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1.1. Karcinom testisa

Karcinom testisa (engl. Testicular cancer, TC) predstavlja oko 1% svih
novodijagnosticiranih zlo¢udnih tumora muske populacije. Unato¢ tome TC je najceSce
dijagnosticirani tumor u muskaraca mlade dobne skupine (izmedu 15 - 40 godina) (1). Upravo
se u tome krije njegova zlo¢udnost jer pogada muskarce u najreproduktivnijim godinama
zivota. Karcinom testisa oznacava heterogenu skupinu neoplazija koja primarno nastaje u
testisima (Sjemenicima) ili muskim gonadama, te Se uobicajeno ocituje kao bezbolno

otvrdnuce dijela ili cijelog testisa, te rijede kao bolna oteklina (2).

U zadnjih nekoliko desetljeca u zapadnim zemljama svijeta je povecana ucestalost pojave
karcinoma testisa u muskaraca (3). Incidencija oboljelih od karcinoma testisa znacajno varira
u odredenim geografskim podrucjima, te prema dobno standardiziranim stopama navisa je u
sjevernoj i zapadnoj Europi (>9/100000) i najmanja u Africi i Aziji (<1/100000). Najveéi
porast stope incidencije 2008.godine je zabiljezen u Norveskoj (9.9/100000), Danskoj
(9.4/100000), Svicarskoj (9.2/100000) i Sloveniji (8.5/100000) (4). Uocena je povezanost
rizika od karcinoma testisa s rasnom i etnickom pripadnos$¢u kod Amerikanaca bijele rase s
pet puta vecom incidencijom oboljevanja od TC-a za razliku od Afroamerikanaca (5).
Nadalje, u svijetu 2008. godine zabiljezeno je preko 52 000 sluc¢ajeva novooboljelih i oko 10
000 umrlih od karcinoma testisa (6). Le Cornet i sur. (7) procjenjuju kontinuirano povecanje
incidencije TC-a do 25% do 2025. godine diljem Europe, pa tako i u Hrvatskoj. Unatoc¢
poveéanom trendu incidencije karcinoma testisa, ohrabruju podaci mortaliteta koji ukazuju na
kontinuirani pad smrtnosti u vecini drzava Europe (8) zahvaljujuéi izrazitoj osjetljivosti
zlo¢udnih stanica testisa na kemoterapiju temeljenu na platini (cisplatin). Izljecivost od
karcinoma testisa je danas vrlo visoka i seze ¢ak do 95%, dok je prije svega pedesetak godina

to bio postotak njegove smrtnosti (9).

Usprkos velikom broju znanstvenih istrazivanjima do danas nisu razjasnjeni svi elementi
neoplasti¢ne transformacije stanica testisa te u otkrivanju istih znac¢ajno komplicira njegova
izrazita heterogenost. Pojednostavljeno, patohistoloSka klasifikacija karcinoma testisa
razlikuje skupinu karcinoma stanica spermatogenetske loze (engl. Testicular germ cell
tumours, TGCT) koja ¢ini 1 do 95% ukupnog karcinoma testisa, dok ostatak pripada skupini
stromalnih tumora. Buduéi da s iznimnim postotkom unutar karcinoma testisa prevladava

TGCT, upravo je zbog toga najcesce istrazivana skupina karcinoma testisa. Skupinu TGCT-a



karakterizira izrazita pluripotentnost, te se pojedine podskupine TGCT-a histoloski, klini¢ki i
epidemioloski medusobno razlikuju (10). Najc¢es¢a podjela TGCT-a je na dvije glavne
podskupine, seminoma i neseminoma. Smatra se da obje podskupine (osim spermatocitnog
seminoma) prethodi lezija, posljedica tumorigeni¢nih dogadaja in utero, nazvana
nekasificirana intratubularna neoplazija zametnih stanica (engl. Intratubular germ-cell
neoplasia, unclassified type, IGCNU; alias carcinoma in situ). Pretpostavlja se da stanice
IGCNU-a potjecu od spolnih prastanica ili primordijalnih zametnih stanica (engl. Primordial
germ cells, PGC), odnosno gonocita tijekom ranog embrionalnog razvoja te da miruju sve do
puberteta kada uslijed hormonalnih promijena poc¢inju nekontrolirano proliferirati i ostvarivati
invazivni potencijal (11-15). Daljnom malignom transformacijom IGCNU-a unutar sjemenih
kanali¢a (engl. Seminiferous tubules) testisa, mogu se razviti stanice seminoma il
neseminoma ili u 15% sluCajeva kombinacija stanica tih dviju podskupina (16) (Slika
1.). Prema podacima dobivenim visokoproto¢nom analizom ekspresije gena uocena je sli¢nost
seminoma s linijjom zametnih stanica, te neseminoma s linijom embrionalnih mati¢nih stanica
(engl. Embryonal stem cells, ES cells) (17). Seminomi su gradeni od monomorfnih,
nediferenciranih nakupina stanica koje gradom i imunohistokemijskim obiljezjima nalikuju

stanicama IGCNU-a. Za razliku od seminoma, neseminomi su gradeni od mnogih stani¢nih
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tipova Kkoji se medusobno razlikuju prema stupnju diferenciranosti (2,18,19). Od izrazito
nediferenciranih stanica totipotentnog karaktera je graden embrionalni karcinom (engl.
Embryonal carcinoma, EC). Za stanice embrionalnog karcinoma se smatra da su maligna
varijanta embrioblasta, tj. unutarnje mase stanica (engl. Inner cell mass, ICM) iz blastociste
(20), jer imaju sposobnost diferencijacije u izvanembrionalno tkivo, odnosno u tumor
zumanjcane vrece (engl. Yolk sac tumor, YST) i koriokarcinom (engl. Choriocarcinoma, CC),
te u embrionalno tkivo, teratom koji je graden od somatskih stanica i predstavlja
neorganiziranu mjesavinu stanica svih triju zametnih listica (ektoderma, mezoderma i

endoderma) (17,21-23).

1.1.1. Etiologija i ¢cimbenici rizika karcinoma testisa

Etiopatogeneza razvoja karcinoma testisa jo§ uvijek je nedovoljno razjasnjena, te
predstavlja predmet mnogih rasprava medu znanstvenicima. Pravi uzrok nastanka TC-a do
danas nije jasno definiran, premda mnoge studije ukazuju da je za razvoj odgovorno
medudjelovanje viSe ¢imbenika. Vaznu ulogu u tome igraju endokrini, geneticki i okolisni
¢imbenici, te prema novijim saznanjima ulogu u njegovu nastanku mogu imati i epigeneticki
mehanizmi, osobito metilacija DNA (18,24,25). Danas se uglavnom prihvac¢a hipoteza da
prilikom razvoja TC-a dolazi do zastoja u procesu diferencijacije i sazrijevanja zametnih
stanica zbog pojave abnormalne gonocite koja je izgubila mogucnost diferencijacije u zrele
muske spolne stanice (spermije), te iz koje nastaje IGCNU stanica. Budu¢i da je
spermatogeneza strogo kontrolirana i ovisna o signalima iz stani¢nog mikrookoli$a, svaka
promjena potencijalno moze narusiti homeostazu stanica i strome i potaknuti rast tumora.
Prema tome, hormonalna neravnoteza uslijed poremecene funkcije Sertolijevih i Leydigovih
stanica bi mogla imati klju¢nu ulogu u tome (26,27). Industrijskim i ukupnim djelovanjem
covjeka u okoliSu nastaje sve viSe kemijskih spojeva kojima smo svakodnevno izloZeni. Medu
mnogim spojevima isti¢u se endokrini disruptori koji mogu izravno djelovati na hormonske
receptore imitirajuéi hormone i mjenjaju¢i funkciju endokrinog sustava. ZabiljeZeni su
potencijalno Stetni ucinci izlaganju endokrinih disruptora u prenatalnom i neonatalnom
razdoblju na muski reproduktivni sustav kod kriptorhizma, hipospadije i neplodnosti (28).
Smatra se da bi i kod TC-a endokrini disruptori imali slican negativan ucinak, no zbog

kompleksnosti provodenja istrazivanja kod TC-a je povezanost pronadena s izlozenosti



pesticidima (29), te izloZenosti majke poviSenim koncetracijama estrogena i njegovog analoga
dietilstilbestrola za vrijeme trudnoc¢e (30,31). Takoder, u prilog vaznoj ulozi okolisnih
¢imbenika u poveéanju incidencije TC-a idu i podaci migracijskih studija (32—34). Kao glavni
¢imbenici rizika za razvoj TC-a navode se kriptorhizam zajedno s ostalim poremecajima
sindroma testikularne disgeneze (TDS), zatim pozitivna obiteljska anamneza, prethodna
dijagnoza TC-a, mala porodajna masa i rani pubertet (35-38). Medu njima istiCe se
kriptorhizam kao najbolje istrazen rizicni faktor. Muskarci s poremecéajem nespustanja testisa
u skrotum imaju 4.8 puta vecu vjerojatnost oboljenja od TC-a (39). Medutim, navedeni
¢imbenici rizika nisu od presudnog znacaja jer istrazivanja ne dokazuju uzro¢nu povezanost s

kancerogenezom (18).

1.1.2. (Cito)genetika razvoja karcinoma testisa

Kao i vecinu tumorskih stanica i stanice TGCT-a karakterizira genomska, odnosno
kromosomska nestabilnost. Kod njih je uoc¢ena znacajna varijabilost kariotipa zbog promjene
u broju ili strukturi kromosoma uzrokovane delecijom ili duplikacijom odredenih regija
kromosoma. Drugim rije¢ima za TGCT je karakteristicna aneuploidija, ali i poliploidija
(stanice IGCNU-a i seminoma veéinom imaju hipertriploidne, dok neseminoma
hipotriplodine genome) (40,41). Medu brojnim kromosomskim aberacijama analiziranim
metodom komparativne genomske hibirdizacije istice se izokromosom 12, i(12p). Uz i(12p)
uocena je 1 uzastopna duplikacija (amplifikacija) 12p kromosomske regije u gotovo svim
histoloskim skupinama TGCT-a (40) koja rezultira pojacanom ekspresijom gena CCND2 (42)
i KRAS2 (43) ukljucenih u stani¢nu proliferaciju i prezivljenje, te gena mati¢nosti NANOG |
STELLA (44). Tako su se u pocetku aberacije kromosoma 12 smatrale ranim dogadajem u
kancerogenezi TGCT-a, detaljnim citogenetickim analizama na mikrodisektiranim pre-
IGCNU stanicama nisu pronadene, stoga dobitak regije 12p ne povezujemo s ranim stadijem
TGCT-a nego s njegovom progresijom u invazivne stadije seminoma i neseminoma (18,45).
Za konstitutivnu aktivaciju RAS proteina dodatno su potrebne mutacije gena KRAS2 i
njegovog homologa NRAS (46), sto za posljedicu ima poremecenu regulaciju onkogenog
RAS signalnog puta i njegovih nizvodnih efektora poput RASSF1A koji zajedno pridonose
kancerogenezi TGCT-a. Detektirana je takoder i niska frekvencija mutacija u genu MGMT

lociranom na kromosomu 10926 (47). Brojne epidemioloske studije ukazuju na geneticku



predispoziciju za oboljevanje od TC-a (48), medutim cjelogenomske analize povezanosti
(engl. Genome-wide linkage analysis, GWLA) nisu uspjele pronaéi znacajnu povezanost s
odredenim genima, te se smatra da u nasljedivanju sudjeluju brojni genski lokusi (49).
Nadalje, cjelogenomske asocijacijske studije (engl. Genome-wide association study, GWAS)
povezale su polimorfizme jednog nukleotida (engl. Single nucleotide polymorphisms, SNP) s
povecanim rizikom od TGCT-a, od kojih najveéi rizik predstavljaju polimorfizmi u genu
KITLG lociranom na 12q22. Proteinski produkt tog gena ukljucen je u KITLG-KIT signalni
put znacajan za razvoj primordijalnih zametnih stanica, njihovoj migraciji u gametogenezi i

prezivljenju (50,51).

