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POPIS KRATICA 

3' UTR - eng. 3' untranslated region, 3' netranslatirana regija 

5' UTR - eng. 5' untranslated region, 5' netranslatirana regija 

BH domena - eng. Bcl-2 homology domain, Bcl-2 domena homologije 

BIR - eng. Baculoviral IAP Repeat, bakulovirusna IAP ponavljanja 

BIRC2 - eng. BIR-containing 2, gen koji sadrži domene IAP bakulovirusa 2 

BIRC3 - eng. BIR-containing 3, gen koji sadrži domene IAP bakulovirusa 3 

BIRC5 - eng. BIR-containing 5, gen koji sadrži domene IAP bakulovirusa 5 

CDE - eng. cell-cycle dependent elements, element ovisan o staničnom ciklusu 

CDK1 - eng. cyclin-dependent kinase 1, kinaza ovisna o ciklinima 1 

CDK4 - eng. cyclin-dependent kinase 4, kinaza ovisna o ciklinima 4 

CHR - eng. cell cycle homology region, homologna regija staničnog ciklusa 

cIAP1 - eng. cell IAP1, stanični IAP1 

cIAP2 - eng. cell IAP2, stanični IAP2 

CPC - eng. chromosomal passenger complex, kromosomski putnički kompleks 

CRM1 - eng. chromosome region maitenance protein 1, protein održavanja kromosomske 

regije 1 

dNTP - eng. deoxyribonucleoside triphosphate, deoksiribonukleozid trifosfat 

EGFR - eng. epidermal growth factor receptor, receptor epidermalnog faktora rasta 

HBXIP - eng. hepatitis B virus X-interacting protein, X-intereagirajući protein virusa hepatitisa 

B 

HER2 - eng. human epidermal growth factor receptor 2, receptor humanog epidermalnog 

faktora rasta 2 

HIF-1α - eng. hypoxia-inducible factor-1α, faktor 1α induciran hipoksijom 

Hsp90 - eng. heat shock protein 90, protein toplinskog šoka 90 

HWE - eng. Hardy-Weinberg equilibrium, Hardy-Weinberg ravnoteža  

IAP – eng. inhibitor of apoptosis proteins, inhibitor apoptotskih proteina  

IGF-1R - eng. insulin-like growth factor 1 receptor, receptor faktora rasta sličnog inzulinu 1 

ILP2 - eng. IAP-like protein 2, protein 2 sličan IAP-u 

INCENP - eng. inner centromere protein, protein unutarnje centromere 

MEK/MAPK - eng. mitogen-activated-protein kinases, protein kinaze aktivirane mitogenima 



 

 

mTOR - eng. mammalian/mechanistic target of rapamycin, ciljna molekula rapamicina u 

sisavaca 

ML-IAP - eng. melanoma IAP, melanom IAP 

NAIP – eng. neuron apoptosis inhibiting protein, protein koji inhibira apoptozu neurona 

NES - eng. nuclear export signal, jezgrin izlazni signal 

NF-κB - eng. nuclear factor kappa-B, jezgreni faktor kappa B 

NLS - eng. nuclear localisation signal, jezgrin lokalizacijski signal 

Oct4 - eng. octamer-binding transcription factor 4, oktamer-vezujući transkripcijski faktor 4 

PAI-1 - eng. plasminogen activator inhibitor 1, inhibitor plazminogenskog aktivatora 1 

PCR - eng. polymerase chain reaction, lančana reakcija polimerazom 

PI3K/Akt - eng. phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B or Akt, fosfatidilinozitol 3 

kinaza/protein kinaza B ili Akt 

Plk1 - eng. Polo-like kinase 1, kinaza slična Polo kinazama 1 

PKB - eng. protein kinase B, protein kinaza B; nazvana i AKT1 

Rb - eng. retinoblastoma protein, retinoblastomski protein 

RBCL pufer - eng. Red Blood Cell Lysis Buffer, pufer za lizu eritrocita 

SDS - eng. sodium dodecyl sulfate, natrij dodecil sulfat 

SEM - eng. standard error of the mean, standardna pogreška srednje vrijednosti 

shRNA - eng. short hairpin RNA, mala ukosnica RNA 

SNP - eng. single nucleotide polymorphism, polimorfizam jednog nukleotida 

STAT3 - eng. signal transducer and activator of transcription 3, provodnik signala i aktivator 

transkripcije 3 

TNF - eng. tumor necrosis factor, faktor nekroze tumora 

TRAIL-R1 - tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand receptor 1, receptor za 

ligand koj inducira apoptozu povezan s TNF 

uPA - eng. urokinase plasminogen activator, urokinazni plazminogenski aktivator 

UV - eng. ultraviolet light, ultraljubičasta svjetlost 

VEGF - eng. vascular endothelial growth factor, vaskularni endotelni faktor rasta 

XIAP-XAF-1 - eng. X-linked inhibitor of apoptosis protein - XIAP-associated factor 1, X-

vezani inhibitor apoptoze - XIAP-vezani faktor 1
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1. UVOD 

1.1. Survivin 

Gen BIRC5 (eng. Baculoviral IAP Repeat-Containing 5, gen koji sadrži domene IAP 

bakulovirusa 5) odnosno njegov proteinski produkt survivin jedan je od prvih otkrivenih 

proteina inhibitora apoptoze (IAP) koji čine važnu obitelj proteina regulatora apoptoze 

(Deveraux i sur. 1997). Njegova ekspresija je regulirana tijekom razvoja organizma te se 

eksprimira tijekom diferencijacije stanica i kod ljudi i kod miševa (Adida i sur. 1998). Survivin 

je obično eksprimiran u embrionalnim tkivima, a homozigotna delecija survivina rezultira 

ranom embrionalnom smrću, pokazujući njegovu bitnu ulogu u staničnom razvoju, 

diferencijaciji i homeostazi (Uren i sur. 2000). Također, otkriveno je da se survivin selektivno 

eksprimira u tumorskim stanicama, ali ne i u normalnim tkivima (Ambrosini i sur. 1997). 

Prekomjerna ekspresija survivina često je povezana s razvojem raka, lošom prognozom i 

otpornošću na kemoterapijske lijekove. Pored toga, pronađene su različite izoforme survivina, 

povezane s boljim ili lošijim reakcijama na kemoterapiju, ovisno o izoformi i vrsti raka. Ovim 

radom nastoji se utvrditi uloga polimorfizama gena BIRC5 i ekspresije izoformi survivina u 

karcinomu dojke. 

1.1.1. Struktura survivina 

Ambrosini i sur. su 1997. godine klonirali gen BIRC5 koji kodira ljudski survivin. 

Obuhvaća 14,7 kb na telomernom kraju kromosoma 17q25, sadrži četiri eksona razdvojena s 

tri introna i kodira protein od 142 aminokiseline veličine 16,5 kDa (Ambrosini i sur. 1997, 

Wheatley i McNeish 2005). Ima promotor bez regije „TATA-box“ s CpG otokom (~250 nt), 

jednu regiju CHR (eng. cell cycle homology region, homologna regija staničnog ciklusa), tri 

elementa CDE (eng. cell-cycle dependent element, element ovisan o staničnom ciklusu) i 

brojna mjesta Sp1. Delecija elemenata CHR i CDE u području promotora BIRC5 dovodi do 

gubitka ekspresije ovisne o staničnom ciklusu koja je potrebna za bazalne transkripcijske 

potrebe ekspresije survivina (Fengzhi i Altieri 1999). Sve dosadašnje izoforme survivina sadrže 

samo jednu od karakterističnih N-terminalnih domena BIR (eng. Baculovirus IAP Repeat, 

bakulovirusna IAP ponavljanja), a produljena karboksi-terminalna α-uzvojnica zamjenjuje IAP 

karakterističnu domenu „RING - finger“ (Slika 1). 
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Slika 1. Struktura i funkcije survivina (Yamamoto i sur. 2008). 

Domena BIR je važna za antiapoptotsku funkciju, dok amfipatska α-uzvojnica djeluje na 

tubulinske strukture (Wheatley i McNeish 2005). Survivin se u otopini kristalizira kao 

homodimer; dva monomera survivina međusobno reagiraju preko središnje vezne regije, 

pomoću N-terminalnih ostataka Leu6 i Trp10 (Verdecia i sur. 2000). Budući da izoforme 

survivina pokazuju različita svojstva povezana s apoptozom, stvaranje heterodimera između 

izoformi survivina moglo bi biti važno u regulaciji njegove funkcije s potencijalno značajnim 

implikacijama u karcinogenezi. 

1.1.2. Alternativno prekrajanje surivina 

 Alternativno prekrajanje prekursora glasničke RNA (pre-mRNA) je proces tijekom 

ekspresije gena kojim se spajaju eksoni kako bi mogli stvoriti različite mRNA i proteine. To je 

važan postupak koji održava raznolikost genoma. Pokazano je da naslijeđene i stečene 

promjene u prekrajanju pre-mRNA imaju značajnu ulogu u razvoju bolesti čovjeka i mnogi 

geni povezani s rakom su regulirani alternativnim prekrajanjem (Boidot i sur. 2009). Gen 

BIRC5 ima četiri dominantna eksona (1, 2, 3, 4) i tri kriptička eksona (2B, 3B i 3γ) te tri introna, 

a kodira deset alternativno prekrojenih varijanti odnosno izoformi od kojih je osam s poznatom 

funkcijom (Kabagwira i Wall 2017, Sah i Seniya 2015, Sampath i sur. 2017). 

Survivin divljeg tipa otkio je Ambrosini sa suradnicima (1997). Transkript survivina divljeg 

tipa čine eksoni 1, 2, 3 i 4 koji nakon prekrajanja tvore transkript od 426 pb te kodiraju protein 

koji sadrži 142 aminokiseline (ak) i ima 16,5 kDa (Ambrosini i sur. 1997). Smatra se da ima 

prvenstveno antiapoptotsku ulogu i da može stvarati heterodimere s drugim izoformama, a 

lokalizacija mu je primarno citoplazmatska (Chaopotong i sur. 2012, Noton i sur. 2006). 

Caldas i suradnici (2005) su otkrili novu izoformu survivina, survivin 2α. Transkript mu se 

sastoji od eksona 1 i 2 i prvih 197 nukleotida (od kojih su 195 nekodirajući) introna 2, što 

ukupno iznosi 225 pb te kodira protein od 74 ak i 8,5 kDa. Posjeduje skraćenu domenu BIR 
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koja je inače nužna za antiapoptotsku aktivnost te ne postoji α-uzvojnica na njegovom C-kraju 

(Caldas i sur. 2005). Funkcionalna ispitivanja pokazala su da survivin 2α smanjuje 

antiaptoptotsku aktivnost survivina. Lokalizira se u jezgri i citoplazmi u interfaznim stanicama, 

no pokazano je i da izravno kolokalizira sa survivinom divljeg tipa tijekom različitih stadija 

mitoze (Caldas i sur. 2005). Istraživanja na karcinomu dojke pokazala su da je survivin 2α 

dominantna varijanta survivina eksprimirana u karcinomu dojke (Moniri Javadhesari i sur. 

2013). 

Survivin 2B ima dodatni ekson 2B umetnut između eksona 2 i 3 (Mahotka i sur. 2002). Novi 

kriptički ekson 2B nastao je ubacivanjem dijela introna 2 veličine 69 pb koji kodira dodatne 23 

ak te se smatra da nova domena sadrži potencijalna mjesta N-glikozilacije i N-miristilacije. 

Stoga protein survivin 2B ima sveukupno 165 ak i molekulsku masu od 18,5 kDa te posjeduje 

skraćenu domenu BIR, pa se smatra da ima proapoptotske funkcije, a nema dokaza da sudjeluje 

u regulaciji staničnog ciklusa (Mahotka i sur. 2002). Zajedno sa survivinom ∆Ex3 dimerizira 

in vitro sa svojim homologom divljeg tipa, tvoreći heterodimere sa smanjenom aktivnošću 

(Noton i sur. 2006). Utvrđeno je da survivin 2B ima primarnu lokalizaciju u citoplazmi 

(Chaopotong i sur. 2012). 

Vietri i suradnici (2006) su otkrili izoformu survivin 3α, koji sadrži eksone 1 i 2 te ekson 3B i 

sastoji se od ukupno 386 pb. Kodira protein od 78 ak, od kojih je 73 ak iz survivina divljeg tipa 

i 5 dodatnih ak (MRELC) te se smatra da ima antiapoptotsku funkciju (Vietri i sur. 2006). 

Pronađen je u karcinomu dojke, ali ne i u rubnim tkivima (Moniri Javadhesari i sur. 2013) i 

stoga se trenutno smatra važnim ili indikativnim za početak i progresiju karcinoma dojke te je 

potrebno više istražiti ulogu ove izoforme. 

Survivin 3B ima sva uobičajna 4 eksona uz dodatni ekson 3B, kojeg tvori fragment od 165 pb 

introna 3,  koji je okružen eksonima 3 i 4 sa svake strane (Badran i sur. 2003). Stvaranje novog 

STOP kodona unutar eksona 3B rezultira otvorenim okvirom čitanja od 363 pb te nastaje 

skraćeni protein od 120 ak. Survivinu 3B nedostaje α-uzvojnica na C-kraju, koja se nalazi u 

survivinu divljeg tipa, što ukazuje na to da on vjerojatno nije povezan s G2 fazom i mitozom. 

No, posjeduje cjelovitu domenu BIR, zbog čega se smatra da ima antiapoptotsku ulogu jer 

skraćivanje domene BIR sprječava njene antiapoptotske učinke (Badran i sur. 2003). Végran i 

suradnici (2013) su pokazali da survivin 3B inducira otpornost tumorskih stanica na 

citotoksičnost prirodnih stanica ubojica (eng. natural killer cells, NK) sa smanjenom staničnom 

vijabilnošću u stanicama tretiranim siRNA za survivin 3B. Također, survivin 3B igra ulogu u 

otpornosti tumorskih stanica na kemoterapijske lijekove. Pokazalo se da su antiapoptotske 
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sposobnosti survivina 3B posljedica njegove sposobnosti vezanja i inhibicije prokaspaze 6 

(Végran i sur. 2013). 

Sampath i suradnici (2017) su otkrili još dvije izoforme survivina, survivin 3γ (koju o ovome 

radu nazivamo survivin 3γM) i survivin 3γV. Survivin 3γ se sastoji od eksona 1, 2, 3 i novog 

eksona 3γ koji se nalazi u intronu 3 te kodira protein koji ima 125 ak od kojih novih 12 ak na 

C-kraju. Dodavanje 4 baze (ACAG) rezultira pomakom okvira čitanja koji stvara novi C-kraj 

i dovodi do nastaka izoforme survivin 3γV. Survivin 3γV kodira protein koji ima 137 ak. 

Nukleotidne sekvence survivina 3γ i 3γV su visoko homologne sekvencama Alu za koje se zna 

da uvode alternativne signale prekrajanja. Obje izoforme imaju antiapoptotsku aktivnost sličnu 

survivinu divljeg tipa pružajući otpornost na kemoterapijske lijekove u neoplastičnim 

stanicama i proliferaciju rasta u netransformiranim stanicama (Sampath i sur. 2017). 

Mahotka i suradnici (2002) su, paralelno s otkrićem izoforme survivin 2B, otkrili i survivin 

∆Ex3 koji pokazuje gubitak eksona 3. Sastoji se od 329 pb i kodira protein od 137 ak. Gubitak 

eksona 3 vodi do pomaka okvira čitanja u translaciji koji rezultira novom C-terminalnom 

sekvencom s mogućim mjestom za N-miristilaciju (Mahotka i sur. 2002). Posjedujući 

poremećenu domenu BIR i prisutnost signala NLS (eng. nuclear localisation signal, jezgrin 

lokalizacijski signal) upućuje na to da survivin ∆Ex3 preferira ostanak u jezgri (Chaopotong i 

sur. 2012, Mahotka i sur. 2002). Pokazano je da je eksprimiran u najmanje 13 različitih vrsta 

karcinoma, ali za razliku od survivina divljeg tipa, opisano je da ima konfliktne antiapoptotske 

i proapoptotske funkcije (Sah i Seniya 2015). Pored toga, kada se dimerizira sa survivinom 

divljeg tipa, podržava angiogenezu (Espinosa i sur. 2012). Ceballos-Cancino i suradnici (2007) 

pokazali su da je survivin ∆Ex3 lokaliziran u jezgri i u mitohondrijima, a Malcles i suradnici 

(2007) tome su dodali i citoplazmatsku lokalizaciju. 

1.1.3. Polimorfizmi gena BIRC5 

Posljednjih godina pokrenuta su istraživanja povezanosti polimorfizama jednog 

nukleotida (eng. single nucleotide polymorphism, SNP) prisutnih u genu BIRC5 s njegovom 

ekspresijom i potencijalnom ulogom u nastanku različitih tumora. Do sada se pokazalo da 

određeni polimorfizmi gena BIRC5 u regulatornim regijama (promotor i 3´ UTR regija) 

odnosno uzvodno i nizvodno od kodirajuće regije gena, ali i u eksonu 4, mogu utjecati na 

stabilnost i razinu ekspresije njegove mRNA (Wang 2012, Shi 2012), a time i na razvoj tumora.  

Otkriveno je nekoliko SNP-ova gena BIRC5 koji su povezani s ekspresijom survivina i 

nastankom tumora. Neki su povezani s preživljenjem (kolorektalni karcinom (Antonacopoulou 



5 

 

i sur. 2010) i karcinom dojke (Shi i sur. 2012)), osjetljivošću (karcinom želuca (Cheng i sur. 

2008), mokraćnog mjehura (Kawata i sur. 2011) i hepatocelularni (Hsieh i sur. 2012) karcinom) 

ili pak s dobi pojave (karcinom jajnika (Han i sur. 2009) i dojke (Sušac i sur. 2019)) tumora. 

Neki od ovih polimorfizama stvaraju mjesta vezivanja ili za transkripcijske faktore ili za 

regulatorne miRNA te potencijalno mogu utjecati na razinu survivina. 

