stani¢ni SviZ
odgovor na kalcijeve ione
8 P08670 Vimentin Pripada intermedijarnom filamentima, Sviz
BOYIC4 sudjeluje u aktivnosti strukturalnih
molekula
9 H6VRG3 Keratin 1 Citoskeletni protein Sviz
Metabolicki proteini
10 P02768 Serumski albumin Grusanje krvi; metaboli¢ki procesi malih | Svi Z
molekula
11 Q8TBW1 Pretpostavljeno nekarakterizirani Stani¢ni odgovor na interleukin-4; Sviz
protein (Fragment) translacija
12 D1MGQ2 Alfa-2 lanac globina Prijenos kisika Sviz
13 P02675 Beta lanac fibrinogena Grusanje krvi, organizacija Sviz
izvanstani¢nog matriksa, stani¢na
signalizacija
14 P04406 Gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza | Sudjeluje u metaboli¢kim procesima Sviz
glukoze
15 Q6IPT9 Cimbenik elongacije 1-alfa Biosinteza proteina Sviz
Q53HR5
16 Q5VTEOD Pretpostavljeni ¢imbenik elongacije 3 | Biosinteza proteina Sviz
nalik alfi-1
17 P00915 Uglji¢na anhidraza 1 Prijenos bikarbonata, metaboli¢ki procesi | Svi Z
ESRHP7 malih molekula
18 P00558 Fosfogliceratna kinaza 1 Metabolizam ugljikohidrata; Sviz

fosforilacija; diferencijacija epitelnih
stanica
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19 ABK486 Peptidil-prolil cis-trans izomeraza Uloga u grusanju krvi, ulasku u stanicu- | Svi Z
P62937 domacina, zivotnom ciklusu virusa,
savijanje (nabiranje) proteina
20 P07355 Aneksin A2 Angiogeneza; fosforilacija proteina; SviZz
organizacija kolagenih vlakana
21 F5GWP8 Spojni plakoglobin Stani¢na signalizacija i migracija stanica | Svi Z
22 P06396 Gelsolin Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija | Svi Z
aktinskih niti, regeneracija tkiva
23 B7Z9A0 ¢DNA FLJ56212, vrlo sli¢na Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija | Svi Z
gelsolinu aktinskih niti, regeneracija tkiva
24 B72992 ¢DNA FLJ53698, vrlo sli¢na Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija | Svi Z
gelsolinu aktinskih niti, regeneracija tkiva
Imunoloski odgovor
25 P02671 Alfa lanac fibrinogena Uloga u grusanju krvi, urodenom Sviz
imunoloskom odgovoru
26 ABK3E4 cDNA FLJ78367, vrlo sli¢na Grusanje krvi, urodeni imunoloski SviZ
ljudskom fibrinogenu, A alfa odgovor, stani¢na signalizacija
polipeptid (FGA), mMRNA
27 Q5TZZ9 Aneksin Diferencijacija T stanica, regulacija Sviz
stani¢ne proliferacije, odgovor na
razli¢ite podrazaje
28 P04083 Aneksin Al Diferencijacija T stanica, regulacija SviZ
stani¢ne proliferacije, odgovor na
razli¢ite podrazaje
29 P01009 Alfa-1-antitripsin Odgovor akutne faze upale; grusanje Sviz
krvi; regulacija proteolize
30 P01860 Gama-3 lanac imunoglobulina regije | Aktivacija komplementa,urodeni Sviz
C imunoloski odgovor
Komponente izvanstani¢nog matriksa
31 P35555 Fibrillin-1 Organizacija izvanstaniénog matriksa, Sviz
razvoj razli¢itih organa
32 E9KL23 Protein koji veze sekretornu spermu | Komponenta izvanstani¢nog prostora Sviz
pasjemenika Li 44a
Apoptoticki proteini
33 P15924 Dezmoplakin Uloga u apoptotickim procesima, razvoj |Svi Z
epiderma; cijeljenje rana; diferencijacija
keratinocita
Anti-apoptoticki proteini
34 P04792 Protein toplinskog Soka beta-1 Unutarstani¢ni prijenos signala; Sviz
pokretanje stani¢nih komponenti;
pozitivna regulacija angiogeneze i
migracije endotelnih stanica; negativna
regulacija apoptoze
Stani¢ne komponente
35 P62805 Histon tipa H4 Komponenta nukleosoma Sviz
B2R4R0
36 Q6MZVT7 Pretpostavljeno nekarakterizirani Komponenta membrane SviZ
protein DKFZp686C11235
37 Q6N030 Pretpostavljeno nekarakterizirani Komponenta membrane SviZ