1.1.3. Epigenetika razvoja karcinoma testisa

Tijekom embrionalnog razvoja spolne stanice zahvaca drastiCna reorganizacija
epigenoma, odnosno epigenetickih modifikacija na razini genoma. Reprogramiraju se obrasci
metilacije DNA i histonskih modifikacija, u dva vremenski odvojena perioda (i) u
gametogenezi i (ii) preimplantacijskom embriju. Prvi dio se odnosi na populaciju
primordijalnih zametnih stanica ili spolnih prastanica nastalu iz epiblasta (vanjskog sloja
embrioblasta), koja migrira u spolne nabore, odnosno osnove buducih gonada. Tijekom tog
razdoblja spolne prastanice dozivljavaju snazan demetilacijski val koji rezultira izrazitom
globalnom hipometilacijom. Tim procesom brisu se roditeljski obrasci metilacije DNA i
uspostavlja se totipotentnost stanica (52). Poznato je da je epigenom stanica u periodu
epigenetickog reprogramiranja izrazito osjetljiv na djelovanje okoli$nih ¢imbenika 1 podlozan
promjenama. Prema tome, izlaganje Stetnim okoliSnim ¢imbenicima u tom kritiénom periodu
moze imati za posljedicu abnormalnu promjenu epigenoma linije zametnih stanica. Takoder,
iako je cijeli proces strogo kontroliran, pojedine regije u genomu uspjevaju izbjeci
epigeneticko reprogramiranje te posljedicno tome prenijeti epigeneticku informaciju na
sljedeCe  generacije potomaka, S§to podrazumijeva transgeneracijsko epigeneticko
nasljedivanje. Sukladno principu epigenetiCkog nasljedivanja izravno djelovanje Stetnih
okoliSnih ¢imbenika u tom kritichom periodu moZe rezultirati trajnom promjenom

epigeneticke informacije koja se kao takva nasljeduje i ¢ini podlogu za razvoj bolesti (53,54).

Sve vise istrazivanja ukazuje na vaznu ulogu metilacije DNA u razvoju TGCT-a.

Smatra se da TGCT nastaje iz primordijalnih zametnih stanica u trenutku kada je njihov



genom izrazito hipometiliran (Slika 2.), te kao takav podlozan nakupljanju epimutacija i
mutacija tijekom stani¢nih dioba koje za posljedicu mogu imati malignu transformaciju
stanica u IGCNU (9,21,55-58). Budu¢i da TGCT ne pokazuje nasljedivanje klasi¢nim
Mendelovim zakonima, transgeneracijsko epigeneticko nasljedivanje bi potencijalno moglo
objasniti geneticku predispoziciju TGCT-a (55). Pojedine histopatoloske podskupine TGCT-a
se unato¢ podrijetlu od iste IGCNU stanice, te slicnim genskim promjenama morfoloski
veoma razlikuju. Smatra se da su tome najvise zasluzni drugaciji obrasci metilacije pojedinih
poskupina TGCT-a. Cjelogenomskom studijom metilacije DNA (engl. Genome — wide DNA
methylation study) koristenjem metode RLGS (engl. Restriction landmark genome scanning,
RLGS) primjec¢ena je razlika u metilacijskom obrascu pojedinih podskupina TGCT-a.
Diferencijacijom TGCT-a razina metilacije se postupno poveéava zbog uspostavljanja
metilacijskog obrasca. Za podskupinu seminoma i IGCNU stanice je karakteristi¢na izrazito
niska razina globalne metilacije DNA i CpG otoka, dok obrasci metilacije kod podskupine
neseminoma variraju od embrionalnog karcinoma koji pokazuje nisku razinu metilacije sve do
teratoma s visokom razinom metilacije DNA (58,59) (Slika 2.). Tome u prilog idu rezultati

istrazivanja Almstrup i suradnika koji ukazuju na pretjeranu ekspresiju de novo DNA
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Slika 2. Ciklus epigeneti¢kog reprogramiranja u nornalnom embrionalnom razvoju sisavaca i u karcinomu
stanica spermatogenetske loze (TGCT). Tijekom normalnog embrionalnog razvoja (plava linija) stanice zametne
linije dozivljavaju dva snaZna vala demetilacije genoma popracena de novo metilacijom DNA zbog
uspostavljanja metilacijskog obrasca. U gametogenezi se reprogramiraju roditeljski obrasci metilacije DNA, dok
u preimplantacijskom embriju reprogramiranje izostaje kod utisnutih gena i ponavljajuéih slijedova DNA.
Nakon implantacije, stanice embrioblasta razlikuju se od stanica trofoblasta po vecoj razini metilacije DNA.
Smatra se da TGCT nastaje od primordijalnih zametnih stanica u trenutku kada je genom izrazito hipometiliran
(crvena linija). Isprekidana linija predstavlja gubitak genomskog utiska (engl. Loss of genomic imprinting) u
TGCT-u. Razina metilacije DNA se povecava kako stanice TGCT-a diferenciraju, od seminoma s najnizom
razinom metilacije do teratoma s najviSom. Tumor zumanj¢ane vrece, YST; korikarcinoma, Cc. Slika je preuzeta
i prilagodena iz rada Lind i sur. (58).



metiltransferaza zasluznih za uspostavu globalne metilacije genoma (DNMT3B i DNMT3L) u
neseminoma, za razliku od seminoma i IGCNU (60). Istrazivanja su ukazala i na promjene
metilacije DNA u TGCT-u i to hipermetiliranost gena BRCA1, RASSF1A, MGMT i HIC1
(58). Nadalje, otkrivena je i hipermetilacija gena povezanih s tkivom testisa poput gena
SCGB3A1 koji kodira za sekretoglobin i PRSS21 koji kodira za testisin (61,62). Nedavna
istrazivanja su ukazala i na gubitak funkcije malih nekodiraju¢ih RNA, piRNA utiSavanjem
hipermetilacijom cijele obitelji proteina PIWI, te je na taj nacin inhibiran PIWI/piRNA putu
vazan u utiSavanju mobilnih elemenata u spermatogenezi i odrzavanju genomske stabilnosti
(63). Takoder u prilog utiSavanju gena hipermetilacijom CpG otoka idu i istrazivanja gdje na
taj nacin dolazi do utiSavanja transkripcijskih faktora pluripotentnosti Nanog i OCT3/4
(24,64).

1.2. Epigeneti¢ki mehanizmi

SrediSnja dogma molekularne biologije zasniva se na pretpostavci da je u primarnom
slijedu nukleotida molekule DNA pohranjena temeljna geneticka informacija koja
podrazumijeva prepisivanje slijeda nukleotida u molekulu RNA (transkripcija) i prevodenje u
aminokiselinski slijed (translacija) (65). Medutim, osim geneti¢kog koda u genomu ¢ovjeka
postoji 1 epigeneti¢ki kod koji znacajno proSiruje informacijski potencijal genetickog koda
reguliraju¢i gensku ekspresiju u svakoj stanici, te unato¢ istim molekulama DNA u svim
stanicama nekog organizma, obrasci ekspresije gena razlikuju se u razli¢itim stani¢nim
tipovima. U svakom stani¢énom tipu eksprimirani su odredeni, tkivno — sprecifi¢ni geni. Prema
tome, razvoj slozenih organizama s razliitim stani¢nim tipovima, tkivima 1 organima
zahtjeva stani¢nu diferencijaju. Glavnu ulogu u tome imaju epigeneticke modifikacije koje se
opisuju kao nasljedne, reverzibilne promjene genske ekspresije i strukture kromatina bez
izmjena u sekvenci molekule DNA. Epigeneticke modifikacije, odnosno mehanizmi njihova
djelovanja ukljucuju metilaciju DNA, kovalentne modifikacije histona, uvodenje histonskih
varijanti, djelovanje malih nekodiraju¢ih RNA molekula, remodeliranje kromatina, te poziciju
odredene sekvence unutar interfazne jezgre (66,67). Navedeni mehanizmi medusobno
intenzivno interagiraju i Cine jedinstven epigeneticki sustav kojim se ostvaruje zajednicko
precizno reguliranje aktivnosti pojedinih gena ovisno o stadiju razvoja i stani¢nom tipu, te u

svakoj stanici ¢ine jedinstven epigeneti¢ki uzorak koji se prenosi tijekom stani¢ne diobe, ali i



na sljedeCe generacije (transgeneracijski). Epigeneticke modifikacije se smatraju glavnim
mehanizmom kojim egzogeni i endogeni, te okoli$ni ¢imbenici utjecu na gensku ekspresiju, te

na taj nacin mogu pridonijeti nastanku razli¢itih bolesti (68,69).

1.2.1. Uloga metilacije DNA

Metilacija DNA je jedna od najvaznijih i najistrazenijih epigenetickih mehanizama.
Predstavlja stabilne, nasljedne epigeneticke oznake vazne u represiji transkripcije. Promjene
metilacije DNA pokrecu reorganizaciju strukture kromatina posljedi¢no mijenjajuci gensku
ekspresiju, ali i stabilnost kromatina. Uklju¢ena je u regulaciju brojnih stani¢nih procesa
poput inaktivacije X kromosoma, uspostavi genomskog utiska (engl. Genomic impriniting),
stanicnoj diferencijaciji, oCuvanju stabilnosti kromosoma, embriogenezi, gametogenezi,
utiSavanju mobilnih i retroviralnih elemenata, te razvoju mnogih bolesti (70-73). U genomu
sisavaca se veCinom metilira citozin kojem prethodi gvanin unutar citozin-gvanin
dinukleotida (CpG, gdje p oznacava fosfodiestersku vezu izmedu citozina i gvanina). U
samom procesu metilacije citozina sudjeluju enzimi DNA metiltransferaze (DNMT) koji
premjestaju metilnu skupinu (CHs) sa S-adenozilmetionina na peti ugljikov atom nukleotida
citozina tvore¢i 5-metilcitozin (68,74) (Slika 3.A). U genomu covjeka 70 — 80% CpG
dinukleotida je metilirano (75). Ucestalost CpG dinukleotida nije jednolika unutar genoma.
Podru¢ja bogata CpG dinukleotidima pojavljuju se preteZito u ponavljajuéim sekvencama
DNA, primjerice centromernim ponavljanjima i retrotranspozonima. CpG dinukleotidi u tim
podrucjima su izrazito metilirani (hipermetilirani su), te je time osigurana stabilnost genoma
(76). Postoje podrucja gdje su CpG dinukleotidi gusto rasporedeni i nazivaju se CpG otocima.
Zauzimaju 0,7% humanog genoma i prostiru se u promotorskoj regiji 60% gena (77). CpG
otoci obi¢no nisu metilirani (hipometilirani su), te je time omogucéena normalna ekspresija
gena (76). Iznimka su CpG otoci utisnutih gena (engl. Imprinted genes) i gena na inaktivnom
X kromosomu koji se tijekom razvoja metiliraju, te im je ekspresija utiSana (71). Smatra se da
metilacija DNA inhibira transkripciju gena na na¢in da dodana metilna skupina ometa vezanje
transkripcijskih faktora (78) i omogucava vezanje proteina koji imaju afinitet za metiliranu
DNA tzv. MBD proteina (engl. Methyl binding proteins) poput MeCP2 proteina, koji se veze
za metilirane citozine i regrutira histon deacetilaze (HDAC) zajedno s ostalim histon

modificiraju¢im proteinima koji dodatno inhibiraju transkripciju odrzavajuéi represivno stanje



promotora (71,79,80). Istrazivanja sve viSe ukazuju i na znacajnu ulogu metilacije DNA u

regulaciji ekspresije promotora gena koji ne sadrze CpG otok (77,81).

