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POPIS KRATICA

ASC/TMS1: Apoptozi zdruzen protein koji sadrzi kaspaza regrutiraju¢u domenu/ciljna
molekula metilacijom potaknutog utiSavanja -1 (engl. Apoptosis-associated speck like protein
containing a caspase recruiting domain/Target of methylation induced silencing-1)

MyD88: Primaran odgovor mijeloidne diferencijacije 88 (engl. Myeloid differentiation
primary response 88)

HNC: Karcinom glave i vrata (engl. Head and Neck Cancer)

HNSCC: Karcinom plocastih stanica glave i vrata (engl. Head and Neck Squamous Cell
Carcinoma)

SCC: Karcinom plocastih stanica (engl. Squamous Cell Carcinoma)

TNM: T tumor N évor M udaljena metastaza (engl. T tumor N node M metastasis)

PRR: Receptori koji prepoznaju molekularne strukture (engl. Pattern Recognition Receptors)
TLR: Toll-u nalik receptori ( engl. Toll-like receptors)

PAMP: Patogenu zdruZeni molekularni slijedovi (engl. Pathogen Associated Molecular
Paterns)

NLR: NOD-u nalik receptori (engl. NOD-like receptors)

DNMT: DNA metiltransferaza (engl. DNA methyltransferase)

PCR: Lancana reakcija polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction)

SDS-PAGE: Natrij dodecil sulfat poliakrilamid gel elektroforeza (engl. Sodium Dodecyl

Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)



1. UvOD

1.1. Karcinom ploc¢astih stanica grkljana

1.1.1. Definicija

Karcinom grkljana spada u grupu karcinoma glave i vrata (engl. Head and Neck Cancer —
HNC), a nastaje u sklopu epitela plocastih stanica grkljana. Obuhvaca sve podjedinice
grkljana - supraglotis, glotis i subglotis. Karcinom grkljana u preko 95% slu¢ajeva histoloski
je graden od plocastih stanica te ga zbog toga i nazivamo karcinomom plocastih stanica

grkljana.

1.1.2. Epidemiologija

Karcinom grkljana je najces¢i karcinom glave i vrata i obuhvaca 40% svih karcinoma glave 1
vrata; ¢ini 1-2% svih malignih tumora. Pojavnost karcinoma grkljana je 2,5 do 17,1 na 100
000 stanovnika kod muskaraca te 0,1 do 1,3 na 100 000 stanovnika kod Zena (1). Svjetska
pojavnost karcinoma glave 1 vrata 2010. godine iznosila je 500 000 slucajeva godisnje, a
upravo karcinom gornjeg zracno-probavnog sustava, u koji spada i karcinom plocastih stanica
grkljana, je treci najéesci karcinom kod muskaraca te Cetvrti najcesci karcinom kod Zena (2).
Regije posebno visokog rizika za nastanak karcinoma plocastih stanica grkljana su juzna i

isto¢na Europa, juzna Amerika i zapadna Azija (3).

1.1.3. Etiologija

Za nastanak karcinoma ploc¢astih stanica grkljana najvazniji rizi€ni ¢imbenici su pusSenje i
prekomjerna konzumacija alkohola koji imaju sinergisticki uc¢inak. Dim cigarete sadrzi vise
od 50 Stetnih sastojaka, ukljuCujuc¢i aromatske policiklicke ugljikohidrate, nitrozamine,
aromatske amine i aldehide. Metabolizam ovih spojeva odvija se u dvije faze. U prvoj fazi
reakcijom hidrolize, redukcije i oksidacije, djelovanjem enzimatskog sustava citokrom P-450,
dolazi do stvaranja reaktivnih toksic¢nih spojeva. Oksidativni stres pojacava transkripciju
glutathion S-transferaze koja omoguc¢ava eliminaciju Stetnih spojeva (4). Toksicni metaboliti

prve faze dovode do oSte¢enja molekula DNA i RNA. Na taj nacin poticu genetsku



nestabilnost 1 stvaranje mutacija Sto potice proces karcinogeneze. U drugoj fazi najvazniju
ulogu ima glutathion S-transferaza koja glukuronizacijom, sulfacijom i metilacijom inaktivira
Stetne spojeve na nacin da postaju topljivi u vodi i tako se lakse izluce iz organizma (5).

Jaber 1 sur. su u svom istrazivanju pokazali da je dim cigarete neovisni rizi¢ni ¢imbenik u
displaziji epitelnih stanica, dok je Stetnost alkohola dokazana samo u kombinaciji s dimom
cigarete (6). Medutim, Schlecht i sur. (7) su pokazali da je 1 alkohol neovisni ¢imbenik rizika
1 promotor karcinoma gornjeg zraéno-probavnog sustava. Poveéana propustljivost epitelnih
stanica na Stetne sastojke iz dima cigarete koje djelovanjem alkohola postaju topljivije ima
kancerogeni ucinak.

Vazno je napomenuti da dim cigarete i alkohol nisu samo rizi¢ni ¢imbenici za nastanak
primarnog karcinoma nego i drugog primarnog karcinoma gornjeg zra¢no-probavnog sustava
(8).

Ostali rizi€ni Cimbenici za razvoj plocastog karcinoma grkljana su infekcije izazvane
razli¢itim virusima, npr. humanim papiloma virusom (HPV), neovisno o izlozenosti
duhanskom dimu ili konzumaciji alkohola (9). Takoder, polimorfizmi gena koji kodiraju za
enzime koji sudjeluju u metabolizmu toksickih spojeva, obiteljska predispozicija i
uravnoteZzena prehrana vazni su ¢imbenici u nastanku i razvoju karcinoma grkljana (10).
Poznato je da povecan unos povréa i voéa bogatog beta-karotenom, vitaminima C i E i
konzumiranje maslinovog ulja moZe imati zaStitnu ulogu u nastanku i1 razvoju maligne
transformacije stanica (11).

U zadnjih dvadeset godina zabiljezen je lagani pad pojavnosti karcinoma plocastih stanica
grkljana zbog globalnog pristupa u propagandi protiv puSenja te zakona o zabrani pusSenja na
javnim mjestima (12). Nazalost, to nema utjecaja na prezivljenje jer nije zabiljezeno
znacajnije poboljSanje prezZivljenja kod bolesnika; jo§ uvijek postoje lokalni i regionalni
recidivi bolesti, udaljene metastaze i pojava sekundarnih primarnih tumora (13). Prema
statistici iz 2011. godine samo 40-50% bolesnika s karcinomom ploc¢astih stanica glave i
vrata (engl. Head and Neck Squamous Cell Carcinoma — HNSCC) ima petogodi$nje
prezivljenje (14).

Prognoza kod bolesnika s karcinomom plocastih stanica grkljana najviSe ovisi o stadiju
bolesti prilikom postavljanja dijagnoze. Procjena stadija bolesti obuhvaca veli€inu 1 poziciju
samog tumora, zahvacenost regionalnih limfnih ¢vorova te prisutnosti udaljenih metastaza

(8th edition of the TNM classification of Head and Neck Tumors, 2017) (15).



1.1.4. Podjela karcinoma grkljana

Karcinom grkljana se prema histoloSkom nalazu dijeli na karcinom plocastih stanica grkljana
(95-98% svih karcinoma grkljana) i na sve ostale histoloski drugacdije tipove karcinoma koje
obuhvaca zajednicki naziv - karcinomi neplocastih stanica grkljana (1-2% svih karcinoma
grkljana). Druga podjela karcinoma grkljana je prema mjestu zahvacanja tumora na razini
samog grkljana, primjerice, na karcinom grkljana smjeSten u podrucju glotisa (60%),
karcinom grkljana smjeSten u podrucju supraglotisa (40%) 1 karcinom grkljana smjesten u
subgloti¢noj regiji (1%). Kao 1 svi karcinomi glave 1 vrata i karcinom grkljana podijeljen je na
stadije bolesti ovisno o anatomskoj proSirenosti, zahvacenosti limfnih ¢vorova i prisutnosti
udaljenih metastaza. O stupnju proSirenosti karcinoma grkljana te o histoloskom tipu ovisi i
vrsta lijeCenja karcinoma. Za odredivanje stadija tumora koristi se TNM Kklasifikacija prema
Medunarodnom UICC TNM (engl. Union for International Cancer Control) sustavu
stupnjeva bolesti. Oznaka T odnosi se na veli¢inu primarnog tumora, N na zahvacenost
regionalnih limfnih ¢vorova, a M na prisutnost udaljenih metastaza. UICC TNM klasifikacija

prikazana je u Tablici 1. do 5. (16).

Tablica 1. TNM Klasifikacija karcinoma grkljana

Supraglotis

T1 | tumor ograni¢en na 1 podjedinicu supraglotisa sa normalnom pomi¢no$¢u glasnica

T2 | tumor koji zahvaéa vise od 1 podjedinice supraglotisa ili glotisa ili regije izvan
supraglotisa bez fiksacije glasnice

T3 | tumor ograni¢en na grkljan sa fiksacijom glasnicei/ili invazijom postkrikoidnog,
preepiglotickog i paraglotickog prostora i/ili prisutna mala erozija Stitne hrskavice

T4a | tumor zahvaca tiroidnu hrskavicu i/ili meko tkivo izvan grkljana

T4b | tumor zahvaca prevertebralni prostor, strukture medijastinuma ili karotidnu arteriju

Tablica 2. TNM klasifikacija karcinoma grkljana

Glotis

T1 | tumor zahvaca glasnicu(e) moze dopirati do prednje ili straznje komisure sa urednom
pomicnoséu grkljana

T1la | tumor zahvaca jednu glasnicu

T1b | tumor zahvaca obje glasnice

T2 | tumor se $iri prema supraglotisu ili subglotisu ili je oSte¢ena pomic¢nost glasnice

T3 | tumor ograni¢en na grkljan sa fiksacijom glsanice i/ili zahvaca paraglotski prostor i/ili
prisutna mala erozija Stitne hrskavice

T4a | tumor zahvaca tiroidnu hrskavicu i/ili meko tkivo izvan grkljana

T4b | tumor zahvaca prevertebralni prostor, strukture medijastinuma ili karotidnu arteriju




Tablica 3. TNM Klasifikacija karcinoma grkljana

Subglotis

T1

tumor ogranicen u podrucju subglotisa

T2 tumor koji se Siri na glasnicu(e) sa normalnom ili oSte¢enom pomic¢nos¢u glasnice
T3 tumor ogranicen na grkljan sa fiksacijom glasnice

T4a | tumor zahvaca tiroidnu hrskavicu i/ili meko tkivo izvan grkljana

T4b | tumor zahvaca prevertebralni prostor, strukture medijastinuma ili karotidnu arteriju

Tablica 4. TNM klasifikacija karcinoma grkljana

N-regionalni limfni ¢vorovi

NX | ne moze se odrediti Sirenje u ¢vorove

NO | nema zahvacenih limfnih ¢vorova

N1 | tumor u I ipsilateralnom limfnom ¢voru <3 cm

N2 | tumor u 1 limfnom ¢voru 3 do 6 cm; multipli ipsilateralni ¢vorovi do 6 cm;
bilateralni ili kontralateralni ili bilateralni limfni ¢vor do 6 cm