protein DKFZp686115212
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Nepoznata funkcija
38 Q8NF17 FLJ00385 protein (Fragment) Funkcija nije navedena Sviz
39 Q8TCDO Pretpostavljeno nekarakterizirani Funkcija nije navedena SviZz
protein
Metabolicki proteini
40 P36578 60S ribosomski protein L4 Staniéni metaboli¢ki proteinski procesi, |Svi Z
Q59GY2 ekspresija gena
41 B4DMJ6 c¢DNA FLJ50996, vrlo sli¢na 60S Sudjeluje u translaciji Sviz
ribosomalnom proteinu L4
42 Q01469 Protein koji veZe masne kiseline, Razvoj epiderma; metabolicki procesi Sviz
E7DVW5 epidermalni ugljikohidrata i lipida
43 P68363 Alfa-1B lanac tubulina Stani¢ni proteinski metabolicki procesi, |SviZ
Q8WU19 polimerizacija proteina
44 Q6EHZ3 Pretpostavljeno nekarakterizirani Homeostaza stani¢nih redoks procesa SviZ
protein STRF8
45 Q658S9 Pretpostavljeno nekarakterizirani Homeostaza stani¢nih redoks procesa SviZz
protein DKFZp6661134 (Fragment)
46 Q5R210 Karbamoilfosfat sintetaza | Biosinteticki procesi karbamoil-fosfata | Svi Z
Q59HF8
P31327
J3KQLO
47 ABK134 c¢DNA FLJ75245, vrlo sli¢na ljudskoj | Biosinteti¢ki procesi karbamoil-fosfata | Svi Z
karbamoil-fosfatnoj sintetazi,
mitohondrijska (CPS1), mRNA
48 Q53H26 I1zoforma transferina (Fragment) Homeostaza i prijenos stani¢nog Zeljeza |Svi Z
49 D3DTX7 Kolagen, tip |, alfa 1, izoforma Razvoj krvnih Zila, staniéni odgovor na | Svi Z
CRA a razli¢ite podrazaje
50 11VZV6 Hemoglobin alfa 1 Prijenos kisika SviZz
P69905
51 D9YZU5 Hemoglobin, beta Prijenos kisika SviZ
P68871
52 P12111 Kolagen, tip VI, alfa 3 Odgovor na glukozu Sviz
E9PCV6
D9ZGF2
53 B4E3A4 c¢DNA FLJ57283, vrlo sli¢na Vezanje ATP-a Sviz
citoplazmatskom aktinu 2
54 B4E335 cDNA FLJ52842, vrlo sli¢na Vezanje ATP-a Sviz
citoplazmatskom aktinu 1
Citoskeletni proteini
55 Q01546 Keratin, tip Il citoskeletni 2 Organizacija citoskeleta SviZz
P35908
56 B7Z5V1 cDNA FLJ55934, vrlo sli¢na Polimerizacija aktinskih vlakana, SviZ
gelsolinu regeneracija tkiva, apoptoticki procesi
57 075369 Filamin-B Organizacija citoskeleta, diferencijacija | Svi Z
stanice, sudjelovanje u stani¢noj
signalizaciji
58 P19012 Keratin, tip | citoskeletni 15 Razvoj epiderma Sviz

