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POPIS KRATICA:
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telomerazna reverzna transkriptaza (prema engl. telomerase reverse
transcriptase)

telomerni ponavljajuéi faktor 1 (prema engl. telomeric repeat factor 1)
telomerni ponavljajuci faktor 2 (prema engl. telomeric tepeat factor 2)
telomerni zastitni protein 1 (prema engl. protection of telomeres 1)

TRF1 i TRF2-jezgrin vezujuci protein 2 (prema engl. TRF1- and
TRF2- interacting nuclear protein 2)

Tripeptidil peptidaza 1 (prema engl. Tripeptydil peptidase 1)
represor/aktivator protein 1 (prema engl. Repressor / Activator Protein
1)

telomerazna RNA komponenta (prema engl. telomerase RNA
component)

alternativno prekrajanje telomera (prema engl. Alternative lengthening
of telomeres)

TERT N-terminalna domena (prema engl. TERT essential N-
terminal domain)

domena vezanja TERT RNA (prema engl. TERT RNA binding domain)

telomerazna RNA (prema engl. Telomerase RNA)

reverzna transkriptaza (prema engl. Reverse transcriptase)

domena umetanja prsta (prema engl. Insertion finger domain)
faktor vezanja regije CCCTC (prema engl. CCCTC-binding factor )
tumorski faktor rasta B (prema engl. Tumor growth factor )

Svjetska Zdravstvena Organizacija (prema engl. World health
organisation)
(prema engl. E-twenty six)

protein koji veze GA (prema engl. GA binding protein)

(prema engl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of

activated B cells)



SNP polimorfizam jednog nukleotida (prema engl. single-nucleotide

polymorphism)



1. UVOD

1.1. Telomeraza

1.1.1. Telomere i uloga telomeraze

Muller i McClintock su 1930. godine otkrili postojanje specifi¢nih uzastopnih ponavljaju¢ih
sekvenci na krajevima kromosoma te su ih nazvali telomere (Pestana i sur., 2017). Telomere su
gradene od gvaninom bogatih, nekodiraju¢ih ponavljaju¢ih 5-TTAGGG-3' sljedova i
proteinskog kompleksa nazvanog Selterin (shelterin). Krajnji sljedovi nukleotida bogati
gvaninom formiraju D-om¢u i $tite krajeve linearnih kromosoma od mehanizama popravka
dvolancanih lomova (Shammas, 2011). Telomere kod ljudi su gradene od 10-15 kb dvolan¢anih
ponavljajuéih sljedova i zavrSavaju s jednolan¢anim 3'-krajem, veli¢ine oko 150-200 pb.
Jednolancani 3'-krajevi tvore T-petlju koji Stiti genomsku DNA od o$tecenja tijekom diobe
stanice (Wang i Feigon, 2017). Selterin se sastoji od $est proteina. Proteini TRF1 i TRF2 se
vezu na dvolanc¢ane sljedove TTAGGG dok protein POT1 prepoznaje i veze se na jednolancane
sljedove TTAGGG na 3'-kraju. Ovi proteini su medusobno povezani dodatnim proteinima,
TIN2, TPP1 i RAPL, te tvore kompleks bitan za stabilizaciju genoma i odrzavanje integriteta
kromosoma (Chen, 2019).

Hayflick je 1965. godine uocio da ljudske stanice u kulturi imaju ograni¢en Zivotni vijek. Uocio
je da se stanice mogu podijeliti 40-60 puta tijekom Zivota. Ogranien broj dioba nazvan je
Hayflickov limit (Klingelhutz, 1999). Tijekom svake diobe u somatskoj stanici telomere se
skracuju za 50-200 baza te nakon nekog vremena postaju prekratke i blokiraju diobu stanice
(Shay i Wright, 2011). Ova pojava se naziva senescencija i dovodi do zastoja stani¢nog ciklusa
u G1 fazi. Zaustavljanje stani¢nog ciklusa u G1 fazi rezultat je djelovanja tumor-supresorskog
proteina p53 (Liu i sur., 2013).

Kako bi izbjegle smrt uzrokovanu skradivanjem telomera, stanice su razvile mehanizme
stabilizacije i produzivanja telomera $to dovodi do imortalizacije i neogranicene replikacije.

Glavnu ulogu u regulaciji duljine telomera ima telomeraza. Telomeraza je DNA polimeraza
ovisna 0 RNA koja produljuje 3'-krajeve kromosoma sintetiziraju¢i kopije DNA telomernih
ponavljajuéih sljedova DNA i stabilizira genom. Prvi put je otkrivena 1985. godine kod vrste
Tetrahymena thermophila. Telomeraza je inaktivna kod vec¢ine somatskih stanica, a aktivna kod

tumorskih, mati¢nih i spolnih stanica (Wang i Feigon, 2017).



Telomeraza je gradena od nekodiraju¢e RNA koja se kod ljudi naziva hTERC (od engl. human
telomerase RNA component) i sluzi kao kalup za telomernu sintezu DNA i od kataliticke
podjedinice koja djeluje kao reverzna transkriptaza i kod ljudi se naziva hTERT (od engl.
human telomerase reverse transcriptase). hTERC je visoko eksprimiran u svim tkivima bez
obzira na telomeraznu aktivnost dok je hTERT eksprimiran u oko 1-5 kopija po stanici.
Aktivnost telomeraze ovisi o ekspresiji hnTERT podjedinice (Cong, Wright i Shay, 2002).
Osim telomeraze, kod ljudskih tumora otkriveno je postojanje drugog mehanizma produljivanja
telomera, mehanizma ALT (od engl. alternative lengthening of telomeres). Kod stanica kod
kojih je aktivan mehanizam ALT uocen je izostanak ekspresije gena hTERT. Istrazivanja su
pokazala da mehanizam ALT ukljuCuje replikaciju DNA posredovanu homolognom
rekombinacijom (Cesare i Reddel, 2013).
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Slika 1. llustracija djelovanja telomeraze kao DNA polimeraze ovisne 0 RNA Koja sintetizira

3'-krajeve DNA. (Preuzeto i prilagodeno prema Verhoeven i sur., 2014).

1.1.2. Grada i funkcija proteina TERT

RNA podjedinica (TERC) i kataliticki protein TERT ¢ine katalitiCku jezgru telomeraze.
TERT se sastoji od tri glavna strukturna elementa: dugog N-terminalnog produzetka (NTE),

centralne kataliticke RT-domene i kratkog C-terminalnog produzetka (CTE).
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Slika 2. Linearna struktura proteina TERT. (Preuzeto i prilagodeno prema Wyatt i sur., 2010).

N-terminalni produzetak sadrzi dvije domene, domenu TEN (od engl. telomerase essential N-
terminal domain) i domenu TRBD (od engl. telomerase RNA binding domain) (Wang i Feigon,
2017). Obje domene imaju ulogu u vezivanju za jednolanc¢anu nukleinsku kiselinu. Izmedu ove
dvije domene nalazi se duga vezna (engl. linking) regija koja je vazna za konformacijsku
fleksibilnost holoenzima. N-terminalni produzetak takoder sadrzi nekoliko specifiénih motiva
poput motiva CP, QFP i TS koji su bitni za interakciju TERT-asa TERC (Wyatt, West i Beattie,
2010).

Regija TRBD je gradena od dvije asimetri¢ne podjedinice koje sadrze ostatke motiva CP i TS.
Te dvije podjedinice su povezane petljama koje odrzavaju fleksibilnost proteina (Schmidt i
Cech, 2015). Hidrofilni i hidrofobni CP i TS ostatci na povrSini domene tvore utor za vezanje
RNA. U tom utoru nalazi se hidrofilni dZep koji veze dvolancanu RNA 1 obliZnji hidrofobni
dzep koji veze jednolanc¢anu RNA. RNA-vezujudi utor se nalazi blizu aktivnog mjesta enzima
(Wyatt, West i Beattie, 2010).

N-terminalna domena TEN u TERT-u ima veliki afinitet vezanja za jednolan¢anu DNA i sadrzi
ostatke koji su esencijalni za telomeraznu aktivnost. Domena TEN ima vaznu ulogu u
prepoznavanju DNA i elongaciji. Domene TEN i TRBD djeluju na na¢in da osiguravaju
specificno vezanje TERT-a za TERC i optimalni polozaj RNA kalupa tijekom telomerazne
aktivnosti (Wang i Feigon, 2017).