Enzimi odgovorni za metilaciju DNA su DNA metiltransferaze (DNMT) (Slika 3.B).
DNMT reguliraju metilaciju DNA istovremeno osiguravajuéi epigeneticko nasljedivanje
metilacijskih obrazaca DNA 1 dinamicke izmjene obrazaca sukladno stanicnim potrebama.
Dijele se na dvije skupine (i) DNMT odrzavateljskog tipa (DNMT1) i (ii) de novo DNMT
(DNMT3A i DNMT3B). DNMT1 pokazuje afinitet prema hemimetiliranoj DNA, odnosno
molekuli DNA sa samo jednim metiliranim lancem koja nastaje tijekom replikacije DNA.
DNMT1 katalizira prijenos metilne skupine kopiranjem metilacijskog obrasca lanca kalupa na
novosintetizirani lanac ¢ime se osigurava prijenos obrasca metilacije DNA na stanice kceri.
Prema tome DNMT1 je odgovorna za odrzavanje obrasca metilacije prilikom svake stani¢ne
diobe. Uspostavu obrasca metilacije, odnosno de novo metilaciju kataliziraju DNMT3A i
DNMT3B koje pokazuju afinitet prema nemetiliranoj i hemimetiliranoj DNA. Smatra se da
imaju ulogu i u obnavljanju metilacije ve¢ uspostavljenog obrasca metilacije nastalog
pogreskama DNMTI1. Ova skupina DNA metiltransferaza je eksprimirana tijekom
embrionalnog razvoja, Sto odgovara periodu reprogramiranja metilacije DNA, dok u odraslim
stanicama njezina funkcija nije u potpunosti istraZena. U liniji zametnih stanica eksprimira se
i DNMT3L koja nema kataliticku aktivnost, ali interakcijom s DNMT3A/B potice proces de
novo metilacije (67,74,82-85).

Demetilacija DNA moze biti ostvarena pasivnim gubitkom metilne skupine u
stanicama koje se intenzivno dijele uslijed smanjene aktivnosti DNMT1 ili gubitkom njezine
funkcije. Uz pasivnu, u stanici se provodi i aktivna demetilacija koja nije ovisna o replikaciji
(Slika 3.B). Do danas nisu precizno definirani mehanizmi aktivne demetilacije DNA ali je
predlozeno nekoliko modela od koji se najvise istice model demetilacije djelovanjem enzima
TET1 (engl. Ten — eleven translocation 1). TET1 oksidira 5-metilcitozin u 5-
hidroksimetilcitozin, nakon ¢ega moze slijediti konverzija 5-hidroksimetilcitozina u
nemetilirani citozin popravkom izrezivanja baza s pomoc¢u timin DNA glikozidaze (TDG). Do
aktivne i pasivne demetilacije dolazi prilikom metilacijskog reprogramiranja za vrijeme ranog
embrionalnog razvoja. Aktivna demetilacija zahvaca oCev genom unutar oplodene jajne
stanice, te nakon nekoliko dioba zigote dolazi do pasivne demetilacije maj¢inog genoma koja

osim majc¢inog prelazi i na o¢ev genom (52,86,87).
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Slika 3. Prikaz mehanizama ukljuéenih u metilaciju i demetilaciju DNA u sisavaca. A) DNA metiltransferaza (DNMT)
katalizira kovalentni dodatak metilne skupine na peti atom ugljika tvore¢i 5-metilcitozin. B) Prikaz procesa stvaranja i
odrzavanja metilacijskih obraza pomoéu DNMT3A/B i DNMTI, te pasivne i aktivne demetilacije. Slika je preuzeta i
prilagodena iz rada Chen i Riggs (86).

1.2.1.1. Promjena metilacije DNA u karcinogenezi

Dosadasnje studije istaknule su vaznost epigenetickih mehanizama u normalnom
razvoju organizama, ali 1 u razvoju razli¢itih bolesti, ukljucujuéi zlo¢udne tumore. Epigenom
zdravih stanica je podlozan abnormalnim promjenama, te zajedno s geneti¢kim mutacijama
sudjeluje u inicijaciji i progresiji maligne transformacije stanica, odnosno kancerogenezi (88).
Metilacija DNA kao vaZan epigeneticki mehanizam je takoder podlozna promjenama u
kancerogenezi, te abnormalnosti u metilaciji DNA su vrlo cest dogadaj u tumorskim
stanicama. Za razliku od zdravih stanica, za tumorske stanice je karakteristi¢na
hipermetilacija CpG otoka u promotorskim regijama gena i globalna hipometilacija ostalih
podru¢ja genoma (73). Globalna hipometilacija zahvaca ponavljajuce sljedove DNA
uklju€ujuéi mobilne elemente 1 sljedove bitne za strukturu kromosoma, introne, te promotore
siromasne CpG dinukleotidima koji su u zdravim stanicama hipermetilirani, odnosno
ekspresija im je utiSana. Posljedica globalne hipometilacije mozZe biti nestabilnost genoma 1
aktivacija onkogena uslijed kromosomskih rearanZmana i premjestanja mobilnih elemenata po
genomu. Hipermetilacija CpG otoka promotorskih regija gena za posljedicu moze imati
utiSavanje ekspresije tumor supresor gena. Tumor supresor geni imaju vaznu ulogu u
regulaciji brojnih stani¢nih procesa poput stani¢ne smrti, popravka DNA, regulaciji stani¢nog
ciklusa, te inaktivacija njihove funkcije pridonosi kancerogenezi. U skladu s Knudsonovom

hipotezom dvostrukog udarca (engl. Knudson’s two hit hypothesis) hipermetilacijom se tumor
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supresor geni mogu direktno utiSati (utiSavanje oba alela) ili indirektno u kombinaciji s
genskim mutacijama, gdje hipermetilacija osigurava utiSavanje drugog alela potrebnog za
inicijaciju  kancerogeneze (88,89). U nekim tumorima hipermetilacija CpG otoka

promotorskih regija predstavlja rani dogadaj na putu maligne transformacije stanica (73).

1.2.1.2. Metilacija DNA kao molekularni biljeg

Promjene metilacije DNA su Cesto rani dogadaj u kancerogenezi i zbog toga
predstavljaju potencijalno dobre molekularne biljege za rano otkrivanje bolesti. Molekularni
biljezi predstavljaju bioloske molekule u tkivima ili tjelesnim tekué¢inama koje se mogu
kvantitativno mjeriti i sluziti kao indikatori normalnih bioloskih ili patoloSkih procesa, te
odgovora organizma na terapiju. U podrucju istrazivanja karcinoma kao uzorak za analizu
metilacije DNA najbolje bi bilo koristiti tumorsko tkivo, koje se medutim moze dobiti samo
invazivnim metodama (npr. biopsija) te stoga nije prakticno, a cesto niti operativno
primjenjivo. Neinvazivne metode bi olakSale dijagnostiku i prognostiku bolesti pa se stoga
kao uzorak najcesce koriste tjelesne tekucine kao $to su urin, bronhijalna sluz, majéino
mlijeko, slina, serum i plasma, te periferna krv. Biokemijski, DNA molekula je stabilnija od
drugih bioloSkih molekula (RNA molekula i protein), te iz tog razloga je analiza metilacije
DNA iz uzoraka tjelesnih teku¢ina moguca i lako dostupna (90,91). Analiza metilacije DNA
iz krvi moze se podijeliti na (i) slobodnu DNA otpusStenu iz cirkuliraju¢ih stanica, npr.
tumorskih stanica u serumu ili plazmi i na (ii) DNA izoliranu iz leukocita ili stanica pune
periferne krvi. Slobodna DNA iz plazme ili seruma postoji u vrlo malim koli¢inama i iako
moze biti oslobodena iz tumorskih stanica isto tako moZe i iz normalnih zdravih stanica, te je
time smanjena specifi¢nost. Suprotno tome, koli¢ina i kvaliteta DNA izolirane iz pune
periferne krvi ne predstavlja problem, no upitna je usporedivost stupnja metilacije DNA iz

krvi i tumorskog tkiva jer je obrazac metilacije tkivno specifican (91).

1.3. Geni MGMT i RASSF1A

Gen MGMT zauzima 300 kb kromosomskog podrucja smjeStenog na duljem kraku

komosoma 10 (10g26). Ima promotor bez veznih mjesta za transkripcijske faktore kao §to su
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TATA-box i CAAT-box, koji je bogat GC parovima baza, te unutar kojeg se prostire CpG
otok. Gen sadrzi i nekoliko veznih mjesta za transkripcijske faktore poput Sp1, AP-1, AP-2, te
elemente za odgovor na glukokortikoide (engl. Glucocorticoid — responsive elements).
Sekvenca DNA i funkcija proteinskog produkta gena MGMT je o¢uvana od prokariota do
sisavaca. Gen je eksprimiran u svim normalnim stanicama i tkivima ¢ovjeka (92,93). Kodira
za O — metilgvanin DNA metiltransferazu, enzim koji direktno sudjeluje u popravku DNA.
Ucinkovito popravlja oStecenja nastala djelovanjem alkiliraju¢ih agensa prenoSenjem metilnih
skupina s Os — gvanina na sebe ¢ime se inaktivira i potom degradira. Na taj nacin §titi stanicu
od mutagenog, kancerogenog i citotoksi¢nog uc¢inka alkiliraju¢ih agensa. Nedostatak enzima
ima za posljedicu nakupljanje mutacija nastalih krivim sparivanjem Og — gvanina s timinom
prilikom replikacije i do transverzije G:C para u A:T (94-96). Gubitak ekspresije gena
MGMT ima kljuénu ulogu u karcinogenezi. U nekim tumorskim tkivima je uofena smanjena
ekspresija proteina za razliku od normalnog tkiva. Zabiljezen gubitak ekspresije Cesto nije
posljedica genetickih mutacija poput delecije ili translokacije, nego hipermetilacije CpG otoka
u promotoru gena MGMT (97). Epigeneticko utiSavanje gena MGMT je primjeéeno u
razli¢itim vrstama tumora, primjerice u gliomu, limfomu, tumoru mozga, karcinomu jednjaka,
Zeludca i debelog crijeva, gusterace, adenokarcinomu prostate, te i kod TGCT-a (98,99).
Aberantna metilacija gena MGMT detektirana je u tjelesnim tekucinama, stoga MGMT

predstavlja dobar epigeneticki dijagnosticki biljeg za ranu detekciju karcinoma (100).