N2a | tumor u 1 ipsilateralnom ¢voru 3 do 6 cm

N2b | tumor u multiplim ipsilateralnim ¢vorovima do 6 cm

N2c | tumor u bilateralnim ili kontralateralnim ¢vorovima do 6 cm

N3 | tumoru ¢voru> 6 cm

M-udaljene metastaze

MXx ne mogu se odrediti udaljene metastaze
M1 nema udaljenih mtastaza
M2 udaljene metastaze

Tablica 5. Stadij karcinoma grkljana prema TNM klasifikaciji

STADIJ T N M
0 Tis NO MO
| T1 NO MO
1 T2 NO MO

Il T3, T1-3 NO, N1 MO
IVA T4, T1-4 NO-1, N2 MO
VB T1-4 N3 MO
IVC T1-4 NO-3 M1




1.1.5. Klini¢ka slika

Karcinom grkljana koji nastaje na podrucju glotisa ima najizraZeniji simptom u vidu
promuklosti, i to u vrlo ranom stadiju bolesti, pa upravo zbog toga i bolju prognozu od
karcinoma nastalih na ostalim podru¢jima grkljana jer se ranije i dijagnosticira. Bolja
prognoza bolesti ovog podrucja ovisi i 0 ogranic¢enoj limfnoj drenazi glotisa §to onemogucéava
brzo Sirenje bolesti u regionalne limfne ¢vorove i na taj nacin otkrivanje bolesti u ranijem
stadiju proSirenosti. Ostali simptomi su nespecificni te obuhvacaju otezano gutanje, osjecaj
stranog tijela u grkljanu, ucestalo procis¢avanje grkljana i1 nakaSljavanje, hemoptizu te
otezano disanje. Vrlo veliki tumori dovode do otezanog i ¢ujnog disanja §to moze dovesti i do
poremecaja funkcije donjih di$nih puteva. Kod karcinoma grkljana koji se Sire i u podrucje
hipofarinksa (donja regija Zdrijela u blizini grkljana) moZe se pojaviti reflektiraju¢a bol u uhu

zbog nadrazaja vagalnog zivca tumorom (Slika 1.).

Slika 1. Prikaz karcinoma desne polovice grkljana (desnog hemilarinksa) s fleksibilnim
fiberoptickim endoskopom.Vizualizacija karcinoma grkljana - desne glasnice sa Sirenjem u
desni ventrikularni nabor i desni aritenoid fleksibilnim fiberoptickim endoskopom (crvena
strelica prikazuje karcinom desne polovice grkljana, plava strelica uredan izgled lijeve

glasnice)



1.1.6. Dijagnosticki postupci

Dijagnoza karcinoma grkljana postavlja se vizualizacijom i procjenom pomicnosti glasnica
metodama indirektne laringoskopije i1 fleksibilne fiberopticke endoskopije. U slucaju da se
karcinom ne vizualizira, a postoje promjene u glasu, potrebno je uciniti videostroboskopiju
kojom se analizira vibracija glasnica te uocavaju odstupanja koja mogu upucéivati na leziju
ispod sluznice nevidljivu klasiénim metodama pretrage. Zahvacenost limfnih ¢vorova vrata
dijagnosticira se UZV vrata i citoloskom dijagnostikom punkcije limfnog ¢vora. Za procjenu
prosSirenosti bolesti potrebno je uciniti i CT vrata ( tumori > T2) s osvrtom na sam grkljan te
limfne ¢vorove vrata. U slucaju prosirene bolesti potrebno je uciniti Rtg pluéa ili CT toraksa s
posebnim osvrtom na postojanje metastaza na plu¢ima. Mikrolaringoskopija u opéoj anesteziji
konacan je Cin to¢nog utvrdivanja proSirenosti karcinoma grkljana, uzimanja tkiva za
patohistoloSku potvrdu karcinoma te procjene stadija bolesti o kojem ovisi daljnje lijecenje

(17).

1.1.7. Lijecenje

Osnovni nacini lije¢enja karcinoma grkljana su operacija i radioterapija, sa ili bez
kemoterapije. Opseg operacije ovisi o veli€ini 1 smjeStaju tumora koji odreduju 1 stadij bolesti.
T1 i T2 tumori svih podjedinica grkljana odstranjuju se endoskopskim putem bez potrebe
vanjskog pristupa na vrat sa CO2 laserom u sluc¢aju da se mogu u potpunosti endoskopski
prikazati 1 da pomicnost glasnica nije ugrozena. Tumori T3 1 T4 svih podjedinica grkljana
odstranjuju se djelomi¢nim odstranjenjem grkljana (parcijalna laringektomija) ovisno o
lokalizaciji tumora (horizontalna ili vertikalna laringektomija) i potpunim odstranjenjem
grkljana (totalna laringektomija). Kod malih karcinoma grkljana u regiji glotisa bez
zahvacenih limfnih ¢vorova na vratu nije potrebno elektivno odstranjivanje ¢vorova na vratu
(selektivna disekcija vrata) dok je kod manjih tumora drugih regija i kod vecih tumora
potrebno uciniti elektivnu disekciju vrata u regijama koje prema putu Sirenja tumora
odgovaraju lokalizaciji samog tumora bez obzira jesu li limfni ¢vorovi ve¢ zahvacéeni
tumorom. Ukoliko su ¢vorovi na vratu ve¢ zahvaceni tumorom potrebno je odstraniti ¢vorove
svih regija vrata uz odstranjenje sternokleidomastoidnog misica, akcesornog zivca i jugularne
vene (radikalna disekcija vrata). Kod malih karcinoma regije glotisa i subglotisa T1 i T2 uz
primarno kirursko lijeenje moguca je i primarna radioterapija s podjednakim rezultatima kao

1 poslijeoperativno dok se kod ve¢ih tumora provodi poslijeoperativna radioterapija ili
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konkomitantna kemoradioterapija (18). Poslijeoperativna radioterapija sa ili bez kemoterapije
provodi se kod karcinoma grkljana regije glotisa u slucaju velikog tumora (T4) i proSirene
bolesti (N2-3), tumorom zahvacenog resekcijskog ruba, slabo diferenciranog tumora (GII-
GIII), prisutnosti ekstrakapsularnog Sirenja, perineuralne ili perivaskularne invazije te
limfangozne karcinomatoze (19).

Molekularni mehanizmi karcinogeneze kod karcinoma plocastih stanica grkljana jos uvijek su
nedovoljno poznati, a genetska i bioloSka heterogenost ove bolesti zahtijeva razvoj novih

strategija u dijagnosticiranju i lijeCenju bolesti.

1.2. Povezanost kroni¢ne upale s nastankom karcinoma

Rudolf Virhow je proucavao prisutnost leukocita u okolici tumora te pretpostavio postojanje
povezanosti izmedu upale i nastanka tumora (20). Zadnjih desetljeca postalo je jasno da upala
ima kriti¢nu ulogu u nastanku veéeg broja karcinoma. Poznato je da upalne reakcije, koje se
medusobno razlikuju prema uzro¢niku, mehanizmu djelovanja, intenzitetu i ishodu, sudjeluju
u poticanju nastanka i Sirenja karcinoma. Patogeni uzrocnici, kao Sto su bakterije i virusi,
dovode do aktivacije urodene imunosti §to omogucava njihovu eliminaciju iz organizma.
Pojedini patogeni mogu utjecati na mehanizme urodene imunosti, mijenjati ih i1 tako
sprijeCavati odstranjenje patogena iz organizma i dovesti do kroni¢ne upale. Kroni¢na upala
ima protumorski u€inak i povecava rizik za nastanak karcinoma. Poznati primjeri su trajna
infekcija bakterijom Helicobacter pylori koja povecava rizik od nastanka karcinoma zeluca
(21), te infekcija virusima hepatitisa B i C (HBV i HCV) koji povecavaju rizik nastanka
hepatocelularnog karcinoma (22). Kroni¢na upala kao posljedica poremecaja imunoloske
regulacije takoder se dovodi u vezu s nastankom kolorektalnog karcinoma (23).

Cimbenici okolisa, na prvom mjestu udisanje duhanskog dima i inhalacija azbesta (24) i
silikona (25), dovode do kroni¢ne upale koja protumorigenim uéinkom poti¢e nastanak i
razvoj karcinoma grkljana i pluc¢a. I manje poznati ¢imbenici kao §to su starenje stanice (26),
nakupljanje ostecene DNA (27) i pretilost (28) dovode do kroni¢ne upale koja poti¢e nastanak
karcinoma (29).

U mikrookolini tumora nalaze se stanice urodene i specificne imunosti koje medusobno
komuniciraju direktno, ili putem citokina i kemokina, i na taj nacin kontroliraju rast tumora.
Profil ekspresije razli¢itih molekula koje sudjeluju u aktivaciji 1 modulaciji imunoloSkog
odgovora i upalne reakcije, njithovo pojacano nakupljanje te pojacana ili smanjena aktivacija

odreduju ravnotezu izmedu protumorskog ili antitumorskog okolisa (30). Aktivacijom
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razliCitih signalnih puteva citokini kontroliraju upalu tako S$to s jedne strane poticu
protutumorsku imunost (IL-12, TRAIL, IFNy), a s druge strane razvoj (IL-6, IL-17, IL-23),
rast 1 prezivljavanje tumora (TRAIL, FasL, TNF-a, EGFR, TGF-B). Opcenito, karcinom
nastaje kao posljedica promjene signalnih puteva koji sudjeluju u regulaciji stanicne
proliferacije. Promjene u sadrzaju i funkcionalnom stanju molekula signalnog puta koje
sudjeluju u aktivaciji i regulaciji imunoloskog odgovora dovode do specificnih promjena koje
se povezuju s pojatanim prezivljavanjem stanica (31). Klju¢ni ¢imbenici u povezanosti
kroni¢ne upale s nastankom karcinoma su transkripcijski ¢imbenici (NF-kB 1 STAT3), te
upalni citokini kao $to su (IL-1pB, IL-6, IL-23 i TNF-a) (32). Napredovanje tumora je proces
rasta jedne tumorske stanice u tkivo tumora. Ovaj proces, izmedu ostalog, ostvaruje se i
upalom stimuliranom proliferacijom tumorskih stanica i smanjenjem stani¢ne smrti.
Mehanizmi koji dovode do napredovanja tumora ukljucuju proizvodnju 1 aktivaciju citokina
unutar signalnih puteva. Dakle, stanice urodene imunosti i upalne stanice stvaraju citokine
koji su vazan mehanizam u napredovanju tumora i omogucavaju rast i prezivljavanje

tumorskih stanica u vecini slucajeva na parakrini nacin (33).