136



Bozana Loncar Brzak, Disertacija

59 P35527 Keratin, tip | citoskeletni 9 Razvoj epiderma, organizacija SviZz
intermedijarnih filamenata
60 P35579 Miozin-9 Citoskeletni protein, regulacija stani¢nog | Svi Z
Q60FE2 oblika, stani¢na signalizacija
Q1KLZ0 HCG15971, izoforma CRA_a Aksonogeneza Sviz
61 P63261 Aktin, citoplazmatski 2 Organizacija adherentnih spojeva, SviZ
unutrasnji imunol.odgovor, pokretanje
stani¢nih komponenti, agregacija
trombocita, organizacija membrane
62 P08779 Keratin, tip | citoskeletni 16 Stani¢na proliferacija, negativna SviZ
regulacija stani¢ne migracije, starenje,
organizacija citoskeleta, razvoj epiderma
Imunoloski odgovor
63 Q00610 Teski lanac 1 klatrina Prezentacija antigena, organizacija SviZ
membrane, unutarstanic¢ni prijenos
proteina i zeljeza
64 B3GQS7 1zoforma 1 mitohondrijskog proteina | Sudjeluje u nabiranju proteina I SviZz
P10809 1 toplinskog Soka 60kD odgovoru na stres
65 P07900 Protein toplinskog Soka HSP 90-alfa | Katabolicki procesi ATP-a, mitoti¢ki SviZz
ciklus, sudjeluje u prirodenom
imunoloskom odgovoru I prijenosu
signala
66 Q16778 Histon tipa H2B 2-E Organizacija kromatina, prirodeni SviZ
imunoloski odgovor, antibakterijski
humoralni odgovor
Apoptoticki proteini
67 B7Z5V1 cDNA FLJ55934, vrlo sli¢na Polimerizacija aktinskih vlakana, Sviz
gelsolinu regeneracija tkiva, apoptoti¢ki procesi
Anti-apoptoti¢ki proteini
68 Q8NBS9 Protein 5 koji sadrzi domenu Negativna regulacija apoptoze, ¢iS¢enje | Svi Z
Q86UY0 tioredoksina apoptotickih stanica, homeostaza
stani¢nih redoks procesa, nabiranje
proteina
Nepoznata funkcija
69 Q6N093 Pretpostavljeno nekarakterizirani Funkcija nije poznata SviZ
protein DKFZp686104196 (Fragment)
70 Q6PJF2 Protein IGK@ Funkcija nije poznata SviZ
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Tablica 6. Proteini zajednicki svim uzorcima nepromijenjene sluznice pacijenata s lihenom i

karcinomom (Ca-Z i OLP-Z). Osjenc¢ana polja oznacavaju proteine koji su razliciti

u odnosu na proteine zajednicke zdravoj sluznici (tablica 5).

Redni | Pristupni broj Ime proteina Bioloska funkcija Prisutnost u
broj uzorku
Metabolicki proteini
1 P02768 Serumski albumin Grusanje krvi, metabolicki procesi malih Ca-Z +
molekula OLP-Z
2 Q59E92 Pretpostavljeno nekarakterizirani Vezanje ATP-a, vezanje nukleinskih Ca-Z +
protein (Fragment) kiselina; aktivnost helikaza ovisna 0 ATP-U | o p.7
3 P08670 Vimentin Uloga u apoptotickim procesima; pozitivna |Ca-Z +
regulacija ekspresije gena OLP-Z
4 P04406 Gliceraldehid-3-fosfat Metabolizam ugljikohidrata, negativna Ca-Z +
dehidrogenaza regulacija translacije, metaboli¢ki procesi || p.7
malih molekula
5 P07355 Aneksin A2 Angiogeneza, metaboli¢ki procesi Ca-Z +
OLP-Z
6 P00915 Uglji¢na anhidraza 1 Prijenos bikarbonata, metaboli¢ki procesi | Ca-Z +
ESRHP7 malih molekula OLP-Z
7 P06396 Gelsolin Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija Ca-Z +
F5H1A8 aktinskih niti, regeneracija tkiva OLP-Z
8 B7Z9A0 c¢DNA FLJ56212, vrlo sli¢na Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija Ca-Z+
gelsolinu aktinskih niti, regeneracija tkiva OLP-Z
9 B72992 cDNA FLJ53698, vrlo sli¢na Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija Ca-Z +
gelsolinu aktinskih niti, regeneracija tkiva OLP-Z
10 B7Z6N2 cDNA FLJ56154, vrlo sli¢na Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija Ca-Z+
gelsolinu aktinskih niti, regeneracija tkiva OLP-Z
11 P00558 Fosfoglicerat-kinaza 1 Metabolizam ugljikohidrata, Ca-Z+
glukoneogeneza, glikoliza OLP-Z
12 D1IMGQ2 Alfa-2 lanac globina Prijenos kisika Ca-Z +
OLP-Z
13 Q6IPT9 Cimbenik elongacije 1-alfa Sudjeluje u biosintezi proteina Ca-Z +
QINZS6 OLP-Z
14 Q5VTEO Pretpostavljeni ¢imbenik elongacije | Biosinteza proteina Ca-Z+
3 nalik alfi-1 OLP-Z
15 P62937 Peptidil-prolil cis-trans izomeraza | Uloga u grusanju krvi, regulacija staniénih | Ca-Z +
ASKA486 A procesa, nabiranje (savijanje) proteina OLP-Z
16 P02675 Beta lanac fibrinogena Grusanje krvi, organizacija izvanstaniénog | Ca-Z+
matriksa, negativna regulacija apoptotickih | g p_7
procesa endotelnih stanica, odgovor na
kalcijeve ione
17 P62805 Histon tipa H4 Organizacija kromatina, mitoticki ciklus, Ca-Z +
B2R4R0 odrzavanje telomera OLP-Z
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Citoskeletni proteini