RASSF1A (engl. Ras-association domain family 1 isoform A) je poznati tumor supresor
gen koji je jedan od najéeS¢e utiSanih gena u razli¢itim vrstama tumora (101). lako nisu u
potpunosti definirani mehanizmi njegovog djelovanja, smatra se da sudjeluje u regulaciji
stani¢nog ciklusa, stani¢éne smrti i stabilnosti mikrotubula. RASSF1A ima funkciju
negativnog regulatora stani¢nog rasta, zaustavljanjem stani¢nog ciklusa 1 poticanjem
programirane stani¢ne smrti ili apoptoze. Pod utjecajem mitogena smanjuje razinu ciklina A 1
D, te inhibira aktivaciju APC/Cdc20 kompleksa sprijecavajuci prijelaz iz Gl u S fazu
stani¢nog ciklusa, odnosno odgadajuci progresiju mitoze. Aktivacija receptora smrti potice
interakciju RASSF1A s pro-apoptotskim kinazama i proteinima, poput MST1/2 i MOAP1
(engl. Modulator of Apoptosis 1) sto za posljedicu ima stani¢énu smrt (102). Njegovom
inaktivacijom u patogenim stanjima kao §to su tumori dolazi do nekontrolirane stani¢ne
proliferacije i izbjegavanja stani¢ne smrti (102). Smatra se da je RASSF1A jedan od efektora
u Ras signalnom putu koji ima ulogu u stani¢noj proliferaciji, diferencijaciji 1 prezivljenju.

KRAS je ¢lan Ras obitelji proteina 1 ukljucen je u isti signalni put, te je kod nekih tumora Cest
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dogadaj mutacija u KRAS zajedno s inaktivacijom RASSF1A (103,104). RASSF1A je jedan od
osam (RASSF1A - RASSF1H) izoformi gena RASSF1 lociranog na kromosomskom podrucju
3p21.3 nastalih mehanizmom alternativnog izrezivanja i prepisivanjem s alternativnog
promotora. RASSF1A transkript nastaje prepisivanjem s promotora prvog od dva CpG otoka
(101). Kao i ostali ¢lanovi RASSF obitelji proteina, proteinski produkt RASSF1A na svom C
— kraju sadrzi Ras domenu (engl. Ras association domain, RA) s kojom stvara slabe
interakcije s C¢lanovima obitelji Ras proteina, t¢ SARAH (Salvador-RASSF1A-Hippo)
domenu od iznimne vaznosti za interakciju s pro-apoptotskim kinazama MST1 i MST2.
Takoder, sadrzi mjesto za fosforilaciju ATM (engl. Ataxia telangiectasia mutated) kinaze te je
time ukljuCen u popravak dvolancanih lomova DNA. N — kraj sadrzi domenu bogatu
cisteinima (engl. Cysteine — rich domain, CRD). Smatra se da proteinski produkt RASSF1A
nema enzimatsku funkciju, nego da sluzi kao konstrukcijski protein (engl. Scaffolding
protein) koji dovodi komponente signalnih puteva u neposrednu blizinu povezujuéi ih u
multienzimski kompleks i omogucuju¢i njihovo medudjelovanje (101,104). RASSF1A je
eksprimiran u svim normalnim stanicama i tkivu ¢ovjeka. Zabiljezena je njegova smanjena
ekspresija uslijed hipermetilacije CpG otoka u RASSF1A promotoru u razli¢itim vrstama
tumora (103,105,106), primjerice u karcinomu dojke, pluca, prostate, bubrega, neuroblastoma,
glioma, te u TGCT-u (107,108). Takoder, poremeéena metilacija RASSF1A je detektirana u
tjelesnim tekucinama, te stoga predstavlja dobar dijagnosticki i prognosti¢ki biljeg za
karcinom (105).

1.4.  Ciljistrazivanja

Brojna istrazivanja su pokazala epigeneticko utiSavanje gena MGMT i RASSF1A uslijed
aberantne hipermetilacije promotora u razli¢itim vrstama tumora, te i kod TGCT-a. Kod tih
gena glavni mehanizam regulacije ekspresije je metilacija promotora. Budué¢i da uloga
metilacije DNA u etiologiji i biologiji razvoja karcinoma testisa nije dovoljno istrazena, Cil]
ovog istrazivanja je bio analizirati metilacijski status CpG dinukleotida unutar CpG otoka
kandidat gena MGMT i RASSF1A prije i poslije tretmana kemoterapijom u pacijenata s
karcinomom testisa. Statisticki znacajna promjena metilacije CpG dinukleotida iz periferne
krvi pacijenata u odnosu na zdrave kontrole znacila bi potencijalni rani dijagnosti¢ki biljeg

karcinoma testisa, te pruzila dodatan uvid u ishod i u¢inkovitost tretmana.
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2. MATERIJALI | METODE
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2.1. Materijali
2.1.1. Uzorci DNA

Analizirana je DNA pacijenata oboljelih od karcinoma testisa u dvije faze (i) prije
tretmana kemoterapijom i (ii) nakon tretmana kemoterapijom, te zdravih osoba (kontrolna
skupina). Pacijenti su dobili kemoterapiju koja je ukljucivala cisplatin u kombinaciji S
etopozidom u dva ciklusa. U prvom ciklusu su uz kemoterapiju dobili i tretman antibiotikom
bleomicinom. Razmak izmedu dva ciklusa kemoterapije je bio tri tjedna. DNA je izolirana iz
pune periferne krvi. Uzorci krvi pacijenata su prikupljeni u Klinickom bolnickom centru
Zagreb (REBRO), a zdravih osoba u Hrvatskom zavodu za transfuzijsku medicinu u Zagrebu.
DNA je izolirana u Genos d.0.0. u Zagrebu. U istrazivanju je bilo ukupno 96 uzoraka, od
kojih su 32 bili uzorci prije tretmana kemoterapijom, 32 poslije tretmana kemoterapijom i 32
kontrolne skupine. Uzorci pacijenata su bili dodatno podijeljeni prema skupinama TGCT-a,
od kojih su 14 bili neseminoma, 11 seminoma i 7 kombinacija seminoma i neseminoma.
Prilikom optimizacije protokola i eseja za PCR i pirosekvenciranje koristena je bisulfitno
konvertirana DNA izolirana iz stani¢nih linija HeLa (stanice karcinoma grli¢a maternice) 1

HepG2 (stanice hepatocelularnog karcinoma), te iz krvi zdrave osobe.

2.2. Metode

2.2.1. Dizajniranje pocetnica za PCR i pirosekvenciranje

Za umnazanje zeljenih fragmenata gena MGMT i RASSF1A metodom lanc¢ane reakcije
polimerazom (PCR) i za analizu stupnja metilacije istih fragmenata metodom
pirosekvenciranja dizajnirane su pocetnice na temelju sekvenci gena pronadenih pomoc¢u web
genomskog preglednika UCSC Genome Bioinformatics (https://genome.ucsc.edu/). Sekvence
su preuzete iz baze podataka RefSeq, identifikacijskih oznaka NM_002412.0 za gen MGMT,
te NM007182.0 za gen RASSF1A. Preuzete sekvence obuhvacaju promotorsku regiju, prvi
egzon i dio prvog introna, te se unutar tog podrucja nalazi CpG otok kod oba istrazivana gena.
CpG otoci su odredeni prema kriterijima genomskog preglednika UCSC (dijelovi genoma s
viSe od 50% G-C sadrzaja, duljine od barem 200 parova baza, te omjerom postojecih i

ocekivanih G-C parova ve¢im od 0.6). Prije samog odabira pocetnica specifi¢nih za bisulfitno
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konvertiranu DNA sekvencama gena je promijenjen slijed baza, uz pretpostavku da su svi
nemetilirani citozini konvertirani u uracile, te da ¢e nakon PCR reakcije biti zamjenjeni za
timine. Stoga su svi citozini koji ne pripadaju CpG dinukleotidu oznaceni kao timini, a svi
potencijalno metilirani citozini koji im pripadaju su oznaceni kao Y (oznaka za pirimidinsku
bazu, Y=C/T). Budu¢i da lanci DNA nisu komplementarni nakon bisulfitne konverzije, za
umnazanje Zeljenih fragmenata gena PCR reakcijom odabran je par pocetnica, F pocetnica
(engl. Forward primer) za produljivanje jednog lanca i R pocetnica (engl. Reverse primer) za
produljivanje drugog. Pocetnice za MGMT su dizajnirane prema uobicajenim pravilima za
dizajn pocetnica s napomenom da ne smiju sadrZavati CpG dinukleotide, jer bi se smanjila
specificnost prijanjanja i amplifikacije. Duzina pocetnica je u konacnici bila ne$to manja od
idealne (26-32 nukleotida) prvenstveno zbog izbjegavanja CpG dinukleotida, te pridrzavanja
pravila za dizajn poput ujednacavanja temperature denaturacije (engl. Melting temperature,
Tm) para pocetnica (razlika izmedu pocetnica ne smije biti veca od 2°C), te izbjegavanja
komplementarnosti poc¢etnica samoj sebi jer moze do¢i do stvaranja sekundarnih struktura
poput ukosnica 1 stabilnih homodimera. Pocetnice sadrzavaju nekoliko citozina koji su
konvertirani u timine kako bi se dodatno osiguralo prijanjanje pocetnica na bisulfitno
konvertiranu DNA. Sekvence pocetnica za RASSF1A za PCR reakciju su preuzete iz rada
Pasquali i sur. (109). Odabranim pocetnicama su se prilikom PCR reakcije amplificirali PCR
produkti veli¢ine 273 pb za gen MGMT i 136 pb za gen RASSF1A.

Za razliku od F pocetnice, R pocetnica je dodatno obiljezena biotinom koji je
kovalentno vezan na njezin 5' — kraj. Produzenjem R pocetnice polimeraznom aktivnoscu
tijekom PCR reakcije, nastali biotinilirani DNA lanac sluzi kao kalup na koji hibridizira
pocetnica za pirosekvenciranje. Prilikom dizajna F pocetnice za pirosekvenciranje (F pyro)
koriStena su ista pravila za dizajn kao 1 za prethodni par pocetnica, te su takoder izbjegavana
CpG mjesta. Zbog ogranicene duzine sekvence koju je moguce pirosekvencirati odabrano je
nekoliko CpG mjesta za svaki gen. F pyro pocetnice oba gena hibridiziraju Sto blize
analiziranoj sekvenci DNA obiljezenoj biotinom. Analizirana sekvenca za MGMT se nalazi
unutar promotora, a za RASSF1A unutar prvog egzona. U Tablici 1. Prikazane su navedene
poCetnice, analizirane sekvence metodom pirosekvenciranja, te broj CpG dinukleotida
analiziranih za svaki gen. Kvaliteta pocetnica je provjerena pomocu programa PyroMark

Assay Design SW 2.0 i web programa PerlPrimer v.1.1.21.
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Tablica 1. Popis pocetnica koristenih za umnaZanje i analizu metilacije gena MGMT i RASSF1A. Navedene su sekvence i
broj CpG mijesta (YG) analiziranih metodom pirosekvenciranja.