RT-domena je kataliticka domena TERT-a. Organizirana je u dvije poddomene koje nalikuju
na prste i dlan. Ove subdomene su povezane petljom koja se veze za RNA-DNA hibrid i 3'-kraj
jednolanc¢ane DNA te se pretpostavlja da je vazna za smjestanje 3' —kraja DNA u aktivno mjesto

enzima.



RT-domena ima i domenu IFD (od engl. insertion in fingers domain). Domena IFD se nalazi
izmedu A i B' motiva. Sastoji se od dvije antiparalelne a-uzvojnice koji se nalaze izmedu gore
spomenutih poddomena koje nalikuju na prste i dlan te je ukljuc¢ena u intramolekularnu protein-
protein interakciju i sudjeluje u stabilizaciji ove domene. Mutacije koje mijenjaju strukturu
domene IFD mijenjaju interakcije protein-DNA i RNA-DNA ¢ime se smanjuje aktivnost samog
enzima (Wang i Feigon, 2017).

U aktivnom mjestu enzima TERT nalaze se tri asparaginske kiseline od kojih se jedna nalazi u
motivu A, a druge dvije u motivu C. Ove tri aminokiseline tvore kataliticku trijadu koja uz
pomo¢ dva metalna iona ima ulogu u dodavanju nukleotida. U slucaju supstitucije
asparaginskih kiselina alaninom dolazi do gubitka telomerazne aktivnosti. (Wyatt, West i
Beattie, 2010).

C-terminalni produzetak predstavlja domenu telomeraze koja nalikuje na palac. Ima helikalnu
strukturu koja sadrzi nekoliko povrsinskih petlji koje pomazu u stvaranju i stabilizaciji RNA-
DNA heterodupleksa u enzimskom aktivnom mjestu. Mutacije u ovoj regiji utje¢u na aktivnost
telomeraze i njezinu stani¢nu lokalizaciju. Takoder je pokazano da dodatak epitopnog biljega
na C-terminalni kraj TERT-a ukida telomernu elongaciju in vivo, $to ukazuje na to da je ova

regija bitna za funkciju telomeraze (Wyatt, West i Beattie, 2010).

1.1.3. Gen hTERT i njegov promotor

Gen hTERT je dug 40kb i smjesten je na p-kraku kromosoma 5 (5p15.33). Sadrzi 16 egzona i
15 introna. Udaljen je oko 1,2 Mb od telomere, te je smjesten u kromatinskoj domeni koja je
otporna na nukleaznu aktivnost (Jafri i sur., 2016). Promotor hTERT je najvazniji element za
regulaciju ekspresije telomeraze. Obuhvaca regiju koja se nalazi 330 pb uzvodno i 37 pb
nizvodno od pocetnog mjesta transkripcije, mjesta ATG (Daniel, Peek i Tollefsbol, 2012).
Promotorska regija je bogata GC-nukleotidima i E-kutijama, nema TATA i CAAT-slogove, ali
sadrzi brojna mjesta za vezanje razliitih transkripcijskih faktora §to ukazuje na to da je
transkripcija hTERT regulirana razli¢itim faktorima, kako aktivatorima i represorima tako i
epigenetickim faktorima (Jafri i sur., 2016). Jezgra promotorske regije koja obuhvaca 260 pb
odgovorna je za veci dio transkripcijske aktivnosti gena hTERT. Ona sadrzi najmanje pet GC
kutija (GGGCGG) koje su vezna mjesta za transkripcijski faktor Spl. Ove GC Kkutije su
smjestene izmedu E-kutija, 110 pb uzvodno od pocetnog mjesta transkripcije. Jezgra
promotorske regije gena hTERT sadrzi i dvije E-kutije (5'-CACGTG-3') koje su vezna mjesta

za nekoliko proteina pojacivaca kao Sto je c-Myc, te represora kao Sto je MADL. Ta vezna
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mjesta se nalaze na -165 i +44 mjestu nukleotidne sekvence gena hTERT s obzirom na poc¢etno
mjesto transkripcije (Cong, Wright i Shay, 2002). Postoji nekoliko razli¢itih mRNA transkripta
gena hTERT. Medu njima su transkript pune duljine, o transkript kojemu nedostaje 36 nukeotida
s 5'-kraja egzona 6, B transkript kojemu nedostaje egzon 7 i egzon 8 i jo§ mnogi drugi. Svi ovi
transkripti eksprimirani su tijekom ljudskog razvoja, ali samo transkript pune duljine ima ulogu

u telomeraznoj aktivnosti (Yuan, Larsson i Xu, 2019).
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Slika 3. Organizacija gena hTERT, mRNA i proteina hTERT. (Preuzeto i prilagodeno prema
Cong, Wright i Shay, 2002).

1.1.4. Regulacija genai proteina hTERT

Telomerazna aktivnost je regulirana na vise razli¢itth molekularnih razina ukljucujuci
transkripciju, mMRNA alternativno prekrajanje, te posttranslacijske modifikacije hTERC i
hTERT (Leao i sur., 2018). Medutim, dokazano je da telomerazna aktivnost ponajvise ovisi o
transkripciji gena hTERT. Buduci da je hTERT jedina komponenta telomeraze koja nije uvijek
eksprimirana, aktivnost telomeraze je povezana s njezinom ekspresijom. Veliki broj
transkripcijskih faktora imaju svoja vezna mjesta u promotorskoj regiji gena hTERT. Ekspresija
gena hTERT je kod zdravih stanica suprimirana vezanjem represora dok je kod tumorskih

stanica pojacana vezanjem aktivatora (Ramlee i sur., 2016).
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Slika 4. Shematski prikaz mjesta vezanja transkripcijskih faktora za promotor hTERT. (Preuzeto

sa Ramlee i sur., 2016).

Ekspresija hTERT je regulirana pomocu transkripcijskih faktora koji se vezu na odredena

mjesta u promotoru te djeluju kao aktivatori ili kao represori (Daniel, Peek i Tollefsbol, 2012).

Aktivatori

Postoje brojni aktivatori gena hTERT koji mogu biti transkripcijski faktori (npr. Sp1), onkogeni
(npr. c-Myc) i hormoni.

c-Myc je onkogen koji kod zdravih stanica ima ulogu u poticanju proliferacije, diferencijacije i
apoptoze (Daniel, Peek i Tollefsbol, 2012). C-Myc dimerizira sa proteinom Max iz obitelji
proteina Myc te se veze na E-kutije u promotoru gena hTERT $to dovodi do njegove povecane
ekspresije i aktivacije telomeraze. Nakupljanjem mutacija u veznim mjestima za c-Myc, slabi
ekspresija samog gena hTERT (Khattar i Tergaonkar, 2017). U slucaju prekomjerne ekspresije
gena c-myc zbog amplifikacije, translokacije ili mutacije dolazi do pojafana ekspresije gena
hTERT Ssto dovodi do aktivacije telomerazne aktivnosti, imortalizacije stanica i nemogucnosti
zaustavljanja stani¢nog ciklusa (Ramlee i sur., 2016).

Sp1 je transkripcijski faktor koji se veze na GC-kutiju u promotoru gena hTERT. Promotorska
regija gena hTERT ne sadrzi TATA-slog te je Spl odgovoran za aktivaciju transkripcije gena
vezanjem na GC-kutiju. Sp1 takoder stupa u interakciju s molekulama kao sto je protein koji
veze sekvencu TATA koji inaCe ima ulogu u aktivaciji transkripcije, da bi se na taj nacin
potaknula transkripcija gena koji nemaju TATA-slog (Cong, Wright i Shay, 2002). Nepoznat
je mehanizam na koji nac¢in Spl dovodi do pojacane transkripcije, ali je uo¢eno da mutacija u
mjestu vezanja za Sp1 drasti¢no smanjuje aktivnost hnTERT promotora (Ramlee i sur., 2016).
Steroidni hormoni mogu regulirati telomeraznu aktivnost (Daniel, Peek i Tollefsbol, 2012).

Telomerazna aktivnost uocena je kod ljudskog endometrija tijekom menstrualnog ciklusa $to je
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povezano s proliferativnom aktivnos$cu stanica endometrija. Analiziranjem hTERT promotora
otkrivena su dva potencijalna elementa za vezanje estrogenskih receptora, te je dokazano da
estrogen potice transkripciju gena hTERT i stani¢nu proliferaciju. Nasuprot tome, progesteron
je hormon koji inhibira proliferaciju stanica aktiviranu estrogenom te se progesteron zbog toga

koristi u lijeenju tumora s receptorima estrogena (Ramlee i sur., 2016).