Tako je najčešće proučavani SNP, koji se nalazi u regiji promotora gena za survivin,  

supstitucija G u C na položaju -31 (rs9904341 (c.-31G>C), -31 bazu uzvodno od prvog 

nukleotida start kodona ATG). Xu i sur. (2004) prvi su istražili ulogu ovog polimorfizma u 

tumorskim staničnim linijama i otkrili da je prisutna mutacija povezana s prekomjernom 

ekspresijom survivina i na razini mRNA i proteina. Također su pokazali da je ovom mutacijom 

izmijenjena transkripcija ovisna o staničnom ciklusu, modificirajući motiv za vezanje represora 

CDE/CHR, koji je smješten u proksimalnom području promotora survivina (Xu i sur. 2004).  

Boidot i sur. (2010) su pokazali da još jedan SNP u promotoru, stvara "alternativno" mjesto 

vezanja transkripcijskog faktora GATA-1, koje može pojačati ekspresiju survivina u 

karcinomu dojke. Polimorfizam rs17887126 (c.-235G>A) u promotoru gena BIRC5 može 

predstavljati marker agresivnosti karcinoma dojke. Ciljanje survivina ili GATA-1 moglo bi 

poslužiti kao učinkovita terapijska strategija kod karcinoma dojke, posebno onih koji imaju taj 

polimorfizam. 

1.1.4. Regulacija ekspresije survivina 

U dosadašnjim istraživanjima ekspresija survivina utvrđena je u stanicama fetalnih 

tkiva koje su regulirane apoptozom tijekom razvoja (Adida i sur. 1998, Liggins i sur. 2003), 

dok u normalnim, krajnje diferenciranim stanicama odraslih tkiva ekspresija do sada nije 

zabilježena. Zanimljivo je da je survivin diferencijalno eksprimiran u mnogobrojnih zloćudnim 

bolestima čovjeka, uključujući karcinom dojke (Izawa i sur. 2002, Nasu i sur. 2002, Ryan i sur. 

2005, Tanaka i sur. 2000). Ekspresija survivina regulirana je transkripcijskim i 

posttranslacijskim mehanizmima (Slika 2). Povezana je i s aberantnom aktivacijom niza 

receptorskih tirozin kinaza poput receptora HER2 (eng. human epidermal growth factor 

receptor 2, receptor humanog epidermalnog faktora rasta 2, poznat i kao ErbB2) (Xia i sur. 

2006), receptora EGFR (eng. epidermal growth factor receptor, receptor epidermalnog faktora 
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rasta) (Peng i sur. 2006) i IGF-1R (eng. insulin-like growth factor 1 receptor, receptor faktora 

rasta sličnog inzulinu 1) (Witta i sur. 2011). 

Slika 2. Regulacija ekspresije survivina: A) Transkripcijska regulacija, B) Posttranslacijska 

regulacija, C) Glavni signalni putevi uključeni u ekspresiju survivina (Chen i sur. 2016). 

1.1.4.1. Transkripcijska regulacija 

Geni koji su ovisni o staničnom ciklusu te imaju najvišu ekspresiju u G2 fazi i u mitozi, 

obično sadrže jedinstvene promotorske elemente kao što su CDE i CHR, koji služe za kontrolu 

transkripcije gena (Müller i Engeland 2010). Genomska sekvenca survivina sadrži represivni 

element CDE/CHR, što ukazuje na to da je gen BIRC5 reguliran staničnim ciklusom (Slika 

2A). Li i suradnici (1998) su utvrdili da je ekspresija survivina slaba u G1 fazi, nešto viša u S 

fazi i najviša u G2/M fazi. Njegova ekspresija je nužna za prijelaz iz G2 faze u mitozu te se 

njeno povećanje u ovoj fazi može objasniti porastom inhibicije koja se javlja tijekom G1 i S 

faze. Aktivirana kinaza CDK4 (eng. cyclin-dependent kinase 4, kinaza ovisna o ciklinima 4), 

koja je aktivna samo tijekom G1 i S faze, fosforilira protein Rb (eng. retinoblastoma protein, 

retinoblastomski protein) koji se veže na promotor survivina i potiskuje njegovu aktivnost 

(Jiang i sur. 2004). U G2 fazi, kinaza CDK4 je inaktivirana stoga Rb nije fosforiliran i nije u 
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stanju potisnuti aktivnost promotora, što izaziva povećanje ekspresije survivina za prijelaz iz 

G2 u mitozu. 

Pronađene su i razne kratke nekodirajuće miRNA (eng. microRNA) koje negativno reguliraju 

ekspresiju survivina na posttranskripcijskoj razini. Vezanje miRNA većinom na 3' UTR 

njegove mRNA dovode ili do degradacije mRNA ili smanjenja translacije survivina (Slika 2A). 

Neke od značajnijih miRNA koje ciljaju survivin u različitim karcinomima su: miR-16 u 

karcinomu debelog crijeva (Ma i sur. 2013), miR-34a u karcinomu pločastih stanica glave i 

vrata (Kumar i sur. 2012), miR-203 u karcinomu prostate (Saini i sur. 2011), itd. Svaki 

karcinom ima jedinstveni uzorak ekspresije miRNA. 

1.1.4.2. Posttranslacijska regulacija 

Posttranslacijske modifikacije proteina kao što su fosforilacija, acetilacija i 

ubikvitinacija mogu utjecati na razinu ekspresije survivina. Utvrđeno je da je mitotička 

fosforilacija survivina u njegovoj domeni BIR na Thr34 pomoću kinaze CDK1 (eng. cyclin-

dependent kinase 1, kinaza ovisna o ciklinima 1) (Slika 2B) bitna za očuvanje stabilnosti 

proteina, staničnu lokalizaciju, interakciju s drugim proteinima i zaštitu stanice tijekom 

staničnog ciklusa (O'Connor i sur. 2000, O'Connor i sur. 2002). Ovakva modifikacija negativno 

regulira survivin tijekom mitoze te mora doći ili do defosforilacije ili do uklanjanja takvoga 

proteina kako bi stanice dovršile diobu (Barrett i sur. 2009). Slično tome, kinaza aurora B 

fosforilira survivin tijekom mitoze na Thr117 i osigurava da ostane povezan s centromerama 

sve dok se svi kromosomi ne orijentiraju pravilno. Nužno je da dođe do defosforilacije 

survivina kako bi došlo do prijelaza u anafazu (Wheatley i sur. 2004, Wheatley i sur. 2007). 

Fosforilacija survivina tijekom mitoze na Ser20 pomoću kinaze Plk1 (eng. Polo-like kinase 1, 

kinaza slična Polo kinazama 1) je ključna za staničnu diobu, pravilnu orijentaciju kromosoma 

i staničnu proliferaciju (Colnaghi i Wheatley 2010). Nakon fosforilacije, kao bitna modifikacija 

pokazala se acetilacija survivina na Lys129 pomoću histon acetiltransferaze. Takav acetilirani 

survivin se veže na N-terminalnu domenu transkripcijskog faktora STAT3 (eng. signal 

transducer and activator of transcription 3, provodnik signala i aktivator transkripcije) i 

potiskuje transaktivaciju promotora ciljnih gena pomoću STAT3 te samim time smanjuje 

njihovu ekspresiju i inhibira stanični rast (Wang i sur. 2010). Ubikvitinacija survivina se 

najčešće odvija na nekoliko lizinskih ostataka, a najznačajnija je monoubikvitinacija Lys48 i 

Lys63 čime se postiže regulacija interakcije protein-protein. Tako je ubikvitinacija Lys63 

potrebna za povezivanje survivina s centromerama, dok je njegova deubikvitinacija nužna za 

odvajanje od centromera (Vong i sur. 2005). Identificiran je i put ubikvitin-proteasom koji 
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regulira proteolizu survivina na način ovisan o staničnom ciklusu (Zhao i sur. 2000). Utvrđeno 

je da kompleks XIAP-XAF-1 (eng. X-linked inhibitor of apoptosis protein - XIAP-associated 

factor 1, X-vezani inhibitor apoptoze - XIAP-vezani faktor 1) uzrokuje proteosomsku 

razgradnju survivina jer takva interakcija potiče E3 ligaznu aktivnost domene „RING“ proteina 

XIAP i djeluje na survivin izravnom poliubikvitinacijom (Arora i sur. 2007). Nepravilno 

funkcioniranje ovoga mehanizma može dovesti do nepravilne regulacije survivina u stanicama 

karcinoma. Interakcija survivina s proteinskim šaperonom Hsp90 (eng. heat shock protein 90, 

protein toplinskog šoka 90) stabilizira survivin i štiti ga od proteasomske razgradnje te na taj 

način sprječava staničnu smrt (Fortugno i sur. 2003). 

U inhibiciji survivina na posttranslacijskoj razini ključnu ulogu imaju inhibitori kinaza ovisnih 

o ciklinima i šaperona Hsp90. Inhibitori kinaza CDK kao što su flavopiridol i purvalanol A 

imaju sposobnost inhibicije fosforilacije survivina na Thr34 te na taj način ubrzavaju 

proteosomsku razgradnju survivina (Wall i sur. 2003, Iizuka i sur. 2007). Primjena takvih 

inhibitora rezultira smanjenjem ekspresije survivina i pokretanjem stanične smrti. Inhibitori 

šaperona mogu spriječiti interakciju survivina i Hsp90 što dovodi do destabilizacije survivina, 

supresije stanične proliferacije te stanične smrti. Jedan od takvih inhibitora je shepherdin, 

antagonist kompleksa survivin-Hsp90, koji inhibira funkciju Hsp90 vezanjem na domenu koja 

veže ATP na N-kraju ili istisnućem već vezanog ATP-a (Gyurkocza i sur. 2006). 

1.1.4.3. Regulacija povezana s receptorskim tirozin kinazama 

Koekspresija članova obitelji tirozin-kinaznih receptora ErbB, kao što su EGFR i 

ErbB2, igra važnu ulogu u karcinogenezi dojke regulacijom razine ekspresije survivina 

(Asanuma i sur. 2005). U stanicama karcinoma dojke, aktivacija receptora EGFR vezanjem 

liganda EGF nizvodno aktivira put PI3K/Akt (eng. phosphatidylinositol 3-kinase/protein 

kinase B or Akt, fosfatidilinozitol 3 kinaza/protein kinaza B ili Akt) i izaziva povećanje razine 

HIF-1α (eng. hypoxia-inducible factor-1, faktor 1α induciran hipoksijom) koji kao 

transkripcijski faktor izaziva jaku ekspresiju survivina, što vodi do povećane otpornosti na 

apoptozu, a samim time i na kemoterapijske lijekove poput paklitaksela i docetaksela (Peng i 

sur. 2006). Aktivacija signalnog puta PI3K/Akt vezanjem liganda IGF-1 na receptor IGF-R1 u 

stanicama karcinoma može izazvati nizvodnu aktivaciju proteina mTOR (eng. 

mammalian/mechanistic target of rapamycin, ciljna molekula rapamicina u sisavaca) koji 

posljedično fosforilira i aktivira kinazu p70S6K1 te potiče prekomjernu ekspresiju survivina 

(Vaira i sur. 2007, Zhao i sur. 2010). ErbB2, koji je često prekomjerno eksprimiran u stanicama 

karcinoma dojke, također izaziva aktivaciju signalnog puta PI3K/Akt koji pojačava ekspresiju 
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transkripcijskih faktora NF-κB (eng. nuclear factor kappa-B, jezgreni faktor-kappa B) i c-myc 

te naposlijetku dolazi do prekomjerne ekspresije survivina (Papanikolau i sur. 2011). Razina 

survivina i otpornost na apoptozu dramatično opadaju kada se stanice liječe herceptinom, 

monoklonskim antitijelom protiv ErbB2 (Asanuma i sur. 2005). Pokazano je da nakon 

tretiranja stanica s EGF dolazi i do aktivacije signalnog puta MAPK (eng. mitogen-activated-

protein kinases, protein kinaze aktivirane mitogenima) te se njegovom inhibicijom javlja 

smanjenje ekspresije survivina (Peng i sur. 2006). 

1.1.5. Lokalizacija survivina 

U dosadašnjim istraživanjima, survivin je pronađen i u jezgrenom odjeljku i u 

citoplazmatskom odjeljku gdje ima različite uloge (Fortugno i sur. 2002). Ova dvojna 

lokalizacija u skladu je s ulogama survivina u promoviranju stanične proliferacije i kontroli 

staničnog preživljenja. Jezgreni survivin funkcionira kao regulator mitoze i održava integritet 

diobenog vretena (Uren i sur. 2000), a citoplazmatski survivin ima antiapoptotsku ulogu 

(O'Connor i sur. 2002). Mull i suradnici (2014) su ispitali lokalizaciju survivina i ustanovili da 

je tijekom interfaze survivin prisutan i u jezgri i u citoplazmi. Nakon raspada jezgrine ovojnice 

tijekom profaze, survivin nije više difuzno raspoređen, već se nalazi samo u centromerama 

kromosoma gdje ostaje sve do metafazno-anafaznog prijelaza. U metafazi se može pronaći i u 

centromerama i u intercentrometnim regijama što je u skladu s njegovom funkcijom kao 

proteina kromosomskog putničkog kompleksa (eng. chromosomal passenger complex, CPC), 

a tijekom anafaze je povezan C-krajem s interzonalnim mikrotubulima (Li i sur. 1998, Mull i 

sur. 2014). 

U eukariotskim stanicama, važan mehanizam kontrole stanične lokalizacije raznih 

makromolekula je aktivni prijenos iz jezgre u citoplazmu koji se odvija kroz kompleks 

jezgrinih pora te je prisutan i u tumorskim stanicama (Weis 2003). Iako je survivin protein 

male molekulske mase, njegov prijenos iz jezgre ovisi o vezanju na protein CRM1 (eng. 

chromosome region maitenance protein 1, protein održavanja kromosomske regije 1, poznat i 

kao eksportin 1) pomoću kratke hidrofobne sekvence NES (eng. nuclear export signal, jezgrin 

izlazni signal) (Colnaghi i sur. 2006, Stauber i sur. 2006). Centralni NES nalazi se između 

domene BIR i C-terminalne uzvojnice survivina odnosno u dimerizacijskoj domeni te je 

negativno moduliran homodimerizacijom survivina koja sprječava interakciju s CRM1. Iz toga 

zaključujemo da je centralni NES aktivan samo u monomerima survivina (Engelsma i sur. 

2007). Wang i suradnici (2010) su utvrdili da dinamični omjer između acetilacije i deacetilacije 

survivina određuje hoće li protein stvarati homodimere ili će heterodimerizirati s proteinom 
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CRM1. Acetilacija survivina na Lys129 za posljedicu ima homodimerizaciju i ostanak u jezgri, 

a deacetilacija promovira stvaranje monomera i interakciju s CRM1 te daljnji prijenos iz jezgre 

u citoplazmu (Wang i sur. 2010). Povećane razine survivina u citoplazmi posljedično djeluju 

antiapoptotski, a može doći i do proteosomske razgradnje survivina u citoplazmi (Knauer i sur. 

2007). Interakcija survivina i CRM1 ključna je za dvojnu ulogu survivina (Slika 3) (Knauer i 

sur. 2007, Stauber i sur. 2007). Uz važnost proteina CRM1 za prijenos survivina iz jezgre u 

citoplazmu, ova interakcija je uključena i u vezanje kompleksa CPC na centromeru u ranoj 

profazi osiguravajući pravilno razdvajanje kromosoma u kasnijim fazama (Knauer i sur. 2006). 

Dok je prijenos survivina iz jezgre poznat, unos survivina u jezgru još uvijek nije točno poznat, 

iako se zna da nema signal NLS (Stauber i sur. 2007) te su potrebna daljnja istraživanja ovog 

mehanizma. 

Slika 3. Dvojna aktivnost survivina kroz interakciju s CRM1: A) Prijenos survivina iz jezgre 

u citoplazmu i B) Vezanje kompleksa CPC na centromeru (Knauer i  sur. 2007). 

U tumorskim stanicama otkrivena je i lokalizacija survivina između dviju mitohondrijskih 

membrana (Dohi i sur. 2004). Prema novijim istraživanjima, unos survivina u mitohondrije 

ovisi o MTS (eng. mitochondrial targeting signal, signal ciljanja mitohondrija) na njegovom 

N-kraju, koji je bogat prolinom i tvori amfipatsku α-uzvojnicu (Dunajová i sur. 2016). 

Alternativno, survivin se može unijeti u mitohondrije i posredno pomoću proteina AIP (eng. 

aryl hydrocarbon receptor-interacting protein, aril ugljikovodični receptor-intereagirajući 

protein) koji stupa u interakciju sa sekvencom EQLAAMD na C-kraju survivina (Kang i sur. 

2011), kao i Hsp90 koji stupa u interakciju s njegovom domenom BIR (Fortugno i sur. 2003). 

Samo mitohondrijski survivin, koji je otpušten u citoplazmu kao odgovor na apoptotske 

podražaje, ima mogućnost interakcije s XIAP-om i kofaktorom HBXIP (eng. hepatitis B virus 

X-interacting protein, X-intereagirajući protein virusa hepatitisa B). Razina mitohondrijskog 
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survivina se povećava kao odgovor na stanični stres odnosno uvjete poput hipoksije (Dohi i 

sur. 2004). 

Posljednja istraživanja ukazuju i na izvanstaničnu lokalizaciju survivina u tumorima koji 

posljedično postaju otporniji na kemoterapiju, imaju povećan metastatski potencijal te brže 

proliferiraju (Khan i sur. 2009). Utvrđeno je da se survivin iz tumorskih stanica aktivno izlučuje 

pomoću egzosoma, i u bazalnom stanju i u stresnim uvjetima (Khan i sur. 2011). 