Naziv gena Naziv podetnice Sekvenca pocetnice Analizirana sekvenca CpG mjesta

MGMT _F (Forward) 5-GGTGATTGTAGTTTTTGGA-3"

5-

MGMT R Bictin - .- YGYGITTYGGGTTTAGYGT
- Biotm-5"- TCCTATCACAAAAATAATCC-3" ym— h— e
MGMT (Reverse) " AGTYGTTTYGAGTAGGATY 7
GGGATTTTTA-3"
M - . (F - 5-GGTATTAGGAGGGGAGAGATT-3"
za pirosekvenciranje)
RASSFIA_F (Forward) S-AGTTIGGATTTTGGGGGAGG3'
5-
RASSFIA_R_Biotin . . |YGTTYGGTTYGYGTTIGTTA
TAYGGGTTTAATYGGGTTA
TGIYG-3

RASSF1A F Pyro
(Forward za 5-GTTITGIGGTTT-3
pimsekvenciranjc)

2.2.2. Bisulfitna konverzija DNA

Za analizu metilacije DNA pomocu pirosekvenciranja, genomska DNA (gDNA) iz
uzoraka je modificirana reakcijom bisulfitne konverzije koja podrazumijeva selektivnu
konverziju nemetiliranih citozina do uracila, dok metilirani citozini ostaju nepromijenjeni
(Slika 4.). Za taj postupak koristen je komplet kemikalija EZ DNA Methylation-Gold™ Kit
(Zymo Research, Catalog Nos. D5005 & D5006) prema prilagodenom protokolu
proizvodaca. U PCR tubice dodano je 20 ul smjese DNA (500 ng po reakciji) i vode,
te 130 pl prethodno pripravljenog CT Conversion reagent-a koji sadrzi natrij bisulfit za
bisulfitnu konverziju. Prije stavljanja u PCR uredaj, tubice su kratko centrifugirane kako bi se
sve komponente smjese spustile na dno tubice. Pokrenut je sljede¢i PCR program: 10 min na
98°C (denaturacija lanaca DNA toplinom), inkubacija 2,5 sata na 65°C, te ¢uvanje uzoraka na
4°C maksimalno 20 sati. Nakon navedenog koraka, ukupan volumen svake PCR tubice
prebacen je u zasebne Zymo-Spin™ IC Column kolonice polozene u sabirne kolonice, kojima

je prethodno dodano 600 pl M-Binding pufera. Slijedilo je centrifugiranje na 12 000 g kroz 30
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sek. Profiltrirana tekué¢ina iz sabirnih kolonica je bagena. U Zymo-Spin™ IC Column

kolonice dodano je 100 pl M-Wash pufera, te je ponovljen korak centrifugiranja na 12 000 g

NH; :j
o-mL N deaminacija S HNT N
genomska DNA ,—-CG-\C\C':G_/ > i 1] sulfonacija desulfonacija .
o N o N
N H
Citozin Urac
M
NZ I -~
bisulfitno ik P —A 2
konvertirana =4 G )\CIG/ A
genomska DNA 5-metilcitozin

Slika 4. Princip bisulfitne konverzije DNA. Citozin, C; gvanin, G; uracil, U; 5-metilcitozin, 5-mC. Slika je
preuzeta i prilagodena iz rada Pixberg-a i sur. (110).

kroz 30 sek. Zatim je u kolonice dodano 200 pl M-Desulphonation pufera, nakon ¢ega je
uslijedila inkubacija 20 min na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije uzorci su centrifugirani
na 12 000 g kroz 30 sek. Tim korakom je bio zavrSen postupak bisulfitne konverzije te su
uslijedili koraci proc¢is¢avanja bisulfitno konvertirane gDNA. U kolonice je dodano 200 pl M-
Wash pufera, te su centrifugirane kroz 30 sek. Ovaj korak se ponovio. Zymo-Spin™ IC
Column kolonice su prebacene u sterilne tubice (1.5 ml), te im je dodano po 10 pl Elution
pufera direktno na matriks kolonice. Slijedilo je centrifugiranje pomocu kojeg su eluirani
konvertirani i procis¢eni uzorci DNA u sterilne tubice. Uzorci su bili spremni za daljnu

analizu ili su bili pohranjeni na -20°C.

2.2.3. Umnazanje fragmenata gena MGMT | RASSF1A

Bisulfitno konvertirani uzorci gDNA pacijenata i zdravih osoba koriSteni su kao kalup
za umnazanje zeljenih fragmenata gena MGMT i RASSF1A metodom lancane reakcije
polimeraze (PCR). U tu svrhu koriiten je komplet kemikalija PyroMark® PCR kit
(QIAGEN®). Uz uzorke gDNA pacijenata i zdravih osoba, za kontrolu metilacije koristena je
bisulfitno konvertirana potpuno metilirana i nemetilirana DNA ¢ovjeka, EpiTect® PCR
Control DNA Set (QIAGEN®). Podetnice za oba gena su osmisljene na temelju podataka
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genomskog preglednika UCSC kao $to je opisano u poglavlju 2.2.1 Dizajniranje pocetnica za
PCR i pirosekvenciranje. Reakcijska smjesa je pripremljena prema prethodno optimiziranim
protokolima. Komponente reakcijske smjese i volumeni po reakciji navedeni su u Tablici 2 i
3. PyroMark PCR Master Mix komponenta sadrzi HotStarTaq DNA polimerazu koja je u
neaktivnom stanju pri sobnoj temperaturi, a aktivira se pri 95°C, te pufer s MgCl; i
deoksiribonukleotid-trifosfati, dNTP-i (dATP, deoksiadenozin - trifosfat; dGTP,
deoksigvanozin — trifosfat; dTTP, deoksitimidin — trifosfat; dCTP, deoksicitidin - trifosfat)
koji osiguravaju optimalne uvjete PCR reakcije. Nakon pripreme rekacijske smjese, dodani su
odgovaraju¢i volumeni (48.5 uL za MGMT i 23.5 pL za RASSF1A) u svaku PCR tubicu, te je
na kraju dodana DNA odgovaraju¢eg uzorka (1.5 pL). U negativnu kontrolu je umjesto
uzorka DNA dodan isti volumen vode oslobodene RNaza (engl. RNase-free). Potom je
pokrenut sljede¢i PCR program u The Veriti® 96-Well Thermal Cycle (Applied Biosystems®)

uredaju:

Tablica 2. Reakcijska smjesa za gen MGMT

Komponente reakcijske smjese Volumeni po reakciji (UL)

PyroMark PCR Master Mix, 1x 25

CoralLoad Concetrate, 1x 5

MGMT _F (Forward) 0.6

0.12 uM

MGMT_R_Biotin (Reverse) 0.6

0.12 uyM

DNA 1.5

RNase-free voda 17.3

Ukupno 50

e 15 minna 95°C (aktivacija HotStarTag DNA polimeraze)

e 30 sek na 94°C (denaturacija DNA lanaca)

e 30sekna51°C za MGMT, a 65°C za RASSF1A (prijanjanje pocetnica) 50 ciklusa
e 30 sek na 72°C (produljivanje pocetnica polimeraznom aktivno$c¢u)

e 10 min na 72°C (zavr$no produljivanje)

e oona4°C
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Tablica 3. Reakcijska smjesa za gen RASSF1A

Komponente reakcijske smjese Volumeni po reakciji (UL)
PyroMark PCR Master Mix, 1x 125
CoralLoad Concetrate, 1x 2.5
RASSF1A_F (Forward) 0.4
0.16 uM

RASSF1A R_Biotin (Reverse) 0.4
0.16 pM

DNA 15
RNase-free voda 7.7
Ukupno 25

Navedenom PCR reakcijom su se uracili nastali bisulfitnom konverzijom zamijenili s

timinima (dTTP), a metilirani citozini u CpG dinukleotidu citozinima (dCTP).

Uspjesnost lancane reakcije polimerazom, odnosno kvaliteta PCR produkta je
provjerena pomocu gel elektroforeze na 2% agaroznom gelu u 1XTAE puferu. Na gel je
nane$eno 5 pL pojedinog PCR produkta. Gel elektroforeza je provedena na 80 V u trajanju od
45 min. Dodatkom otopine etidij bromida prilikom pripreme gela omogucena je po zavrSetku
elektroforeze vizualizacija umnozenih DNA fragmenata pomocu UV-transluminatora.
Veli¢ina PCR produkata je provjerena usporedbom s markerom MassRuler DNA Ladder Mix
(Thermo Scientific) s poznatim veli¢inama DNA fragmenata. Uspje$no umnozeni uzorci su

pohranjeni na +4°C sve do postupka pirosekvenciranja.

2.2.4. Pirosekvenciranje

Umnozenim uzorcima DNA je potom analiziran postotak metilacije svakog pojedinog
CpG dinukleotida Zeljenog dijela gena metodom pirosekvenciranja u PyroMark® Q24
Advanced uredaju (QIAGEN®). Pirosekvenciranje je kvantitativna metoda sekvenciranja
kojom se u stvarnom vremenu mjeri intenzitet svjetlosnog signala nastalog enzimatskom
pretvorbom pirofosfata oslobodenog tijekom pojedinac¢ne ugradnje nukleotida u rastuci lanac
DNA. Princip pirosekvenciranja prikazan je na Slici 5. Pocetnica za pirosekvenciranje (F

pyro) hibridizira na jednolanc¢anu DNA obiljezenu biotinom koja sluzi kao kalup za sintezu
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novog lanca DNA. U reakcijsku smjesu su dodani

enzimi  DNA polimeraza, ATP sulfurilaza,
luciferaza, apiraza i pripadni supstrati adenosin-5"-
fosfosulfat (APS) i luciferin. Zatim se dodaje jedan
od cetiri deoksiribonukleotida (dNTP). Ukoliko
postoji komplementarnost s bazom u kalupnoj
DNA, polimeraza ¢e katalizirati reakciju
produzenja F pyro pocetnice za taj ANTP. Prilikom
svake ugradnje dNTP-a u rastuci lanac oslobada se
molekula pirofosfata (PPi). U prisutnosti APS-a
enzim sulfurilaza pretvara pirofosfat u adenosin
trifosfat, ATP. Enzim luciferaza u prisutnosti

nastale molekule ATP-a katalizira reakciju
oksidacije luciferina u oksiluciferin pri ¢emu se
oslobada foton svjetlosti koji se detektira pomocu
CCD kamere, te je prikazan na pirogramu kao pik.

Intenzitet svjetlosti, odnosno visina svakog pika je

jednolancana DNA
obileZena blotmom

/Pohmeraza \

Y CGTCCGGAGGCCAAGT TCCA

T T il R | | T

5

5 AL L LIS 3
= GCAGGCCT
F pyro pocetnica

Polimeraza
[DNA), + dNTP > (DNA),,, + PPi
Sulfurilaza
APS+PPI  ATP —
lueiferin  oksiluciferin
Luciferaza

l |
ATP St —) \'

Ugradnjom nukleotida stvara se svjetlost

Vrijeme

koju detektiramo na pirogramu k3o pik

proporcionalna koli¢ini ATP-a, odnosno broju

ugradenih nukleotida. Prema tome vrlo visoki pik e
dNTP ——s—e—s dNDP + dNMP + fosfat
ukazuje na ugradnju vise istih nukleotida zaredom. —
ATP —==" ADP + AMP + fosfat

Postupak se ponavlja nakon Sto enzim apiraza
degradira molekule ATP-a i neugradene dNTP-e
(PyroMark® Q24  Advanced
QIAGEN® 2013) (111).