Represori

Za manjak telomerazne aktivnosti u normalnim tjelesnim stanicama odgovorni su faktori Kkoji
suprimiraju transkripciju gena hTERT. Dok je kod tumorskih stanica ekspresija represora gena
hTERT utisana, u normalnim stanicama postoji nekoliko gena koji kodiraju za transkripcijske
represore hTERT-a (Ramlee i sur., 2016). Neki od represora su Mad1, faktor koji veze CCCTC
regiju, Sp3, p53, pRb i WT1.

Madl je ¢lan mreze transkripcijskih faktora c-Myc/Max/Mad ¢ija je uloga kontrola normalnog
stani¢nog rasta i razvoja te regulacija razli¢itih stani¢nih procesa poput stani¢ne transformacije,
diferencijacije i apoptoze (Cong, Wright i Shay, 2002). Mad1 je antagonist proteina Myc koji
se veze na E-kutije. Madl se moZe vezati za protein Max te tvoriti heterodimer koji se potom
veze na E-kutiju i suprimira transkripciju gena hTERT. S druge strane, heterodimer c-Myc/Max
djeluje kao aktivator transkripcije. Ekspresija c-Myc je poveéana kod tumorskih stanica dok je
ekspresija Mad1l niska (Ramlee i sur., 2016).

Faktor koji veze CCCTC regiju (CTCF) je protein koji se veze na prvi egzon u genu hTERT i
djeluje kao negativni regulator transkripcije (Leao i sur., 2018). CTCF utiSava ekspresiju
aktivatora c-Myc tako da regulira njegovu metilaciju (Daniel, Peek i Tollefsbol, 2012).

Sp3 je protein koji se veze na GC-kutije u promotoru. On je antagonist proteina Spl. Sp3 se
veze na GC-Kkutije i suprimira ekspresiju gena hTERT. IstraZivanja su pokazala da vezanje Sp3
za proksimalnu promotorsku regiju gena hTERT dovodi do regrutacije histonske deacetilaze
(HDAC). HDAC potom epigeneticki modificira promotorsku regiju Sto dovodi do utiSavanja
gena hTERT (Ramlee i sur., 2016).

p53 je tumor supresorski protein koji djeluje kao transkripcijski faktor te regulira gene
ukljucene u regulaciju stani¢nog ciklusa, diferencijaciju i apoptozu (Cong, Wright i Shay,
2002). U 50% tumora p53 je inaktivan. Prethodna istrazivanja su utvrdila da p53 inhibira
telomeraznu aktivnost na nacin da suprimira transkripciju gena hTERT. Gen hTERT ima dva
vezna mjesta za p53 uzvodno od 5'-promotorske jezgre, te njegovo vezanje za promotor uz

pomo¢ transkripcijskog faktora Spl suprimira promotor hnTERT (Ramlee i sur., 2016).



pRb takoder suprimira transkripciju gena hTERT. pRb veze transkripcijske faktore E2F te
zaustavlja stani¢ni ciklus. pRb je aktivan kada je hipofosforiliran, a inaktivan kada je
fosforiliran. Hipofosforilirani pRb reprimira ekspresiju gena hTERT (Cong, Wright i Shay,
2002).

WT1 je tumor supresorski protein koji suprimira transkripciju gena hTERT. VeZe se na svoja
mjesta vezanja u promotorskoj regiji gena hTERT -352 pb uzvodno od mjesta ATG (Cong,
Wright i Shay, 2002).

Tijekom diferencijacije i stani¢nog ciklusa telomeraza je inaktivna te postoji nekoliko tvari koje
imaju izravan u¢inak na transkripciju gena hTERT kao $to su interferon-alfa, TGF-beta, vitamin
D3idr. (Ramlee i sur., 2016).

Epigeneticka regulacija transkripcije gena hTERT

Zbog brojnih CpG mjesta u promotoru gena hTERT smatra se da metilacija ima vaznu ulogu u
njegovoj ekspresiji. Istrazivanja su pokazala da potpuna metilacija promotora gena hTERT
inhibira transkripciju te da bi se potakla transkripcija hTERT promotor mora biti hipometiliran
(Leao i sur., 2018).

Osim metilacijom, ekspresija gena hTERT je regulirana i acetilacijom i deacetilacijom histona
prilikom cega dolazi do promjene u strukturi kromatina. U slucaju aktivacije histonske acetilaze

na acetilirani hnTERT promotor se vezu razli¢iti represori (Ramlee i sur., 2016).

Posttranslacijska modifikacija proteina hTERT

Transkripcijska regulacija je primarni mehanizam u kontroli telomerazne aktivnosti. Medutim,
protein hTERT je reguliran i nakon translacije(Cong, Wright i Shay, 2002). Fosforilacija je
jedan od glavnih mehanizama u reguliranju proteinske strukture, aktivnosti i lokalizacije. Akt i
PKC-alfa kinaze fosforiliraju protein hTERT i na taj nacin aktiviraju telomeraznu aktivnost.
Za razliku od fosforilacije Akt i PKC-alfa kinazama, fosforilacija tirozin kinazom c-Abl
inhibira telomeraznu aktivnost. c-Abl fosforilira hTERT tako $to se domena SH3 proteina c-

Abl veze za regiju bogatu prolinom proteina hTERT (Daniel, Peek i Tollefsbol, 2012).



1.2. TERT i maligni tumori

1.2.1. Telomeraza i maligni tumori

Maligni tumori nastaju kada u normalnim stanicama dolazi do nakupljanja mutacija u genima
odgovornim za reprodukciju i regulaciju rasta stanice. Glavne karakteristike malignih tumora
su proliferacija, invazija i metastaziranje, angiogeneza i izbjegavanje apoptoze (Yuan, Larsson
I Xu, 2019). Telomere su krucijalne za prezivljenje tumorske stanice. Disfunkcionalne telomere
nastaju kada telomere postanu kriticno skrac¢ene tijekom niza dioba. Kod normalnih stanica
kriticno skrac¢ene telomere prepoznaju stanicni mehanizmi za popravak te stanica ulazi u fazu
senescencije. Kod stanica s onkogenim promjenama mehanizmi koji bi doveli do zaustavljanja
ciklusa su poremeceni i stanica se nastavlja dijeliti $to dovodi do stvaranja nezasti¢enih krajeva
kromosoma. Nezasticeni krajevi kromosoma fuzioniraju pomocu popravka dvolancanih
lomova DNA nehomolognim spajanjem krajeva (NHEJ). Tijekom sljedece diobe stanice u
anafazi svaka centromera vuce u suprotnu stranu stanice i pritom stvaraju tkz. mostove. Pod
pritiskom fuzionirani kromosomi pucaju. Takvi kromosomi ponovno fuzioniraju nastavljajuci
ciklus lom-fuzija-most (B/F/B). B/F/B ciklusi dovode do translokacija i genomske
nestabilnosti. U slu€aju da ne dode do aktivacije telomeraze stanice bi umrle apoptozom. 90%
svih tumora imaju eksprimiran hTERT. Stanice malignih tumora postaju imortalne, imaju
neograniCenu replikativnu sposobnost jer dolazi do ekspresije gena hTERT te aktivacije
telomeraze koja stabilizira telomere (Shay i Wright, 2011). Razli¢iti mehanizmi dovode do
aktivacije telomeraze, poput mutacija u promotoru hTERT, promjena u alternativnom
prekrajanju pre-mRNA hTERT, amplifikacije hTERT i epigenetickih promjena. Aktivna
telomeraza osigurava stabiliziranje telomera i proliferaciju tumorskih stanica (Jafri i sur.,
2016).

1.2.2. Mehanizmi aktivacije gena hTERT u stanicama malignih tumora

Napredak u tehnologiji sekvenciranja DNA omogucio je identifikaciju mutacija kod razli¢itih
vrsta tumora. Tako su kod razli¢itih vrsta tumora otkrivene i mutacije u promotorskoj regiji
hTERT (Yuan, Larsson i Xu, 2019).