1.1.6. Funkcije survivina u stanici 

1.1.6.1. Mitoza 

Survivin je lokaliziran u kromosomima tijekom faze G2 i profaze gdje kontrolira 

slaganje diobenog vretena ovisno o kromatinu (Kelly i sur. 2007). Tijekom prometafaze prelazi 

u centromere, u metafazi se nalazi u ekvatorijalnoj ravnini, a nakon što kromatide migriraju na 

polove vretena tijekom anafaze i telofaze više nije povezan s centromerama, ali se nalazi u 

središnjoj zoni vretena. Naposlijetku, tijekom citokineze, survivin se nalazi u diobenoj brazdi 

i usmjerava cijeli proces (Wheatley i sur. 2001). Prema njegovoj lokalizaciji tijekom mitoze, 

zaključeno je da je survivin dio kompleksa CPC te kao takav igra važnu ulogu u pravilnom 

razdvajanju sestrinskih kromatida tijekom anafaze i održavanju stabilnosti genoma (Skoufias i 

sur. 2000). U kompleksu je udružen s INCENP-om (eng. inner centromere protein, protein 

unutarnje centromere), borealinom i Ser/Thr protein kinazom aurora B koja predstavlja aktivnu 

enzimsku komponentu CPC-a (Bolton i sur. 2002, Gassmann i sur. 2004). Za sastavljanje 

diobenog vretena oko kromosoma ključna je fosforilacija H3 na Thr3 pomoću Ser/Thr kinaze 

haspin tijekom prometafaze. Tu modifikaciju prepoznaje survivin svojom BIR-domenom i 

dolazi do vezanja ostatka kompleksa CPC na to mjesto te posljedične aktivacije kinaze aurora 

B (Kelly i sur. 2010). Aurora B fosforilira survivin na Thr117, tijekom prometafaze i 

citokineze, što igra ulogu u lokalizaciji CPC. Kada je survivin fosforiliran, ne može se vezati 

na fosforilirani H3 i ne slaže se kompleks CPC te dolazi do smanjenja razine survivina u 

centromerama (Wheatley i sur. 2007). Gubitak ili iscrpljivanje survivina u stanici može dovesti 

do oštećenja u prometafazi, mitotske katastrofe i neuspjele citokineze. 

1.1.6.2. Mitohondrij 

Pronalazak survivina u mitohondriju je fenomen povezan s tumorskim, ali ne i 

normalnim stanicama te može utjecati na njihov metabolizam. U istraživanju koje su proveli 

Hagenbuchner i suradnici (2013) na stanicama neuroblastoma, utvrdili su da prekomjerna 

ekspresija survivina, kao posljedica dodatne kopije kromosoma 17, uzrokuje reprogramiranje 
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metabolizma ovih stanica. Točnije, dolazi do prijelaza iz proizvodnje energije putem 

oksidativne fosforilacije u proces aerobne glikolize (Warburgov učinak) koja je povezana s 

agresivnim fenotipom tumorskih stanica i metastazama (Hagenbuchner i sur. 2013, Stern i sur. 

2002). S druge strane, Rivadeneira i suradnici (2015) su, u stanicama glioblastoma i karcinoma 

prostate, ustanovili da se pri pojačanoj ekspresiji survivina recipročno povećava i oksidativna 

fosforilacija. Točnije, survivin u interakciji s mitohondrijskim Hsp90 omogućava stabilnost i 

pravilno slaganje podjedinica kompleksa važnih za provedbu oksidativne fosforilacije 

(Rivadeneira i sur. 2015). S obzirom na ovakve kontradiktorne rezultate, potrebna je provedba 

dodatnih istraživanja kako bi se utvrdila točna funkcija survivina u mitohondrijima tumorskih 

stanica. 

1.1.6.3. Matičnost 

Survivin je visoko eksprimiran u embrionalnim tkivima i embrionalnim matičnim 

stanicama (Adida i sur. 1998). Mull i suradnici (2014) su utvrdili da je survivin uključen u 

održavanje matičnosti stanica tako da su utišali survivin koristeći shRNA (eng. short hairpin 

RNA, mala ukosnica RNA). Utišavanjem survivina posljedično se smanjila ekspresija 

transkripcijskih faktora povezanih s pluripotencijom, Nanog i Oct4 (eng. octamer-binding 

transcription factor 4, oktamer-vezujući transkripcijski faktor 4, poznat i kao POU5F1) (Mull 

i sur. 2014). Ovo je u skladu s ranije provedenim istraživanjem u kojemu je homozigotnim 

„knock-outom“ survivina u embriju miša došlo do smrti embrija jer je ekspresija survivina 

nužna za razvoj embrionalnih matičnih stanica (Conway i sur. 2002). 

1.1.6.4. Migracija i angiogeneza 

Sekvenca MTS na N-kraju survivina omogućuje njegov ulazak u mitohondrije 

tumorskih stanica i vezanje na protoonkogenu protein tirozin kinazu c-Src. Zajednička 

aktivnost pospješuje migraciju stanica mijenjanjem dinamike žarišne adhezije što doprinosi 

napretku tumorigeneze (Dunajová i sur. 2016). 

Za održavanje stabilnosti endotelnih stanica koje stvaraju nove krvne žile u procesu 

angiogeneze, nužna je inhibicija njihove apoptoze. To je omogućeno povećanom ekspresijom 

survivina, induciranom pomoću proteina VEGF, koji sprječava aktivnost kaspaze 3 i inhibira 

apoptozu induciranu s proteinom TNFα što ukazuje na njegovu proangiogenu ulogu (O'Connor 

i sur. 2000). Angiogeneza također igra ključnu ulogu u tumorigenezi. Fernández i suradnici 

(2014) su nedavno utvrdili da u tumorskim stanicama postoji uzvodna amplifikacijska petlja u 
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kojoj ekspresija survivina povećava transkripciju VEGF ovisnu o β-katenin/Tcf/Lef,  preko 

signalnog puta PI3K/Akt, i tako promiče nastanak krvnih žila. 

1.1.6.5. Stanična smrt 

Apoptoza (programirana stanična smrt) predstavlja obrambeni mehanizam za 

uklanjanje oštećenih ili nezdravih stanica odnosno ima važnu ulogu u homeostazi stanica i 

kontroli rasta. Postoje dva  signalna puta koja vode do apoptoze. Prvi je unutarnji (intrinzični; 

mitohondrijski) put koji se aktivira različitim stresnim signalima (npr. kemoterapijskim 

lijekovima koji oštećuju DNA) i drugi, vanjski (ekstrinzični) put koji se aktivira 

proapoptotskim receptorskim signalima na staničnoj površini (Hengartner 2000). Ova dva puta 

se sastaju na nivou efektorskih (izvršiteljskih) kaspaza (npr. kaspaza 3, 6 i 7) koje su cisteinske 

aspartat-specifične proteaze koje cijepaju neke esencijalne stanične proteine (Hengartner 

2000). Unutarnji apoptotski put reguliran je proapoptotskim (npr. Bid, Bak i Bax) i 

antiapoptotskim (npr. Bcl-2 i Bcl-XL) članovima obitelji Bcl-2 koje karakterizira najmanje 

jedna, a najviše četiri konzervirane domene BH (eng. Bcl-2 homology domain, domena Bcl-2 

homologije) i hidrofobna regija na C-kraju (Adams i Cory 1998, Hengartner 2000). Uz ovu 

obitelj, proteini IAP koje karakterizira jedna do najviše tri domene BIR, također imaju važnu 

ulogu u regulaciji unutarnjeg puta programirane stanične smrti djelujući kao endogeni 

inhibitori kaspaza (Deveraux i Reed 1999). Obitelj IAP čini osam do sada pronađenih članova: 

XIAP, cIAP1, cIAP2, Apolon, ML-IAP (eng. melanoma IAP, melanom IAP), survivin, protein 

2 sličan IAP-u (ILP2) te NAIP (protein koji inhibira apoptozu neurona) (Deveraux i Reed 1999, 

Hawkins i sur. 2001). Pokretanje unutarnjeg puta programirane stanične smrti naposlijetku vodi 

do permeabilizacije mitohondrija i naknadne aktivacije izvršiteljskih kaspaza (Salvesen i Dixit 

1997). Vanjski put apoptoze, nakon primanja izvanstaničnih signala smrti, pokreće se 

aktiviranjem obitelji citokinskih receptora smrti TNF (eng. tumor necrosis factor, faktor 

nekroze tumora), uključujući receptore TNF-R1, Fas (APO-1, CD95), TRAIL-R1 (eng. tumor 

necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand receptor 1, receptor za ligand koj inducira 

apoptozu povezan s TNF) i TRAIL-R2 (Smith i sur. 1994). Navedena dva puta apoptoze mogu 

se povezati cijepanjem proapoptotskog faktora Bid (Luo i sur. 1998). Oba puta kontrolira niz 

kaspaza, kao što su inicijatorske  kaspaze (kaspaza 8 i 9) i izvršiteljske kaspaze (kaspaza 3, 6, 
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7) (Fulda i Debatin 2006). Inicijatorska (vršna) kaspaza 9 nizvodno aktivira kaspaze 3 i 7, koje 

su odgovorne za razgradnju stanica apoptotskim putem (Slika 4) (Brentnall i sur. 2013). 

Slika 4. Funkcije survivina u vanjskom i unutarnjem putu apoptoze (Chen i sur. 2016). 

Prekomjerna ekspresija survivina povezana je s inhibicijom stanične smrti pokrenute vanjskim 

ili unutarnjim apoptotskim putevima. Aktivnost kaspaza se smanjuje ekspresijom survivina, u 

homodimernom i monomernom stanju (Pavlyukov i sur. 2011), no za razliku od drugih IAP-

ova survivin ima samo jednu BIR domenu (Ambrosini i sur. 1997) i ne veže se izravno na 

kaspaze u fiziološkim koncentracijama. Utvrđeno je da survivin djeluje sa svojim kofaktorima 

HBXIP i XIAP, povezujući se preko BIR domene (Dohi i sur. 2004, Marusawa i sur. 2003), 

kako bi utjecao na interakciju XIAP-a s kaspazama ili kako bi pojačao inhibitorni učinak drugih 

članova obitelji IAP, poput cIAP1 (eng. cell IAP1, stanični IAP1; poznat i kao BIRC2) ili cIAP2 

(eng. cell IAP2, stanični IAP2; poznat i kao BIRC3), koji dalje djeluju uzvodno u vanjskom 

apoptotskom putu (Verhagen i sur. 2001, Dohi i sur. 2004). 

1.2. Karcinom dojke i survivin 

Karcinom dojke heterogena je bolest s različitim molekularnim profilima, 

morfologijom, kliničkim ponašanjem i odgovorima na terapiju. Vodeći je uzrok smrti od raka 

u žena diljem svijeta i njegova učestalost i dalje raste. Glavni se razlozi nalaze u velikoj 

sklonosti metastaziranju u ranoj fazi i stečenoj otpornosti na širok spektar sredstava protiv raka 

(Gonzalez-Angulo 2007). Jednom kada se rak proširio izvan limfnih čvorova dojke i 
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regionalnih limfnih čvorova, čini se da je neizlječiv (Gralow 2006). U takvim slučajevima, 

kemoterapija ili radioterapija smatraju se glavnim liječenjem, ali popraćeni su različitim 

štetnim učincima. Ova činjenica naglašava važnost odabira osjetljivih dijagnostičkih i 

prognostičkih markera u ranoj fazi i učinkovitijeg ciljanog liječenja ove bolesti. 

Nassar i suradnici (2008) su u svom istraživanju uočili da je 84% karcinoma pokazalo jezgreno 

obojenje za survivin, dok su normalne kontrole zdravog tkiva dojke bile negativne. Ovi 

rezultati su u skladu s prethodnim istraživanjima koja pokazuju da se survivin eksprimira u 

različitim zloćudnim bolestima, uključujući karcinom dojke, ali ne i u neneoplastičnim tkivima. 

Pozitivna ekspresija survivina kod karcinoma dojke predviđala je znatno veći rizik od recidiva 

bolesti, a pokazalo se da je povezana i s metastazama u limfnim čvorovima (Li i sur. 2014). 

Jha i suradnici (2012) su u svom istraživanju koristili imunohistokemiju survivina koji je 

pokazao ekspresiju u 65,3% uzoraka karcinoma dojke, dok je detekcijom mRNA survivina 

pomoću metode RT-PCR identificiran u 93,6% slučajeva. Isto istraživanje pokazalo je 

povezanost ekspresije survivina s prekomjernom ekspresijom HER2, VEGF, uPA (eng. 

urokinase plasminogen activator, urokinazni plazminogenski aktivator) i PAI-1 (eng. 

plasminogen activator inhibitor 1, inhibitor plazminogenskog aktivatora 1). Ovo je u skladu s 

prethodnim istraživanjem koje su proveli Ryan i suradnici (2006) na 420 nemetastatskih 

uzoraka tkiva karcinoma dojke primjenom metode ELISA gdje je pokazana visoka ekspresija 

survivina u 90% slučajeva  i povezanost s prekomjernom ekspresijom proteina HER2, VEGF, 

uPA i PAI-1 (Ryan i sur. 2006). Youssef i suradnici (2008) istraživali su ekspresiju survivina 

i povezanost s kliničkopatološkim parametrima, proliferacijom i molekularnom klasifikacijom 

karcinoma dojke. U tom istraživanju je ekspresija survivina, koja je otkrivena u 78,5% 

karcinoma dojke, bila povezana s veličinom tumora, visokim histološkim stupnjem (stupnjem 

nediferenciranosti), metastazama u limfnim čvorovima, uznapredovalim stadijem tumora, 

proliferacijom i negativnim statusom receptora estrogena/progesterona. Također, Span i 

suradnici (2004) su pomoću metode qRT-PCR utvrdili prekomjernu ekspresiju survivina u 275 

uzoraka tkiva karcinoma dojke te povezanost s visokim histološkim stupnjem (niskom razinom 

diferenciranosti) kao i negativnim statusom receptora estrogena. Sušac i suradnici (2019) su u 

svom istraživanju na karcinomu dojke također utvrdili da je prekomjerna ekspresija survivina 

povezana s negativnim statusom receptora estrogena, kao i povezanost pojedinih 

polimorfizama gena BIRC5 s ranom dobi pojave karcinoma. S druge strane, Kennedy i 

suradnici (2003) su, istraživanjem ekspresije survivina imunohistokemijom na 293 uzoraka 

karcinoma dojke, došli do zaključka da prekomjerna ekspresija survivina nije povezana s  
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kliničkopatološkim parametrima kao što su veličina tumora, histološki stupanj, nodalni status, 

status receptora estrogena i da kao takav može poslužiti kao prognostički indikator dobrog 

ishoda bolesti. Zbog postojanja očitih razilaženja u rezultatima istraživanja, potrebno je 

dodatno poraditi na istraživanju utjecaja survivina kao dijagnostičkog i prognostičkog markera 

u karcinomu dojke. 

  



17 

 

2. CILJEVI I HIPOTEZA ISTRAŽIVANJA 

Kako je poznato da je protein survivin eksprimiran gotovo isključivo u tumorskom 

tkivu te da su polimorfizmi gena BIRC5 povezani s nastankom različitih tipova tumora, 

hipoteza ovog istraživanja je da bi se genotipizacija i određivanje razine ekspresije mogle 

koristiti u dijagnostici raka dojke. Cilj ovog istraživanja je ispitati postoji li povezanost 

polimorfizama gena BIRC5 s ekspresijom izoformi survivina u karcinomu dojke te rizikom od 

pojave bolesti. Na taj bi se način ispitao potencijalni značaj gena BIRC5 kao dijagnostičkog i 

prognostičkog biomarkera u karcinomu dojke.  

Sa znanstvenog aspekta ovakvo istraživanje doprinijelo bi rasvjetljavanju uloge survivina u 

razvoju karcinoma dojke te značaju pojedinih polimorfizama i ekspresije pojedinih izoformi 

kao eventualnih dijagnostičkih biljega te razvoju potencijalnih terapija baziranih na njegovoj 

inhibiciji. 

SPECIFIČNI CILJEVI: 

− Utvrditi učestalost polimorfizama gena BIRC5 kod pacijentica s karcinomom dojke te 

zdravim kontrolama. 

− Usporediti učestalost polimorfizama kod pacijentica i zdravih kontrola u svrhu 

otkrivanja povezanosti polimorfizama gena BIRC5 s pojavom karcinoma dojke. 

− Utvrditi ekspresiju osam izoformi gena BIRC5 na razini ekspresije mRNA.  

− Istražiti povezanost polimorfizama gena BIRC5 s ekspresijom pojedinih izoformi. 
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3. MATERIJALI I METODE 

3.1. Uzorkovanje 

Uzorci pacijentica za istraživanje (svježa krv i svježe tkivo tumora te okolnog zdravog 

tkiva) prikupljani su u Klinici za tumore KBC Sestara milosrdnica i KBC Zagreb od 2015. do 

2018. godine. Uzorci zdravih kontrola su skupljani iz nekoliko domova za starije i nemoćne 

osobe i domova zdravlja tijekom 2005. i 2006. godine. Kod 18 uzoraka karcinoma dojke je 

kvaliteta DNA iz krvi i RNA iz tkiva bila dovoljno dobre kvalitete za potrebe istraživanja. Za 

svaki uzorak korišten u istraživanju dobiven je informirani pristanak pacijentica. Ispunjen je 

laboratorijski formular, potpisan od kliničara, kao i suglasnost za sudjelovanje u istraživanju 

potpisana od strane pacijentica. 

3.2. Izolacija genomske DNA 

 Genomska DNA izolirana je iz uzoraka pune krvi (leukocita, bijelih krvnih stanica) 

metodom isoljavanja. Eritrociti su uklonjeni osmotskom lizom, a nakon toga je bilo nužno 

razgraditi leukocite te se iz njihove jezgre oslobodila DNA. Proteini su uklonjeni isoljavanjem 

pomoću NaCl (natrijevog klorida). Postupak izolacije genomske DNA metodom isoljavanja iz 

pune krvi odvijao se u dvije faze. 