1.3. Mehanizam stani¢ne imunosti i njegova uloga u tumorigenezi

Mehanizam stani¢ne imunosti prva je linija obrane organizma i bazira se na razlikovanju
onoga §to pripada samom organizmu (,,self*) kao Sto su npr. vlastiti proteini od onoga Sto ne
pripada organizmu (,,nonself*) kao npr. mikroorganizmi. Matzinger je 1994. godine opisala
tzv. ,hipotezu opasnosti“ gdje opasnost za organizam domacina, bez prisutnosti ,,stranog®,
dovodi do koordinirane aktivacije imunoloskog sustava kao odgovor na signal (34).
Mehanizmi stani¢ne imunosti regulirani su nizom nasljednih gena koji kodiraju receptore za
prepoznavanju uzoraka (engl. pattern-recognition receptors—PRRSs). Eksprimiraju ih stanice
makrofaga, monocita, dendritickih stanica, neutrofila, epitelnih stanica kao i stanice tumora.
Najbolje prouceni receptori urodene imunosti su Toll-like receptori (TLRs) koji su smjeSteni
na povrsini stanice ili na stjenkama endoplazmatskog retikuluma i na taj nain prepoznaju
patogenu pridruzene molekularne slijedove (engl. pathogen associated molecular patterns—
PAMPs). Druga vrsta receptora NOD-like receptori (NLRs) su smjesteni unutar stanice, u
citoplazmi, 1 predstavljaju drugu liniju obrane. Aktivacija receptora urodene imunosti dovodi
do pokretanja slozenog signalnog puta koji u konacnici dovodi do aktivacije transkripcijskih
¢imbenika NF-xB i AP-1, te sinteze i luCenja proupalnih citokina i kemokina (35).

Aktivacijom NLRa dolazi do formiranja proteinske platforme, inflamasoma, koja omogucava
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prelazak inaktivnog oblika kaspaze u aktivne oblike i dozrijevanje pro-IL-1p u aktivni oblik.
Ova dva puta su medusobno povezana i aktivacija TLR signalnog puta potic¢e stvaranje pro-

IL-1B koji ¢e putem aktivacije NLR signalnog puta prijeéi u zreli oblik.

1.3.1. Uloga gena ASC/TMS1 u stani¢noj imunosti

Gen ASC/TMS1 kodira adaptornu molekulu ASC (engl. Apoptosis-associated speck like
protein containing a caspase recruiting domain/Target of methylation induced silencing-1
gene) koja ima vaznu ulogu u signalnom putu aktiviranom odgovorom organizma na infekciju
ili ozljedu, a karakterizira ga stvaranje inflamasoma. Ovaj signalni put kontrolira sazrijevanje
i lucenje interleukina IL-1f i IL-18.

NOD-like receptori koji sudjeluju u ovom signalnom putu pripadaju porodici NLR receptora
od kojih je najbolje proucena uloga receptora NLRP3 u stvaranju NLRP3 inflamasoma.
NLRP3 inflamasom ¢ine receptor, adaptorna molekula ASC i kaspaza-1. NLRP3 receptor
aktivira se nakon izlaganja specificnim ligandima kao Sto su bakterije, toksini, kristali,
unutarstani¢ne bakterije, lipopolisaharidi i razli¢ite molekula PAMP-a. Njegova aktivacija
dovodi do NLRP3 oligomerizacije, nakupljanja PYD domene samog receptora, homotipne
medureakcije sa PYD domenom adaptorene molekule ASC/TMSI, te medureakcije CARD
domene adaptorne molekule ASC/TMS1 s CARD domenom prokaspaze-1. Prokaspaza-1
cijepanjem prelazi u aktivni oblik kaspaza-1 koja dalje dovodi do sazrijevanja i sekrecije IL-
1B (Slika 2.). Do sada su u literaturi opisani mogu¢i mehanizmi aktivacije NLRP3
inflamasoma. Prvi model navodi da izvanstani¢ni ATP stimulira otvaranje ATP-ovisnog
ionskog kanala stanicne membrane 1 na taj nafin formiranje pora stani¢ne membrane koje
omogucavaju direktnu aktivaciju NLRP3 inflamasoma putem NLRP3 agonista u citoplazmi.
Drugi model navodi kao aktivatore Cestice razli¢itih kristala (urata, silikona, azbesta) koji
aktivacijom fagocita dovode do lizosomalnog oStecenja te oslabadaju sadrzaj lizosoma u

citoplazmi i na taj na¢in aktiviraju NLRP3 inflamasome (36).
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Slika 2. Aktivacija NOD-like NLRP3 receptora i stvaranje NLRP3 inflamasoma (preuzeto i

prilagodeno prema literaturnom navodu (37)

1.3.2. Uloga gena MyD88 u stani¢noj imunosti

Gen MyD88 kodira adaptornu molekulu MyD88 (engl. Myeloid differentiation primary
response 88) koja ima koja ima klju¢nu ulogu u TLR signalnome putu. TLRi nalaze se ili na
stani¢noj membrani kao povrSinski TLR-i ili na membrani unutarstani¢nih vezikula kao
unutra$nji TLR-i. PovrSinski TLR-i prepoznaju evolucijski sa¢uvane komponente membrana
ili vanjskih ovojnica bakterija, virusa i parazita, dok unutarstani¢ni TLR-i prepoznaju
nukleinske kiseline. Toll-u sli¢ni receptori izraZeni su uglavnom na stanicama imunoloskog
sustava ali 1 na mnogim drugim neimunoloskim stanicama, pa i stanicama tumora (38).
Aktivacija ovih receptora pokreée signalni put koji u konacnici zavrSava aktivacijom
transkripcijskog ¢imbenika NF-kB i sintezom razli¢itih citokina i kemokina (39).

Adaptorna molekula MyDS88 je klju¢na molekula ovog signalnog puta- Stvara reverzibilni
kompleks s receptornim homodimerom §to omogucava signalnu kaskadu. Nakon vezanja
specificnog liganda na TLR, signal se prenosi preko citoplazme do stani¢ne jezgre. Prijenos

signala putem TLRa zapocinje kada adaptorski protein MyD88, nakon vezanja s
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unutarstanicnom domenom receptora, prenese signal, tj. pokrene fosforilaciju kinaza IRAK-4,
211 (engl. IL-1 receptor associated kinase), TRAF6 (engl. TNF receptorassociated factor 6)
te TAB2 i TAB3 (engl. TAK1 binding protein), koji potom aktiviraju TAK1 (engl. TGF-4-
activated kinase 1). TAK1 se pridruzuje IKK-kompleksu i fosforilira IKKp, $to vodi do
razgradnje 1B inhibitornih proteina i aktivacije transkripcijskih ¢imbenika NF-xB. Aktivacija
NF-kB 1 ostalih transkripcijskih faktora rezultira sekrecijom proupalnih citokina, ukljucujuéi

IL-6, TNF-a. i IL-12 (Slika 3.) (40).

Diacylated Triacylated
Flagellin PGN lipopeptides lipopeptides LPS

il TLR6- TLR1-
TLRS TLR2 TLR2 TLR2 TLR4 Plasma membrane

Opn U00m O0m o0
Kl 1

,“ l Pro-inflammatory TypeIIEN
cytokine production production Nucleus

Slika 3. Prijenos signala putem TLRa (preuzeto i prolagodeno prema literaturnom navodu
(41)
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1.4. Epigenetika

Epigenetika izucava promjene u ekspresiji gena koje nisu posljedica nasljednih promjena u
slijedu DNA. Mehanizam epigenetskih promjena, uz RNA utiSavanje i modifikaciju histona,
najveéim djelom je DNA metilacija. Metilacija DNA pojavljuje se na citozinskom Kraju
posebno malih regija DNA koje su bogate CpG dinukleotidima (<500 pb). Takve regije
bogate CG dinukleotidima (> od 55%) nazivaju se CpG mjesta. Najces¢e se nalaze unutar
regulatornih regija gena, promotora, i utje¢u na transkripciju tih gena. Ukoliko su CpG mjesta
promotorske regije nemetilirana tada su geni eksprimirani, ali ukoliko postanu hipermetilirana
dolazi do utiSavanja ekspresije gena (engl. gene silencing) (42). Obzirom da se status
metilacije povezuje s nastankom i razvojem tumora, reverzibilnost DNA metilacije ciljanih
gena moze ukazivati na novu terapijsku strategiju obnavljanjem ekspresije transkripcijski
utiSanih tumor supresorskih gena (43). Upala inducira DNA metilaciju ovisnu o DNA
metiltransferazi (engl. DNA methyltransferase, DNMT) §to dovodi do utiSavanja gena koji
sudjeluju u putu razvoja tumora (44).

Do sada je najc¢eS¢e analizirana aberantna hipermetilacija u promotorskim regijama tumor

supresorskih gena koja time dovodi do epigenetske inaktivacije tih gena (45).

1.4.1. Metilacija gena ASC/TMS1

Iz literature je poznato da je metilacijom inducirano utiSavanje gena ASC/TMS1 povezano s
kasnim stadijem razvoja kolorektalnog karcinoma. Prema ovim rezultatima ASC/TMS1 spada
u proapoptoticne gene ukljucene u aktivaciju NF-kB signalnog puta. Kod bolesnika s
kolorektalnim karcinomom pokazan je visoki stupanj metilacije gena ASC/TMS1 i dokazana
je povezanost izmedu statusa metilacije 1 ekspresije ASC/TMS1 gena. Isto tako pokazano je
da ne postoji metilacija gena ASC/TMS1 kod benignih kolorektalnih promjena kao $to su
tubularni i vilarni adenomi. Metilacija ovog gena uoCena je samo u kasnom stadiju
kolorektalnog karcinoma i to kod inazivnih karcinoma, a nije otkrivena kod premalignih
lezija. Upravo zbog toga metilacija ASC/TMS1 gena moZze sluZiti kao biomarker u
prognostickom znacenju te dijagnosticiranju recidiva i metastaza karcinoma (46).

Promijenjena metilacija gena ASC/TMS1 dokazana je i kod nekih drugih vrsta karcinoma
ukljucujuéi 40% karcinoma dojke (47), 50% primarnih melanoma (48), 16-40% karcinoma
jajnika (49), 40% nemalih stanica karcinoma pluca i 41% malih stanica karcinoma pluca (50),

21-43% glioblastoma (51), 64% karcinoma prostate (52) i 36% karcinoma Zuc¢njaka (53).
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U novijim istrazivanjima proucavana je korelacija stupnja metilacije gena ASC/TMSI 1 gena
p53 sa prognozom kod bolesnika s karcinomom zucnjaka. Pokazano je da 66,7% bolesnika s
ovim karcinomom pokazuje metilaciju barem jednog od ovih tumor supresorskih gena i takvi
bolesnici imaju losije patohistoloSke znac¢ajke bolesti a time i prognozu (54).

Do sada u literaturi nije proucavan status metilacije ASC/TMSI1 gena kod karcinoma grkljana
niti je u bilo kojem od navedenih karcinoma koriStena metoda pirosekvenciranja za

odredivanje statusa metilacije.

1.4.2. Metilacija gena MyD88

U dosadasnjoj literaturi nema podataka da je kod karcinoma proucavan status metilacije gena
MyD88 koji kodira adaptornu molekulu MyD88, klju¢nu molekulu u prijenosu signala putem
aktivacije TLRa i kontroli mehanizma stani¢ne imunosti i tumorigeneze.