Slika 5. Prikaz kemijskih reakcija i stvaranja svjetlosnog signala
tijekom pirosekvenciranja. Slika je preuzeta i prilagodena sa

User sluzbene web stranice Qiagen-a (https://www.giagen.com)

Manual,

Pirosekvenciranje je provedeno pomoéu kompleta kemikalija PyroMark® Q24
Advanced (QIAGEN®) i prema protokolu proizvodaéa, te optimiziranim esejima kojima su
uspostavljeni optimalni uvjeti reakcije pirosekvenciranja. Prije pocetka postupka
pirosekvenciranja u rac¢unalnom programu PyroMark Q24 Advanced Software su kreirani
CpG eseji pojedinacno za svaki gen, te je definiran postupak analize (engl. Run) s poloZajima
uzoraka na plocici zajedno s pripadnim esejima koji su spremljeni na USB stik. Prilikom
kreiranja eseja potrebno je utvrditi redosljed dodavanja nukleotida u reakcijsku smjesu (engl.

Dispensation order, DO). U tu svrhu uneSene su sekvence fragmenata gena prije bisulfitne
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konverzije koje ¢e se analizirati, te ih potom program direktno konvertira. Zatim je odabran
automatski naéin odredivanja DO u kojem program na temelju unesene sekvence sam
odreduje redosljed, dodaje pojedine dodatne prazne pozicije koje sluze kao negativna
kontrola, te jedan citozin koji sluzi kao unutarnja kontrola u¢inkovitosti bisulfitne konverzije.
Nakon toga slijedila je priprema radne stanice PyroMark® Q24 Vacuum Workstation
dodavanjem odgovaraju¢ih otopina za procis¢avanje i denaturaciju PCR uzoraka, te provjera
valjanosti vakuumske pumpe. Nakon S§to je sve bilo spremno pripremljena je reakcijska
smjesa za vezanje biotiniliranih PCR produkata na streptavidinom oblozene sefarozne kuglice
(interakcija biotin-streptavidin) (Tablica 4.). U pojedinu jazicu PCR plo¢ice (24 jazice)
dodana je smjesa pufera za vezanje, kuglica sefaroze i po potrebi mili-Q vode visoke Cistoce,
te na kraju PCR produkt odredenog gena. Kako bi se sprijecilo talozenje sefaroznih kuglica na
dno jazica i omoguéilo $to bolje vezanje produkata na kuglice, plocica je postavljena na
tresilicu na 1400 rpm kroz 10 min. U meduvremenu pripremljena je PyroMark Q24 plocica za
pirosekvenciranje (24 jazice) dodavanjem pufera za prijanjanje i F pyro pocetnica za odredeni
gen (Tablica 1.). Nakon isteka 10 min, plo¢ice su postavljene na njihove pozicije na

radnoj stanici. Pod ukljuenim vakuumom nastavci s filtrima (“iggy”) su spuSteni u jaZice

Tablica 4. Komponente i volumeni reakcijske smjese za vezanje biotiniliranih PCR produkata na sefarozne kuglice
(narancasta boja) i za prijanjane pocCetnica (plava boja)

Komponente reakcijske Volumen po uzorku (pL)
smjese
MGMT RASSF1A

Kuglice sefaroze

(High Performance, 34 um, g ml, GE 3 1

Healthcare)

Pufer za vezanje 37 40 'IDCER
ocica

mili-Q-voda 0 19 P

PCR produkt (DNA) 40 20

F pyro pocetnica 0,75 0,75

(10 pm) PyroMark

Pufer za prijanjanje 19,25 19,25 plQoiia

PCR plocice na 15 sek. Tim postupkom je ostvareno povlacenje sefaroznih kuglica s vezanim
biotiniliranim PCR produktom na filtre nastavaka vakuumske pumpe, dok je ostatak tekuéine
profiltriran. Nakon toga, nastavci s filtrima su premjesteni u 70% etanol na 5 sek (ispiranje
nevezanih DNA koje nisu obiljezene biotinom). Zatim u denaturacijski pufer na 5 sek

(odvajanje lanaca DNA pri ¢emu samo biotinilirani lanac ostaje vezan za sefaroznu kuglicu).
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Nakon kemijske denaturacije, premjesStanjem u pufer za ispiranje na 10 sek nastavci su isprani
od denaturacijskog pufera i nevezanih lanaca DNA. Nakon ispiranja, nastavci su postavljeni
neposredno iznad PyroMark Q24 plocice, te je isklju¢en vakuum. Zatim su spusteni u jazice
plocice uz polaganu treSnju kako bi se kuglice s vezanom DNA u potpunosti otpustile od
nastavaka u smjesu s pocetnicama za pirosekvenciranje. PloCica je inkubirana na 80°C kroz 5
min postavljanjem na grijacu plo¢u. Nakon inkubacije, plocica je ohladena na sobnoj
temperaturi u PyroMark Q24 Advanced uredaju (hibridizacija poCetnica za pirosekvenciranje
na komplementarne slijedove DNA). U meduvremenu je prireden nosa¢ PyroMark Q24
catridge dodavanjem odredenih volumena smjese enzima, supstrata i deoksiribonukleotida
(dNTP) koji variraju ovisno o broju uzoraka, duzini i sastavu analizirane sekvence. U
pojedine odjeljke nosaca su redosljedom dodani prvo dNTP-i (dCTP, dGTP, dTTP i
dATPaS), zatim smjesa enzima (sadrzi DNA polimerazu, ATP sulfurilazu, luciferazu, apirazu
i dodatno SSB proteine), te naposljetku fotoosjetljiva smjesa supstrata (adenosin-5"-
fosfosulfat ili APS i luciferin). Navedeni deoksiribonukleotid dATPaS se koristi umjesto
dATP-a, jer ga enzim luciferaza ne prepoznaje, a DNA polimeraza ga normalno ugraduje u
lanac DNA. Nakon navedenog, nosa¢ je smjeSten unutar PyroMark Q24 Advanced uredaja
zajedno s prethodno ohladenom PyroMark Q24 plo¢icom. U uredaj je stavljen USB stik, te je
pokrenut postupak pirosekvenciranja uzoraka.

2.2.5. StatistiCka obrada podataka

Dobiveni podaci su statisticki obradeni u ra¢unalnom programu STATISTICA®
(verzija 10.0). Mjere srednje vrijednosti, standardne devijacije i standardne pogreske za svaki
skup podataka (prije tretmana kemoterapijom, poslije tretmana kemoterapijom i kontrolne
skupine) i1 svako CpG myjesto opisane su koriste¢i deskriptivnu statistiku. Graficki prikazi su
napravljeni u Microsoft Office Excel 2007 programu. Za ispitivanje dolaze li podaci iz
normalne distribucije koriStena je Lillieforsova inadica Kolmogorov-Smirnovljeva testa. S
obzirom da varijable nisu bile iz normalne distribucije koriSteni su neparametrijski statisticki
testovi. Za oba gena koriSten je Wilcoxon Matched Pair test za zavisne (uspredba uzoraka
prije i poslije tretmana kemoterapijom) i Mann-Whitney U test za nezavisne varijable
(usporedba  uzoraka prije  tretmana  kemoterapijom i  kontrolne  skupine).

StatistiCki znacajni rezultati smatrani su oni ¢ija je p vrijednost <0,05.
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3.REZULTATI
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3.1. Provjera kvalitete PCR reakcije gel elektroforezom

UspjeSnost umnozavanja fragmenata gena MGMT i RASSF1A metodom lancane reakcije
polimeraze provjerena je pomocu gel elektroforeze. Slika 6. Prikazuje ogledne primjerke
agaroznog gela s uspjesno umnozenim fragmentima gena MGMT veli¢ine 273 bp 1 gena
RASSF1A veli¢ine 136 bp u nekoliko uzoraka bisulfitno konvertirane DNA pacijenata,
zdravih jedinki, te uzorcima bisulfitno konvertirane potpuno metilirane i nemetilirane DNA
covjeka. Uspjesnost je odredena usporedbom s fragmentima DNA poznatih veli¢ina.
Negativna kontrola nije pokazala kontaminaciju komponenti reakcijske smjese stranim

molekulama DNA jer se fragmenti gena nisu umnoZili PCR reakcijom.
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Slika 6. Ogledni primjerci agaroznog gela dobivenih gel elektroforezom prilikom provjere kvalitete PCR produkata. a)
Uspje$no umnozeni fragmenti gena MGMT veli¢ine 273 bp. b) Uspje$no umnozeni fragmenti gena RASSF1A veli¢ine 136
bp. Bisulfitno konvertirani uzorci DNA pacijenata i zdravih kontroli zbog jednostavnosti su oznaceni brojevima. M —
bisulfitno konvertirana potpuno metilirana DNA &ovjeka; NM - bisulfitno konvertirana potpuno nemetilirana DNA Covjeka;
NK - negativna kontrola; DNA marker - marker s poznatim veli¢inama fragmenata DNA.
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3.2.  Analiza pirograma nakon pirosekvenciranja

Nakon zavrSenog postupka pirosekvenciranja analiza CpG metilacije pojedinog uzorka je
graficki prikazana na pirogramu (Slika 7.). Prilikom interpretacije pirograma kvaliteta
dobivenih rezultata je procijenjena na osnovi kontrole bisulfitne konverzije, negativnih
kontrola, intenziteta dobivenih pikova, te prisutnosti nespecificnih signala. Uzorci kod kojih
nije doslo do ugradnje citozina u sekvencu prije timina (konvertiranog iz nemetiliranog
citozina) su prosli kontrolu bisulfitne konverzije i time ukljuceni u daljnju analizu. Nekoliko
uzoraka nije proslo kontrolu, $to znaci da bisulfitna konverzija tih uzoraka nije bila potpuna
(svi citozini kojima ne slijedi gvanin nisu konvertirani u timine), te im je ponovljen postupak
bisulfitne konverzije. Gotovo svi pikovi varijabilnih pozicija su prosli najnizu granicu
intenziteta svjetlosnog signala od 20 RLU (engl. Relative light units), te je vecéina bila iznad
50 RLU. U konacnici postotci analiziranih CpG mjesta na dobivenim pirogramima su
pokazali nikakvo ili malo odstupanje od ocekivanih, te su ve¢inom bili oznaceni plavom
bojom i definirani kao pouzdani i kvalitetni rezultati. Opcenito dobiveni postotci CpG
metilacije gena MGMT su bili visi od gena RASSF1A koji pokazuju vrlo nisku razinu

metilacije.
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Slika 7. Primjeri pirograma dobivenih analizom CpG metilacije uzoraka DNA pacijenata prije tretmana kemoterapijom. a)
Pirogram gena MGMT prikazuje postotke metilacije 7 analiziranih CpG mjesta i b) gena RASSF1A prikazuje postotke
metilacije 9 analiziranih CpG mjesta. Na osi X prikazan je redosljed dodavanja nukleotida (DO) i duzina analizirane
sekvence s brojevima radi lakSeg snalaZenja prilikom interpretacije pirograma, te smjesu enzima (E) i supstrata (S) dodanu na
pocetku analize. Na osi Y prikazan je intenzitet svjetlosnog signala (engl. Relative light units, RLU). Varijabilne pozicije
T/CpG su istaknute svijetlo plavom bojom u obliku stupaca, dok su iznad njih oznaceni postotci metilacije pojedinog CpG
mjesta. Kontrola bisulfitne konverzije je istaknuta stupcem svijetlo crvene boje. Pikovi prikazuju ugradnju odredenog dNTP-
a.
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3.3. Promjena stupnja CpG metilacije gena MGMT i
RASSF1A u pacijenata s karcinomom testisa

Analizom metilacije fragmenata gena MGMT 1 RASSF1A pomocu metode
pirosekvenciranja odreden je postotak metilacije pojedinih CpG mjesta svakog uzorka. Slika 8.
graficki prikazuje promjenu prosje€nog postotka CpG metilacije po skupinama uzoraka.