Uzorci pune krvi čuvani su na -20°C u epruvetama koje su zatim izvađene i obrisane 

alkoholom. Nakon toga su stavljeni u epruvete od 50 mL i ostavljeni da se krvi otopi. Takva 

krv prelivena je iz staklenih epruveta u nove nezračene epruvete i isprana s puferom RBCL 

(eng. Red Blood Cell Lysis Buffer, pufer za lizu eritrocita) te je svaka nadopunjena istim do 40 

mL volumena. Lagano je promućkano izvrtanjem i držano na ledu 15 min. Centrifugirano je 

10 min pri 5000 rpm i 4°C (Universal 320R, Hettich, Njemačka). Nakon toga odliveni su 

supernatanti i na taloge je dodano 5 mL pufera RBCL, trešeno je na vibracijskoj miješalici dok 

se talozi nisu razbili. Zatim je nadopunjeno puferom RBCL do 25 mL volumena i 

centrifugirano 10 min pri 5000 rpm i 4°C. Ponavljan je postupak ispiranja s puferom RBCL 

dok talozi leukocita nisu prešli iz crvene u blijedožutu boju. Nakon toga uklonjeni su 

supernatanti i na taloge je dodano po 2,5 mL pufera SE (natrij klorid i natrij EDTA). Trešeno 

je na vibracijskoj miješalici dok se talozi nisu razbili te u svaki uzorak dodano 200 μL 10% 

pufera SDS (eng. sodium dodecyl sulfate, natrij dodecil sulfat) i 15 μL proteinaze K. Epruvete 

su ostavljene u vodenoj kupelji preko noći pri 37°C. 
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Epruvete su izvađene iz kupelji i preliven je sadržaj svake u plastične epruvete od 13 mL te je 

dodano 750 μL 5 M NaCl i trešeno na vibracijskoj mješalici do mliječno bijele boje. 

Centrifugirano je 15 min pri 5000 rpm na sobnoj temperaturi. Supernatante su preliveni u nove 

sterilne epruvete od 15 mL i dodano je 3,5 mL izopropanola te miješano ručno laganim 

okretanjem mikroepruveta dok DNA nije postala vidljiva. DNA je zahvaćena sterilnom 

staklenom Pasteurovom pipetom te isprana u apsolutnom etanolu. Pasteureovom pipetom DNA 

je prenešena u mikroepruvete od 2 mL s odgovarajućim volumenom (100-500 μL) TE pufera 

(tris acetat i EDTA) te ostavljena da se otapa preko noći pri 4°C na rotacijskom stalku.  

3.3. Određivanje koncentracije DNA 

U svrhu određivanja koncentracije nukleinskih kiselina upotrebljava se niz različitih 

metoda. Najčešće je u upotrebi spektrofotometrijsko mjerenje apsorbancije UV svjetla (eng. 

ultraviolet light, ultraljubičasta svjetlost) pri valnoj duljini 260 nm u purinskim i pirimidinskim 

bazama DNA. U ovome istraživanju za spektrofotometrijsko mjerenje koncentracija DNA 

otopljenih u TE puferu korišten je uređaj NanoPhotometer® N60/N50 (Implen, Njemačka). 

Postupak je započet na način da je na mjesto na uređaju predviđeno za mjerenje mikropipetom 

prvo stavljeno 1 μL pufera TE koji je poslužio kao pozadinska korekcija na otapalo, a nakon 

toga je dalje redom nanošen svaki uzorak i određivana mu je koncentracija. Računalo je 

ugrađeno u uređaj i automatski izračunava koncentraciju DNA iz apsorbancije UV svjetla pri 

valnoj duljini 260 nm, a mjeri i čistoću uzorka računanjem omjera apsorbancija na dvije valne 

duljine: 260 i 280 nm. Za otopinu s omjerom A260/A280 od 1,8 do 2,0 smatra se da sadrži 

čistu DNA. Manje vrijednosti upućuju na kontaminaciju proteinima, a više na kontaminaciju s 

RNA (Pećina-Šlaus, 2009). 

3.4. Lančana reakcija polimerazom (PCR) 

 Lančana reakcija polimerazom (eng. polymerase chain reaction, PCR) je metoda in 

vitro eksponencijalnog umnažanja željenih fragmenata dvolančane DNA (dlDNA) kako bi se 

stvorile tisuće do milijuni ili više kopija tih istih fragmenata. Principi koji stoje iza svake 

reakcije PCR, bez obzira na uzorak DNA, su isti. Za postavljanje PCR-a potrebno je pet 

osnovnih komponenti, a prva od njih je DNA „kalup“ za umnažanje, zatim dvije 

oligonukleotidne početnice koje su kratki odsječci DNA koji pokreću reakciju PCR i  

dizajnirani tako da se vežu na obje strane DNA odsječka koji želimo umnožiti. Sljedeća 

komponenta je smjesa dNTP-ova (eng. deoxyribonucleoside triphosphate, deoksiribonukleozid 

trifosfat) odnosno dATP, dGTP, dCTP, dTTP koji predstavljaju građevne blokove potrebne za 
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sintezu novog lanca DNA pomoću termostabilne DNA Taq polimeraze koja je četvrti ključni 

sastojak. Posljednji sastojak je pufer koji sadrži kalijev klorid (KCl) koji olakšava sparivanje 

početnih oligonukleotida te magnezijev klorid (MgCl2), koaktivator Taq polimeraze koji utječe 

na mnoge parametre PCR-a kao što su sparivanje početnih oligonukleotida, disocijacija DNA, 

specifičnost produkta i dr.  Metoda PCR uključuje proces zagrijavanja i hlađenja zvan termički 

ciklus koji se obavlja strojno. Tri su glavna koraka PCR-a koja tvore jedan ciklus: denaturacija 

- kada se dvolančani „kalup“ DNA zagrijava kako bi ga se razdvojilo (pri temperaturi od 92 do 

96°C ) na dva jednolančana. Prijanjanje - kada se temperatura snizi (od 55 do 72°C ) kako bi 

se DNA početnice mogle pričvrstiti na „kalup“. Sinteza - kada se temperatura povisi (68-72°C 

) i sintezira se novi DNA lanac Taq polimerazom. Ova tri koraka se ponavljaju 25-45 puta, 

udvostručujući broj kopija DNA u svakom ciklusu reakcije. Nakon završetka PCR-a, 

elektroforezom se može provjeriti količina i veličina proizvedenih fragmenata DNA. 

3.4.1. Odabir fragmenata za umnažanje metodom PCR 

 Cjelokupno kodirajuće područje gena BIRC5 (uključujući alternativne eksone 2B, 3B i 

3) je genotipizirano, uključujući najčešće SNP-ove u BIRC5 promotoru i 3' UTR regiji koji su 

odabrani iz SNP baze podataka Nacionalnog centra za biotehnologiju 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). Ti polimorfizmi obično se koriste u asocijacijskim 

istraživanjima (vidi [Han i sur. 2009, Xu i sur. 2004, Hsieh i sur. 2012, Antonacopoulou i sur. 

2010, Shi i sur. 2012, Jang i sur. 2008]) Većina ovih studija otkrila je da polimorfizmi u 5' i 3' 

regijama imaju najveći utjecaj na ekspresiju survivina (Aynaci i sur. 2013) i mogu doprinijeti 

riziku od različitih vrsta karcinoma (Wang i sur. 2012). Prema dosadašnjim istraživanjima 

petnaest polimorfizama se pokazalo zanimljivima u potencijalnoj ulozi u nastanku tumora. Šest 

se nalazi u promotoru, jedan u 5' UTR regiji, jedan u intronu 2, jedan u eksonu 4, i šest u 3' 

UTR regiji (Sušac i sur. 2019). Tijekom tog istraživanja dizajnirano je trinaest parova početnica 

za trinaest PCR produkata koji su navedeni u tablici (Tablica 1). Početnice za odabrane 

fragmente dizajnirane su prema sekvenci gena BIRC5 (GeneID: 332) iz baze GenBank pod 

brojem NG_029069.1 pomoću mrežnog programa Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) 

(Untergrasser i sur. 2012.). 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
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Tablica 1. Sekvence početnica za genotipizaciju i uvjeti metode PCR. Nazivi početnica 

fragmenata pronađenih u regulatornim regijama su prema glavnom polimorfizmu prisutnom u 

fragmentu. 

UMNAŽANI 

FRAGMENT 

DULJINA 

UMNAŽANOG 

FRAGMENTA 

(pb) 

Tm/°C 
SEKVENCE POČETNICA 

(F, R)* 

BIRC5 

c. -1547 
228 66 

F 5'-GGAGGAGAGAAAGGGAGGAA-3' 

R 3'- GGCTGGTCTCAAACTCCTGA-3' 

BIRC5 

c.-625 
175 60 

F 5'-CCCCTGACTCCAGAAGGTG-3' 

R 5'- TCAGACAGGAGAGCTTTACAGG-3' 

BIRC5 

c.-241 

159 62 
F 5'- GATTACAGGCGTGAGCCACT-3' 

R 5'- GTGTGCCGGGAGTTGTAGTC-3' 

BIRC5 

Ekson 1 
251 58 

F 5'-GACTACAACTCCCGGCACAC-3' 

R 5'-CCTCCAAGAAGGGCCAGT-3' 

BIRC5 

Ekson 1a 
264 58 

F 5'-AGCCCTTTCTCAAGGACCAC-3' 

R 5'-CTCGATGGGGACAAAGCAG-3' 

BIRC5 

Ekson 2.1 
250 62 

F 5'-CACTCACGAGCTGTGCTGTC-3'  

R 5'-GAAGCAATGAGGGTGGAAAG-3' 

BIRC5 

Ekson 2.2 
242 60 

F 5’-CGATGGGCTTTGTTTTGAAC-3’ 

R 5'-CAGGGTCTGCTGATGTATTCTG-3' 

BIRC5 

Ekson 2B 
147 64 

F 5'-CCCTTCTCTGCCCTTAATCC-3' 

R 5'-TAGTGGAGACGGGGTTTCAC-3' 

BIRC5 

Ekson 3 
342 62 

F 5'-AGAGGTGCCATATGGGAATG-3' 

R 5'-CATTGAACAGGGTTTGAGCA-3' 

BIRC5 

Ekson 3B 
229 60 

F 5'-CCCTGGATTTGCTAATGTGA-3' 

R 5'-AGCTCTGCTCTTAACCACTGC-3' 

BIRC5 

Ekson 4 
310 62 

F 5'- CTGGGAAGCTCTGGTTTCAG-3' 

R 5'- CTGGTGCCACTTTCAAGACA-3' 

BIRC5 

c.9809  
161 60 

F 5'- TGCATGACTTGTGTGTGATGA-3' 

R 5'- CCGTTTCCCCAATGACTTAG-3' 

BIRC5 

c.10611 

159 60 
F 5'-TGTATCATCCGGGCTCCTT-3' 

R 5'-ACAGAGGCTGGAGTGCATTT-3' 

* (F, eng. forward) i (R, eng. rewerse) početnice 
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3.4.2. Postupak metode PCR 

Napravljena reakcijska smjesa od 10 μL sadržavala je 1 μL 10× boje LCGreen Plus+ 

(Idaho Technology, SAD), 1 μL komercijalno dostupnog 10× PCR pufera s 20 mM MgCl2 koji 

sadrži goveđi albumin iz seruma (Idaho Technology, SAD), 0,2 μL smjese nukleotida (dATP, 

dTTP, dCTP, dGTP, 50 mM svaki; Roche, Švicarska), 0,5 μL svake početnice (500 nM svaki), 

1 μL DNA uzorka, 0,08 μL FastStart Taq DNA polimeraze (Roche, Švicarska) te H2O do 

ukupnog volumena od 10 μL. Zbog visokog sadržaja GC u DNA sekvenci promotorske regije 

za uspješnije umnažanje bilo je potrebno u sve PCR fragmente smještene u promotoru dodati 

pufer „GC-RICH“ (Roche, Švicarska). U reakcijsku smjesu reakcije PCR prvo je dodana voda, 

a zatim ostali reagensi i enzim. Prije stavljanja u PCR uređaj (2720 Thermal Cycler, Applied 

Biosystems, SAD) sve je kratko promiješano na vibracijskoj mješalici i centrifugirano. 

Nakon početne denaturacije od 4 minute na 95°C, slijedilo je 45 ciklusa, svaki od 30 sekundi 

na 95°C, 45 sekundi na temperaturi sparivanja (58-66°C, ovisno o fragmentu) i 30 sekundi na 

95°C. Nakon završne elongacije od 7 minuta na 72°C, slijedilo je stvaranje heterodupleksa od 

1 minute na 98°C i 5 minuta na 40°C. Nakon toga održavana je temperatura od 4°C. 

3.5. Elektroforeza 

Jedna od značajnih tehnika u analizi DNA je elektroforetska tehnika koja služi za 

razdvajanje sličnih tipova molekula (proteina, nukleinskih kiselina) na osnovi njihove različite 

pokretljivosti u gelu koji se nalazi u polju istosmjerne električne struje. Kako je molekula DNA 

negativno nabijena u polju istosmjerne električne struje ona putuje prema pozitivnoj elektrodi 

(anodi) u viskoznom puferu. 

3.5.1. Elektroforeza na agaroznom gelu 

 Elektroforeza na agaroznom gelu jedna je od najčešćih tehnika elektroforeze koja je 

relativno jednostavna za izvođenje, ali ne posjeduje veliku moć razlučivanja. Agarozni gel se 

sastoji od mikroskopskih pora koje djeluju kao molekularno sito koje odvaja molekule na 

temelju naboja, veličine i oblika. Ova analitička metoda prikladna je za razdvajanje fragmenata 

DNA različitih veličina u rasponu od 100 pb do 40 kb. Elektorforeza na agaroznom gelu koristi 

se u svrhu provjere uspješnosti, efikanosti i specifičnosti reakcije PCR. 

Za vizualizaciju razdvojenih fragmenata DNA korištena je boja MIDORIGreen Advance koja je 

sigurna alternativa tradicionalnom etidijevom bromidu. To je nekancerogena i manje mutagena 

boja za otkrivanje dlDNA, jlDNA i RNA u agaroznim gelovima s vrlo visokom osjetljivošću. 
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MIDORIGreen Advance emitira zelenu fluorescentnu boju kad se veže na DNA ili RNA. Ima 

dva vrha ekscitacije sekundarne fluorescencije (~270 nm; ~290 nm) i jedan vrh jake ekscitacije 

oko 490 nm. Emisija fluorescencije centrirana je na ~530 nm. Za osvjetljavanje gela UV 

svjetlom, a time i određivanje položaja DNA u gelu, koristi se UV transiluminator. 

3.5.2. Postupak elektroforeze na agaroznom gelu 

 Produkti reakcije PCR analizirani su u 1% gelu agaroze pripremljenom pomoću TAE 

pufera (40 mM Tris-acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0) (Sigma, SAD) i MIDORIGreen 1 μg/mL 

(Nippon Genetics, Njemačka). 1%-tni (w/V) gel pripremljen je otapanjem 0,8 g agaroze 

(Sigma, SAD) u 80 mL pufera 1×TAE. Nakon zagrijavanja gela i potpunog otapanja agaroze, 

dodano je 5 μL MIDORIGreen boje (1 μg/mL) radi vizualizacije produkata PCR reakcije. Blago 

ohlađena agaroza (50-60ºC) izlivena je u plastičnu kadicu i ostavljena polimerizirati. 

Polimerizirani gel je postavljen u uređaj za elektroforezu i nanošeni su uzorci u jažice. U prvu 

jažicu nanešen je standard (Fermentas) (3,5 μL (110 ng/μL) 1 kb Plus) koji služi za usporedbu 

i procjenu veličine PCR produkta (Slika 5). U svaku od ostalih jažica nanešeni su po 2,5 μL 

PCR produkta pomiješanog s 1 μL pufera za nanošenje uzoraka (0,05% bromfenol plavo, 

0,05% ksilen cijanol, 50% glicerol). Za elektroforezu je korišten 1xTAE pufer (50xTAE: 40 

mM Tris-acetat, 1 mM EDTA, pH=8,0) koji se koristio i za izradu gela. Elektroforeza se 

odvijala pri naponu od 100 V, 30 minuta. Za detekciju i fotografiranje gelova korišten je Image 

Alliance 4.7 (UVItec Limited, Ujedinjeno kraljevstvo). 
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Slika 5. Prikaz 1%-tnog agaroznog gela s PCR produktima fragmenata eksona 4 kontrolnih 

uzoraka 34, 36, 41, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 51, 52, 53, 56, 57, 59, 62, 64, 66, 67, 69,70, 71 i 

negativne kontrole (M = 1 kb+ DNA standard) 

3.6. Analiza heterodupleksa 

 Analiza heterodupleksa je neizravan način otkrivanja mutacija i polimorfizama koji se 

temelji na analizi produkata reakcije PCR. Metoda korištena za analizu heterodupleksa je 

fluorescentna detekcija heterodupleksa odnosno mekšanje DNA visoke rezolucije (High 

resolution melting). Heterodupleks je dvostruka uzvojnica nukleinske kiseline u kojoj su 

uzvojnice originalno iz različitih lanaca. Njegov nastanak temelji se na činjenici da kada se 

dvije različite molekule DNA zajedno denaturiraju na visokoj temperaturi i zatim ostave da se 

ohlade, dio molekula će se međusobno „pogrešno“ spariti i pritom će nastati heterodupleks 

(Slika 6). 

Slika 6. Prikaz DNA dupleksa: a) homodupleksi, b) heterodupleksi 

(https://www.cancer.gov/) 

https://www.cancer.gov/
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Kada je u pitanju genotipizacija, mekšanje DNA visoke rezolucije postaje tehnika izbora jer je 

jeftina, jednostavna, točna i brza. Mekšanje visoke rezolucije zahtijevalo je novu 

instrumentaciju. Prvi instrument visoke razlučivosti razvijen pod nazivom HR-1 (Idaho 

Technology, USA) i dalje je najprecizniji s najvećom brzinom analize. Pored posebne 

instrumentacije, za mekšanje u visokoj rezoluciji koriste se posebne boje za zasićenje koje 

fluoresciraju samo u prisutnosti dvolančane DNA. Ove boje su uključene u proces umnažanja 

metodom PCR. U reakciji PCR-a koristi se boja koja fluorescira kad se veže uz dvolančanu 

molekulu DNA, u našem slučaju to je boja LC Green Plus+. Kako se uzorak zagrijava porastom 

temperature, tako se DNA denaturira, otpušta boju i intenzitet fluorescencija pada. Krivulja 

mekšanja ili disocijacije je grafički prikaz ovisnosti fluorescencije produkta o temperaturi 

(Slika 7). 