Do sada su u novijoj literaturi prikazane somatske mutacije gena MyD88 koje dovode do
aktivacije TLR signalnih puteva i1 posljedi¢ne aktivacije transkripcijskog ¢imbenika NF-xB
koji tako promovira stani¢no prezivljavanje i proliferaciju stanica. Neadekvatna aktivacija
TLRa uvjetovana somatskim mutacijama TLR adaptorne molekule MyD88 pokazala se
vode¢im uzro¢nikom mnogih hematoloskih malignih bolesti. Funkcionalne mutacije gena
MyD88 nadene su u 39% aktivnih difuznih limfoma velikih B-stanica i u gotovo 100%
bolesnika s Waldenstromovom makroglobulinemijom. MyD88 mutacije prisutne su i u 2-10%
bolesnika s kronicnom limfocitnom leukemijom (CLL), 69% bolesnika s koZznim difuznim
limfomom velikih B-stanica (CBCL) i 38% bolesnika s primarnim limfomom sredi$njeg
zivéanog sustava (PCNSL). Upravo otkrivanje mutacija adaptorne molekule MyD88 jedan je

od mnogih dokaza Virchowove hipoteze povezanosti kroni¢ne upale i karcinoma (41).
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2. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Promijenjeni status metilacije promotorske regije gena odgovornih za aktivaciju i regulaciju
upale (ASC/TMS1 i MyD88), unutar zdravoga i tumorskog tkiva grkljana, povezan je s

nastankom i progresijom tumora grkljana.

Glavni cilj ovog istrazivanja je ispitati postoji li razlika u stupnju metilacije gena klju¢nih u
aktivaciji imunoloskog odgovora unutar zdravoga i tumorskog tkiva grkljana i ocituje li se ta
razlika na proteinskoj razini. Cilj je istraziti takoder moze li se stupanj metilacije testiranih
gena koristiti kao potencijalni biomarker u dijagnosticiranju, lijeCenju i pracenju ishoda

lijecenja karcinoma grkljana.

Specificni ciljevi istrazivanja jesu:

1. Ispitati status metilacije promotorske regije gena ASC/TMS1 i MyD88 u zdravom i
tumorskom tkivu ispitanika s karcinomom grkljana

2. Ispitati ekspresiju testiranih gena, u zdravom i tumorskom tkivu, na razini proteina

3. Usporediti status metilacije gena s statusom ekspresije proteina
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3. ISPITANICI, MATERIJALI I METODE ISTRAZIVANJA

3.1. ISPITANICI

Uzorci tkiva bolesnika s primarnim planocelularnim karcinomom grkljana kod kojih nisu
prisutne ili su prisutne metastaze u limfne ¢vorove na vratu prikupljeni su tijekom rutinskog
operativnog kirurskog lije¢enja na Klinici za bolesti uha, nosa i grla i kirurgiju glave i vrata,
KBC Zagreb. Tijekom istrazivanja na Klinici se prikupilo 36 uzoraka tumorskih tkiva
bolesnika i pripadujuc¢a histoloski zdrava/tumorom nezahvacena tkiva u razdoblju tri godine
(2014-2016). Uzorci tumorskih tkiva patohistoloski su analizirani u svrhu utvrdivanja Cistoce
tumorskog tkiva u Klinickom zavodu za patologiju i citologiju KBC Zagreb. Tumorsko tkivo
za potrebe daljnih analiza narezano je iz tumorske mase koja je najbogatija tumorskim
stanicama (>70%) i pohranjeno na -80°C. Patohistoloski je analizirano i okolno histoloski
normalno/tumorom nezahvaceno tkivo da bi se potvrdilo da nema tumorskih stanica. Svi
bolesnici su prije ukljucenja u istrazivanje potpisali informirani pristanak. Svi bolesnici su
dokumentirani pod Sifrom poznatom samo glavnom istrazivacu c¢ime je zajamcena
anonimnost ispitanika. Istrazivanje je zapocelo nakon dobivanja odobrenja Etickog
povjerenstva KBC Zagreb. Sva molekularna istrazivanja provedena su u Laboratoriju za

naprednu genomiku Zavoda za molekularnu medicinu Instituta Ruder Boskovi¢ u Zagrebu.

3.2 METODE

3.2.1 Analiza metilacije DNA pirosekvenciranjem
Metilacijski statusi promotora pojedinog gena analizirani su metodom pirosekvenciranja koja

nam je omogucila precizno izrazavanje postotka metilirane DNA u analiziranom uzorku tkiva.
Metoda analize metilacije DNA zahtijeva izolaciju genomske DNA iz uzoraka tkiva,
bisulfitnu konverziju DNA, dizajniranje pocetnica za umnazanje DNA PCR-om i
sekvenciranje, umnazanje fragmenata DNA predvidenih za analizu, pirosekvenciranje te

obradu rezultata dobivenih sekvenciranjem.

3.2.2. Izolacija genomske DNA iz tkiva

Genomska DNA iz tkiva izolirana je pomoc¢u komercijalno dostupnog kompleta za izolaciju
DNA (Qiagen, Hilden, Njemacka; Dneasy Blood and Tissue Kit), prema uputama
proizvodaca. Ukratko, uzorci zdravoga i tumorskog tkiva izvadeni su sa -80°C i ostavljeni da

se otope na sobnoj temperaturi. Tkiva (15-25 mg) su potom lizirana u puferu ATL (180 uL)
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uz dodatak proteinaze K (20 pL) preko noci na 56°C u vodenoj kupelji. Nakon lize tkiva,
lizatima je dodano 200 pL pufera AL i 200 pL 96% etanola uz vorteksiranje. Pripremljeni
lizati potom su naneseni na kolonice za izolaciju DNA. Tijekom centrifugiranja (6000 x g/
Imin.) DNA se selektivno veze na membranu kolonice. Slijedilo je ispiranje s dva pufera
AW1 (500 pL, centrifuga 6000 x g/Imin.) i AW2 (500 pL, centrifuga 20 000 x g/3min.).
Izolirana DNA eluirana je u 100 pL pufera AE (centrifuga 6000 x g/Imin.), a eluat je jo$
jednom provucen kroz kolonice kako bi se povecala iskoristivost izolirane DNA (centrifuga
6000 x g/Imin.). Koristena je centrifuga Eppendorf 5810R (Eppendorf, Hamburg, Njemacka),
a svi koraci odvijali su se na sobnoj temperaturi. Kvaliteta i koncentracija izolirane genomske
DNA provjerena je na BioSpec-nano Micro-volume UV-Vis spektrofotometru (Shimadzu,
Kyoto, Japan). Izolirana DNA smatrala se kvalitetna i ¢ista ukoliko je zadovoljila dva uvjeta:
1. Omjer apsorbancije Azeo/Azso 1,7-1,91 Azeo/Az30 2,0-2,2; 2. Ako graf apsorbancije Azeo
pokazuje simetrican “peak®. lzolirana genomska DNA koja je zadovoljila gore navedene

uvjete pohranjena je na -20°C, do daljnje analize.

3.2.3 Bisulfitna konverzija genomske DNA
Za potrebe analize metilacije DNA, genomska DNA zadovoljavajuée kvalitete je modificirana

reakcijom bisulfitne konverzije. Natrij bisulfit ne utjeCe na metilirani citozin (5-metilcitozin),
dok nemetilirane citozine, preko prvotne konverzije deaminacijom u uracile, mijenja u timine

¢ime se epigeneticka oznaka prebacuje u slijedu DNA (Tablica 6.).

Tablica 6. Princip reakcije bisulfitne konverzije DNA

Originalna sekvenca Bisulfitna konverzija | PCR umnaZanje

Nemetilirana DNA | N-C-G-N-C-G-N-C-G- | N-U-G-N-U-G-N-U- N-T-G-N-T-G-N-T-

N G-N G-N
Metilirana DNA N-C-G-N-C-G-N-C-G- | N-C-G-N-C-G-N-C- N-C-G-N-C-G-N-C-
N G-N G-N

Za reakciju bisulfitne konverzije koristilo se 500 ng genomske DNA koja je obradena i
procis¢ena pomocu komercijalno dostupnog kompleta (Qiagen, Hilden, Njemacka; Epitect®
96 bisulfite kit) prema uputi proizvodaca. Ukratko, genomska DNA pomijeSa se s otopinom
bisulfitne smjese. Bisulfitna smjesa otopljena je u 80 OuL vode slobodne od RNase, uz
kratkotrajno vorteksiranje. Reakcije za bisulfithu konverziju pripremljene su prema uputi

navedenoj u Tablici 7.
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Tablica 7. Priprema reakcije bisulfitne konverzije

Komponente reakcije Volumen po reakciji (ML)
Genomska DNA+ RNase-free voda | 40 (DNA input 500 ng)
Otopljeni Bisulfitni miks! 85

DNA Protect pufer? 15

Ukupni volumen reakcije 140

1Bisulfitni miks (sastav poznat proizvodacu) omoguéava optimalnu razinu pH za konverziju citozina u
uracil’DNA Protect pufer (sastav poznat proizvodacu) sprjetava fragmentaciju DNA na visokim temperaturama
i pri niskim pH vrijednostima. Sadrzi boju koja sluzi kao pH indikator

Bisulfitna konverzija odvijala se u PCR uredaju sa uklju¢enim grijanim poklopcem (Biometra
Tprofessional, Gottingen, Njemacka). Reakcija je podesSena prema Tablici 8.

Tablica 8. Uvjeti reakcije bisulfitne konverzije genomske DNA

Korak Trajanje (min.) | Temperatura (°C)
Denaturacija | 5 95
Inkubacija 25 60
Denaturacija | 5 95
Inkubacija 85 60
Denaturacija | 5 95
Inkubacija 175 60

Nakon reakcije bisulfitne konverzije uzorci su pomijesani s 560 pL pufera BL koji promovira
vezanje jednolan¢ane konvertirane DNA na membranu kolonica (EpiTect® spin kolonice za
proc¢iséavanje DNA) (centrifuga 14000 rpm/Imin). Slijedilo je ispiranje puferom BW koji
uklanja ostatke natrij bisulfita (500 pL, centrifuga 14000 rpm/Imin.) i BD desulfoniziraju¢im
puferom (500 pL, inkubacija 15min., centrifuga 14000 rpm/1min.) te ponovo BW puferom 2
puta (500 pL, centrifuga 14000 rpm/imin.) uz dodatni korak centrifugiranja (14000
rpm/1min.) radi uklanjanja zaostale tekuc¢ine. DNA je eluirana u 40 puL EB pufera (12000
rpm/Imin.). KoriStena je centrifuga Heraeus PICO21 (Thermo scientific, Waltham, SAD), a
svi koraci centrifugiranja odvijali su se na sobnoj temperaturi. Bisulfitno konvertirana i
pro¢iS¢ena DNA pohranjena je na -20°C do upotrebe za lancanu reakciju umnaZzanja

polimerazom (PCR).