Uocena je razlika stupnja metilacije s obzirom na analizirane skupine. Skupina uzoraka DNA

a)

MGMT

80.00
70.00
% 60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00

0.00 . . .
Prije kemoterapije Poslije Kontrola
kemoterapije

b)

Prosjecni postotak metilacije
(srednja vrijednost

RASSF1A

3.00

2.00

1.00 -[

Prosjec¢ni postotak metilacije
(srednja vrijednost)

0.00 . . .
Prije kemoterapije Poslije Kontrola
kemoterapije

Slika 8. Graficki prikaz srednje vrijednosti postotaka metilacije svih CpG mjesta analiziranih fragmenata a) gena MGMT i b)
gena RASSF1A dobivenih postupkom pirosekvenciranja. Za svaku skupinu uzoraka (DNA pacijenata prije tretmana
kemoterapijom, poslije tretmana kemoterapijom i njihovih pripadnih zdravih kontrola) prikazan je stupac prosje¢nog postotka
metilacije. Na svakom stupcu su naznacene okomite linije standardne devijacije koje predstavljaju heterogenost metilacije
pojedinih CpG mjesta unutar pripadne skupine.
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pacijenata prije tretmana kemoterapijom pokazuje visi stupanj metilacije (za gen MGMT
srednja vrijednost iznosi 49,97 %, a za RASSF1A 1,53 %) u odnosu na zdravu kontrolnu
skupinu (za gen MGMT srednja vrijednost iznosi 47,1 %, a za RASSF1A 0,92 %) u oba slucaja
analiziranih fragmenata gena. Takoder, skupina uzoraka DNA pacijenata poslije tretmana
kemoterapijom pokazuje niZi stupanj metilacije (za gen MGMT srednja vrijednost iznosi
45,39 %, a za RASSF1A 1,34 %) u odnosu na skupinu prije tretmana.

Napravljena je statistiCka obrada podataka stupnja metilacije za pojedino CpG mjesto po
skupinama uzoraka. Unutar fragmenta gena MGMT nije pokazana statisticki znacajna razlika
u postotku metilacije izmedu analiziranih skupina uzoraka, dok unutar fragmenta gena
RASSF1A je pokazana statisticki znacajna razlika u nekoliko CpG mjesta (Slika 9.). Pet (2 - 5.
i 7. CpG mjesto) od ukupno devet CpG mjesta pokazuju statisticki znacajnu razliku u
postotku metilacije izmedu skupine uzoraka DNA pacijenata prije tretmana kemoterapijom i
zdrave kontrolne skupine, dok samo jedno CpG mjesto (5. CpG mjesto) pokazuje statisticki
znacajnu razliku izmedu uzoraka DNA pacijenata prije 1 poslije kemoterapije. Navedena CpG
mjesta uzoraka DNA pacijenata prije kemoterapije su hipermetilirana u odnosu na kontrolnu
skupinu, te skupinu poslije tretmana kemoterapijom.

Takoder je napravljena statistiCka obrada podataka stupnja metilacije za pojedino CpG
mjesto prema histopatoloskim podskupinama TGCT-a za svaku skupinu uzoraka. Unutar
fragmenta gena MGMT za podskupinu seminoma promjena u postotku metilacije pokazuje
statistiCki zna€ajnu razliku u dva CpG mjesta (5. 1 6. CpG mjesto) izmedu uzoraka DNA
pacijenata prije kemoterapije i zdravih kontrola, te u jednom CpG mjestu (5. CpG mjesto)
izmedu uzoraka DNA pacijenata prije i poslije kemoterapije. Navedena CpG mijesta su
hipermetilirana u odnosu na kontrolnu skupinu, te skupinu poslije tretmana kemoterapijom.
Za podskupinu neseminoma promjene u postotku metilacije ne pokazuju statisticki znac¢ajnu
razliku (Slika 10.). Unutar fragmenta gena RASSF1A za podskupinu seminoma promjena u
postotku metilacije pokazuje statisticki znacajnu razliku u jednom CpG mjestu (5. CpG
mjesto) izmedu uzoraka DNA pacijenata prije kemoterapije i zdravih kontrola. Za podskupinu
neseminoma statisticki znacajnu razliku u metilaciji pokazuju cetiri CpG mjesta (3 - 5.1 7.
CpG mjesto) izmedu uzoraka DNA pacijenata prije kemoterapije i1 zdravih kontrola, te jedno
CpG mjesto (1. CpG mjesto) izmedu uzoraka DNA pacijenata prije i poslije kemoterapije.
Navedena CpG mjesta uzoraka DNA pacijenata prije kemoterapije su hipermetilirana u
odnosu na zdravu kontrolu i hipometilirana u odnosu na uzorke DNA pacijenata nakon

kemoterapije. lako dijagrami pokazuju neke dodatne razlike u postotku metilacije, podaci jako
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variraju §to pokazuju okomite linije standardne pogreske, te ih program nije uzeo u obzir kao

statisticki znacajne promjene (Slika 11.).
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Slika 9. Stupcasti dijagrami postotaka metilacije pojedinih CpG mjesta fragmenata gena a) MGMT i b) RASSF1A dobivenih
metodom pirosekvenciranja. Za pojedino CpG mjesto prikazan je stupac metilacije uzoraka DNA pacijenata oboljelih od
karcinoma testisa prije tretmana kemoterapijom, poslije tretmana kemoterapijom i zdrave kontrolne skupine. Okomite linije
na svakom stupcu predstavljaju standardnu pogreSku (engl. Standard error of the mean, SEM). Statisticki znadajna p

vrijednost izmedu skupina uzoraka pojedinog CpG mjesta oznacena je zvijezdicama (* oznacava p < 0,05; ** - p < 0,005;
*** - p <0,0000).
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Slika 10. Stupcasti dijagrami postotaka metilacije pojedinih CpG mjesta fragmenata gena MGMT prema tipovima TGCT-a,
a) za seminoma i b) za neseminoma dobivenih metodom pirosekvenciranja. Za pojedino CpG mjesto prikazan je stupac
metilacije uzoraka DNA pacijenata oboljelih od karcinoma testisa prije tretmana kemoterapijom, poslije tretmana
kemoterapijom i zdrave kontrolne skupine. Okomite linije na svakom stupcu predstavljaju standardnu pogresku (engl.
Standard error of the mean, SEM). Statisti¢ki znacajna p vrijednost izmedu skupina uzoraka pojedinog CpG mjesta oznacena
je zvijezdicama (* oznaCava p < 0,05).
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Slika 11. Stupcasti dijagrami postotaka metilacije pojedinih CpG mjesta fragmenata gena RASSF1A prema tipovima TGCT-
a, a) za seminoma i b) za neseminoma dobivenih metodom pirosekvenciranja. Za pojedino CpG mjesto prikazan je stupac
metilacije uzoraka DNA pacijenata oboljelihn od karcinoma testisa prije tretmana kemoterapijom, poslije tretmana
kemoterapijom i zdrave kontrolne skupine. Okomite linije na svakom stupcu predstavljaju standardnu pogresku (engl.
Standard error of the mean, SEM). Statisti¢ki znacajna p vrijednost izmedu skupina uzoraka pojedinog CpG mjesta oznacena
je zvijezdicama (* oznacava p < 0,05; ** - p <0,009).
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4. RASPRAVA
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Prije nekoliko desetlje¢a smatralo se da je nastanak karcinoma isklju¢ivo posljedica niza
mutacija nastalih oStecenjem genoma uslijed mutacija u genima odgovornim za ocCuvanje
stani¢nog integriteta poput tumor supresor gena koji reguliraju procese bitne za odrzavanje
stanicne homeostaze. Medutim, danas se u istrazivanju zlo¢udnih tumora sve veca vaznost
pridodaje epigenetickim mehanizmima, poput metilacije DNA, koji sudjeluju u samom
procesu neoplasti¢ne transformacije stanica. Cjelogenomskim analizama metilacije DNA u
tumorskim stanicama je pokazano globalno smanjenje razine metilacije u odnosnu na
normalne stanice. Globalna hipometilacija u tumorskim stanicama rezultira gubitkom
genomskog utiska i opéenitom nestabilnosti genoma uslijed aktivacije mobilnih elemenata
koji su u normalno stanju izrazito hipermetilirani i utiSani. Takoder, hipometilacija
ponavljaju¢ih sljedova DNA, primjerice satelitne DNA u pericentromernom podrucju
povezana je s kromosomskim rearanzmanima i aneuploidijom. Osim globalne hipometilacije,
tumorske stanice karakterizira i hipermetilacija CpG otoka promotorskih regija specifi¢nih
gena ukljucenih u razliCite stani¢ne puteve, poput popravka DNA, apoptoze, angiogeneze,
regulacije stani¢nog ciklusa itd. (112). Povecana razina metilacije CpG otoka kandidat gena u
tumorskim stanicama prvi put je zabiljezena jo§ 1986. godine u radu Baylin i sur. (113), no
njezin znacaj u kancerogenezi nije bio objasnjiv zbog nedostatka adekvatnih metoda analize.
Pionirskim radom Bird-a i suradnika objavljenim 1990. godine je povezana ucestala
inaktivacija gena u tumorskim stani¢nim linijama s metilacijom CpG otoka (114). Unato¢
brojnim studijama koja su ustanovila povezanost hipermetilacije CpG otoka promotora
specifiénih gena s utiSanim stanjem kandidat gena u raku, postavlja se pitanje na koji nacin
odredeni geni postaju meta za utiSavanje hipermetilacijom. Jedna od hipoteza objasnjava da
do toga dolazi zbog sluc¢ajne metilacije po genomu uslijed poremecene funkcije DNA
metilacijske masSinerije, te da bi se na taj nacin mogli metilirati promotori tumor supresor gena
Sto bi rezultiralo selektivnom predno$c¢u zahvacene stanice i njezinom klonalno ekspanzijom

koja bi vodila do progresije tumora (115).