Slika 7. Krivulja mekšanja ili krivulja disocijacije 

Do pada fluorescencije dolazi pri temperaturi koja odgovara temperaturi mekšanja (Tm) PCR 

produkta. Pri toj temperaturi dolazi do razdvajanja komplementarnih lanaca i oslobađanja 

interkalirajuće boje koja prestaje fluorescirati. Čak i jedna promjena baze uzrokovat će razlike 

u krivulji mekšanja. Osim krivulje disocijacije, postoje još dva grafička prikaza detekcije 

heterodupleksa. To su derivacijska krivulja (ovisnost negativne prve derivacije intenziteta 

fluorescencije o temperaturi (-dI/dT)) i krivulja razlike (razlika između intenziteta 

fluorescencije uzorka i referentnog „normalnog“ uzorka za svaku točku mjerenja). Najvažnija 

aplikacija za mekšanje visoke rezolucije je skeniranje gena odnosno potraga za postojanjem 

nepoznatih varijacija u PCR amplikonima prije ili kao alternativa sekvenciranju. Mutacije u 
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PCR produktima detektiraju se mekšanjem visoke rezolucije jer mijenjaju oblik krivulja 

mekšanja DNA. 

3.6.1. Flourescentna detekcija heterodupleksa (High resolution melting) 

Radi analize polimorfizama gena BIRC5, trinaest PCR fragmenata podvrgnuto je 

metodi mekšanja DNA visoke rezolucije (HR-1, Idaho Technology, USA) kako je opisano u 

Cvok i sur. (2008). Metoda je bazirana na svojstvu molekule heterodupleksa da se denaturira 

na drugačijoj temperaturi od „normalno“ sparene DNA. 

Nakon što je reakcija PCR završila uzorci su analizirani na aparatu za praćenje denaturacije 

HR-1 (High resolution melter) koji ih zagrijava i prati pad fluorescencije. Uzorci, čije su se 

krivulje mekšanja DNA razlikovale od normalne, sekvencirani su. Zbog velikog broja nađenih 

polimorfizama u PCR fragmentu za ekson 4, svi su uzorci izravno sekvencirani. 

3.7. Sekvenciranje 

Sekvenciranje DNA je postupak određivanja slijeda nukleotidnih baza (A, T, C i G) u 

fragmentu DNA od interesa. Fragmenti DNA dužine do oko 900 pb rutinski se sekvenciraju 

korištenjem metode koja se naziva sekvenciranje po Sangeru ili metoda terminacije lanca. 

Ovakvim sekvenciranjem nastaju produkti različitih duljina koji završavaju fluorescentno 

obilježenim dideoksinukleotidima na 3' kraju. Fragmenti se potom razdvajaju kapilarnom 

elektroforezom. Molekule se električnom strujom ubrizgavaju u dugačku staklenu kapilaru 

ispunjenu gel polimerom. 

Neposredno prije reakcije sekvenciranja po Sangeru bilo je nužno produkte reakcije PCR 

pročistiti od početnica i viška nukleotida. To je napravljeno pomoću kompleta ExoSAP-IT 

(Thermo Fisher Scientific, SAD) tako da je 10 μL PCR produkta pipetom prenešeno u čistu 

mikroepruvetu te je u svaku dodano 0,5 μL enzima ExoSAP-IT. Uzorci su zatim inkubirani 30 

minuta na 37°C, a potom zagrijavani 15 minuta na 85°C. Reakcija sekvenciranja rađena je u 

volumenu od 10 μL, od čega je 1 μL kompleta za sekvenciranje (BigDye Terminator v1.1 

Applied Biosystems, SAD), 1 μL F ili R početnica, 3 μL PCR produkta te 5 μL H2O. Uvjeti 

reakcije sekvenciranja bili su sljedeći: 1 minuta na 96°C, zatim 25 ciklusa od 10 sekundi na 

96°C, 5 sekundi na 50°C i 4 minute na 60°C. Kada je reakcija došla do kraja, uzorci su 

precipitirani s 25 μL apsolutnog etanola, s dodatkom 1 μL 0,125 M EDTA i 1 μL 3 M Na-

acetata, 30 minuta u mraku na sobnoj temperaturi. Nakon toga uzorci su centrifugirani 50 

minuta na 3000 rpm (Universal 320R, Hettich, Njemačka) i supernatant je odliven. Zatim je 

talog ispran s 125 μL 70% etanola, ponovno centrifugiran 50 minuta na 3000 rpm i osušen. 
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Uzorci su zatim otopljeni u 20 μL Hi-Di formamida (Applied Biosystems, SAD), denaturirani 

2-5 minuta na 95°C i ohlađeni u ledenom stalku. Nakon toga uzorci su nanešeni na sekvencer 

(ABI PRISM 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, SAD) i analizirani programom 

Sequencing Analysis 5.1 (Applied Biosystems, SAD) te uspoređivani s referentnom 

sekvencom programom BioEdit 7.2.5. 

3.8. Izolacija RNA 

Svi koraci izolacije RNA iz stanica rađeni su na ledu kako bi se očuvao njen integritet. 

Također, svi koraci centrifugiranja rađeni su u centrifugi ohlađenoj na +4°C. Na talog stanica 

u pločicama sa 6 bunarića dodano je 500 μL TRIzola (Invitrogen Life Technologies, SAD) te 

inkubirano 5 minuta na sobnoj temperaturi. TRIzol reagens je monofazna otopina fenola i 

gvanidin izotiocijanata. Tijekom homogenizacije tkiva ovaj reagens održava integritet RNA uz 

istovremeno narušavanje integriteta staničnih membrana i rastvaranje staničnih komponenti. 

Nakon toga je dodano 100 μL kloroforma i sadržaj mikroepruvete je dobro promiješan 

mućkanjem te inkubiran na sobnoj temperaturi 5 minuta. Sljedeći korak je bio centrifugiranje 

u centrifugi ohlađenoj na +4°C, 15 minuta na 13200 rpm čime se otopina razdvojila u gornju 

vodenu fazu, međufazu i donju, organsku fazu. RNA je ostala u gornjoj, vodenoj fazi te se ta 

faza prebacila u čistu mikroepruvetu. Za precipitaciju RNA je dodano 250 μL izopropanola, 

dobro se promućkalo i inkubiralo 10 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga se 

centrifugiralo 15 minuta u ohlađenoj centrifugi na 13200 rpm. Potom je supernatant odliven i 

bačen vodeći računa da se ostavilo 15-20% vodene faze iznad međufaze kako bi se izbjegla 

kontaminacija proteinima, a RNA je ostala u precipitatu. Precipitat RNA je ispran sa 500 μL 

75%-tnog etanola i centrifugiran u ohlađenoj centrifugi 10 minuta pri 13200 rpm. Zatim je 

ponovno odliven supernatant, a mikroepruveta je ostavljena otvorena kako bi se osušio talog 

odnosno kako bi preostali etanol ishlapio. Naposlijetku, RNA je otopljena u 30 μL sterilne vode 

i pohranjena u hladnjaku na -80C do daljnje upotrebe. 

3.9. Određivanje koncentracije RNA 

Koncentracija RNA mjerena je na spektrofotometru NanoPhotometer® N60/N50 

(Implen, Njemačka). Uređaj mjeri apsorbanciju pri valnim duljinama od 230 nm, 260 nm i 280 

nm. Postupak je započet na način da je na mjesto na uređaju predviđeno za mjerenje 

mikropipetom prvo nanešeno 1 μL vode koja je služila kao pozadinska korekcija na otapalo. 

Uređaj ima u sebi ugrađeno računalo putem kojeg je prikazana koncentracija RNA te omjeri 

A260/A280 i A260/A230 . Omjer A260/A280 govori o čistoći RNA i što je taj omjer bliži 2 to je RNA 
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čišća, ako je omjer niži može se raditi o kontaminaciji proteinima koji apsorbiraju pri 280 nm. 

Omjer A260/A230 također govori o čistoći uzorka i on je za čist uzorak u rasponu 2-2,2, ako je 

niži to može značiti da je u uzorku zaostalo TRIzola koji apsorbira na 230 nm. 

3.10. Reverzna transkripcija 

RNA je vrlo osjetljiva molekula te ju je iz tog razloga potrebno, prije analize ekspresije 

gena kvantitativnim real-time PCR-om, prevesti u cDNA (eng. complementary DNA, 

komplementarna DNA) koja je znatno stabilnija. To je napravljeno uz pomoć enzima reverzna 

transkriptaza koja transkribira RNA u sebi komplementarnu cDNA. 

Reakcija reverzne transkripcije rađena je s 1 μg RNA. Za ovu reakciju korišten je komplet za 

reverznu transkripciju (Applied Biosystems, SAD) koji sadrži sve potrebne komponente. U 

ukupni volumen od 25 µL je ulazilo 8,5 µL reakcijske smjese (10x pufer (10% v/v), 4 mM 

dNTP, 10x početnice (10% v/v), 1 U/µL inhibitora RNaza i 2,5 U/µL reverzne transkriptaze), 

1 μg RNA te je nadopunjeno H2O do konačnog volumena (Tablica 2). 

Tablica 2. Sastav reakcijske smjese za reverznu transkripciju. 

Komponenta 
Početna 

koncentracija 

Konačna 

koncentracija 

Volumen (za 

reakciju od 25 µL) 

10x pufer 10x 1x 2,5 

25x dNTP 100 mM 4 mM 1 

10x nasumične 

početnice 
10x 1x 2,5 

inhibitor RNaza 20 U/µL 1 U/µL 1,25 

MultiScribe™ 

reverzna 

transkriptaza 

50 U/µL 2,5 U/µL 1,25 

Reakcija reverzne transkripcije se odvijala u PCR uređaju (GeneAmp PCR System 2720, 

Applied Biosystems, SAD) prema navedenom programu (Tablica 3). 

Tablica 3. Program reverzne transkripcije. 

 Korak 1 Korak 2 Korak 3 Korak 4 

Temperatura (C) 25 37 85 4 

Vrijeme 10 min 120 min 5 min  
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Nakon reakcije reverzne transkripcije, cDNA je pohranjena na -20C do korištenja. 

3.11. Kvantitativni real-time PCR (qRT-PCR) 

Lančana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu („Real-time PCR“) je postupak 

koji se temelji na standardnom PCR-u. Osnovna razlika i veliko tehnološko unapređenje je 

uvođenje istovremene detekcije produkta PCR-a odnosno mogućnost praćenja umnažanja 

novonastalih molekula DNA sa svakim ciklusom reakcije. Tijekom reakcija PCR-a količina 

DNA se udvostručuje te se svakim ciklusom eksponencijalno povećava količina DNA u 

uzorku. To se prati pomoću fluorescentne boje SYBR Green koja se interkalira u novonastale 

lance DNA. Razina fluorescencije se povećava svakim ciklusom, a ciklus u kojem ima 

dovoljno DNA da bi fluorescencija porasla iznad praga detekcije naziva se Ct vrijednost. qRT-

PCR pretpostavlja da je količina novosintetizirane DNA tijekom eksponencijalne faze reakcije 

PCR proporcionalna početnoj količini kalupa DNA. Na taj način se određuje proizvoljna 

vrijednost granične fluorescencije u eksponencijalnoj fazi (eng. treshold). Kad razina 

fluorescencije prelazi tu graničnu razinu definira se ciklus prijelaza granične vrijednosti 

fluorescencije (eng. treshold cycle, Ct). Što je Ct-vrijednost manja to je početna količina kalupa 

DNA veća jer je prije postignuta granična razina fluorescencije odnosno što neke DNA u 

uzorku ima više, ranije će se umnožiti dovoljno da prijeđe prag detekcije. S druge strane, uzorak 

s manje DNA će imati višu vrijednost Ct. Eventualne razlike u početnoj koncentraciji uzorka 

ispravljaju se pomoću referentnog gena koji služi kao kontrola jer je njegova ekspresija stabilna 

(jednaka) u svim tkivima i pod svim uvjetima. Sve Ct-vrijednosti normaliziraju se prema 

vrijednosti referentnog gena. Za usporedbu razina ekspresije gena između dvije kategorije 

uzoraka, relativna ekspresija gena izražena je kao promjena ekspresije u odnosu na referentni 

gen i izračunata kao 2-ΔCt, gdje je ΔCt razlika u ekspresiji (Ct [ispitivani gen] – Ct [referentni 

gen]). Za računanje razlike u ekspresiji gena između tumorskih i zdravih uzoraka korištena je 

formula 2-ΔΔCt, gdje je ΔΔCt razlika između ΔCt tumorskog tkiva i ΔCt zdravog tkiva. qRT-

PCR se radi u pojedinačnim mikroepruvetama ili pločicama s 96 bunarića u uređaju za 

kvantitativni real-time PCR Bio-Rad 96 CFX (Bio-Rad Laboratories, SAD). 

Detektirana je ekspresija osam izoformi survivina: S wt, S 2α, S 2B, S 3α, S 3B, S Δex3, S 

3M i S 3V te referentnog gena TBP. Reakcijska smjesa je napravljena za svaku izoformu 

posebno. U smjesu su dodani supermix SsoFast™ EvaGreen (Bio-Rad Laboratories, SAD) 2x 

(50% v/v), početnica F (0,3 mM), početnica R (0,3 mM) te voda do ukupnog volumena 9 μL 

po uzorku. „Real-time PCR“ je izvođen u duplikatu za svaki uzorak, a za reakcijsku smjesu za 
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svaki gen napravljena je i jedna dodatna negativna kontrola u koju se ne stavlja uzorak cDNA 

(eng. no template control, NTC). Nukleotidne sekvence upotrebljenih početnica navedene su u 

Tablici 4.  

Tablica 4. Sekvence početnica korištene za određivanje ekspresije izoformi gena za survivin. 

Početnice koje nisu iz Antonacopoulou i sur. (2010) su dizajnirane pomoću mrežnog programa 

Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). 

Naziv 

početnice 
Sekvence početnica Referenca 

S wt F - TGACGACCCCATAGAGGAAC 

R - TCCTTTGCATTTTGTTCTTGG 
- 

S 2α F – AACTGGCCCTTCTTGGAG 

R - ACTTACATGGGGTCGTCATC  
Antonacopoulou i sur. (2010) 

S 2B F - GATGACGACCCCATTGG  

R - TTATGTTCCTCTCTCGTGATCC  
Antonacopoulou i sur. (2010) 

S 3α F - GAGGCTGGCTTCATCCACT 

R - AGAGCTCTCTCATGGGGTCGT 
- 

S 3B F - GCCAAGAACAAAATTGAGAGAG  

R - AACAGACCCTGGCAAACATC  
Antonacopoulou i sur. (2010) 

S Δex3 F - GACGACCCCATGCAAAG  

R - GTGGCACCAGGGAATAAAC  
Antonacopoulou i sur. (2010) 

S 3M F - GATGACGACCCCATAGAGGA 

R - GGGTGACAGAGTAAGACCAATTTT 
- 

S 3V F - GATGACGACCCCATAGAGGA 

R -TGACAGAGTAAGACCCTGTAATTTTG 
- 

TBP F - CACGAACCACGGCACTGATT 

R - TTTTCTTGCTGCCAGTCTGGAC 
Cong i sur. (2013) 

Korišteni su sljedeći uvjeti za qRT-PCR: početna denaturacija na 95°C tijekom 3 minute, 40 

ciklusa na 95°C tijekom 15 sekundi, 61°C tijekom 1 minute i konačno krivulja mekšanja sa 

75°C na 95°C. Razine ekspresije izračunate su korištenjem formule 2-ΔΔCt, koristeći ekspresiju 

referentnog gena TBP. Za uzorke bez ekspresije određene izoforme nakon 40 ciklusa qRT-

PCR-a, Ct vrijednost je postavljena na 40 kako bi se omogućila statistička analiza podataka 

(McCall i sur. 2014). 

3.12. Statistička analiza 

Statistički su obrađeni rezultati analize ekspresije i genotipizacije zdrave kontrolne 

skupine i skupine oboljelih od karcinoma dojke. Frekvencija pojedinog alela izračunata je 

prema formuli: (dvostruki broj uzoraka s homozigotnim genotipom + broj uzoraka s 

heterozigotnim genotipom) / dvostruki broj uzoraka). Odstupanje od Hardy-Weinberg 

http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
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ravnoteže (eng. Hardy-Weinberg equilibrium, HWE) je testirano pomoću standardnog χ2 testa. 

Za ispitivanje normalnosti distribucije podataka o ekspresiji korišten je D'Agostino-Pearsonov 

test. Za varijable koje su pokazale normalnu distribuciju nakon logaritamske transformacije, za 

ispitivanje razlika u ekspresiji izoformi upotrijebljeni su nezavisni T-test i jednosmjerna analiza 

varijance. Relativna ekspresija izoformi je prikazana metodom standardne pogreške srednje 

vrijednosti (standard error of the mean, SEM). Spearmanov koeficijent korelacije rangova (ρ) 

korišten je za procjenu korelacije ekspresije između različitih izoformi. Za usporedbu 

frekvencija polimorfizma korištena su dva statistička testa - Fisherov egzaktni test (2×2 tablice) 

za frekvenciju alela i χ2 test (3×2 tablice) za frekvenciju genotipova. Dvosmjerne P-vrijednosti 

manje od 0,05 smatrane su statistički značajnima. Statistička analiza provedena je pomoću 

MedCalc programa, verzija 18.2.1 (MedCalc Software bvba, Belgija) i Excel 2010 (Microsoft, 

SAD). 
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4. REZULTATI 

4.1. Genotipizacija 

Prethodna istraživanja ukazala su da bi petnaest polimorfizama gena BIRC5 

potencijalno moglo biti značajno za nastanak tumora. Pet od njih se nalazi u promotoru, jedan 

u 5' UTR regiji, jedan u intronu 2, jedan u kodirajućem dijelu eksona 4 i šest u 3' UTR regiji. 

U ovome radu analizirano je trinaest fragmenata gena BIRC5 (Tablica 1): tri u promotorskoj 

regiji: (c.-1547, c.-625 i c.-241), po dva za ekson 1 (1a i 1) i ekson 2 (2.1 i 2.2), po jedan za 

ekson 2B, ekson 3, ekson 3B, ekson 4 (koji obuhvaća i početak 3' UTR regije) u kodirajućoj 

regiji te dva u 3’ UTR regiji (c.9809 i c.10611). 