3.2.4 Dizajniranje pocetnica za umnazanje DNA lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR) i
sekvenciranje
Slijed DNA na temelju kojih su konstruirane pocetnice za lanc¢anu reakciju polimerazom

(engl. polymerase chain reaction, PCR) preuzete su iz besplatno dostupne baze podataka
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GenBank (National Center for Biotechnology Information, NCBI). Identifikacijska oznaka
gena MyD88 u bazi podataka je NG_016964, a gena ASC/TMS1 AF184072.1. Dizajniranje
pocetnica zapocinje odredivanjem dijela slijeda DNA promotora od interesa gena MyD88 i
ASC/TMS1 proksimalno od ATG mjesta (pocetak transkripcije gena). Nakon otkrivanja
regije od interesa pristupilo se dizajnu pocetnica. Za potrebe PCR-a biotinom obiljezene
pocetnice specificne za bisulfitno konvertiranu DNA i pocetnice za pirosekvenciranje
dizajnirane su pomoc¢u ra¢unalnog programa PyroMark Assay Design Software 2.0 (Qiagen,
Hilden, Njemacka), prema uputama proizvodaca. Ukratko, slijed DNA od interesa unesene su
u program, odabran je CpG esej, oznacCena je regija od interesa (CpG mjesta promotorske
regije gena MyD88 i ASC/TMS1). Program automatski prikazuje slijed bisulfitno
konvertirane DNA. Pokretanjem analize prikazuje se lista moguéih setova pocetnica.
Odabrani setovi pocetnica za PCR reakciju prikazani su u Tablici 9, a pocetnice za

pirosekvenciranje u Tablici 10.

Tablica 9. Pocetnice koristene za lancanu reakciju polimeraze (PCR)

Naziv Sekvenca (5'-3") Regija gena i kromosomski | La/pb
pocetnice smjeSaj (pb)*
MyD88 F2 | TATGTTGAGAGTAGTTAGGG 5" uzvodno (promotor)
3p22.2 ; CpG otok 479
MyD88 R2 | TATAAACCCCTCAAATTCCTC | 38179793-38180272
r
ACS_F2 GAGGTTTGGGTGGGAGG 5" uzvodno (promotor)
16p11.2 ; CpG otok 383
ACS R2 AATCTCCAAATAAAAACTAAC | 31213822-31214205
CAACY

pb-parova baza, La—duljina produkta, *prema Ensembl (GRCh38.p7), 7biotinizirana poc¢etnica
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Tablica 10. Pocetnice koristene za reakciju pirosekvenciranja

Naziv Sekvenca (5'-3") Analizirana sekvenca (5'-3") n CpG
pocetnice otoka

MyD88_S1 | TGGTGATGGTGTTAGTA | GGTTGGYGGYGGAGTGAGGAYG | 4
ATTTTTTTTYGGGGGTTG

MyD88_S2 | GAGATTTGGAGAGGTT | TAYGGTATYG TTTTYGAGGG | 3
TTTGGTGATG GTGTTAGTAG G

MyD88_S3 | GGGGTGTTTATTTTTAT | TTTGAGGTTTYGAGGYGGGTGA |3

T TGTGGGGGGYG
ASC_S1 GTTTTTTGTTGGAGGGT | YGGATYGGGG YGGGGAGTYG | 4
AA GGAGA

n- broj, Y- moguéi metilirani citozin (CpG otok)

3.2.5. Lancana reakcija polimeraze (PCR)
Nakon bisulfitne konverzije genomska DNA umnoZena je s odabranim pocetnicama. Sadrzaj

svake reakcije PCR prikazan je u Tablici 11., a koraci reakcije su podeSeni prema Tablici 12.

Tablica 11. Komponente lancane reakcije polimeraze

Komponente reacije Volumen po reakciji (UL)
10X pufer 2,5

dNTP miks (10 mmol/L) 0,5

Primer F2 1 (10 pmol)

Primer R2 1 (10 pmol)

DNA polimeraza* 0,2(1 V)

Mq H20 18,8

DNA (bis. konv.) 1

Ukupni volumen 25 pL

*FastStart Taq DNA polimeraza 5U/ul (Roche, Basel, Svicarska)
FastStart Taq DNA polimeraza je termostabilna, kemijski modificirana Taq DNA polimeraza.

FastStart Tag DNA polimerazaje inaktivnana sobnoj temperaturi (15-25°C) i aktivira se
inicijalnom denaturacijom na 95°C Cime se sprijecava nespecificno vezanje i stvaranje dimer
pocetnica pri nizim temperaturama. 10x PCR pufer sadrzi 20 mM MgClz. ANTP miks sadrzi
deoksiribonukleotide dATP (deoksiadenozin-trifosfat), dGTP (deoksigvanozin-trifosfat),
dTTP (deoksitimidin-trifosfat) i dCTP (deoksicitidintrifosfat). Lan¢ana reakcija polimerazom
provedena je na T-professional thermal cycler uredaju (Biometra Tprofessional, Gottingen,

Njemacka).
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Tablica 12. PCR program

Korak Trajanje (min.) | Temperatura (°C)
Inicijalna denaturacija | 5 95

Denaturacija 30s 95

Vezivanje pocetnica | 30S 60

Elongacija 45s 72;35X

Finalna elongacija 5 72

Produkti svake reakcije PCR-a analizirani su elektroforezom na 1% agaroznom gelu (uz
dodatak EtBr) u TAE puferu (2M Tris base, 50 mM EDTA, octena Kiselina, destilirana voda),
kako bi se provjerila uspjesnost reakcije PCR te iskljucila mogucnost kontaminacije uzoraka.
Elektroforeza je provedena pri naponu od 120 mV, u trajanju oko 20 min, na uredaju BIO-
RAD Power PAC 200 (Hercules, Kalifornija, SAD). Signal je vizualiziran UV svjetlom na
uredaju ALLIANCE XD-79LS-26MX (Uvitec, Cambridge, UK). Veli¢ina fragmenata
odredena je usporedbom s fragmentima DNA poznatih veli¢ina.

Prije same analize pirosekvenciranjem biotinizirani PCR produkti imobilizirani su na
sefaroznim perlama obloZenim streptavidinom (Streptavidin Sepharose High Performance,

GE Healthcare). Komponente reakcije prikazane su u Tablici 13.

Tablica 13. Imobilizacija PCR produkta na perle

Komponente reakcije Volumen po  reakciji
(uL)

Biotinizirani PCR produkt 10

Sefarozne perle obloZene streptavidinom 1,53 L)

PyroMark vezaju¢i pufer 40

Milli-Q H20 28,5 (27)

Ukupni volumen reakcije 80 puL

U svaku jazicu PCR plocice (96 jazica) dodano je 80 UL pripremljene reakcije. PCR plocica
postavljena je na termomikser (Eppendorf® Thermomixer Compact), 10 minuta, pri brzini od
1400 rpm i sobnoj temperaturi. Tijekom imobilizacije pripremljena je vakumska postaja za
razdvajanje lanaca DNA (PyroMarkQ96 Vacuum Workstation, Qiagen, Hilden, Njemacka ).
U kadice na vakumskoj postaji dodane su otopine (Milli-Q voda, 70% etanol, denaturacijska

otopina ili pufer za ispiranje) kako je prikazano na Slici 4.
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90 ml 180 ml
Denaturation high-purity
Solution water

" = " 1 lioml
2 4 high-purity
water
1nom ¥ ! . 110ml
70% 1 3 Wash
ethanol u Buffer
PCR plate PyroMark plate

Slika 4. Vakumska postaja za razdvajanje lanaca DNA (preuzeto iz QIAGEN PyroMark Q96
Reagens Handbook 07/2014)

Pripremljena je i plocica za pirosekvenciranje. U svaku jazicu stavljeno je 40 pL otopine
sekvencijske pocetnice (Tablica 5.) za jedan od istrazivanih gena (0,4 UM pocetnice u puferu
za vezanje). PCR plocica i plocica za pirosekvenciranje fiksirane su na vakumsku postaju.
Nastavci s filterima vakumske ¢etke pod vakumom su umetnutina 15 sekundi u jazice PCR
plocice sa biotiniliranim PCR produktom koji se imobilizirao na sefarozne kuglice oblozene
streptavidinom. Cetka vakumske pumpe potom je uronjena na kratko u 70% etanol pomoéu
kojega se ispiru zaostaci PCR reakcije. Slijedi odvajanje lanaca DNA u denaturacijskoj
otopini na 5 sekundi (sastav poznat proizvodacu), pri ¢emu biotinilirani lanac ostaje vezan za
sefarozne kuglice. Nevezani lanci i neCistoce ispiru se u puferu za ispiranje (sastav poznat
proizvodacu) na 10 sekundi. Cetka je ostavljena 5 sekundi u vertikalan polozaj kako bi
aspirirala tekuéinu iz filtera vakumske &etke nakon Gega je vakuum iskljuden. Cetka
vakuumske pumpe uronjena je potom u jaZice plocice za pirosekvenciranje s blagom treSnjom
(10 sekundi) kako bi se perle s vezanim jednolananim PCR ulomcima (fragmentima)
otpustile u otopine sekvencijskih poéetnica za odredeni gen. Cetka je potom isprana u Milli-Q
vodi (10 sekundi). Nakon zagrijavanja (denaturacije) na termomikseru (2 min na 80°C bez
treSnje) plo€ica je ostavljena da se ohladi na sobnu temperaturu. U meduvremenu je
pripremljen pirosekvencer pomocéu PyroMark Gold Q96 CDT kompleta reagensa prema
uputama proizvodaca (Slika 5.). PyroMark Gold Q96 CDT komplet (Qiagen, Hilden,
Njemacka) sadrzi sve potrebne komponente (enzime, supstrate i nukleotide) potrebne za

pirosekvenciranje. Enzimatska smjesa sadrzi DNA polimerazu za ugradnju nukleotida, ATP
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sulfurilazu za konverziju pirofosfata u ATP, luciferazu za stvaranje svjetlosnog signala i
apirazu za degradaciju neinkorporiranih nukleotida i ATP-a. Enzimatska smjesa pipetira se u
komoricu pirosekvenatora oznacenu sa E. Supstratna smjesa sadrzi adenozin- 5'- fosfosulfat
(APS) potreban za stvaranje ATP-a i luciferina. Supstratna smjesa pipetira se u komoricu
pirosekvencera oznacenu sa S. U komorice oznacene sa A,C,G 1 T pipetiraju se nukleotidi

otopljeni u stabiliziraju¢em puferu.

Handbook 7/2014)

U program PyroMark Q96 MD uneseni su potrebni podatci (Tablica 5.), a plocica za
pirosekvenciranje umetnuta je u PyroMark Q96 uredaj (Qiagen, Hilden, Njemacka) te je
pokrenuto pirosekvenciranje. Tijekom pirosekvenciranja dio molekule DNA od interesa se
produljuje dodavanjem definiranih dNTP-ova. Ako dode do ugradnje nukleotida u slijed DNA
nastaje pirofosfatni ostatak koji je supstrat enzima apiraze. U posljedi¢noj reakciji apiraze
nastaje ATP koji kao kofaktor zajedno s enzimom luciferazom sudjeluje u stvaranju
svjetlosnog signala. Prema intenzitetu svjetlosti pirosekvencer kvantificira broj uspjesno
ugradenih nukleotida, a prema redoslijedu ubacivanja pojedinih nukleotida i vrstu ugradenog
nukleotida te na taj nacin o€itava slijed DNA. Konacni rezultat je pirogram.