18 P13647 Keratin, tip Il citoskeletni 5 Medustaniéni spojevi, razvoj epiderma Ca-Z +
OLP-Z
19 P02538 Keratin, tip 11 citoskeletni 6A Citoskeletni protein, stani¢na diferencijacija | Ca-Z +
OLP-Z
20 B4DRRO cDNA FLJ53910, vrlo sli¢na Citoskeletni protein Ca-Z+
citoskeletnom keratinu 6A, tipa Il OLP-Z
21 ABK210 cDNA FLJ78504, vrlo sli¢na Citoskeletni protein Ca-Z +
ljudskom keratinu 6A, mMRNA OLP-Z
22 H6VRG2 Keratin 1 Citoskeletni protein Ca-Z +
OLP-Z
23 P13645 Keratin, tip | citoskeletni 10 Diferencijacija keratinocita, stani¢ni Ca-Z +
odgovor na kalcijeve ione OLP-Z
24 P35579 Miozin-9 Citoskeletni protein, regulacija stani¢nog Ca-Z +
oblika, stani¢na signalizacija OLP-Z
25 P02533 Keratin, tip | citoskeletni 14 Organizacija stani¢nih spojeva, Ca-Z+
diferencijacija epitelnih stanica OLP-Z
Imunoloski odgovor
26 P01009 Alfa-1-antitripsin Odgovor akutne faze upale, grusanje krvi, |Ca-Z +
regulacija proteolize OLP-Z
27 Q57229 Aneksin Diferencijacija T-stanica, regulacija Ca-Z +
stani¢ne proliferacije, signalizacija preko OLP-Z
povrsinskih stani¢nih receptora
28 P04083 Aneksin Al Diferencijacija T-stanica, regulacija Ca-Z +
stani¢ne proliferacije,signalizacija preko OLP-Z
povrsinskih stani¢nih receptora
29 P02671 Alfa lanac fibrinogena Uloga u grusanju krvi, urodenom Ca-Z +
imunoloskom odgovoru OLP-Z
30 ABK3E4 cDNA FLJ78367, vrlo sli¢na Uloga u grusanju krvi, urodenom Ca-Z +
ljudskom fibrinogenu, A alfa imunoloskom odgovoru OLP-Z
polipeptid (FGA), mMRNA
31 P01860 Lanac imunoglobulina gama-3 Aktivacija komplementa,urodeni Ca-Z +
regije C imunolo$ki odgovor OLP-Z
Komponente izvanstani¢nog prostora
32 E9KL23 Protein koji veze sekretornu spermu | Komponenta izvanstani¢nog prostora Ca-Z+
pasjemenika Li 44a OLP-Z
33 P35555 Fibrillin-1 Organizacija izvanstani¢nog matriksa Ca-Z +
OLP-Z
Stani¢ne komponente
34 Q6N030 Pretpostavljeno nekarakterizirani Komponenta membrane Ca-Z +
protein DKFZp686115212 OLP-Z
35 Q6MzZV7 Pretpostavljeno nekarakterizirani Komponenta membrane Ca-Z+
protein DKFZp686C11235 OLP-Z
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Apoptoticki procesi