U istraživanim regulatornim regijama gena BIRC5, promotoru, eksonu 4 i 3' UTR (3' 

netranslatiranoj regiji) pronađeno je 11 polimorfizama (Tablica 5). Frekvencije genotipova svih 

pronađenih polimofizama u kontrolnim uzorcima bile su u Hardy-Weinbergovoj ravnoteži (P 

> 0,05) što pokazuje da je metoda genotipizacije dobra za detekciju heterozigotnih genotipova. 

U istraživanim fragmentima za eksone 2, 2B, 3 i 3B u uzorcima karcinoma dojke nije pronađen 

niti jedan polimorfizam. 

Tablica 5. Polimorfizmi gena BIRC5 pronađeni u ovom istraživanju i njihova pozicija unutar 

gena. 

 

Pozicija unutar gena dbSNP ID Nukleotidna promjena 

promotor rs3764383 c.-1547C>T 

promotor rs8073903 c.-644T>C 

promotor rs8073069 c.-625G>C 

promotor rs17878467 c.-241C>T 

promotor rs17887126 c.-235G>A 

5' UTR rs9904341 c.-31G>C 

ekson 4 rs2071214 c.9194G>A 

3' UTR rs2239680 c.9386T>C 

3' UTR rs17882139 c.9387_9388insAA 

3' UTR rs1042489 c.9809T>C 

3' UTR rs2661694 c.10611C>A 
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4.1.1. Promotorska regija oko polimorfizma c.-1547 

 U fragmentu DNA gena BIRC5 c.-1547 veličine 209 pb, umnoženom reakcijom PCR, 

analizirana je regija od 169 pb koja se nalazi od -1574 do -1406 baze uzvodno od početka 

translacije. U regiji je u uzorcima karcinoma dojke nađen polimorfizam rs3764383 (c.-

1547C>T) (Slika 8). 

Slika 8. Slijed nukleotida promotorske regije oko c.-1547 s označenim uzvodnim i nizvodnim 

početnicama (žuto) za analizu polimorfizma gena BIRC5: rs3764383 (c.-1547C>T) (zeleno). 

 U analiziranim uzorcima polimorfizma c.-1547C>T (rs3764383) (Slika 9) genotip divljeg tipa 

(TT) je nađen u 52,7% kontrolnih uzoraka i 38,9% karcinoma. Heterozigotna nukleotidna 

promjena CT pronađena je u 44,6% kontrola i 55,6% karcinoma. Homozigotna promjena CC 

pronađena je u samo 2,7% kontrolnih uzoraka i 5,6% karcinoma (Tablica 6). Učestalost alela 

T u polimorfizmu rs3764383 (c.-1547C>T) kod zdravih kontrola iznosi 75%, a kod pacijenata 

s karcinomom dojke 66,7%. Učestalost alela C u kontrolama iznosi 25%, a kod bolesnika 

33,3%. Usporedba frekvencija genotipova i alela pokazala je da nema statistički značajne 

razlike (P > 0,05) (Tablica 6). 
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Tablica 6. Učestalost pojedinih genotipova i alela polimorfizma c.-1547C>T gena BIRC5 u 

kontrolama i uzorcima karcinoma dojke. Prikazan je i rezultat statističke analize usporedbi 

frekvencija (P-vrijednost).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Polimorfizam rs3764383 (c.-1547C>T) analiziran je pomoću krivulje mekšanja (Slika 9). 

Slika 9. Analiza polimorfizama rs3764383 (c.-1547C>T) gena BIRC5. Prikazana je krivulja 

razlike kao produkt analize HR-1 programom. 

4.1.2. Promotorska regija oko polimorfizma c.-625 

U fragmentu DNA gena BIRC5 c.-625 veličine 175 pb, umnoženom reakcijom PCR, 

analizirana je regija od 134 pb koja se nalazi od -726 do -592 baze uzvodno od početka 

translacije. U regiji su pronađena dva polimorfizma: rs8073903 (c.-644T>C) i rs8073069 (c.-

625G>C) koji su bili ciljevi istraživanja ove regije (Slika 10). 

 
KONTROLE 

(n=74) 

KARCINOMI 

(n=18) 
 

genotip n % n % P 

TT 39 52,7 7 38,9 

0,526 CT 33 44,6 10 55,6 

CC 2 2,7 1 5,6 

alel n % n % P 

T 111 75,0 24 66,7 
0,303 

C 37 25,0 12 33,3 
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Slika 10. Slijed nukleotida promotorske regije oko c.-625 s označenim uzvodnim i 

nizvodnim početnicama (žuto) za analizu polimorfizama gena BIRC5: rs8073903 (c.-

644T>C) (zeleno) i rs8073069 (c.-625G>C) (plavo). 

U analiziranim uzorcima polimorfizma c.-644T>C (rs8073903) (Slika 11) genotip divljeg tipa 

(TT) je pronađen u 40,5% kontrola i 44,4% karcinoma. Heterozigotna promjena TC je 

pronađena u 52,7% kontrola i 50% karcinoma. Homozigotna nukleotidna promjena CC je 

pronađena u 6,8% kontrolnih uzoraka i 5,6% karcinoma (Tablica 8). Učestalost alela T u 

polimorfizmu rs8073903 (c.-644T>C) kod zdravih kontrola iznosi 66,9%, a kod bolesnih 

pacijenata 69,4%. Učestalost alela C u kontrolama iznosi oko 33,1%, a kod bolesnika 31,6%. 

U polimorfizmu rs8073069 (c.-625G>C) učestalost alela G u pacijenta iznosi 80,3%, a kod 

kotrola iznosi 77,7%. Učestalost alela C kod zdravih kontrola iznosi 33,1%, a kod oboljelih 

pacijenata 30,6%. Usporedba frekvencija genotipova i alela pokazala je da nema statistički 

značajne razlike (P > 0,05) (Tablica 7). 

Tablica 7. Učestalost pojedinih genotipova i alela polimorfizma c.-644T>C gena BIRC5 u 

kontrolama i uzorcima karcinoma dojke. Prikazan je i rezultat statističke analize usporedbi 

frekvencija (P-vrijednost). 

 
KONTROLE 

(n=74) 

KARCINOMI 

(n=18) 

 

genotip n % n % P 

TT 30 40,5 8 44,4 

0,949 TC 39 52,7 9 50,0 

CC 5 6,8 1 5,6 

alel n % n % P 

T 99 66,9 25 69,4 
0,845 

C 49 33,1 11 30,6 

U analiziranim uzorcima polimorfizma rs8073069 (c.-625G>C) (Slika 11) genotip divljeg tipa 

(GG) je pronađen u 58,1% kontrola i 66,7% karcinoma. Heterozigotna promjena GC je 
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pronađena u 39,2% kontrola i 33,3% karcinoma. Homozigotna nukleotidna promjena CC je 

pronađena u 2,7% kontrolnih uzoraka i u nijednom uzorku karcinoma (Tablica 9). Učestalost 

alela G u polimorfizmu rs8073069 (c.-625G>C) kod zdravih kontrola iznosi 77,7%, a kod 

bolesnih pacijenata 83,3%. Učestalost alela C u kontrolama iznosi 22,3%, a kod bolesnika 

16,7%. Usporedba frekvencija genotipova i alela pokazala je da nema statistički značajne 

razlike (P > 0,05) (Tablica 8). 

Tablica 8. Učestalost pojedinih genotipova i alela polimorfizma c.-625G>C gena BIRC5 u 

kontrolama i uzorcima karcinoma dojke. Prikazan je i rezultat statističke analize usporedbi 

frekvencija (P-vrijednost). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Polimorfizmi rs8073903 (c.-644T>C) i rs8073069 (c.-625G>C) gena BIRC5 analizirani su 

pomoću krivulja mekšanja (Slika 11). 

 
KONTROLE 

(n=74) 

KARCINOMI 

(n=18) 
 

genotip n % n % P 

GG 43 58,1 12 66,7 

0,672 GC 29 39,2 6 33,3 

CC 2 2,7 0 0,0 

alel n % n % P 

G 115 77,7 30 83,3 
0,649 

C 33 22,3 6 16,7 
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Slika 11. Analiza polimorfizama rs8073903 (c.-644T>C) i rs8073069 (c.-625G>C) gena 

BIRC5. Dva različita prikaza krivulje mekšanja analizirane HR-1 programom: a) krivulja 

disocijacije i b) krivulja razlike. 

4.1.3. Promotorska regija oko polimorfizma c.-241 

U fragmentu DNA gena BIRC5 c.-241 veličine 159 pb, umnoženom reakcijom PCR, 

analizirana je regija od 119 pb koja se nalazi od -282 do -163 baze uzvodno od početka 

translacije. U regiji su pronađena dva polimorfizma: rs17878467 (c.-241C>T) i rs17887126 

(c.-235G>A) (Slika 12). 

Slika 12. Slijed nukleotida promotorske regije oko c.-241 s označenim uzvodnim i 

nizvodnim početnicama (žuto) za analizu polimorfizama gena BIRC5: rs17878467 (c.-

241C>T) (zeleno) i rs17887126 (c.-235G>A) (plavo). 

U analiziranim uzorcima polimorfizma rs17878467 (c.-241C>T) (Slika 13) genotip divljeg tipa 

(CC) je pronađen u 78,4% kontrola i u 94,4% karcinoma. Heterozigotna promjena CT je 

pronađena u 21,6% kontrola i u 5,6% karcinoma. Homozigotna nukleotidna promjena TT nije 

pronađena u niti jednom uzorku (Tablica 11). Učestalost alela C u polimorfizmu rs17878467 

(c.-241C>T) kod zdravih kontrola iznosi 89,2%, a kod bolesnih pacijenata 97,2%. Učestalost 

alela T u kontrolama iznosi 10,8%, a kod bolesnika 2,8%. Usporedba frekvencija genotipova i 

alela pokazala je da nema statistički značajne razlike (P > 0,05) (Tablica 9). 
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Tablica 9. Učestalost pojedinih genotipova i alela polimorfizma c.-241C>T gena BIRC5 u 

kontrolama i uzorcima karcinoma dojke. Prikazan je i rezultat statističke analize usporedbi 

frekvencija (P-vrijednost). 

 
KONTROLE 

(n=74) 

KARCINOMI 

(n=18) 
 

genotip n % n % P 

CC 58 78,4 17 94,4 

0,177 CT 16 21,6 1 5,6 

TT 0 0,0 0 0,0 

alel n % n % P 

C 132 89,2 35 97,2 
0,201 

T 16 10,8 1 2,8 

U analiziranim uzorcima polimorfizma rs17887126 (c.-235G>A) (Slika 13) genotip divljeg 

tipa (GG) je pronađen u 97,3% kontrola i u 94,4% karcinoma. Heterozigotna promjena GA je 

pronađena u 2,7% kontrola i u 5,6% karcinoma. Homozigotna nukleotidna promjena AA nije 

pronađena u niti jednom uzorku (Tablica 12). Učestalost alela G u polimorfizmu rs17887126 

(c.-235G>A)  kod zdravih kontrola iznosi 98,6%, a kod bolesnih pacijenata 97,2%. Učestalost 

alela A u kontrolama iznosi 1,4%, a kod bolesnika 2,8%. Usporedba frekvencija genotipova i 

alela pokazala je da nema statistički značajne razlike (P > 0,05) (Tablica 10). 

Tablica 10. Učestalost pojedinih genotipova i alela polimorfizma c.-235G>A gena BIRC5 u 

kontrolama i uzorcima karcinoma dojke. Prikazan je i rezultat statističke analize usporedbi 

frekvencija (P-vrijednost). 

 
KONTROLE 

(n=74) 

KARCINOMI 

(n=18) 
 

genotip n % n % P 

GG 72 97,3 17 94,4 

0,484 GA 2 2,7 1 5,6 

AA 0 0,0 0 0,0 

alel n % n % P 

G 146 98,6 35 97,2 
0,482 

A 2 1,4 1 2,8 
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Polimorfizmi rs17878467 (c.-241C>T) i rs17887126 (c.-235G>A) gena BIRC5 su analizirani 

pomoću krivulja mekšanja (Slika 13). 

Slika 13. Analiza polimorfizama rs17878467 (c.-241C>T) i rs17887126 (c.-235G>A) gena 

BIRC5. Dva različita prikaza krivulje mekšanja analizirane HR-1 programom: a) krivulja 

razlike i b) derivacijska krivulja. 

4.1.4. Ekson 1 

 Ekson 1 je zbog potrebe analize podijeljen u dva PCR fragmenta. U prvom od dva PCR 

fragmenta gena BIR5 analizirano je 22 baze promotorske regije, 121 baza 5' UTR regije, i 70 

baza eksona 1. U analiziranoj regiji pronađen je jedan polimorfizam gena BIRC5: rs9904341 

(c.-31G>C) (Slika 14). U drugom od dva PCR fragmenta analizirano je 60 baza eksona 1 i 165 

baza introna 1 i u njemu nisu nađeni polimorfizmi gena BIRC5. (Slika 14). 

Slika 14. Slijed nukleotida u PCR fragmentu eksona 1 s označenom 5' UTR regijom (mala, 

plava slova) i kodirajućim bazama eksona (velika, plava slova) te označenim uzvodnim i 

nizvodnim početnicama (žuto) za analizu polimorfizma gena BIRC5: rs9904341 (c.-31G>C) 

(zeleno). 

U analiziranim uzorcima polimorfizma rs9904341 (c.-31G>C) (Slika 15) genotip divljeg tipa 

(GG) je pronađen u 36,5% kontrola i u 33,3% karcinoma. Heterozigotna promjena GC je 

pronađena u 52,7% kontrola i u 55,6% karcinoma. Homozigotna nukleotidna promjena CC 
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pronađena je u 10,8% kontrola i 11,1% karcinoma (Tablica 13). Učestalost alela G u 

polimorfizmu rs9904341 (c.-31G>C) kod zdravih kontrola iznosi 62,8%, a kod bolesnih 

pacijenata 61,1%. Učestalost alela C u kontrolama iznosi 37,2%, a kod bolesnika 38,9%. 

Usporedba frekvencija genotipova i alela pokazala je da nema statistički značajne razlike (P > 

0,05) (Tablica 11). 

Tablica 11. Učestalost pojedinih genotipova i alela polimorfizma c.-31G>C gena BIRC5 u 

kontrolama i uzorcima karcinoma dojke. Prikazan je i rezultat statističke analize usporedbi 

frekvencija (P-vrijednost). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Polimorfizam rs9904341 (c.-31G>C) gena BIRC5 je analiziran pomoću krivulja mekšanja 

(Slika 15). 

Slika 15. Analiza polimorfizma rs9904341 (c.-31G>C) gena BIRC5. Dva različita prikaza 

krivulje mekšanja analizirane HR-1 programom: a) derivacijska krivulja i b) krivulja razlike. 

 
KONTROLE 

(n=74) 

KARCINOMI 

(n=18) 
 

genotip n % n % P 

GG 27 36,5 6 33,3 

0,969 GC 39 52,7 10 55,6 

CC 8 10,8 2 11,1 

alel n % n % P 

G 93 62,8 22 61,1 
0,850 

C 55 37,2 14 38,9 
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4.1.5. Ekson 4 

U PCR fragmentu analizirano je zadnjih 27 baza introna 3, 90 kodirajućih baza eksona 

4 i prve 153 baze nekodirajuće 3' UTR regije. U uzorcima karcinoma dojke pronađeno je tri 

polimorfizma gena BIRC5:  c.9194G>A, c.9386T>C i c.9387_9388insAA. 

Slika 17. Slijed nukleotida u PCR fragmentu eksona 4 s označenim uzvodnim i nizvodnim 

početnicama (žuto) za analizu polimorfizama gena BIRC5: rs2071214 (c.9194G>A) (zeleno), 

rs2239680 (c.9386T>C) (plavo) i rs17882139 (c.9387_9388insAA) (sivo). Velika tiskana 

plava slova označavaju sekvencu koja se translatira u protein, a mala tiskana plava slova 

sekvencu koja se prepisuje u mRNA, ali se ne translatira u protein (3' UTR regija). 

Ekson 4 ima veći broj polimorfizama i iz tog razloga se nije provodila analiza pomoću krivulja 

mekšanje nego metodom sekvenciranja (Slika 18). 

 

Slika 18. Polimorfizmi eksona 4 gena BIRC5 pronađeni u uzorcima karcinoma dojke 

metodom sekvenciranja: a) rs2071214 (c.9194G>A), b) rs2239680 (c.9386T>C) G>C, c) 

rs17882139 (c.9387_9388insAA). 
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Polimorfizam rs2071214 (c.9194G>A) gena BIRC5 je neuobičajen jer je alel koji se smatra 

referentnim nije uobičajen u europskoj populaciji. U analiziranim uzorcima polimorfizma 

rs2071214 (c.9194G>A) genotip divljeg tipa (GG) nije pronađen u nijednom uzorku. 

Heterozigotna promjena GA je pronađena u 6,8% kontrola i u 11,1% karcinoma. Homozigotna 

nukleotidna promjena AA je pronađena u 93,2% kontrola i u 88,9% karcinoma (Tablica 16). 

Učestalost alela A u polimorfizmu rs2071214 (c.9194G>A) kod zdravih kontrola iznosi 96,6%, 

a kod bolesnih pacijenata 94,4%. Učestalost alela G u kontrolama iznosi 3,4%, a kod bolesnika 

5,6%. Usporedba frekvencija genotipova i alela pokazala je da nema statistički značajne razlike 

(P > 0,05) (Tablica 12). 

Tablica 12. Učestalost pojedinih genotipova i alela polimorfizma c.9194G>A gena BIRC5 u 

kontrolama i uzorcima karcinoma dojke. Prikazan je i rezultat statističke analize usporedbi 

frekvencija (P-vrijednost). 

 
KONTROLE 

(n=74) 

KARCINOMI 

(n=18) 
 

genotip n % n % P 

AA 69 93,2 16 88,9 

0,619 GA 5 6,8 2 11,1 

GG 0 0,0 0 0,0 

alel n % n % P 

A 143 96,6 34 94,4 
0,624 

G 5 3,4 2 5,6 

 U analiziranim uzorcima polimorfizma rs2239680 (c.9386T>C) genotip divljeg tipa (TT) 

pronađen je u 58,1% kontrola i 44,4% karcinoma. Heterozigotna promjena TC je pronađena u 

37,8% kontrola i u 50% karcinoma. Homozigotna nukleotidna promjena CC pronađena je u 

4,1% kontrola i 5,6% karcinoma (Tablica 19). Učestalost alela T u polimorfizmu rs2239680 

(c.9386T>C) kod zdravih kontrola iznosi 77%, a kod bolesnih pacijenata 69,4%. Učestalost 

alela C u kontrolama iznosi 23%, a kod bolesnika 30,6%. Usporedba frekvencija genotipova i 

alela pokazala je da nema statistički značajne razlike (P > 0,05) (Tablica 13). 