Mutacije u promotorskoj regiji gena hTERT su naj¢eS¢e u dva ZariSna mjesta, 124 i 146 pb
uzvodno od mjesta ATG. To su mutacije ¢.124C>T i ¢.146C>T. Kod tih mutacija dolazi do

tranzicije dvaju pirimidina, citozina u timidin. Otkrivene su i druge, manje uobi¢ajene mutacije



u promotorskoj regiji gena hTERT kao s$to su mutacije CC>TT na polozajima -124/-125 pb i -
138/-139 pb od mjesta ATG (Panebianco i sur., 2019).

Mutacije u promotorskoj regiji gena hTERT su prvo otkrivene kod malignog melanoma gdje je
pokazana visoka ucestalost mutacija ¢.124C>T i ¢.146C>T u promotoru gena hTERT te je
pokazano da prisutnost ovih dviju mutacija ima vaznu ulogu u samom nastanku malignih
tumora. Ove mutacije su kasnije otkrivene kod 60 vrsta malignih tumora. Ceste su kod
sporadicnih 1 nasljednih malignih melanoma, glioblastoma, raka mokra¢nog mjehura,
liposarkoma, raka Stitnjace, hepatocelularnog karcinoma i nekih drugih vrsta malignih tumora.
Kako bi se pokazalo na koji na¢in mutacije ¢.124C>T i ¢.146C>T uzrokuju pojac¢anu ekspresiju
gena hTERT, provedeno je istrazivanje u kojem je napravljen konstrukt promotora hTERT s
mutacijama ¢.124C>T i ¢.146C>T te je u tim uzorcima primijeéena pojaCana aktivnost
promotora i pojacana transkripcija gena hTERT. Dokazano je da ove mutacije tvore novo mjesto
CCGGAA/T za vezivanje transkripcijskih faktora ETS (od engl. E-twenty six).

Porodica transkripcijskih faktora ETS uklju¢uje veliki broj gena (ETS1, ETS2, ELF1, ELK1,
FLI1 i dr.)) koji kodiraju transkripcijske faktore uklju¢ene u stani¢nu proliferaciju,
diferencijaciju i onkogenu transformaciju (Valvo i Nucera, 2019). Transkripcijski faktori ETS
imaju domenu koja veze DNA u obliku uzvojnice gradene od 85 aminokiselina. Svi
transkripcijski faktori ETS se vezu za istu ili vrlo slicnu sekvencu DNA (Hollenhorst, 2012).
Vezanjem za DNA, ETS regulira telomeraznu aktivnost. Dokazano je da se GABP, jedan od
ETS faktora, posebno veze za mjesta vezanja nastala mutacijama de novo na specificnim
mjestima u promotoru gena hTERT i tako poti¢e njegovu ekspresiju (Khattar i Tergaonkar,
2017).
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Slika 5. Shematski prikaz mutacija u hTERT promotorskoj regiji i vezanja odgovarajucih

transkripcijskih faktora. (Preuzeto i prilagodeno prema Yuan i sur., 2019).

Istrazivanja su pokazala da kromosomski rearanzmani i onko-virusne insercije u genski lokus
hTERT uzrokuju pojacanu ekspresiju gena hTERT i aktivaciju telomeraze. Pokazano je da
hTERT rearanzmani dovode do direktnog preklapanja pojacivaca, ne-kodirajucih regulatornih
elemenata i kodiraju¢e sekvence hTERT S§to dovodi do remodeliranja kromatina i aktivacije
transkripcije gena hTERT (Pestana i sur., 2017).

Oko 15% tumora nastaje zbog infekcije onkogenim virusom, zbog ¢ega dolazi do aktivacije
telomeraze. Aktivacija telomeraze je jedan od glavnih mehanizama odgovornih za virusnu
karcinogenezu. Smatra se da postoje dva mehanizma kojim virusi izazivaju nastanak malignih
tumora. Prvo se pokazalo da virusni proteini humanog papiloma virusa, virusa hepatitisa B i
drugih virusa djeluju kao kofaktori za aktivaciju transkripcije hTERT. Drugi mehanizam je da
se virusna DNA ugradi u lokus hTERT te ga na taj nacin regulira. Primjer ovakvog mehanizma
je infekcija virusom hepatitisa B koja je povezana s razvojem hepatocelularnog karcinoma.
fragment DNA virusa hepatitisa B ugraduje se u 5'-regulatornu regiju gena hTERT 1,6 kb
uzvodno od pocetnog mjesta transkripcije i djeluje kao poja¢iva¢ transkripcije gena hTERT
(Cong, Wright i Shay, 2002).

Kod nekih tumora je pronadena i amplifikacija gena hTERT sto takoder dovodi do pojacane

aktivnosti telomeraze.

1.2.3. Uloga genai proteina hTERT u nastanku i progresiji malignih tumora

Klini¢ki, tumori s mutacijom u promotoru hTERT imaju povecanu razinu hTERT mRNA i

telomeraznu aktivnost za razliku od normalnog tkiva bez mutacije. Neka istraZivanja su
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proucavala kako mutacija u promotoru hTERT djeluje na nastanak i progresiju malignih tumora
(Pestana i sur., 2017).

Artandi i sur. (2002) su proveli istrazivanje u kojem su stvorili transgeni¢ne miSeve s
povec¢anom ekspresijom gena hTERT $to je dovelo do povecane telomerazne aktivnosti u
zljezdanom tkivu dojke. Nakon nekog vremena kod transgeni¢nih miseva doslo je do spontanog
razvoja invazivnog karcinoma dojke. Ovim istrazivanjem je dokazano da ekspresija gena
hTERT moze uzrokovati nastanak malignih tumora.

Kod misjeg modela s konstitutivnom ekspresijom gena hTERT u timocitima i perifernim
limfocitima T doslo je do razvoja T-stani¢nog limfoma i njegove diseminacije. Kod miSeva s
T-stani¢nim limfomom doslo je do jace diseminacije tumora nego kod miseva divljeg tipa iste
dobi. Tumor se osim na limfna tkiva §irio i na druga okolna tkiva (Pestana i sur., 2017).

Osim uloge u nastanku malignih tumora hTERT ima ulogu i u metastaziranju §to su Park i sur.
(2016) dokazali kod malignog tumora zeluca. Pokazano je da prekomjerna ekspresija hTERT-a
u stanicama dovodi do povecane razine proteina koji veze protein Mac2, tumorskog proteina
ukljucenog u metastaziranje. Osim toga, hTERT se veze na c-Myc §to dovodi do stvaranja
kompleksa koji se veze na promotor i poti¢e invaziju i metastaziranje. Takoder, signalni put
Wnt/B-katenin aktiviran hTERT-om dovodi do pojacane ekspresije proteina c-Myc koji potice
transkripciju gena hTERT.

Nadalje, Ding i sur. (2013) su ustanovili da aktivacija signalnog puta NF-kB dovodi do pojacane
ekspresije metaloproteinaza 1, 3, 9 i 10 koji poti¢u invaziju malignih tumora. hTERT djeluje
kao transkripcijski modulator signalnih putova Wnt/p-katenin i NF-xB pojacavajuci ekspresiju
ciljanih gena ovih putova koji imaju ulogu u proliferaciji, metastaziranju, apoptozi i invaziji

karcinoma (Li i Tergaonkar, 2014).

1.3. Gen hTERT i karcinom S$titnjace

1.3.1. Karcinogeneza

Karcinom stitnjace je najucestaliji maligni tumor endokrinog podrijetla, te ¢ini 1,5% svih
tumora u Sjedinjenim Americkim Drzavama. Ucestalost karcinoma stitnjace svake godine raste
za 5%. Glavni rizi¢ni faktori za razvoj karcinoma stitnjace je izlaganje ioniziraju¢em zracenju
I nedostatak joda u organizmu. Karcinom stitnjace ima najmanju stopu smrtnosti medu
karcinomima, ali se ipak stopa svake godine povecava za 0,9% (Beynon i Pinneri, 2016).

Stopa incidencije karcinoma Stitnjace je 3 puta veca kod Zena nego kod muskaraca. Javlja se

najéesce U razdoblju izmedu puberteta i menopauze §to ukazuje na to da je etiologija karcinoma
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Stitnjate povezana sa zenskim spolnim hormonima i reproduktivnom funkcijom. Kod
muskaraca je uoceno da se incidencija karcinoma stitnjace povecava sa starenjem.

Uocena je razli¢ita incidencija i medu etnickim skupinama. Posebno je zanimljiva razlika u
incidenciji karcinoma stitnjace kod arapske i Zidovske populacije u Izraclu, te jugoisto¢no
azijske i bjelacke populacije na Havajima (Hojker, 2017).