36 P15924 Dezmoplakin Uloga u apoptoti¢kim procesima, razvoj Ca-Z +
epiderma; cijeljenje rana; diferencijacija OLP-Z
keratinocita

Anti-apoptoticki proteini

37 P04792 Protein toplinskog Soka beta-1 Pozitivna regulacija angiogeneze, negativna | Ca-Z+
regulacija apoptoze, stani¢na signalizacija || p.z

Nepoznata funkcija

38 Q8TCDO Pretpostavljeno nekarakterizirani Funkcija nije navedena Ca-Z +

protein OLP-z

39 Q8NF17 FLJ00385 protein (Fragment) Funkcija nije navedena Ca-Z +

OLP-Z

Metabolicki proteini

40 P68871 Hemoglobin, beta Prijenos kisika Ca-Z +

OLP-Z

41 P12109 Alfa-1 lanac kolagena tipa VI Organizacija izvanstaniénog matriksa, Ca-Z +
stani¢na adhezija, odgovor na glukozu OLP-Z

42 P06733 Alfa-enolaza Metabolizam ugljikohidrata, negativna Ca-Z +
regulacija stani¢nog rasta OLP-Z

43 P69905 Alfa podjedinica hemoglobina Oksidativno-reduktivni procesi, prijenos Ca-Z +
kisika OLP-Z

44 Q516Y6 Lamin A/C prijepisna inacica 1 Stani¢na signalizacija, mitoticki procesi Ca-Z +

OLP-Z

45 P40121 Protein koji prekriva makrofage Prekrivanje nazubljenih krajeva aktinskih | Ca-Z +

B4DU58 nit OLP-Z

46 P51884 Lumikan Metabolizam ugljikohidrata, organizacija | Ca-Z +
izvanstani¢nog matriksa OLP-Z

47 P02647 Apolipoprotein A-I Uloga u grusanju krvi,migracija endotelnih |Ca-Z +
stanica krvnih zila, regulacija stani¢nih OLP-Z
procesa

48 B3KQT9 cDNA PSECO0175 fis, klon Homeostaza stani¢nih redoks procesa Ca-Z +

OVARC1000169, vrlo slican OLP-Z
proteinu disulfidnoj-izomerazi A3
(EC5.34.1)

49 P08123 Alfa-2(1) lanac kolagena Uloga u grusanju krvi, razvoju krvnih zila, |Ca-Z +
organizaciji stanicnog matriksa OLP-Z

50 DOPNI1 Zeta polipeptid za aktivaciju tirozin | Regulacija stani¢ne smrti, sekrecija Ca-Z +

3-monooksigenaze/triptofan 5- histamina iz mastocita, odgovor na lijekove | o p.7
monooksigenaze

51 B7Z2X4 c¢DNA FLJ53327, vrlo sli¢na Vezanje kalcijevih iona, polimerizacija Ca-Z +

gelsolinu aktinskih niti, regeneracija tkiva OLP-Z

52 P04075 Fruktozno-bisfosfonatna aldolaza A | Metabolizam ugljikohidrata, biosinteticki | Ca-Z +
procesi ATP-a, organizacija aktinskih OLP-Z
vlakana