Cilj ovog istrazivanja je bio utvrditi postoji li statisticki znacajna promjena metilacije
pojedinih CpG dinukleotida unutar CpG otoka kandidat gena MGMT i RASSF1A iz uzoraka
pune periferne krvi pacijenta s karcinomom testisa, u odnosu na zdrave osobe. Dobiveni
rezultati analize metilacije metodom bisulfitnog pirosekvenciranja za RASSF1A pokazuju
statisticki znacajnu promjenu u metilaciji CpG dinukleotida. Pet CpG dinukleotida od ukupno
devet analiziranih pokazuju znacajnu hipermetilaciju u uzorcima pacijenata prije tretmana

kemoterapijom u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu. Jedno CpG mjesto pokazuje znacajnu
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hipermetilaciju u uzorcima pacijenata prije tretmana kemoterapijom u odnosu na uzorke
pacijenata poslije tretmana. Dobiveni rezultati za MGMT nisu pokazali statisticki znacajnu
promjenu u metilaciji niti jednog CpG dinukleotida od ukupno sedam analiziranih. Budu¢i da
se histopatoloske skupine TGCT-a razlikuju po obrascu metilacije kako globalno tako i na
razini CpG otoka — seminomi pokazuju niZu razinu metilacije, a neseminomi visu — dobiveni
rezultati podijele prema histopatoloskim podskupinama TGCT-a pokazuju statisti¢ki znacajnu
metilaciju pojedinih CpG dinukleotida. Podskupina seminoma za RASSF1A pokazuje
statistiCki znacajnu hipermetiliranost uzoraka pacijenata prije kemoterapije u odnosu na
zdrave kontrole u jednom CpG dinukleotidu. Suprotno tome, podskupina neseminoma
pokazuje statisticki znacajnu hipermetiliranost Cetiri CpG dinukleotida uzoraka pacijenata
prije kemoterapije u odnosu na zdrave kontrole, te hipometiliranost u jednom CpG uzoraka
pacijenata prije kemoterapije u odnosu na uzorke pacijenata poslije kemoterapije. lako za gen
MGMT nije pokazana statisticki znaCajna promjena niti jednog CpG dinukleotida u
analiziranim uzorcima, nakon podijele prema histopatoloskim skupinama pokazala se
statistiCki znaCajna hipermetilacija samo kod podskupine seminoma i to u dva CpG
dinukleotida uzoraka pacijenata prije kemoterapije u odnosu na zdrave kontrole, te statisticki
znacajna hipermetilacija uzoraka pacijenata prije kemoterapije u odnosu na poslije
kemoterapije. Dobiveni rezultati za gen RASSF1A ukazuju na vecu hipermetiliranost kod
neseminoma za razliku od seminoma §to se slaze s rezultatima drugih autora. Koul i sur. (116)
koriste¢ci MSP metodu (engl. Methylation-specific PCR) pokazali su hipermetiliranost CpG
otoka RASSF1A u gotovo svim analiziranim uzorcima neseminoma, dok je samo jedan uzorak
seminoma bio hipermetiliran. Nadalje, sli¢cne rezultate su pokazali i Honorio i sur. koji su
analizirali metilaciju promotora gena RASSF1A (108). Oba istrazivanja su pokazala i
hipermetiliranost promotora gena MGMT i to samo kod uzoraka neseminoma. U ovom
istrazivanju gen MGMT nije pokazao statisticki znacajnu hipermetiliranost kod neseminoma,
stoga se ne slaze s rezultatima drugih autora. Razlog tomu moze biti koriStenje razli¢itih
metoda za analizu metilacije. Metodom bisulfitnog pirosekvenciranja se dobije postotak
metilacije odredenog CpG mjesta koji pokazuje prosje¢no stanje metilacije svih umnozenih
epialela (amplikona) dobivenih nakon PCR reakcije. Dobiveni rezultati su pouzdani i
kvantitativni, stoga predstavlja osjetljiviju metodu analize metilacije od MSP kojom se dobije
kvalitativna informacija je li analizirani fragment metiliran ili ne, te ne moze razluciti
pozadinsku metilaciju (117). Unato¢ vrlo ¢estoj upotrebi MSP kao metode analize metilacije
DNA, u slu¢aju metilacije promotora gena MGMT moze pokazati nepouzdane rezultate, jer je

za lokus MGMT karakteristi¢na heterogena metilacija zbog postojanja multiplih epialela, te je
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za njegovu analizu primjerenija metoda bisulfitnog pirosekvenciranja koja ih moze to¢nije
detektirati (118). Takoder, MSP-om su analizirani veci fragmenti promotora i CpG otoka gena
MGMT koji ukupno mogu dati drugacije rezultate metilacije, za razliku od ogranicene
veli¢ine analiziranih fragmenata pirosekvenciranjem koji ukljucuju tek nekoliko CpG
dinukleotida. Tome u prilog idu i objavljene studije temeljene na cjelogenomskim analizama
koje su ukazale na postojanje tzv. CpG obala koje se nalaze na rubovima CpG otoka u
podru¢ju siromas$nijem CpG dinukleotidima. lako se smatra da se regulacijska uloga
ekspresije gena postize metilacijom unutar CpG otoka, ove studije ukazuju da je za regulaciju
ekspresije bitna i metilacija na rubovima CpG otoka (57). Koul i sur. su takoder napravili i
korelacijsku analizu izmedu metiliranosti gena MGMT i RASSF1A i njihove ekspresije.
Pokazana je smanjena ekspresija u oba gena. Takoder primjetili su da je smanjena ekspresija
gena MGMT i kod gotovo svih uzoraka TGCT-a koji nisu bili metilirani, $to potencijalno
moze ukazivati na regulaciju ekspresije gena MGMT putem nekih drugih epigenetickih
mehanizama, ali i na regulaciju kroz udaljene pojac¢ivace (engl. Enhancers) koji rade omce i
na taj nac¢in se dovode u neposrednu blizinu promotora. U sklopu ovog istrazivanja nije
napravljena analiza ekspresije, stoga ne znamo utjece li metilacija na ekspresiju analiziranih
gena. U pravilu, hipermetilacijom CpG otoka bi trebalo do¢i do utiSavanja ekspresije gena, $to
bi za RASSF1A znacilo smanjenu ekspresiju u pacijenata prije kemoterapije u odnosu na
zdravu kontrolu. Tako je uoCena statisticki zna¢ajna promjena u metilaciji RASSF1A relativno
mala, pojedini CpG dinukleotidi RASSF1A koji su pokazali statisticku promjenu
hipermetilacije u uzorcima pacijenata u odnosu na zdrave kontrole potencijalno mogu
predstavljati metilacijski status cijelog podrucja, te kao takvi posluziti kao dijagnosticki
biljezi za rano otkrivanje karcinoma testisa. Treba takoder uzeti i u obzir da je analizirana
metilacija DNA izolirane iz pune periferne krvi u kojoj se nalaze razli¢iti stani¢ni tipovi.
Poznato je da razliciti tipovi stanica iz krvi pokazuju razliCite obrasce metilacije DNA (119)
stoga je upitno koliko su oni odraz obrascu metilacije iz tumorskog tkiva. Moguce je dodatno
razdvojiti pojedine krvne stani¢ne populacije pomocu protocne citometrije, ali to nije
najprakti¢nije rjeSenje jer je za stanicno sortiranje potrebna velika koli¢ina krvi te se ve¢inom
u istrazivanju metilacije DNA u bolestima analizira ukupna populacija krvnih stanica (120).
Aberantna metilacija RASSF1A je detektirana u tjelesnim tekuéinama brojnih razlicitih
karcinoma, te predstavlja dobar dijagnosticki i prognosticki biljeg za karcinom (105). U prilog
tomu ide i objavljeni rad Ellinger i sur. (121) koji su prvi analizirali metilaciju slobodne DNA

otpustene iz cirkuliraju¢ih stanica karcinoma testisa. Analizirali su metilacijski status CpG
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otoka nekoliko gena koji su povezani s karcinogenezom TC-a, izmedu ostalog i RASSF1A

koji je pokazao statisticki znacajnu hipermetilaciju u odnosu na zdrave kontrole.

Budu¢i da se metilacija DNA gena MGMT i RASSF1A pokazala osim kao dobar
dijagnosticki i1 prognosticki biljeg u brojnim tumorima, moze dati dodatan uvid i u ishod 1
ucinkovitost tretmana, te time sluziti kao dobar biljeg odgovora pacijenata na tretman
kemoterapijom. Stanice karcinoma testisa su izrazito osjetljive na cisplatin kombiniranu
kemoterapiju (cisplatin — etopozid — bleomicin), zbog ¢ega je izljecivost od karcinoma testisa
vrlo visoka. Ako je TC dijagnosticiran vrlo rano u razvoju njegova izljecivost je puno bolja
nego ako se dijagnostira u kasnim, uznapredovalim stadijima. Takoder, svega mali broj
slucajeva pacijenata je rezistentno na kemoterapiju ili postane rezistentno nakon tretmana
(122). Koul i sur. su pokazali da postoji razlika u metilaciji promotora gena MGMT i
RASSF1A u uzorcima karcinoma testisa osjetljivim na cisplatin kemoterapiju i rezistentnim na
cisplatin kemoterapiju. Pokazali su da je hipermetilacija promotora gena RASSF1A povezana
s rezistentnos¢u, dok hipermetilacija promotora gena MGMT povezana s osjetljivosc¢u stanica
karcinoma testisa na cisplatin kemoterapiju (123). U ovom istraZivanju je samo za ¢en
RASSF1A jedno CpG mjesto pokazalo statisticki znacajnu hipermetiliranost u uzorcima

pacijenata prije kemoterapije u odnosu na uzorke pacijenata poslije kemoterapije.

Za utvrdivanje znaCaja promjena metilacije CpG dinukleotida u genima MGMT i
RASSF1A, te njihovog znacaja kao potencijalnih dijagnostickih i prognostickih biljega za ranu
detekciju karcinoma testisa iz periferne krvi potrebna su dodatna istraZzivanja na ve¢em broju
uzoraka, te je potrebno analizirati metilaciju na viSe fragmenata unutar promotora ovih gena

kako bi se povecala rezolucija slike metiliranosti promotora.
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5.ZAKLJUCAK
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Ovim istrazivanjem su dobiveni rezultati koji idu u prilog potencijalnoj ulozi metilacije
DNA u razvoju karcinoma testisa. Analizom stupnja metilacije pojedinih CpG dinukleotida
unutar fragmenta gena RASSF1A i MGMT je pokazana statisticki zna¢ajnom samo u slucaju
RASSF1A. Otkrivena je statisticki znacajna hipermetilacija pet CpG dinukleotida od devet
analiziranih u fragmentu gena RASSF1A uzoraka pacijenata prije kemoterapije u odnosu na
kontrolu. Dodatnom podjelom na histopatoloske skupine TGCT-a pokazane su statisticki
znacajne razlike u metilaciji pojedinih CpG dinukleotida. U genu RASSF1A je pokazana veca
hipermetiliranost pojedinih CpG kod neseminoma nego kod seminoma, S§to se slaze s
rezultatima drugih autora. U genu RASSF1A je pokazana takoder i statisticki znacajna
hipermetiliranost jednog CpG dinukleotida uzoraka pacijenata prije kemoterapije u odnosu na
poslije kemoterapije. Budu¢i da su otkrivene statisticki znacajne razlike u metilaciji CpG
dinukleotida izmedu pacijenata i zdravih osoba na relativno malom broju uzoraka, potrebna su
istrazivanja na vecem broju uzoraka i odredivanje metilacije na veéem broju CpG
dinukleotida, kako bi se utvrdio pravi znac¢aj promjene metilacije CpG dinukleotida u genima
MGMT i RASSF1A, te njihovog znacaja kao potencijalnih dijagnosti¢kih i prognostickih

biljega za ranu detekciju karcinoma testisa iz periferne Krvi.
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