Nakon reakcije pirosekvenciranja, analizirani su pirogrami pomoc¢u Pyro Q-CpG™ programa
(Qiagen, Hilden, Njemacka). Program automatski odreduje individualne metilacijske
frekvencije za sve CpG mjesta, kao i procjenu kvalitete eseja. Pirogrami koji nisu zadovoljili

kvalitetom (kriteriji kvalitete inkorporirani u program) iskljuceni su iz analize.
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3.2.6. Statisticka obrada rezultata analize pirosekvenciranja slijeda DNA

Rezultati analize pirosekvencioniranja slijeda DNA, koji predstavljaju brojcani prikaz udjela
metilirane DNA u analiziranom slijedu izrazen u postotku, analizirani su pomocu
kompjuterskog programa GraphPad vs 5.0 (Windows verzija programa) primjenom uparenog

testa (Paired t-test); samo p vrijednosti manje od 0,05 smatrane su statisti¢ki znac¢ajnim.

3.2.7. lzolacija ukupnih proteina iz zdravog i tumorskog tkiva

Ukupni proteini iz zdravog i pripadaju¢eg tumorskog tkiva grkljana izolirani su pomocu
Pasivnog pufera za lizu stanica (Promega, Fitchburg, Wisconsin, SAD; Passive Lysis Buffer
5x) prema uputi proizvodaca. Ukratko, pufer za lizu razrjeden je pet puta na radnu
koncentraciju 1x (razrjedenje sa Milli-Q H20; Synergy® Water Purification System, Merck
Millipore, Darmstadt, Njemacka). Uzorci tkiva izvadeni su sa -80°C, spusteni na dno tubice
kratkim centrifugiranjem i stavljeni na led. Svakom uzorku tkiva dodano je 60 uL pasivnog
pufera za lizu stanica (1x) nakon ¢ega su uzorci ostavljeni na ledu 30 minuta. Nakon
inkubacije tkiva u puferu za lizu stanice, uzorci su centrifugirani na maksimalnoj brzini (14
000rpm-20781G) 30 minuta, na temperaturi 4°C. Nakon centrifugiranja supernatant je
skupljen u Ciste 1,5 mL mikroepruvete (oznafene Sifrom uzorka), dok se talog sa stanicnim
ostatcima bacen. Supernatanti su potom koriSteni za kvantifikaciju ukupnih proteina
komercijalno dostupnim kompletom BCA Protein Assay Kit (Pierce™, Thermo scientific,
Waltham, MA,SAD).

3.2.8. Mijerenje koncentracije proteina

KompletPierce™ BCAProteinAssay koristi kombinaciju biuret reakcije (redukcija Cu?* u Cu*
u alkalnoj otopini proteina) i visoko osjetljive, selektivne kolorimetrijske detekcije bakrovog
kationa (Cu®) pomocu reagensa koji sadrzi bicinkoni¢nu kiselinu (BCA). Koncentracija
proteina odreduje se usporedbom vrijednosti apsorbancije sa standardnom krivuljom poznatih
koncentracija. Prvo se naprave serijska razrjedenja proteinskog standarda (govedi albumin iz
seruma (BSA, engl. bovine serum albumin) poznate koncentracije 2 mg/mL (BSA u kompletu
otopljen u 0,9% NaCl otopini s dodatkom 0,05% natrijevog azida). Takoder se pripreme
razrjedenja proteina nepoznate koncentracije iz uzoraka (4 pL uzorka + 36 pL Milli-Q vode,

razrjedenje uzorka 10x). Zatim se prema uputi proizvodaca pripremi radna otopina koja se
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sastoji od BCA reagensa A i B. Razrjedenja standarda i uzoraka se nanesu na plocicu sa 96
bunarica u tripletu (3x10 pL po bunari¢u standarda/uzorka). Svakom bunaricu sa standardom
ili uzorkom potom se dodaje 80 p Lpripremljene radne otopine. Otopine se dobro pomjesaju
pomocu pipete. Plo¢a se potom stavi u inkubator (Jouan EB 18, Jouan SA, Saint-Herblain,
Frencuska) podeSen na 37°C, 30 min. Nakon inkubacije mjere se apsorbancije na 562 nm
(Multiskan EX, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD). 1z dobivenih vrijednosti
apsorbancija pomoc¢u programa Excel izraCunaju se koncentracije proteina iz uzorka na
slijede¢i nacin:

1. Izracunaju se srednje vrijednosti apsorbancije za sve triplete razrjedenja standarda

2. Formira se krivulja prema dobivenim vrijednostima

3. Iz grafa se rac¢una jednadzba pravca

4. Pomocu jednadzbe pravca rauna se koncentracija proteina iz uzoraka

5. Dobiveni rezultat pomnozi se sa 10 (jer je uzorak razrijeden 10x prilikom pripreme).

Trazena koncentracija proteina u uzorku izrazena je u mg/mL.

3.2.9. Ispitivanje izrazaja proteina Western blot analizom
Western blot je tehnika koja omogucava otkrivanje specificnih proteina iz smjese proteina

ekstrahiranih iz uzoraka. Western blot analiza sastoji se od nekoliko koraka:

a) razdvajanje proteina na SDS-poliakrilamidnom gelu na temelju veli¢ine (pod utjecajem
elektricnog polja)

b) prijenosa proteina s gela na membranu

C) oznacavanje proteina od interesa primarnim i sekundarnim protutijelima za vizualizaciju

proteina.

3.2.10. Razdvajanje proteina na SDS-poliakrilamidnom gelu na temelju veli¢ine pod
utjecajem elektri¢nog polja (SDS-PAGE)
Gelovi za elektroforezu napravljeni su ru¢no, prema uhodanom i provjerenom protokolu
Laboratorija za naprednu genomiku. Gelovi se sastoje od dvije zone: zone za koncentriranje
(engl. stacking) i1 zone za razdvajanje (engl. resolving). Veli¢ina pora u gelu ovisi 0
koncentraciji bis-akrilamida u gelu i ukupnoj koncentraciji mjeSavine akrilamida i bis-
akrilamida u gelu. SDS (natrij dodecil sulfat) je anionski detergent koji otapa, disocira i
denaturira veéinu proteina na podjedinice. Za potrebe SDS-PAGE (engl. sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) koristeni su 10% gelovi prikladni za razdvajanje

proteina molekulske mase 10-150 kDa. Sastav zone za razdvajanje je slijedec¢i: Milli-Q H20,
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1M Tris-HCI pH 8,8, 10% SDS, 30% AAS, 10% APS i TEMED. Sastav zone za sabijanje je
slijedeci: Milli-Q H20, 1M Tris-HCI pH 6,8, 10% SDS, 30% AAS, 10% APS i TEMED.

Polimerizacijska smjesa razdvajajuce zone izlivena je izmedu dvije staklene ploce (1,5 mm)
pri¢vrs¢ene na stalak do % ukupnog volumena izmedu stakala. Smjesa je zatim nadslojena
izopropanolom i ostavljena na sobnoj temperaturi da se polimerizira. Nakon polimerizacije
donje zone na nju se izlijeva zona za sabijanje do vrha stakala, i umetnu se ¢eslji¢i 1,5 mm
debljine koji ¢e tijekom polimerizacije gornje zone i uklanjanja formirati oblik jazica. Kada se
gornja zona polimerizirala, stakla sa gelom se postave u vertikalni sustav za elektroforezu
Mini-PROTEAN®Tetra Handcast System (BIO-RAD, Hercules, Kalifornija, SAD) (Slika 6.).
Izmedu nosaca sa gelovima izlije se pufer za elektroforezu (25 mM Tris-HCI, 191 mM glicin,
1% SDS; pH pufera 7,4). Proteini za eletroforezu pripremaju se na slijede¢i nacin: 100 ug
proteina svakog uzorka se otpipetira u Ciste 1,5 mL tubice i doda im se 1/6 ukupnog volumena
6x LB pufer za nanosenje (LB,engl. loading buffer; sastav 375 mM Tris-HCI pH 6,8, 6%
SDS, 48% glicerol, 9% 2-merkaptoetanola i 0,03% bromfenola blue). Uzorci pomijesani sa
puferom za nanoSenje zagriju se 10 minuta na 95°C u termobloku (Tembloc, J.P. Selecta,
Abrera, Spanjolska) i centrifugiraju 1 minutu na 14 000 rpm (Hereus PICO 21, Thermo
scientific). U prvu jaZicu svakog gela se nanese oko 10 pL proteinskog markera
BenchMark™  Prestained Protein  Standard (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD), a u ostale jaZice uzorci. Elektroforeza se odvija pri naponu od 180 V,
pri konstantnoj jakosti struje od 400 mA u trajanju priblizno 90 minuta (PowerPac™Basic

Power Supply, BIO-RAD, Kalifornija, SAD).

Slika 6. BIO-RAD Mini-PROTEAN® Tetra Handcast System za Western Blot (lijevo) i

PowerPac™ Basic Power Supply (desno) (slika preuzeta sa www.bio-rad.com)

3.2.11. Prijenos proteina s gela na membranu
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Nakon elektroforeze radi se prijenos proteina s gela na nitroceluloznu membranu veli¢ine
pora 0,2 pum (BIO-RAD, Hercules, Kalifornija, SAD). Proteini se na nitroceluloznu
membranu adsorbiraju kombinacijom hidrofobnih i elektrostatskih medureakcija. Za potrebe
transfera proteina koriiten je uredaj Trans Blot Turbo™ Transfer System (BIO-RAD,
Hercules, Kalifornija, SAD). Nakon elektroforeze gelovi su preneSeni u uredaj za prijenos
proteina s gela na membranu pomocu struje (Slika 7.). Prijenos proteina odvija se pod
naponom od 25V, pri konstantnoj jakosti struje od 2,5 A tijekom 10 minuta. ZavrSetkom
prijenosa proteina s gela na membranu, proteini su imobilizirani na povrSini membrane i
dostupni za interakciju sa antitijelima.

Top (-) cassette
electrode (cathode)

Top ion reservoir stack
Gel

Blotting membrane
Bottom ion reservoir stack

Bottom (+) cassette -
electrode (anode)

Slika 7. Trans Blot Turbo™ Transfer System (slika preuzeta sa www.bio-rad.com)

Prije upotrebe primarnih protutijela membrana se blokira kako bi se sprijecilo nespecificno
vezanje protutijela na membranu) pobolj$ava osjetljivost eseja smanjujuci pozadinsku "buku™
1 vezuci se na sva potencijalno zaostala nespecifiéna mjesta interakcije na membrani bez
utjecanja na epitope za vezanje primarnih protutijela. Blokiranje membrane na tresilici i

sobnoj temperaturi u trajanju 1 sat.