Karcinom S§titnjace nema jasno utvrdene etioloske faktore. Smatra se da izlozenost
ioniziraju¢em zracenju dovodi do povecanja ucestalosti karcinoma. Dokaz su poveéane stope
incidencije nakon nuklearne katastrofe tijekom drugog svjetskog rata povezane s bacanjem
atomske bombe na Hiroshimu i Nagasaki. Takoder su pokazane povecane stope incidencije
karcinoma §titnjade kod djece izloZzene radijaciji nakon Cernobilske katastrofe (Pacini i
DeGroot, 2013).

Prema klasifikaciji WHO (od engl. world health organisation classification) tumore $titnjace
mozemo podijeliti na benigne tumore medu kojima su najées¢i folikularni adenomi i na maligne
medu koje spadaju papilarni karcinom, folikularni karcinom, slabo diferencirani karcinom,
anaplasti¢ni karcinom, medularni karcinom 1 jo§ neki vrlo rijetki tumori Sitnjace (Hedinger,
Dillwyn i Sobin, 1989).

Papilarni i folikularni karcinom S§titnjae spadaju u diferencirane karcinome. Nastaju iz
epitelnih folikularnih stanica i na njih otpada >90% svih karcinoma §titnjace. Diferencirani
karcinomi S§titnjate imaju dobre prognoze i1 u vecini slucajeva stopa desetogodiSnjeg
prezivljenja je 90-95% (Aboelnaga i Ahmed, 2015).

Osim okolisnih ¢imbenika na razvoj tumora utjeCu i molekularni ¢imbenici, genetski i
epigenetski. Na temelju molekularne analize tumora $titnjace uocene su mnogobrojne genetske
promjene koje se mogu povezati sa razvojem tumora. Naj¢esce zahvaceni geni su geni ukljuceni
u popravak DNA i u regulaciju stani¢nog ciklusa. Najucestalije mutacije i polimorfizmi jednog
nukleotida koji se javljaju kod papilarnog i folikularnog karcinoma su: tockaste mutacije BRAF
I RAS, kromosomski rearanzmani RET/PTC i PAX8/PPARYy, polimorfizmi RET. Takoder je
uoceno i da toCkaste mutacije u genima TERT i p53 utjeCu na razvoj i progresiju karcinoma

Stitnjace (Zhou i sur., 2014).

1.3.2. Mutacije u promotorskoj regiji gena TERT u karcinomu Stitnjace

Mutacije u promotorskoj regiji gena hTERT najcesce se javljaju na pozicijama -124 pb i -146
pb uzvodno od mjesta ATG (Liu i Xing, 2016). Najucestalije mutacije kod karcinoma §titnjace
su mutacije ¢.124C>T (C228T) i ¢.146C>T (C250T) u hTERT promotorskoj regiji. Mutacija
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€.124C>T se javlja ¢eS¢e u odnosu na mutaciju €.146C>T. Kod papilarnog karcinoma Stitnjace
ucestalost mutacija ¢.124C>T i ¢.146C>T je 9,7% i 2,1%, kod folikularnog karcinoma 15,7% i
2,5%. Kod benignih tumora nisu pronadene mutacije u promotoru hTERT dok je kod
nediferenciranih karcinoma ucestalost mutacija od 38-46%.

Prisutnost hTERT mutacije kod karcinoma $titnjace dovodi do pojacane transkripcije gena na
na¢in da mutacije stvaraju mjesta vezanja za transkripcijske faktore ETS. Vezanjem
transkripcijskih faktora ETS na mjesta vezanja dolazi do pojacane ekspresije gena ukljucujuéi
i gen hTERT.

Mutacije hTERT su povezane s loSijim klini¢kim i patohistoloSkim karakteristikama tumora.
Mutacije u promotoru gena hTERT su ucestalije kod starijih muskaraca te kod pacijenata s
vec¢im tumorom. Takoder, mutacije u genu hTERT su uocene kod pacijenata kod kojih je doslo
do invazije karcinoma, pojave udaljeljenih metastaza i veceg stadija tumora. Smrtnost
pacijenata s mutacijom u genu hTERT je veéa u odnosu na pacijente bez mutacije. IstraZivanja
provedena na raznim populacijama su pokazala da su kod agresivnijih tipova karcinoma
Stitnjace pronadene mutacije u genu hTERT $to je dokaz da mutacije dovode do loSije prognoze

i slabijeg izlije¢enja pacijenata s karcinomom $titnjace (Liu i Xing, 2016).

14



. CILJ ISTRAZIVANJA

Utvrditi ucestalost mutacija ¢.124C>T i ¢.146C>T u hrvatskoj populaciji bolesnika s
diferenciranim karcinomom Stitnjace.
. Odrediti postoji li povezanost prisutnosti mutacija ¢.124C>T i ¢.146C>T s

demografskim (dob, spol) i klini¢kim (prosirenost bolesti) karakteristikama bolesnika.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici

U ispitivanje je ukljucen 81 bolesnik s papilarnim i folikularnim karcinomom stitnjace koji su
dijagnosticirani i lije¢eni u Klinici za nuklearnu medicinu i onkologiju KBC Sestre milosrdnice,
te patohistoloski 1 imunohistokemijski potvrdeni u Zavodu za patologiju Ljudevit Jurak KBC

Sestre Milosrdnice.

3.2. Uzorci

Analizirani su uzorci tkiva fiksirani formalinom i uklopljeni u parafin pohranjeni na Zavodu za
patologiju Ljudevit Jurak KBC Sestre Milosrdnice. Svi uzorci i odgovarajuci patohistoloski
nalazi pregledani su od strane patologa kako bi se potvrdilo da se zaista radi o tumorskom tkivu
Stitnjace. Nakon §to je patolog na uzorcima oznacio dio koji odgovara tumorskom tkivu, ostatak
materijala i parafin je uklonjen sterilnim skalpelom prije rezanja na mikrotomu. Za svaki je
uzorak ovisno o njegovoj veli¢ini napravljeno 2 do 5 rezova tkiva debljine 6 um koji su

pohranjeni u oznacene polipropilenske epruvete od 2 mL.

3.3. lzolacija DNA

Nakon §to su pripremljeni rezovi tkiva i pohranjeni u epruvete, iz njih je izolirana DNA. Za
izolaciju DNA je koristen kit QlAamp DNA FFPE Tissue kit (Qiagen, Hilden, Njemacka)
slijede¢i upute proizvodaca.

Rezovimatkiva je dodano 1 mL ksilena (Kemika, Zagreb, Hrvatska), kako bi se uklonio parafin
iz uzoraka, uzorci su snazno vorteksirani 10 sekundi, inkubirani na sobnoj temperaturi 5 minuta
te centrifugirani 2 minute pri 16000 G na sobnoj temperaturi u centrifugi Eppendorf 5415R
(Eppendorf, Hamburg, Njemacka). Nakon centrifugiranja, uklonjen je supernatant te je na talog
dodan 1 mL 96%-tnog etanola (Kemika). Etanol se dodaje kako bi se uklonili ostatci ksilena.
Uzorak s dodanim etanolom je vorteksiran te je uslijedilo centrifugiranje 2 minute pri 16000 G
na sobnoj temperaturi u centrifugi Eppendorf 5415R. Nakon centrifugiranja pazljivo je
uklonjen sav supernatant te su uzorci inkubirani u otvorenim epruvetama 15 minuta na 37°C u
termomikseru Eppendorf Thermomixer Comfort (Eppendorf) kako bi ispario sav preostali
etanol. Talog je resuspendiran u 180 pL pufera za lizu iz kita (ATL pufer), dodano je 20 puL
proteinaze K koja je dio kita za izolaciju DNA. Nakon toga uzorci su inkubirani 1 sat na 56°C
u termomikseru Eppendorf Thermomixer Comfort kako bi se lizirale stanice. Potom su uzorci

inkubirani na 90°C, kako bi se postiglo uklanjanje modifikacija molekule DNA do kojih je
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doslo uslijed fiksiranja formalinom. Nakon inkubacije na 90°C, dodano je 2 uL. RNaze A (100
mg/mL) (Qiagen, Hilden, Njemacka) te su uzorci inkubirani 2 minute na sobnoj temperaturi.
Zatim je dodano 200 pL pufera AL iz kompleta, uzorci su dobro promijesani vorteksiranjem pa
je potom dodano 200 pL 96 %-tnog etanola i ponovno dobro promijesano vorteksiranjem. Citav
tako dobiven lizat prebacen je u QIAamp MinElute kolonu iz kompleta koja je prethodno
stavljena u polipropilensku epruvetu od 2 mL za skupljanje eluata.