  



43 

 

Tablica 13. Učestalost pojedinih genotipova i alela polimorfizma c.9386T>C gena BIRC5 u 

kontrolama i uzorcima karcinoma dojke. Prikazan je i rezultat statističke analize usporedbi 

frekvencija (P-vrijednost). 

 
KONTROLE 

(n=74) 

KARCINOMI 

(n=18) 
 

genotip n % n % P 

TT 43 58,1 8 44,4 

0,578 TC 28 37,8 9 50,0 

CC 3 4,1 1 5,6 

alel n % n % P 

T 114 77,0 25 69,4 
0,388 

C 34 23,0 11 30,6 

U analiziranim uzorcima polimorfizma rs17882139 (c.9387_9388insAA) genotip divljeg tipa 

(-/-) pronađen je u 95,9% kontrola i 94,4% karcinoma. Heterozigotna promjena AA/- je 

pronađena u 4,1% kontrola i u 5,6% karcinoma. Homozigotna nukleotidna promjena AA/AA 

nije pronađena u nijednom uzorku (Tablica 20). Učestalost alela - u polimorfizmu rs17882139 

(c.9387_9388insAA) kod zdravih kontrola iznosi 98%, a kod bolesnih pacijenata 97,2%. 

Učestalost alela AA u kontrolama iznosi 2%, a kod bolesnika 2,8%. Usporedba frekvencija 

genotipova i alela pokazala je da nema statistički značajne razlike (P > 0,05) (Tablica 14). 

Tablica 14. Učestalost pojedinih genotipova i alela polimorfizma c.9387_9388insAA gena 

BIRC5 u kontrolama i uzorcima karcinoma dojke. Prikazan je i rezultat statističke analize 

usporedbi frekvencija (P-vrijednost). 

 
KONTROLE 

(n=74) 

KARCINOMI 

(n=18) 
 

genotip n % n % P 

-/- 71 95,9 17 94,4 

1,000 AA/- 3 4,1 1 5,6 

AA/AA 0 0,0 0 0,0 

alel n % n % P 

- 145 98,0 35 97,2 
0,585 

AA 3 2,0 1 2,8 
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4.1.6. 3' UTR regija oko c.9809 

U fragmentu DNA gena BIRC5 c.9809 veličine 161 pb, umnoženom reakcijom PCR, 

analizirana je regija od 120 pb koja se nalazi od c.9789 do c.9909. U regiji je pronađen jedan 

polimorfizam rs1042489 (c.9809T>C) gena BIRC5 koji je bio cilj istraživanja ove regije (Slika 

19). 

Slika 19. Slijed nukleotida 3' UTR regije oko c.9809 s označenim uzvodnim i nizvodnim 

početnicama (žuto) za analizu polimorfizma gena BIRC5: rs1042489 (c.9809T>C) (zeleno). 

U analiziranim uzorcima polimorfizma rs1042489 (c.9809T>C) (Slika 20) genotip divljeg tipa 

(TT) je pronađen u 39,2% kontrola i u 55,6% karcinoma. Heterozigotna promjena TC je 

pronađena u 50% kontrola i u 44,4% karcinoma. Homozigotna nukleotidna promjena CC 

pronađena je u 10,8% kontrola i niti u jednom karcinomu (Tablica 21). Učestalost alela T u 

polimorfizmu rs1042489 (c.9809T>C) kod zdravih kontrola iznosi 64,2%, a kod bolesnih 

pacijenata 77,8%. Učestalost alela C u kontrolama iznosi 35,8%, a kod bolesnika 22,2%. 

Usporedba frekvencija genotipova i alela pokazala je da nema statistički značajne razlike (P > 

0,05) (Tablica 15). 

Tablica 15. Učestalost pojedinih genotipova i alela polimorfizma c.9809T>C gena BIRC5 u 

kontrolama i uzorcima karcinoma dojke. Prikazan je i rezultat statističke analize usporedbi 

frekvencija (P-vrijednost). 

 
KONTROLE 

(n=74) 

KARCINOMI 

(n=18) 
 

genotip n % n % P 

TT 29 39,2 10 55,6 

0,229 TC 37 50,0 8 44,4 

CC 8 10,8 0 0,0 

alel n % n % P 

T 95 64,2 28 77,8 
0,166 

C 53 35,8 8 22,2 
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Polimorfizam rs1042489 (c.9809T>C) gena BIRC5 je analiziran pomoću krivulja mekšanja 

(Slika 20). 

 

Slika 20. Analiza polimorfizma rs1042489 (c.9809T>C) gena BIRC5. Tri različita prikaza 

krivulje mekšanja analizirane HR-1 programom: a) krivulja disocijacije, b) derivacijska 

krivulja i c) krivulja razlike. 

4.1.7. 3' UTR regija oko c.10611 

U fragmentu DNA gena BIRC5 c.10611 veličine 159 pb, umnoženom reakcijom PCR, 

analizirana je regija od 120 pb koja se nalazi od c.10568 do c.10688. U regiji je pronađen jedan 

polimorfizam rs2661694 (c.10611C>A) koji je bio cilj istraživanja ove regije (Slika 21). 
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Slika 21. Slijed nukleotida 3' UTR regije oko c.10611 s označenim uzvodnim i nizvodnim 

početnicama (žuto) za analizu polimorfizma gena BIRC5: rs2661694 (c.10611C>A) (zeleno). 

U analiziranim uzorcima polimorfizma rs2661694 (c.10611C>A) (Slika 22) genotip divljeg 

tipa (CC) je pronađen u 54,1% kontrola i u 44,4% karcinoma. Heterozigotna promjena CA je 

pronađena u 40,5% kontrola i u 50% karcinoma. Homozigotna nukleotidna promjena AA 

pronađena je u 5,4% kontrola i 5,6% u karcinomu (Tablica 22). Učestalost alela C u 

polimorfizmu rs2661694 (c.10611C>A) kod zdravih kontrola iznosi 74,3%, a kod bolesnih 

pacijenata 69,4%. Učestalost alela A u kontrolama iznosi 25,7%, a kod bolesnika 30,6%. 

Usporedba frekvencija genotipova i alela pokazala je da nema statistički značajne razlike (P > 

0,05) (Tablica 16). 

Tablica 16. Učestalost pojedinih genotipova i alela polimorfizma (c.10611C>A) gena BIRC5 

u kontrolama i uzorcima karcinoma dojke. Prikazan je i rezultat statističke analize usporedbi 

frekvencija (P-vrijednost). 

 
KONTROLE 

(n=74) 

KARCINOMI 

(n=18) 
 

genotip n % n % P 

CC 40 54,1 8 44,4 

0,755 CA 30 40,5 9 50,0 

AA 4 5,4 1 5,6 

alel n % n % P 

C 110 74,3 25 69,4 
0,536 

A 38 25,7 11 30,6 
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Polimorfizam rs2661694 (c.10611C>A) gena BIRC5 je analiziran pomoću krivulja mekšanja 

(Slika 22). 

Slika 22. Analiza polimorfizma rs2661694 (c.10611C>A) gena BIRC5. Dva različita prikaza 

krivulje mekšanja analizirane HR-1 programom: a) derivacijska krivulja i b) krivulja razlike. 

4.2. Analiza ekspresije gena BIRC5 

4.2.1. Razina ekspresije izoformi gena BIRC5 u uzorcima karcinoma dojke i kontrolnim 

uzorcima zdravog tkiva dojke 

Metodom qRT-PCR određena je relativna razina ekspresije osam izoformi gena BIRC5: 

S wt, S 2α, S 2B, S 3α, S 3B, S Δex3, S 3M i S 3V u 18 uzoraka tkiva karcinoma dojke i 

pripadajućim kontrolnim uzorcima zdravog tkiva dojke. Za usporedbu razina ekspresije gena 

korištene su vrijednosti ΔCt, odnosno Ct-vrijednosti za svaki gen normalizirane prema Ct-

vrijednosti referentnog gena, TBP. Razine ekspresije prikazane su kao 2-ΔCt. Analiza je 

pokazala da su i u karcinomima i u zdravom kontrolnom tkivu najjače eksprimirane izoforme 

S 2α i S wt, dok su najslabije eksprimirane izoforme S 3M i S 3V (Slika 23, Tablica 17). 
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Slika 23. Razine ekspresije izoformi gena BIRC5 u tkivu karcinoma dojke i 

pripadajućem kontrolnom zdravom tkivu dojki. 

Tablica 17. Srednje vrijednosti razina ekspresije izoformi gena BIRC5 u tkivu karcinoma dojke 

i pripadajućem kontrolnom zdravom tkivu dojki. Masnim slovima su označene statistički 

značajne P-vrijednosti (<0,05). 

Izoforma 

KONTROLE KARCINOMI 

Parni T-test na logaritamski 

transformiranim 

vrijednostima 

srednja 

vrijednost 
SEM* 

srednja 

vrijednost 
SEM* P 

S wt 0,26551 0,06110 2,09710 0,44027 < 0,0001 

S 2α 0,34409 0,08137 3,39741 0,73326 0,0005 

S 2B 0,03977 0,01087 0,15725 0,04659 0,542 

S 3α 0,00300 0,00054 0,01437 0,00231 < 0,0001 

S 3B 0,00633 0,00219 0,03505 0,00746 0,0006 

S Δex3 0,01173 0,00405 0,15996 0,03606 0,0001 

S 3γM 0,00052 0,00015 0,00321 0,00090 0,187 

S 3γV 0,00052 0,00015 0,00056 0,00017 0,983 

*SEM - standardna pogreška srednje vrijednosti 

S wt izoforma je bila eksprimirana u 100% kontrola i 100% karcinoma koje smo analizirali. S 

2α izoforma je bila eksprimirana u 94,4% kontrola i 94,4% karcinoma. Izoforma S 2B je bila 
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eksprimirana u 72,2% kontrola i 77,8% karcinoma. Izoforma S3α bila je eksprimirana u 88,9% 

kontrola i 100% karcinoma. S 3B izoforma je bila eksprimirana u 50% kontrola i 94,4% 

karcinoma. S Δex3 izoforma bila je eksprimirana u 61,1% kontrola i 88,9% karcinoma. 

Izoforme S 3M i S 3V nisu bile eksprimirane u kontrolnom tkivu, a u tumorskom S 3M 

44,4% te S 3V 33,3%. 

Usporedba razina ekspresije pojedinih izoformi gena BIRC5 u tkivu karcinoma i pripadajućem 

kontrolnom tkivu pokazala je da su sve izoforme osim S 2B, S 3γM i S 3γV statistički značajno 

pojačano eksprimirane u tkivu karcinoma (Tablica 17, Slike 24-31). 

Slika 24. Usporedba relativne ekspresije izoforme S wt gena BIRC5 u zdravim kontrolama i 

karcinomima dojke. Na grafu višestrukih varijabli su prikazane srednje vrijednosti  SEM. 

Zvjezdica označava P < 0,05. 
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Slika 25. Usporedba relativne ekspresije izoforme S 2α gena BIRC5 u zdravim kontrolama i 

karcinomima dojke. Uzorak 36 je izostavljen zbog izrazito niske vrijednosti ekspresije. Na 

grafu višestrukih varijabli su prikazane srednje vrijednosti  SEM. Zvjezdica označava P < 

0,05. 

Slika 26. Usporedba relativne ekspresije izoforme S 2B gena BIRC5 u zdravim kontrolama i 

karcinomima dojke. Na grafu višestrukih varijabli su prikazane srednje vrijednosti  SEM. 
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Slika 27. Usporedba relativne ekspresije izoforme S 3α gena BIRC5 u zdravim kontrolama i 

karcinomima dojke. Na grafu višestrukih varijabli su prikazane srednje vrijednosti  SEM. 

Zvjezdica označava P < 0,05. 

Slika 28. Usporedba relativne ekspresije izoforme S 3B gena BIRC5 u zdravim kontrolama i 

karcinomima dojke. Na grafu višestrukih varijabli su prikazane srednje vrijednosti  SEM. 

Zvjezdica označava P < 0,05. 
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Slika 29. Usporedba relativne ekspresije izoforme S ∆ex3 gena BIRC5 u zdravim kontrolama 

i karcinomima dojke. Uzorak 45 je izostavljen zbog izrazito niske vrijednosti ekspresije. Na 

grafu višestrukih varijabli su prikazane srednje vrijednosti  SEM. Zvjezdica označava P < 

0,05. 

 

 

 

 

 

 

Slika 30. Usporedba relativne ekspresije izoforme S 3M gena BIRC5 u zdravim kontrolama 

i karcinomima dojke. Na grafu višestrukih varijabli su prikazane srednje vrijednosti  SEM. 
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Slika 31. Usporedba relativne ekspresije izoforme S 3V gena BIRC5 u zdravim kontrolama i 

karcinomima dojke. Na grafu višestrukih varijabli su prikazane srednje vrijednosti  SEM. 

4.2.2. Korelacija između ekspresija različitih izoformi gena BIRC5 

Korelacija (povezanost) između ekspresija pojedinih izoformi gena BIRC5 određena je 

računanjem Spearmanovog koeficijenta korelacije rangova (ρ), posebno za tumorsko i posebno 

za zdravo kontrolno tkivo. Analiza je pokazala da je u tkivima karcinoma ekspresija znatno 

većeg broja izoformi gena BIRC5 međusobno pozitivno korelirana (Tablice 18 i 19). 

Tablica 18. Korelacija između ekspresije pojedinih izoformi gena BIRC5 u uzorcima tkiva 

karcinoma dojke. Masnim brojevima označeni su statistički značajni koeficijenti korelacije s 

pripadajućim P-vrijednostima. 

S 2α S 2B S 3α S 3B S Δex3 S 3γM S 3γV   

0,55 0,62 0,55 0,54 0,72 0,24 0,02 ρ 
S wt 

0,019 0,006 0,018 0,021 0,001 0,345 0,926 P 
 0,04 0,81 0,06 0,73 0,01 0,36 ρ 

S 2α  0,874 <0,0001 0,817 0,001 0,977 0,140 P 
  0,40 0,74 0,39 0,62 0,11 ρ 

S 2B   0,103 0,001 0,113 0,006 0,675 P 
   0,31 0,78 0,20 0,50 ρ 

S 3α    0,210 0,0002 0,423 0,036 P 
    0,43 0,29 0,11 ρ 

S 3B     0,075 0,236 0,663 P 
     0,14 0,30 ρ 

S Δex3      0,593 0,229 P 
      0,16 ρ 

S 3γM       0,537 P 

ρ - Spearmanov koeficijent korelacije rangova 
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Tablica 19. Korelacija između ekspresije pojedinih izoformi gena BIRC5 u kontrolnim 

uzorcima zdravog tkiva dojke. Masnim brojevima označeni su statistički značajni koeficijenti 

korelacije s pripadajućim P-vrijednostima. 

S 2α S 2B S 3α S 3B S Δex3 S 3γM S 3γV   

0,89 0,52 0,12 0,20 0,55 0,28 0,28 ρ 
S wt 

<0,0001 0,027 0,627 0,418 0,019 0,257 0,257 P 
 0,33 0,15 0,15 0,42 0,28 0,28 ρ 

S 2α  0,185 0,553 0,565 0,081 0,257 0,257 P 
  -0,11 0,16 0,36 0,19 0,19 ρ 

S 2B   0,663 0,531 0,139 0,458 0,458 P 
   0,25 0,19 0,46 0,46 ρ 

S 3α    0,311 0,443 0,055 0,055 P 
    0,74 -0,20 -0,20 ρ 

S 3B     0,001 0,423 0,423 P 
     -0,15 -0,15 ρ 

S Δex3      0,542 0,542 P 
      1,00 ρ 

S 3γM       <0,0001 P 

 ρ - Spearmanov koeficijent korelacije rangova 

4.2.3. Povezanost polimorfizama gena BIRC5 s ekspresijom izoformi gena BIRC5 u 

uzorcima karcinoma dojke i kontrolnim uzorcima zdravog tkiva dojke 

Ispitana je povezanost razine ekspresije osam izoformi gena BIRC5 s prisutnošću 

određenog genotipa ili alela osam polimorfizama gena BIRC5. U obzir su uzeti samo oni 

polimorfizmi čiji su pojedini aleli odnosno genotipovi u našim ispitivanim uzorcima nađeni 

najmanje dva puta (Tablice 6-8, 11-13, 15, 16). Statistička analiza je pokazala da je ekspresija 

tri izoforme gena BIRC5, S 3α, S 3γM i S 3γV, bila povezana s alelima i/ili genotipovima četiri 

polimorfizma gena BIRC5: c.-644T>C, c.9386T>C, c.9809T>C te c.10611C>A (Tablica 20). 
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Tablica 20. P-vrijednosti statističke analize povezanosti genotipova i alela polimorfizama gena 

BIRC5 s ekspresijom izoformi u uzorcima karcinoma dojke i kontrolnim zdravim uzorcima. 

Masnim brojevima su označene statistički značajne P-vrijednosti (< 0,05). 

Analiza je pokazala da je ekspresija izoforme S 3α gena BIRC5 statistički značajno niža u 

uzorcima karcinoma pacijenata koji su nositelji rjeđeg alela C polimorfizma c.-644T>C 

(P=0,048) gena BIRC5 (Slika 32), dok u kontrolnom tkivu nema razlike u ekspresiji (P=0,116) 

(Slika 33). 

Slika 32. Povezanost alela polimorfizma gena BIRC5: c.-644T>C i razine ekspresije 

izoforme S 3α u uzorcima karcinoma dojke. T: češći alel, C: rjeđi alel. 
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Slika 33. Povezanost alela polimorfizma gena BIRC5: c.-644T>C i razine ekspresije 

izoforme S 3α u zdravom kontrolnom tkivu dojke. T: češći alel, C: rjeđi alel. 