3.2.12. Oznacavanje proteina od interesa primarnim i sekundarnim protutijelima

Nakon blokiranjau puferu za blokiranje (5% otopina mlijeka u prahu u PBST puferu (20 mM
Tris-HCI, 140 mM NaCl, 0,1% Tween-20, pH 7,6) membrane se inkubiraju u otopini
specificnih protutijela, preko noc¢i, na temperaturi 4°C. Specifikacija koriStenih protutijela i
tocna razrijedenja navedeni su u Tablici 9. U svrhu kvantifikacije izrazaja proteina i
odredivanja razlike u izrazaju testiranih proteina u zdravom i tumorskom tkivu koristeno je i
antitijelo specificno na humani vinkulin (117 kDa). Primarna protutijela razrjeduju se u 5%

otopini mlijeka u prahu u PBST-u (za nitrocelulozne membrane) ili 5% otopini mlijeka u
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prahu Blotting puferu (25 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,1% Tween-20) za PVDF membrane.

Razrjedenja koriStenih protutijela prikazana su u Tablici 14.

Tablica 14. Protutijela koristena za analizu Western blot

Primarno protutijelo Razrjedenje Sekundarno protutijelo Razrjedenje
Vinkulin misje

monoklonalno (Santa Cruz- 1:1000 Protu-misje IgG/HRP (BIO-| 1:10 000
Biotechnology, SAD, RAD, SAD; 170-6516 )

(7F9):sc-73614)

MyD88 misje Protu-mi§je IgG/HRP  (BIO-
monoklonalno (Novus 1:200 RAD, SAD; 170-6516 ) 1:10 000

Biologicals, SAD, (4D6)
NBP2-27369)

ASC/TMS1 kozje Protu-kozje IgG/HRP (DAKO-
poliklonalno (R&D 1:200 Agilent  Technologies, SAD, 1:5000
Systems, SAD, AF3805 P0449)

Nakon prekono¢ne inkubacije nitrocelulozne membrane se ispiru 3 puta u PBST puferu po 10
minuta, a PVDF membrane 5 puta u Blotting puferu po 7 minuta. Nakon ispiranja membrane
se inkubiraju 1 sat na sobnoj temperaturi u otopini sekundarnih protutijela; za nitrocelulozne
membrane protutijela se razrjeduju u 5% otopini mlijeka u prahu u PBST puferu, a za PVDF u
5% otopini mlijeka u prahu u Blotting puferu. Slijedi ispiranje membrana pod istim uvijetima

kao i nakon inkubacije primarnim protutijelima.

3.2.13. Odredivanje signala metodom kemoluminiscencije

U svrhu odredivanja signala koriSten je komplet kemoluminiscentnih reagensa Clarity™
Western ECL Blotting Substrates (BIO-RAD, Hercules, Kalifornija, SAD), prema uputi
proizvodaca (Slika 8.). U kompletu su priloZzena dva reagensa (sastav poznat proizvodacu)
koji se medusobno mijeSaju u omjeru 1:1. Nakon ispiranja membrane se obraduju
mjesavinom kemiluminiscentnih reagensa (oko 500 pL / traki membrane) i inkubiraju se 5
minuta. Membrane se potom preklope drugom prozirnom folijom i pomocu papirnatog ubrusa
se odstrani viSak tekuéine izmedu folija, paze¢i da izmedu folija ne ostanu zarobljeni
mjehuri¢i zraka jer mogu utjecati na vizualizaciju proteina. Membrane u foliji se stave u
aparat za slikanje membrana ALLIANCE XD-79LS-26MX (Uvitec, Cambridge, UK).

Membrane su bile eksponirane 5 minuta.
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= ':v . A Ciljani protein (MyD88 ili
& ASC/TMSL1)

Primarno antitijelo
| Sekundarno antitijelo
/\ Enzimski konjugat (HRP)
v - Supstrat
Produkt
Emitirano svijetlo

Slika 8. Detektiranje signala proteina kemiluminiscencijom (slika preuzeta i prilagodena sa
www.bio-rad.com)

3.2.14. Relativna kvantifikacija detektiranog signala i statisticka obrada

U svrhu kvantifikacije detektiranog signala koristen je besplatan, javno dostupni rac¢unalni

program ImageJ 1.49v (http://imagej.nih.gov/ij). U program se unesu slike membrana,

slikanih na instrumentu Uvitec, apotom se na temelju oznacenih jaZica izracunava vrijednost
gustoce oznacene jazice 1 u brojanu vrijednost gustoce sadrzaja. Dobivene vrijednosti
testiranih proteina (MyD88 i ASC/TMS1) su potom normalizirane vrijednostima ocitanih
gustoc¢a za kontrolni protein (vinkulin) sa pripadaju¢eg gela. Normalizirane vrijednosti su
statisti¢ki obradene u programu GraphPad Prism 5.00 (GraphPad Software, San Diego, USA)
za Windows operativni sustav, pomoc¢u dvofaktorske analize varijance (2way ANOVA test) 1
uparenog dvosmjernog t-testa. Sve p-vrijednosti testova s dvosmjernom vjerojatno$¢u manje

od 0,05 smatrane su statisticki znac¢ajnim.
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4. REZULTATI

Urodeni imunosni sustav ima vaznu ulogu u obrani organizma i njegova aktivacija, koja
ukljuc¢uje TLR i NLR signalne puteve, predstavlja vezu izmedu kroni¢ne upale i nastanka
tumora (55). MyDS88 je kljuéna adaptorna molekula u signalnom putu TLRa, dok je
ASC/TMSI1 klju¢na molekula koja sudjeluje u stvaranju proteinske platforme inflamasoma.
Kako se poremecena regulacija upale povezuje s nastankom karcinoma, a epigenetske
modifikacije mogu utjecati na izrazaj gena povezanih sa regulacijom upale, u ovom radu nas
je zanimala korelacija stupnja metilacije 1 proteinskog izrazaja navedenih gena u zdravom i
tumorskom tkivu. Cilj ovih istraZivanja bio je utvrditi postoji li razlika izmedu metilacije
zdravoga i tumorskog tkiva i da li bi stupanj metilacije pojedinih CpG mjesta bio dobar

biomarker specifican za tumorsko tkivo.

4.1. Karakteristike ispitivane populacije

U Tablici 15. navedena su 36 ispitanika; 33 muSkarca i 3 Zene u dobi od 40 do 78 godina.
Svim bolesnicima patohistolosSkom analizom dokazan je karcinom plocastih stanica grkljana
(engl. Squamous Cell Carcinoma, SCC) razli¢itih stupnjeva diferencijacije od stadija I do
stadija III. Stadij I predstavlja dobro diferenciran karcinom plocastih stanica koji je slican
normalnom plo¢astom epitelu, prisutna je karakteristicna obilna keratinizacija, rijetke mitoze 1
rijedak polimorfizam jezgara. Stadij Il predstavlja srednje diferencirani karcinom plocastih
mitoze sa obi¢no manje izrazenom keratinizacijom. Stadij III predstavlja slabo diferencirani
karcinom plocastih stanica koji se sastoji od nezrelih stanica s brojnim tipi¢nim 1 atipi¢nim

mitozama i minimalnom keratinizacijom.

Obzirom da je najvaZznija varijabla preZivljavanja bolesnika s karcinomom plocastih stanica
grkljana uz stupanj diferencijacije lokalizacija i veliina tumora te proSirenost na limfne
¢vorove vrata i postojanje udaljenih metastaza kod svih ispitanika navedena je lokalizacija
tumora grkljana, zahvacenost limfnih ¢vorova vrata te odreden stadij bolesti prema TNM
klasifikaciji. Kod zahvacenosti limfnih ¢vorova vrata posebno je navedeno u kojim ¢vorovima
je prisutno ekstrakapsularno Sirenje jer su Oosterkamp i sur. (56) pokazali da ekstrakapsularno
Sirenje u limfnim ¢vorovima vrata kod karcinoma plocastih stanica grkljana devet puta

povecava rizik nastanka udaljenih metastaza. Naveden je odgovaraju¢i kirurSki zahvat
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obzirom na TNM Kklasifikaciju u skladu s postulatima kirurSkog lijeCenja bolesnika s

karcinomom plocastih stanica grkljana.

Tablica 15. Podjela ispitanika prema spolu i dobi kod dijagnoze bolesti, vrsti i lokalizaciji

karcinoma grkljana, TNM klasifikaciji i izvedenom operativnom zahvatu
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Spol

Dob
dijag.
(godin

Vrsta
tumora

Lokalizacija tumora

Zahvacenost
limfnih ¢évorova
vrata

TNM

Operacija

001

54

SCC(GlI)

lijeva glasnicu, Siri se
na desnu glasnicu i
dijelom supragloti¢no

T3NOMO

TL,SD L 1I-1V, VI

002

N

55

SCC(GlI)

oba aritenoida i $iri
se prema lijevom
ariepiglotskom
naboru, $iri se
submukozno sve do
hrskavice aritenoida,
straznja stijenka
hipofarinksa

+ L ILIIES
DIl

T3N2CMO0

TL, RDD,
SD L 1I-1V,

003

58

scc
()]

obje glasnice, §iri se
supra i infragloti¢no,
zahvaca i prednju
komisuru

T4NOMO

TL, SDD lI-IV

MRDIL

004

58

scc
Gl

lijevi piriformni
sinus, lijevi ariepi
nabor, infiltrira
aritenoidnu hrskavicu
lijevo

+ LI L1V,
infiltriran SCM

T4aN2bMO

TL, RDL
SDD II-IV

005

74

SCC (GlN)

prednja tre¢ina obje
glasnice i prednja
komisura

T3NOMO

TL, SDLII-IV
SD D II-IV

006

64

scc (Gl

desna strana
orofarinksa, desni
vent. nabor i desnu
glasnicu, desni
piriformni sinus

+DIIL IV, VES

T3N2bMO

TL, SD L lI-1V
RD D

007

59

SCC(GII)

petiolus epiglotisa
lijevo paramed.,
straznja tre¢ina desne
glasnice

T2NOMO

TL, SD D lI-IV
SD LII-IV

008

49

SCC(GlI)

prednja komisura,
obje glasnice

T2NOMO

TL

009

68

scc
(Gl1)

lijevi ariepiglotski
nabor, lijeva glasnia,
donji rub krikoida,
obliteriran lijevi
piriformni sinus, u
visini ari nabora
prelazi medijalnu
liniju

T3NOMO

TL, SD D lI-IvV
SDL II-IV

010

40

scc (Gl

cijela desna glasnica,
slabo pokretna

+ D Il

T2N2bMO

PVL D

011

59

SCC(GlIN)

petiolus epiglotisa,
§iri se na oba
ventrikularna nabora,
prednja komisura

+ DIl

T4N2cMO

RD L

TL, SD D lI-IvV

012

58

scc
()

desna glasnica,
prednja komisura,
vokalni nastavak,
glasnice mobilne

T2NOMO

PVLD, SDD II-IV

013

62

SCC (Gl

desna glasnica, Siri se
subgloti¢no, prelazi
medijalnu liniju i
zahvaca prednji dio
lijeve glasnice