Uslijedilo je nekoliko centrifugiranja u razli¢itim puferima kako bi se postiglo vezanje DNA za
kolonu i ispiranje drugih tvari koje kontaminiraju DNA. Prvo je zatvorena kolona centrifugirana
1 minutu pri 6000 G na sobnoj temperaturi u centrifugi Eppendorf 5415R. Nakon
centrifugiranja, epruveta sa skupljenim eluatom je bacena, a kolona je prebacena u novu ¢istu
polipropilensku epruvetu od 2 mL te je na kolonu dodano 500 uL prvog pufera za ispiranje
kolone iz kompleta (pufer AW1). Uslijedilo je ponovno centrifugiranje 1 minutu pri 6000 G na
sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je epruveta sa skupljenim eluatom bacena, a kolona prebacena
u novu Cistu polipropilensku epruvetu od 2 mL te je na kolonu dodano 500 pL drugog pufera
za ispiranje kolone iz kita (pufer AW2). Nakon jos$ jednog centrifugiranja 1 minutu pri 6000 G,
kolona je prebacena u Cistu epruvetu te centrifugirana 3 minute pri 16000 G kako bi se
membrana na koloni potpuno osusila. U posljednjem koraku izolacije, na kolonu koja je
prebacena u Cistu polipropilensku epruvetu od 1,5 mL dodano je 80 uL. ATE pufera iz kita,
kolona je zatvorena i inkubirana 5 minuta na sobnoj temperaturi te centrifugirana 1 minutu pri
16000 G. Na taj nacin je Cista genomska DNA isprana iz kolone u 80 uL. ATE pufera. Epruvetu

s DNA je oznacena i pohranjena na -20°C.

3.4. Odredivanje koncentracije i ¢isto¢e DNA

Koncentracija i cisto¢a izolirane DNA odredena je mjerenjem apsorbancije na valnim
duljinama od 260 nm i 280 nm koriste¢i nanospektrofotometar NanoDrop 2000 (ThermoFisher
Scientific, Wilmington DE, SAD).

3.5. Lanc¢ana reakcija polimerazom

Za umnozavanje promotorske regije gena hTERT koristena je ugnjezdena lancana reakcija
polimerazom, PCR (od engl. nested polymerase chain reaction), odnosno dvije uzastopne PCR-

reakcije da se umnozi regija gena koja nam je potrebna za sekvenciranje.
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Ukupni volumen reakcijske smjese prve PCR reakcije bio je 25 uL. Kona¢ne koncentracije u
25 uL smjese bile su: 1x Pufer II (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, SAD), 1,5 mmol/L
MgCI2 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, SAD), 0,2 umol/L smjese dNTP (otopina koja
sadrzi svaki od Cetiri deoksinukleotida u koncentraciji: 10 mmol/L dATP, 10 mmol/L dCTP,
10 mmol/L dGTP, 10 mmol/L TTP) (Sigma, St Louis, MO, SAD), 5% DMSO, 1 umol/L
kodirajuce pocetnice, 1 umol/L nekodirajuce pocetnice, 0,04 U/uL AmpliTaq Gold® Pfx DNA
polimeraze (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, SAD) i 4 ng/uL odgovaraju¢eg DNA
uzorka.

Prva PCR reakcija provedena je u 40 ciklusa koji su se sastojali svaki od 30 sekundi denaturacije
DNA pri 95°C, 30 sekundi sparivanja pocetnica pri 68°C, te 30 sekundi umnazanja DNA
produljivanjem pocetnica pri 72°C. Prvom ciklusu prethodilo je 10 minuta preddenaturacije
DNA pri 95°C, a nakon posljednjeg ciklusa slijedilo je dodatno produljivanje u trajanju od 10
minuta pri 72°C.

Ukupni volumen reakcijske smjese druge PCR reakcije bio je 50 puL. Kona¢ne koncentracije u
50 uL smjese bile su: 1x Pufer II (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, SAD), 1,5 mmol/L
MgCI2 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, SAD), 0,2 umol/L dNTP smjese (otopina koja
sadrzi svaki od Cetiri deoksinukleotida u koncentraciji: 10 mmol/L dATP, 10 mmol/L dCTP,
10 mmol/L. dGTP, 10 mmol/L TTP) (Sigma, St Louis, MO, SAD), 5% DMSO, 1 umol/L
kodiraju¢e pocetnice, 1 umol/L nekodiraju¢e pocetnice, 0,025 U/uL. AmpliTag Gold® Pfx
DNA polimeraze (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, SAD) i 2 uL produkta prve PCR
reakcije.

Druga PCR reakcija provedena je u 30 ciklusa koji su se sastojali svaki od 30 sekundi
denaturacije DNA pri 95°C, 30 sekundi sparivanja pocetnica pri 58°C, te 30 sekundi umnazanja
DNA produljivanjem pocetnica pri 72°C. Prvom ciklusu prethodilo je 10 minuta
preddenaturacije DNA pri 95°C, a nakon posljednjeg ciklusa slijedilo je dodatno produljivanje

u trajanju od 10 minuta pri 72°C.

UmnaZzanje PCR-om provedeno je u uredaju Mastercycler personal (Eppendorf, Hamburg,

Njemacka). Uzorci su neposredno nakon prve i druge PCR reakcije pohranjeni na 4°C.

Sekvence pocetnica koristenih u prvoj i u drugoj PCR reakciji navedene su u Tablici 1.
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Tablica 1. Sekvence pocetnica koristenih za PCR reakcije. Pocetnice P3 i P4 koristene su za

prvu PCR reakciju, a po¢etnice P1 i P5 za drugu PCR reakciju.

Podetnica Sekvenca

P3 5'-CACCCGTCCTGCCCCTTCACCTT-3’
P4 5'-GGCTTCCCACGTGCGCAGCAGGA-3’
P1 5'-CCCCTTCACCTTCCAGCTC-3'

P5 5'-GCCGCGGAAAGGAAGG-3’

3.6. Elektroforeza u agaroznom gelu

Za provjeru uspjeSnosti umnazanja regije DNA nakon PCR-reakcije, napravljena je

elektroforeza u 2%-tnom agaroznom gelu. Dobiveni fragment je bio veli¢ine 118 pb.

3.7. Reakcija sekvenciranja

Sekvenciranjem je odreden slijed nukleotida promotorske regije gena hTERT. Sangerova
metoda sekvenciranja temelji se na ugradnji fluorescentno oznacenih dideoksi-nukleotida
tijekom PCR-sinteze komplementarnog lanca.

Amplikoni dobiveni ugnijezdenom lan¢anom reakcijom polimerazom su poslani u serijama od

po 12 uzoraka u servisnu ustanovu (Macrogen-Europe) na sekvenciranje po Sangeru.

3.8. Analiza rezultata sekvenciranja

Rezultati sekvenciranja su analizirani pomocu programa Mutation Surveyor i Finch TV

usporedujuéi dobivenu sekvencu s referentnom sekvencom.

3.9. Statisticka obrada

Za osnovnu obradu podataka koristena je deskriptivna statistika, a rezultati su prikazani tabli¢no
1 graficki. Povezanost prisutnosti mutacija i demografskih (dob, spol) i klinickih (proSirenost
bolesti) karakteristika bolesnika odredena je Hi-kvadrat testom za statistiCku analizu

kvalitativnih varijabli ili Studentovim T-testom za statisticku analizu kvantitativnih varijabli.
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Hi-kvadrat test je koriSten za odredivanje povezanosti prisutnosti mutacija | spola te za
odredivanje povezanosti pristutnosti mutacija s metastatskom prosirenosti bolesti. Studentov T-
test je koriSten za odredivanje povezanosti prisutnosti mutacija s dobi ispitanika. Statisticka

analiza je provedena pomocu statistickog programa STATISTICA 7 (StatSoft, Tulsa, USA).
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4. REZULTATI

Analiziran je 81 uzorak tumora Stitnjace da bi se utvrdila ucestalost mutacija ¢.124C>T i1
€.146C>T u promotorskoj regiji gena hTERT. Uzoreci tkiva fiksirani su formalinom i uklopljeni
u parafin te pohranjeni na Zavodu za patologiju Ljudevit Jurak KBC Sestre Milosrdnice.
Napravljeni su rezovi tkiva i izolirana je DNA. Pomoc¢u ugnjezdene reakcije PCR umnozena je
promotorska regija gena hTERT wveli¢ine 118 pb. Potom je Sangerovom metodom
sekvenciranja odreden slijed nukleotida, a pomoc¢u programa Mutation Surveyor i Finch TV

odredena je prisutnost mutacija.