Genotipovi polimorfizma c.9386T>C  gena BIRC5 pokazali su povezanost s razinom ekspresije 

dvije izoforme: S 3γM i S 3γV. Ekspresija obje izoforme statistički je značajno povišena u 

uzorcima zdravog kontrolnog tkiva koje je prikupljeno od pacijentica nositeljica 

heterozigotnog genotipa TC (P=0,046 za obje izoforme) (Slika 35 i 37) dok u tumorskom tkivu 

nema statistički značajne razlike u razini ekspresije izoforme S 3γM (P=0,073) i S 3γV 

(P=0,573) (Slika 34 i 36). 
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Slika 34. Povezanost genotipova polimorfizma gena BIRC5: c.9386T>C i razine ekspresije 

izoforme S 3γM u uzorcima karcinoma dojke. TT: češći homozigotni genotip, TC: 

heterozigotni genotip. 

Slika 35. Povezanost genotipova polimorfizma gena BIRC5: c.9386T>C i razine ekspresije 

izoforme S 3γM u zdravom kontrolnom tkivu dojke. TT: češći homozigotni genotip, TC: 

heterozigotni genotip. 
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Slika 36. Povezanost genotipova polimorfizma gena BIRC5: c.9386T>C i razine ekspresije 

izoforme S 3γV u uzorcima karcinoma dojke. TT: češći homozigotni genotip, TC: 

heterozigotni genotip. 

Slika 37. Povezanost genotipova polimorfizma gena BIRC5: c.9386T>C i razine ekspresije 

izoforme S 3γV u zdravom kontrolnom tkivu dojke. TT: češći homozigotni genotip, TC: 

heterozigotni genotip. 

Nadalje, i genotipovi i aleli polimorfizma c.9809T>C gena BIRC5 su pokazali povezanost s 

razinom ekspresije izoforme S 3γV, ali samo u tumorskom tkivu. U tkivnim uzorcima 

karcinoma dojke pacijentica s češćim homozigotnim genotipom TT razina ekspresije te 
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izoforme je statistički značajno pojačana (P=0,018) (Slika 38), što nije bio slučaj u zdravom 

kontrolnom tkivu (P=0,261) (Slika 39). 

Slika 38. Povezanost genotipova polimorfizma gena BIRC5: c.9809T>C i razine ekspresije 

izoforme S 3γV u uzorcima karcinoma dojke. TT: češći homozigotni genotip, TC: 

heterozigotni genotip. 

Slika 39. Povezanost genotipova polimorfizma gena BIRC5: c.9809T>C i razine ekspresije 

izoforme S 3γV u zdravom kontrolnom tkivu dojke. TT: češći homozigotni genotip, TC: 

heterozigotni genotip. 

Isto se pokazalo i za alele tog polimorfizma gena BIRC5. Naime, razina ekspresije izoforme S 

3γV bila je statistički značajno povišena u uzrocima karcinoma kod pacijentica s češćim alelom 
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T (P=0,049) (Slika 40), što također nije bilo primijećeno u kontrolnom tkivu (P=0,330) (Slika 

41). 

 

Slika 40. Povezanost alela polimorfizma gena BIRC5: c.9809T>C i razine ekspresije 

izoforme S 3γV u uzorcima karcinoma dojke. T: češći alel, C: rjeđi alel. 

Slika 41. Povezanost alela polimorfizma gena BIRC5: c.9809T>C i razine ekspresije 

izoforme S 3γV u zdravom kontrolnom tkivu dojke. T: češći alel, C: rjeđi alel. 

Kao i kod polimorfizma c.9386T>C, i genotipovi polimorfizma c.10611C>A gena BIRC5 su 

pokazali povezanost s razinom ekspresije izoformi S 3γM i S 3γV. Ekspresija obje izoforme 

statistički je značajno bila povišena u uzorcima zdravog kontrolnog tkiva koje je prikupljeno 
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od pacijentica nositeljica heterozigotnog genotipa CA (P=0,046 za obje izoforme) (Slika 43 i 

45), dok u tumorskom tkivu nema statistički značajne razlike u razini ekspresije izoforme S 

3γM  (P=0,073) i S3γV (P=0,573) (Slika 42 i 44). 

Slika 42. Povezanost genotipova polimorfizma gena BIRC5: c.10611C>A i razine ekspresije 

izoforme S 3γM u uzorcima karcinoma dojke. CC: češći homozigotni genotip, CA: 

heterozigotni genotip. 

Slika 43. Povezanost genotipova polimorfizma gena BIRC5: c.10611C>A i razine ekspresije 

izoforme S 3γM u zdravom kontrolnom tkivu dojke. CC: češći homozigotni genotip, CA: 

heterozigotni genotip. 
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Slika 44. Povezanost genotipova polimorfizma gena BIRC5: c.10611C>A i razine ekspresije 

izoforme S 3γV u uzorcima karcinoma dojke. CC: češći homozigotni genotip, CA: 

heterozigotni genotip. 

Slika 45. Povezanost genotipova polimorfizma gena BIRC5: c.10611C>A i razine ekspresije 

izoforme S 3γV u zdravom kontrolnom tkivu dojke. CC: češći homozigotni genotip, CA: 

heterozigotni genotip. 
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5. RASPRAVA 

 U ovome radu istraživani su polimorfizmi gena BIRC5 te ekspresija izoformi survivina 

u karcinomu dojke. Cilj istraživanja je s jedne strane bilo ustanoviti postoji li povezanost 

polimorfizama gena BIRC5 s rizikom od obolijevanja od karcinoma dojke i istražiti 

potencijalnu ulogu gena BIRC5 kao dijagnostičkog i prognostičkog biomarkera. Također, kako 

se kod gena BIRC5 pojavljuje veliki broj izoformi, s različitim ulogama u stanici, drugi cilj 

istraživanja je bio utvrditi ekspresiju osam različitih izoformi gena BIRC5 na razini ekspresije 

mRNA te istražiti povezanost polimorfizama gena BIRC5 s ekspresijom pojedinih izoformi. 

Otkada je otkriven prije više od 20 godina, gen BIRC5, kao i njegov proteinski produkt 

survivin, pokazao se jako zanimljiv u istraživanju raka, zbog njegove karakteristike da je 

pojačano eksprimiran u velikom broju tumora, a gotovo potpuno odsutan u diferenciranim 

tkivima odraslih organizama. 

5.1. Polimorfizmi gena BIRC5 

Polimorfizmi gena BIRC5 su najviše proučavani u promotorskoj regiji gena te u eksonu 

4 i 3' UTR. U ovom istraživanju se pokazalo da su to mjesta na kojima se nalazi većina 

polimorfizama, s obzirom da, osim jednog u eksonu 4, polimorfizmi koji se nalaze u 

kodirajućoj regiji nisu pronađeni. 

U prethodnim istraživanjima gena BIRC5 u Hrvatskoj (Trnski i sur. 2019, Sušac i sur. 2019) 

nađeno je petnaest različitih polimorfizama gena BIRC5. U ovom istraživanju je nađeno 

jedanaest, dok četiri polimorfizma nisu nađena u uzorcima pacijentica s karcinomom dojke. To 

su polimorfizmi s uglavnom vrlo niskom frekvencijom, polimorfizmi rs17878731 (c.-

267G>A), rs17885521 (c.9288G>C) i rs17882627 (c.9342G>A) su u dosadašnjim 

istraživanjima nađeni s frekvencijom od svega 0,7-2,0% i samo polimorfizam rs4789551 

(c.221+209T>C) je u kontrolnim uzorcima imao frekvenciju od oko 4,7 % u kontrolama te 1,9-

6,4% u pacijenticama s karcinomom dojke, odnosno karcinomom jajnika. 

U ovome istraživanju nađeno je jedanaest polimorfizama i njihove frekvencije u pacijenticama 

s karcinomom dojke se nisu značajno razlikovale od frekvencija u zdravim kontrolama. 

Četiri polimorfizma (rs17878467 (c.-241C>T), rs17887126 (c.-235G>A), rs2071214 

(c.9194G>A) i rs17882139 (c.93879388insAA) su imala frekvenciju ispod 12%. Te 

frekvencije odgovaraju frekvencijama nađenim u Hrvatskoj, kao i u Europi i ostatku svijeta 
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(Trnski i sur. 2019, Sušac i sur. 2019, Jang i sur. 2008, Yang i sur. 2009, Boidot i sur. 2008). 

Zanimljivo je da u Sušac i sur. (2019) polimorfizam c.-235G>A nije nađen. 

Sedam čestih polimorfizama gena BIRC5 su do sada dosta često istraživani: 

Polimorfizam rs3764383 (c.-1547C>T) je zanimljiv po tome da referentna sekvenca navodi 

alel C, dok je u većini istraživanih populacija, pa i u Hrvatskoj, alel T zastupljeniji. Shi i sur. 

(2012), kao ni Sušac i sur. (2019) nisu našli povezanost tog polimorfizma s povećanim rizikom 

od razvitka raka dojke. S druge strane Han i suradnici (2009) te Sušac i suradnici (2019) su 

našli povezanost T alela s ranijom dobi oboljevanja. 

Han i suradnici (2009) su utvrdili da polimorfizam rs8073903 (c.-644T>C) nije povezan s 

rizikom nastanka raka jajnika, a iste godine Yang i suradnici (2009) da isto tako nije povezan 

ni s nastankom raka jednjaka. Nedavnije istraživanje Sušac i suradnika (2019) pokazalo je da 

frekvencija ovoga polimorfizma nema utjecaja na nastanak karcinoma dojke, ali njegova 

prisutnost je povezana s ranijom dobi oboljevanja od karcinoma dojke. Aynaci i suradnici (2013) 

su pokazali da C/C genotip ima manji rizik za nastanak raka pluća. 

Za polimorfizam rs8073069 (c.-625G>C), Yang i suradnici (2009) su pokazali da je njegova 

frekvencija povezana sa sklonošću nastanka tumora. Han i suradnici (2009) te Shi i suradnici 

(2012) su povezali ovaj polimorfizam s lošijim preživljenjem.  

Polimorfizam rs9904341 (c.-31G>C) se pokazao najistraživanijim polimorfizmom gena 

BIRC5, od njegovog otkrića od strane Xu i suradnika 2004. godine do sada. Xu i suradnici 

(2004) su pokazali da se ovaj polimorfizam nalazi se u regiji vezanja represora CDE/CHR u 

promotoru gena BIRC5 te je povezan s razinom ekspresije survivina i sklonosti razvoja tumora. 

U istraživanjima je utvrđeno da njegova frekvencija nije povezana s nastankom karcinoma, no 

pokazala se povezanost s dobi oboljevanja od karcinoma (Han i sur. 2009). Do sada je nekoliko 

meta-analiza pokazalo značajan utjecaj samo kod azijskih populacija (Srivastava i sur. 2012., 

Weng i sur. 2012.), dok kod europskih populacija pokazuje proturječne rezultate (Boidot i sur. 

2008., Antonacopoulou i sur. 2010., De Maria i sur. 2011.). 

Polimorfizam rs2239680 (c.9386T>C) je prvi put analiziran od strane Jang i suradnika 2008. 

godine. Od tada je pokazano da je C alel povezan s rizikom nastanka raka pluća i višim 

patološkom stadijem (Zu i sur. 2013). Utvrđeno je i da frekvencija ovoga polimorfizma nije 

povezana s nastankom karcinoma, no prisustvo alela T je povezano s ranijom dobi oboljevanja 

od karcinoma (Sušac i sur. 2019). 
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Jang i suradnici su 2008. također prvi put analizirali i polimorfizam rs1042489 (c.9809T>C) te 

utvrdili da nije povezan s nastankom raka pluća. Pokazano je da je genotip T/T povezan s 

rizikom oboljevanja od raka usta (Weng i sur. 2012), a genotip C/C s lošijim preživljenjem kod 

karcinoma dojke (Shi i sur. 2012) i karcinoma nemalih stanica pluća (Dai i sur. 2010). Sušac i 

suradnici (2019) su u novijem istraživanju ovoga polimorfizma pokazali da je alel C povezan 

s ranijom dobi oboljevanja od karcinoma dojke. 

Za polimorfizam rs2661694 (c.10611C>A) se pokazalo da nije značajan prognostički marker 

(Shi i sur. 2012). Analiziranjem ovoga polimorfizma Sušac i suradnici (2019) te Trnski i 

suradnici (2019) su utvrdili da frekvencija ovoga polimorfizma nije povezana s rizikom 

oboljevanja od karcinoma dojke ni karcinoma jajnika. 

5.2. Ekspresija izoformi gena BIRC5 

Svih osam promatranih izoformi gena BIRC5: S wt, S 2α, S 2B, S 3α, S 3B, S Δex3, S 

3M i S 3V, eksprimirano je u karcinomu dojke. Najjače su eksprimirane izoforme S wt i S 

2α, a najslabije izoforme S 3M i S 3V. Iz ovoga istraživanja vidimo da je većina proučavanih 

izoformi jače eksprimirana u karcinomima. U istraživanju Trnski i suradnika (2019) pokazan 

je isti trend ekspresije kod pet izoformi (S wt, S 2α, S 2B, S 3B, S Δex3) koje su proučavali u 

karcinomu jajnika. 

Korelacija između ekspresije pojedinih izoformi gena BIRC5 u karcinomima je pozitivna, dok 

u zdravom tkivu izoforme uglavnom nisu pozitivno korelirane. Pavlidou i suradnici (2014) su 

proveli istraživanje gdje su rezultati ukazali na pozitivnu međusobnu korelaciju tri izoforme 

gena BIRC5: S 2B, S wt i S Δex3 u karcinomu dojke. Također, ove međusobne pozitivne 

korelacije su pokazale i pozitivnu korelaciju s histološkim stupnjem tumora te statusom 

receptora estrogena. S druge strane, ove izoforme nisu pokazale korelaciju s veličinom tumora, 

niti statusom receptora progesterona. S druge strane, Khan i suradnici (2014) su utvrdili da su 

ekspresija i lokalizacija S wt i S Δex3 jednake, dok je S 2B pokazao diferencijalnu ekspresiju. 

Pokazali su da je ekspresija izoforme S 2B povezana s boljim ishodom liječenja u ranom stadiju 

karcinoma dojke, dok su S wt i S Δex3 povezani s agresivnim fenotipom u kasnijim stadijima 

bolesti, što ukazuje na moguću ulogu S 2B kao antagonista funkcija ove dvije izoforme. U 

istraživanju koje su proveli Ryan i suradnici (2005) pokazana je pozitivna korelacija izoformi 

S wt i S Δex3 s apoptozom u karcinomu dojke, no to nije bio slučaj za izoformu S 2B. Végran 

i suradnici (2011) su pokazali da bi ekspresija izoforme S 3B mogla igrati ulogu u staničnom 

preživljenju kroz antiapoptotski put i tako doprinjeti razvoju karcinoma dojke.  
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5.3. Povezanost polimorfizama i ekspresije izoformi gena BIRC5 

Ekspresija četiri izoforme gena BIRC5: S 3α, S 3γM i S 3γV je bila povezana s alelima 

i/ili genotipovima četiri polimorfizma gena BIRC5: rs8073903 (c.-644T>C), rs2239680 

(c.9386T>C), rs1042489 (c.9809T>C) te rs2661694 (c.10611C>A). Rjeđi alel C polimorfizma 

c.-644T>C povezan je sa statistički značajno nižom ekspresijom izoforme S 3α u tumorskom 

tkivu. Heterozigotni genotip TC polimorfizma c.9386T>C pokazao je povezanost s povišenom 

ekspresijom izoformi S 3γM i S 3γV u zdravom tkivu. Češći homozigotni genotip TT i češći 

alel T polimorfizma c.9809T>C povezani su s pojačanom razinom ekspresije izoforme S 3γV 

u tumorskom tkivu. Kao i kod polimorfizma c.9386T>C, heterozigotni genotip CA 

polimorfizma c.10611C>A povezan je s povišenom ekspresijom izoformi S 3γM i S 3γV u 

zdravom tkivu. Povezanost polimorfizama i ekspresije izoformi gena BIRC5 do sada nije često 

proučavana. Postoje istraživanja o utjecaju nekoliko polimorfizama na ukupnu ekspresiju 

survivina, većinom za polimorfizam c.-31G>C (Boidot i sur. 2008, Li i sur. 2013). Također, 

proučavana je i povezanost polimorfizama c.-31G>C i c.9386T>C s ekspresijom izoformi gena 

BIRC5 u kolorektalnom karcinomu te je utvrđena povezanost genotipova c.9386T>C s 

ekspresijom izoforme S 2α (Antonacopolou i sur. 2010). Uz to, Trnski i suradnici (2019) 

pronašli su značajnu povezanost češćih homozigotnih genotipova polimorfizama c.9386T>C 

(TT) i c.10611C>A (CC) s povišenom ekspresijom izoformi S 2α i S 3B u karcinomu jajnika. 
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6. ZAKLJUČAK 

Na temelju provedenog istraživanja doneseni su sljedeći zaključci: 

1. Učestalost polimorfizama gena BIRC5 se ne razlikuje značajno između pacijentica s 

karcinomom dojke i zdravih kontrola. 

2. Prisutnost polimorfizama se ne može povezati s pojavom karcinoma dojke. 

3. Svih osam istraživanih izoformi gena BIRC5 su eksprimirane u karcinomima dojke. 

Ekspresija je najača u izoformama S wt i S 2α, zatim S Δex3, S 3B, S 2B, S 3α te 

najmanja u S3M i S3V. 

4. Polimorfizmi gena BIRC5: rs8073903 (c.-644T>C), rs2239680 (c.9386T>C), 

rs1042489 (c.9809T>C) te rs2661694 (c.10611C>A) bili su značajno povezani s 

ekspresijom izoformi S 3α, S 3γM i S 3γV. 

 

Hipoteza da bi se genotipizacije polimorfizama gena BIRC5 mogla koristiti u dijagnostici raka 

dojke nije se pokazala ispravnom, vrlo vjerojatno zbog relativno malog broja ispitivanih 

uzoraka. Hipoteza da se određivanjem razine ekspresije nekih izoformi gena BIRC5 može 

razlikovati tumorsko od zdravog tkiva potvrđena je za pet od osam izoformi. 
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