53 P60174 Triozafosfat izomeraza Metabolizam ugljikohidrata, Ca-Z +
glukoneogeneza, glikoliza OLP-Z
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54 Q6FHZ0 Malat dehidrogenaza Regulacija stani¢nih procesa, metabolizam |Ca-Z +
Q75MT9 ugljikohidrata OLP-Z
P40926
55 P17066 Protein toplinskog Soka 6, 70 kDa | Kataboli¢ki procesi ATP-a, nabiranje Ca-Z +
Q53FC7 proteina, stani¢ni odgovor na zagrijavanje | | p-7
56 Q8N6N5 Tubulin, beta 2C Polimerizacija proteina, komponenta Ca-Z +
mikrotubula OLP-Z
57 P13489 Inhibitor ribonukleaze Regulacija angiogeneze, negativna Ca-Z +
regulacija kataliticke aktivnosti OLP-Z
58 E9PCV6 Alfa-3 lanac kolagena tipa VI Uloga u metabolizmu glukoze Ca-Z +
OLP-Z
Imunoloski odgovor
59 P01876 Alfa-1 lanac regije C Sudjeluje u imunoloskom odgovoru Ca-Z +
imunoglobulina OLP-Z
60 Q06830 Peroksiredoksin-1 Stani¢na proliferacija, citotoksi¢nost Ca-Z +
posredovana NK stanicama; razvoj OLP-Z
kosStanog sustava
61 P01024 Komplement C3 Aktivacija komplementa, urodeni Ca-Z +
imunoloski odgovor, stani¢na signalizacija | o) p-z
62 P08238 Protein toplinskog Soka 90-beta Urodeni imunoloski odgovor, nabiranje Ca-Z +
proteina, stani¢na signalizacija OLP-Z
63 P30101 Protein disulfidna izomeraza A3 Prezentacija antigena,nabiranje proteina, Ca-Z +
G5EA52 metabolicki procesi stani¢nih proteina OLP-Z
64 Q9UP60 SNC73 protein Domena imunoglobulina Ca-Z +
OLP-Z
65 P00738 Haptoglobin Imunoloski odgovor, regulacija stani¢nih Ca-Z +
procesa OLP-Z
66 B3KSM6 cDNA FLJ36606 fis, klon Odgovor na stres Ca-Z +
TRACH2015654, vrlo sli¢an OLP-Z
proteinu 6 toplinskog Soka 70 kDa
67 B2R6X5 cDNA, FLJ93166, vrlo slican Odgovor na stres Ca-Z +
proteinu 6 toplinskog Soka 70 kDa OLP-Z
70kDa protein 6 (HSP70B~)
(HSPAG), mMRNA
68 P05109 Protein S100-A8 Veze kalcij i cink i ima ulogu u upalnimi | Ca-Z+
imunoloskim procesima OLP-Z
Citoskeletni proteini
69 P31947 14-3-3 sigma protein Keratinizacija; pozitivna regulacija Ca-Z +
stani¢nog rasta; stani¢na signalizacija OLP-Z
Komponenta izvanstani¢nog matriksa
70 P12110 Alfa-2 lanac kolagena tipa VI Stani¢na adhezija, organizacija Ca-Z +
izvanstaniénog matriksa OLP-Z
Apoptoticki proteini
71 P02545 Prelamin-A/C Uloga u apoptotickim procesima, Ca-Z +
mitotickom ciklusu; stani¢na signalizacija; | g p-z
regulacija stani¢ne migracije
72 P63104 14-3-3 protein zeta/delta Apoptoticki procesi, stani¢na signalizacija, |Ca-Z +
grusanje krvi OLP-Z
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Anti-apoptoticki proteini

73 P02679 Gama lanac fibrinogena Uloga u grusanju krvi, negativna regulacija |Ca-Z +
apoptoze, organizacija izvanstaniénog OLP-Z
matriksa

Stani¢ne komponente

74 Q9BTM1 Histon H2A tipa 2 Komponenta nukleosoma Ca-Z +

Q99878 OLP-Z
Q96KK5
Q6FI13
Q16777
P20671
POCOS8
75 Q96K68 cDNA FLJ14473 fis, klon Komponenta membrane Ca-Z+
MAMMA1001080, vrlo sli¢an OLP-Z
ljudskom proteinu SNC73 (SNC73)
mMRNA
76 Q8NCL6 cDNA FLJ90170 fis, klon Komponenta membrane Ca-Z +
MAMMA1000370, vrlo sli¢na alfa- OLP-Z
1 lancu regije C imunoglobulina
Nepoznata funkcija
77 Q6MZWO0 Pretpostavljeno nekarakterizirani Funkcija nije navedena Ca-Z +
protein DKFZp686J11235 OLP-Z
(Fragment)
78 B2R9S4 c¢DNA, FLJ94534, vrlo sli¢na Funkcija nije navedena Ca-Z +
ljudskom proteinu koji prekriva OLP-Z
(aktinske niti), nalik
gelsolinu(CAPG), mRNA
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