4.1. Struktura ispitanika

Odredivanje mutacije hTERT uspjelo je u 72 uzorka, kod 9 preostalih uzoraka bila je neuspjesna
PCR reakcija. Medu tim uzorcima njih 44 (61,1%) bilo je od bolesnika zenskog spola, a 28
(38,9%) od bolesnika muskog spola (Slika 6). Raspon dobi bolesnika bio je od 13 do 81 godine
uz medijan 47 godina, srednju vrijednost 47,6 godina i standardnu devijaciju 18,1 godina. Od
ukupno 72 uzorka kod kojih je uspjesno analizirana prisutnost mutacija u promotorskoj regiji
gena hTERT, 27 (37,5%) uzoraka je bilo od bolesnika s lokaliziranom bolesti, 30 (41,7%) od
bolesnika s metastazama regionalnih limfnih ¢vorova 1 15 (20,8%) od bolesnika s udaljenim
metastazama. Za jednog bolesnika nisam imala pouzdane podatke o proSirenosti bolesti
(Tablica 2).

N Zene

® muskarci

Slika 6. Spolna struktura ispitanika.
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Tablica 2. Brojnost ispitanika prema spolu i stupnju prosirenosti diferenciranog karcinoma

Stitnjace
Stupanj proSirenosti bolesti /broj (%)/
Spol Lokalizirana Metastaze u regionalnim limfnim Udaljene metastaze
bolest ¢vorovima
muskarci 6 (8,3%) 14 (19,4%) 8 (11,1%)
Zene 21 (29,2%) 16 (22,2%) 7 (9,7%)
ukupno 27 (37,5%) 30 (41,7%) 15 (20,8%)

4.2. Mutacije u promotorskoj regiji gena hTERT

Mutacije u promotorskoj regiji gena hTERT su nadene u uzorku sedam (9,7%) od 72 uspjesno
analizirana bolesnika (Slika 7). U pet uzoraka (6,9%) je pronadena mutacija ¢.124C>T, u
jednom (1,4%) mutacija ¢.146C>T te jednom (1,4%) obje mutacije (c.124C>T i ¢.146C>T).

100.0%
90.0% -
80.0% -
70.0% -
60.09
50.0% -
40.0% -
30.0% -
20.09% -

90.3%

Postotak pacijenata

9.7%

e

bez mutacije s . mutacijom

10.0% -
0.0% -

Slika 7. Postotak bolesnika bez i s prisutnom mutacijom u promotorskoj regiji gena hTERT u

uzorku od 72 uspjesno analizirana bolesnika.
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4.3. Mutacije i spol

Medu bolesnicima s mutacijom, njih 3 je bilo Zenskog spola, a 4 muSkog spola. Medu 44
bolesnika Zenskog spola, njih 3 (6,8%) je imalo mutaciju, dok je medu 28 bolesnika muskog
spola njih 4 (14,3%) imalo mutaciju (Tablica 3). Nije nadena statisti¢ki znacajna povezanost

prisutnosti mutacije i spola (Hi-kvadrat test, ¥?=0,403, p=0,53).

Tablica 3. Distribucija ispitanika s obzirom na prisutnost mutacija u promotorskoj regiji gena

hTERT i spol u skupini 72 bolesnika s diferenciranim rakom Sstitnjace.

nadena mutacija nije nadena mutacija ukupno
Spol

/broj (%)/ /broj (%)/ /broj/
Zene 3 (6,8%) 41 (93,2%) 44
muskarci | 4 (14,3%) 24 (85,7%) 28
ukupno 7 (9,7%) 65 (90,3%) 72

4.4. Mutacije i dob

Raspon dobi bolesnika kod kojih je nadena mutacija u promotorskoj regiji gena hTERT bio je
od 28 do 81 godine uz medijan 70 godina, srednju vrijednost 60,4 godina i standardnu devijaciju
22,1 godina. Raspon dobi bolesnika kod kojih nije nadena mutacija u promotorskoj regiji gena
TERT bio je od 13 do 80 godine uz medijan 45 godina, srednju vrijednost 46,2 godina i
standardnu devijaciju 17,3 godina (Slika 8). Bolesnici kod kojih je nadena mutacija bili su
statistiCki znacajno stariji od bolesnika kod kojih nije nadena mutacija (Studentov t-test, t=-

2,014, p=0,048).
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Slika 8. Distribucije dobi bolesnika u razli¢itim skupinama bolesnika s obzirom na prisutnost
mutacija u promotorskoj regiji gena hTERT u skupini 72 bolesnika s diferenciranim

karcinomom stitnjace.

4.5. Mutacije i metastatska proSirenost bolesti

Mutacije u promotorskoj regiji gena hTERT su nadene u jednog (3,8%) od 26 bolesnika s
lokaliziranom bolesti, 3 (10%) od 30 bolesnika s metastazama regionalnih limfnih ¢vorova i 3
(20%) od 15 bolesnika s udaljenim metastazama (Tablica 4). Nije nadena statisti¢ki znacajna
povezanost prisutnosti mutacije i metastatske proirenosti bolesti (Hi-kvadrat test, ¥°=2,79,
p=0,25). Od 7 bolesnika s hTERT mutacijama, 1 bolesnik je imao lokaliziranu bolest (14,3%),
3 bolesnika su imala metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima (42,9%) i 3 bolesnika su

imala udaljene metastaze (42,9%).
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Tablica 4. Distribucija bolesnika s obzirom na prisutnost mutacija u promotorskoj regiji gena
hTERT i stupanj metastatske proSirenosti bolesti u skupini 72 bolesnika s diferenciranim

karcinomom stitnjace.

Stupanj metastatske nadena mutacija nije nadena mutacija ukupno
prosirenosti bolesti /broj (%0)/ /broj (%0)/ /broj/
lokalizirana bolest 1(3,8%) 25 (96,2%) 26
metastaze  regionalnih
3 (10%) 27 (90%) 30
limfnih ¢vorova
udaljene metastaze 3 (20%) 12 (80%) 15
Ukupno 7 (9,7%) 65 (90,3%) 72
120%
100% 96.20% 90%
80%
80%
60%
40%
20%
20% 10%
3.80%
lokalizirana bolest metastaze regionalnih limfnih udaljene metastaze

¢vorova

® nadena mutacija (%) M nije nadena mutacija (%)

Slika 9. Postotak bolesnika s prisutnom mutacijom u promotorskoj regiji gena hTERT u
razliitim stadijima metastatske proSirenosti bolesti u skupini 72 bolesnika s diferenciranim

karcinomom stitnjace.
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5. RASPRAVA

U mojem istrazivanju sudjelovalo je 72 bolesnika s diferenciranim karcinomom S§titnjace, od
kojih je 28 muskaraca i 44 zene. Spolna struktura ispitanika je u skladu s prethodnim
istrazivanjima kod kojih je takoder zabiljezen veci broj zenskih bolesnica nego muskih
bolesnika (Yan i sur., 2017).

Kada je rije¢ o zastupljenosti h\TERT mutacija u cijelom uzorku od 72 ispitanika, 7 ispitanika
je imalo mutaciju odnosno 9,7%. Mutacija ¢.124C>T je pronadena kod 5 bolesnika (6,9%),
mutacija ¢.146C>T kod 1 bolesnika (1,4%), a obje mutacije su pronadene kod 1 bolesnika
(1,4%). Sli¢ni rezultati dobiveni su i u drugim studijama. U meta-analizi koju su proveli Yang
I sur. (2019) analizirani su rezultati 51-0g istrazivanja u kojoj je uklju¢en 11382 ispitanik sa
diferenciranim karcinomom $titnjace gdje je analizirana ucestalost mutacija U promotorskoj
regiji gena hTERT. Kod njih su mutacije pronadene kod 1239 ispitanika odnosno u 10,9%
(Yang i sur., 2019). U studiji koju su proveli Melo i sur. (2014) 9,2% ispitanika sa
diferenciranim karcinomom §titnjace su imali mutaciju u hTERT genu. Liu i sur. (2013) su u
istrazivanju od 336 ispitanika kod 11,6% ispitanika pronasli mutaciju ¢.124C>T, u 0,6%
mutaciju ¢.146C>T i u 12,2% ispitanika obje mutacije. U istrazivanju kojeg su proveli Qasem
1 sur. (2015) sudjelovalo je 265 pacijenata sa diferenciranim karcinomom Stitnjace. Od 265
ispitanika 10,6% je imalo mutaciju ¢.124C>T, 2,3% mutaciju ¢.146C>T i ¢ak 12,8% obje
mutacije u promotorskoj regiji hTERT gena. Ukupna ucestalost mutacija u prijaSnjim
istrazivanjima se preklapa s mojim istrazivanjem, medutim ucestalost pojedinih mutacija se
razlikuje od mojeg istrazivanja. U mojem istrazivanju manji je postotak bolesnika s obje
mutacije ¢.124C>T i c.146C>T.

U mojem istrazivanju mutacije u hTERT genu su ucestalije kod muskih bolesnika (14,3%) dok
je kod Zzenskih bolesnica ucestalost mutacija 6,3%, ali nije nadena statisticki znacajna
povezanost prisutnosti mutacije i spola (p=0,53). Veca ucéestalost mutacija u bolesnika muskog
spola je uskladu s rezultatima velike meta-analize u kojoj je pokazano da je medu bolesnicima
s mutacijom muskaraca bilo 37%, dok je medu bolesnicima bez mutacije muskaraca bilo 25%
1 s obzirom na velik broj bolesnika ukljuenih u analizu, ova razlika se pokazala i statisticki
znacajnom (Liu i Xing, 2016). U mojem istrazivanju je medu bolesnicima s mutacijom
muskaraca bilo 57%, a medu bolesnicima bez mutacije 37%, ali s obzirom na relativno mali
broj bolesnika uklju¢enih u moje istrazivanje ova izraZzenija razlika nije dosegla statisticku
znacajnost. Objavljeni su i rezultati drugih istrazivanja koji su pokazali razli¢itu distribuciju

ucestalosti mutacija s obzirom na spol kao S$to je istrazivanje kojeg su proveli Gandolfi i sur.
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(2015). U njihovom istrazivanju od ukupno 121 ispitanika, njih 21 je imalo mutaciju (17%) u
promotorskoj regiji. Od 21-og pozitivnog pacijenata 14 (66,6%) su bile Zene i 7 muskarca
(33,3%). U tom istrazivanju, iako je medu bolesnicima s mutacijom bio ve¢i udio Zena za
razliku od mojeg istrazivanja, jednako kao u mojem istraZivanju nije nadena statisticki znacajna

povezanost mutacija i spola (Gandolfi i sur., 2015).

Prema dobnoj raspodjeli ispitanika uoceno je da su bolesnici s mutacijama statisticki zna¢ajno
stariji od bolesnika bez mutacija. Kod bolesnika s mutacijama raspon dobi je bio od 28 do 81
godinu uz medijan 70 godina, srednju vrijednost 60,4 godina i standardnu devijaciju od 22,1
godina. Kod bolesnika bez mutacija raspon dobi je bio od 13 do 80 godine uz medijan od 45
godina, srednju vrijednost 46,2 i standardnu devijaciju 17,3 godina. U velikoj meta-analizi koja
je ukljucila rezultate razlicitih studija srednja vrijednost dobi u bolesnika s mutacijom je bila
59 godina, a u bolesnika bez mutacije 45 godina §to se pokazalo statisticki znac¢ajnom razlikom
(Liu i Xing, 2016). Moj rezultat povezanosti mutacija s starijom dobi je u skladu s mnogim
drugim studijama koje su pokazale da su mutacije ucestalije kod pacijenata starije zivotne dobi.
(Gandolfi i sur., 2015; Liu i Xing, 2016; Melo i sur., 2014; Qasem i sur., 2015).

Sto se ti¢e povezanosti prisutnosti mutacije s metastatskom progirenosti bolesti u mojem
istrazivanju je udio bolesnika s udaljenim metastazama bio ve¢i medu bolesnicima s mutacijom
(43%) nego medu bolesnicima bez mutacije (18%), ali nije pokazana statistiCki znacajna
povezanost prisutnosti mutacija i stupnja metastatske prosirenosti bolesti (p=0,25). Prisutnost
mutacija u promotorskoj regiji gena hTERT je istrazivana u viSe studija kao potencijalni biljeg
povezan s loSijom prognozom i agresivnos¢u diferenciranog karcinoma Stitnjace. Tako je
pokazano da su mutacije povezane s veliéinom tumora, Sirenjem izvan tkiva Stitnjace,
prisutno$¢u udaljenih metastaza, ve¢im rizikom za povrat bolesti i smrt od karcinoma $titnjace
(Liu i Xing, 2016). U studiji koju su proveli Melo i sur. (2014) pokazana je statisticki znacajna
povezanost prisutnosti mutacija i prisutnosti udaljenih metastaza, ali ne i prisutnosti mutacija i
prisutnosti metastaza regionalnih limfnih ¢vorova. Osim toga, Kaplan-Meier analizom je
pokazano da bolesnici s hTERT mutacijom imaju statisticki znacajno krace prezivljenje u
odnosu na bolesnike bez mutacije. Prema istrazivanju Gadolfi i sur. 7 od 28 ispitanika s
metastazama je imalo mutacije u genu hTERT S§to ¢ini 25% ispitanika. Bournaud i sur. (2019)
su dokazali da su kod bolesnika sa mutacijom znacajno ¢eSc¢e prisutne udaljene metastaze
(p=0,014) te da pacijenti s mutacijama imaju loSiju prognozu od onih bez mutacija. Prema
istrazivanju Yin i sur. (2016) kod 53,18% pacijenata s mutacijom u genu hTERT i kod 37,3%

pacijenata bez mutacije su bile prisutne metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima. Pronadena
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je statisticka znacajnost izmedu promotorske mutacije hTERT | metastaza u regionalnim
limfnim c¢vorovima, p=0,001. Osim toga statisticki znacajne rezultate su dobili i kod
usporedivanja prisutnosti udaljenih metastaza sa prisutnosti mutacije u hTERT genu,
p<0,00001.

lako nisam pokazala statistiCki znaCajnu povezanost, ve¢i udio bolesnika s udaljenim
metastazama u slucaju prisutne mutacije u promotorskoj regiji gena hTERT u mojem
istrazivanju je u skladu s drugim istrazivanjima koja su pokazala povezanost mutacija s
agresivnosScu i loSijom prognozom u bolesnika s diferenciranim karcinomom S§titnjace. Mogu
pretpostaviti da je razlog statistickoj neznacajnosti relativno mali broj ispitanika, te da sam
imala veci uzorak pretpostavljam da bi mogla dobiti statisti¢ki znac¢ajne rezultate.

Ovo istrazivanje, prvo na hrvatskoj populaciji bolesnika s diferenciranim karcinomom S§titnjace
je pokazalo sli¢nu ucestalost mutacija u promotorskoj regiji gena hTERT i njihovu povezanost
s dobi, spolom i stupnjem metastatske proSirenosti bolesti kao 1 druga vecéa istrazivanja. S
obzirom da je stopa mutacija medu ovim bolesnicima relativno niska, trebalo bi provesti
istrazivanje na veéem broju bolesnika kako bi se sa adekvatnom statistickom snagom testa
istrazila povezanost prisutnosti mutacija sa stupnjem metastatske proSirenosti bolesti i drugim

parametrima povezanim s agresivno$¢u karcinoma Stitnjace.
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. ZAKLJUCCI

Mutacije u promotorskoj regiji gena hTERT nadene su u 9,7% bolesnika od 72 uzorka s
diferenciranim karcinomom Stitnjace.

Nije nadena statisti¢ki znacajna povezanost prisutnosti mutacije u promotorskoj regiji
gena hTERT sa spolom (p=0,53).

Bolesnici s mutacijama u promotorskoj regiji hTERT su bili statisticki zna¢ajno stariji
od bolesnika bez mutacija (p=0,048).

Nije nadena statisticki znacajna povezanost prisutnosti mutacije u promotorskoj regiji

gena hTERT i stupnja metastatske proSirenosti bolesti (p=0,25).
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