T2NOMO

TL

014

71

scc (Gl

lijevi hemilarinks i
§iri se lijevo
submukozno u
petiolus lijevo

+DIN
LIIL IV ES

T4aN2cMO0

TL,SD L
RD D

015

48

scc
()

laringealna plostina
gotovo epiglotisa

T2NOMO

PSL, SD D II-IV
SDL II-IV

016

52

scc (Gl

desna glasnica,
prednja komisurua
desni aritenoid, desni
ari nabor i pir. sinus

T3NOMO

TL, SDD II-IV

017

N4

75

SCC(GlIN)

wpiglotis, desnoi
ventr. nabor

T2NOMO

PVL,SD D

018

61

SCC (GlI)

desni piriformni
sinus, desni

+DI ES

T4aN1MO

TL,RDD

w

e




ariepiglotski nabor

019 M

58 SCC (GlI)

desni piriformni
sinus, desni
ariepiglotski nabor,
ispod hioida u meke
Cesti

T2NOMO

TL,RDD

020 M

78 SCC(GlI)

prednja komisua,
desni ariepiglotski
nabor

T2bNOMO

TL,SD D lI-IV

N

021

58 scc (Gl

desni ventrikularni
nabor, laringealna
plo¢a epiglotisa

+D 1l

T3N1MO

PSL, SD D 1I-1V
SD L lI-IvV

022 M

scc
63 (Gl

lijeva glasnica,
prelazi medijalnu
liniju, prednja
komuisura i prednja
1/3 desne glasnice,
lijeva glasnica
nepomicna

T3NOMO

TL, SD D lI-IV
SD LII-IV

023 M

76 scc (Gl

desna glasnica do
aritenoida,$iri se
subgloti¢no

T2NOMO

PHL D

024 M

65 SCC (GlI)

prednja komisura,
desna glasnica, oba
ariepiglotska nabora

T2NOMO

PSL, SD D II-IV
SD L II-IV

025 M
68 SCC (GlI)

desna polovica
grkljana

+ D ILII ES

T4aN2bMO0

TL, SDD II-IV

026 M

57 SCC(GlIN)

lijeva polovica
grkljana, natkriljuje
rimu u prednje 2/3

T2NOMO

PVLL,SD LII-IV

027 M

57 SCC(GII)

lijeva glasnica ostala
nakon parcijalna
laringektomije lijevo

+D 1l
(11}

T4aN2bMo

TL, SD D lI-IV
SDL II-IV

028 M
58 scc (Gl

desna glasnica,
subgloti¢no desno

T3NOMO

TL

029 M

61 SCC (GlI)

desni ventrikularni
nabor, desna glasnica
subgloti¢no

T2NOMO

PVL D, SD D II-IV

030 M

65 SCC (GlII)

laringealna strana
epiglotisa, lijevi vent.
nabor

+L 1L IV ES

T3N2bMO

PSL, RND L
SDD II-IV

031 M

57 SCC (GlI)

lijeva glasnica
subglotis, prelazi na
prednju komisuru i
desnu glasnicu

T2NOMO

TL,SDD
SDL

032 M

60 SCC (Gl

tumor zahvaca lijevu
glasnicu, §iri se
subgloti¢no

T3NOMO

PVLL, SD D IlI-IV
SD LII-IV

033 M

69 SCcc (Gl

tumor zahvaca lijevi
ventrikularni nabor i
bazu epiglotisa

T2NOMO

PSL

034 M

80 SCC (Gl

desna strana larinksa,
desni lobus $titnjace,
lijeva strana larinksa

+Dll

T4aN2bMO

TL, SD D lI-IV
PTD
PTL

035 M

71 SCC (Gl

epiglotis, prednja
komisura, desna
glasnica, subgloti¢no

T3NOMO

TL

036 M

68 SCC(GII)

desni piriformni
sinus, oba aritenoida,
subgloti¢no

+
DIIL IV ES
L I, IILIV ES

T4aN2cMO

TL,RDD
RDMI L

M — muski (male)

F — Zensko (female)

PC — planocelularni karcinom

D — desno

L — lijevo

ES — ekstrakapsularno Sirenje

TL — totalna laringektomija

SD - selektivna disekcija vrata

RD - radikalna disekcija vrata

PVL — parcijalna vertikalna laringektomija
PSL — parcijalna supragloti¢na laringektomija
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U Tablici 16. navedeni su isti ispitanici kao u prethodnoj tablici te je navedeno njihovo
postoperativno prezivljenje u mjesecima zaklju¢no sa zavrSetkom ovog istrazivanja 31.12.
2016. godine. Bez obzira na multimodalno agresivno lijeCenje bolesnika s karcinomom
plocastih stanica grkljana ukljucujuéi kirurgiju i kemoradioterapiju oko 40-50% bolesnika s
uznapredovalom bolesc¢u (stadij III i IV) stvara recidive (57). Prema Takes i sur. oko 80%
recidiva pojavit ¢e se unutar dvije godine (58).

Navedeni su i bolesnici kod kojih je provedena postoperativna adjuvantna radioterapija i
kemoterapija ovisno o T 1 N stadiju tumora, intraoperativnom nalazu kirurga i konacnom

patohistoloSkom nalazu.

Tablica 16. Podjela ispitanika prema pojavi recidiva bolesti i prezivljenju do 31.12.2016.

godine te postoperativnom onkoloskom lijecenju
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Spol Dob Vrsta TNM Recidiv bolesti do Prezivljenje | Postoperativno onkolo$ko
dijag. tumora 31.12. 2016. (u mj) lijecenje
(godina) do
31.12.2016.
001 M SCC
54 (Gl T3NOMO bez recidiva 7 pradenje
002 F SCC 27.3.2015.
55 (Gl T3N2CMO (recidiv lokalni) 14 kemoradioterapija
003 M SCC
58 (Gh TANOMO bez recidiva 12 adjuvantna radioterapija
004 M SCC
58 (Gl T4aN2bMO0 bez recidiva 7 kemoradioterapija
005 M bez recidiva
SCC (drugi primarni tm, postoperativna
74 () T3NOMO jednjak) 7 radioterapija
006 M 15.1.2015.
SCC (recidiv udaljeni,
64 (Gl T3N2bMO pluéa) 20 kemoradioterapija
007 M bez recidiva
SCC (kroni¢na mijeloi¢na
59 (Gl T2NOMO leukemija) 18 praéenje
008 M bez recidiva
SCC (drugi primarni tm,
49 (GIN T2NOMO jednjak) 7 pradenje
009 M SCC 20.1.2015.
68 (Gl T3NOMO (recidiv lokalni) 20 adjuvantna radioterapija
010 M SCC
40 (Gl T2N2bMO bez recidiva Z kemoradioterapija
011 M 9.12.2016.
SCC (recidiv udaljeni,
59 (Gl T4N2cMO pluéa) Z kemoradioterapija
012 M SCC
58 (Gh T2NOMO bez recidiva 7z kemoradioterapija
013 M SCC
62 (Gl T2NOMO bez recidiva 20 pracenje
014 M SCC
71 (Gl T4aN2cM0 bez recidiva 7z kemoradioterapija
015 M SCC postoperativna
48 (G) T2NOMO bez recidiva 7z radioterapija
016 M SCC
52 (Gl T3NOMO bez recidiva 7z pradenje
017 F SCC
75 (Gl T2NOMO bez recidiva 7z adjuvantna radioterapija
018 M SCC
61 (Gl T4aN1MO bez recidiva 7z kemoradioterapija
019 M SCC postoperativna
58 (Gl T2NOMO bez recidiva 7z radioterapija
020 M SCC
78 (Gl T2bNOMO bez recidiva 7z pradenje
021 F SCC postoperativna
58 (Gl T3N1IMO bez recidiva 7z radioterapija
022 M SCC
63 (Gl T3NOMO bez recidiva 7z praenje
023 M SCC 14.9.2015.
76 (Gl T2NOMO (recidiv, lokalni) 20 pracenje
024 M SCC nemam
65 (Gl T2NOMO nemam podatak podatak pracenje
025 M 08.01.2016.
SCC (recidiv lokalni,
68 (Gl T4aN2bMO stoma) 9 kemoradioterapija
026 M SCC
57 (Gl T2NOMO bez recidiva 7 pracenje
027 M SCC bez recidiva postoperativna
57 (Gl T4aN2bMo (infarkt) 3 radioterapija
028 M SCC
58 (GI) T3NOMO bez recidiva 7z pradenje
029 M SCC
61 () T2NOMO bez recidiva 7 pradenje
030 M bez recidiva
SCC (drugi primarni tm,
65 (Gl T3N2bMO pluéa) 7 kemoradioterapija
031 M SCC
57 (Gl T2NOMO bez recidiva 7 pracenje 34
032 M 60 SCC T3NOMO bez recidiva Z postoperativna




(Gl radioterapija
033 M SCC bez recidiva
69 (Gl T2NOMO (infarkt) 4 pracenje
034 M SCC 24.2.2016.
80 (Gl T4aN2bMO (lokalni, stoma) 11 kemoradioterapija
035 M 14.12.2016.
SCC (recidiv ¢vorovi na
71 (Gl T3NOMO vratu) 7z pracenje
036 M SCC
68 (Gl T4aN2cMO bez recidiva 7z kemoradioterapija

M — muski (male)
F — Zensko (female)
Z - ziv

4.2. Rezultati analize odredivanja statusa metilacije gena MyD88

Kako bi se ispitala diferencijalna metilacija gena MyD88 u zdravom i tumorskom tkivu

grkljana, procijenjen je status metilacije CpG mjesta u promotorskoj regiji navedenog gena.

Na temelju slijeda nukleotida DNA odredene su tri regije od interesa na genu MyD88 (Slika
9.).

CGTTTCCTA

T CGTAT \A CGTTTTTTA

III\\II\\l\\\\\\\\\\\\\\H\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\I\\II\\II\\II\\II\\II\\\\\\H\\\\\\\\\II\\II\\II\\II\\II\\I\\\\\\\\\\\\\\\\

37 TTTTGATTAT! AAGGGT(“AATZ—\G\1GGA\1GAE(‘(‘TAGF}-\ETTTT(‘TTTT(‘EATATTTGGGGAGTTTAAGGAGEATTTTTTTGATATT(‘AGGTFG"‘TTAG(‘F"‘TTTTT"TTTT(“CEAAZ—\C\ AT

3’ TCTCGACC GGTGA G \GCTCCCGTCCTGGCATACTTGGGGAGTCTAAGGAGGEACCTTCTTGACH \GGTGGTCTAGGGTTTTTCGTTCCGGGCAAAGGAT
ROI 1 ROI 3

caaccecggan \CCCTCGAGGGLCGGTGCLETGGACCTCTCC ACGCCCCCCACA

TTTTAAAAGGTZ ,"ATT"”"TZ& TTTTTTACGTTTTTTATA

T GTCG' TTATTATTAGATTTTCGAGGGCGGTGTCGTGGATTTTTTT CG
III\\II\\l\\\\\\\\\\\\\\H\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ \\\\\I\\II\\II\\II\\II\\II\\H\\\\\\\\\\ [RERRAREE \\\\\\\\\\\\\\\\I\\II\\I\\\
\TCGTGGTAGTGGTCTGG IGCTCCC, CGGCIACH \GAGTTTTCCGTCTAAGG AATIGC GTG
CCCGCCTCCGCACTTTTGCTCGGGGCTCCAGATTGTAGGGCAGGGLGGCGCTTCTCGGAAAGE
( nTTTTCGT"‘TTCCTA"""TT"‘"TTCCCC(‘”TT”AFA””FT GGGTAGGGCGGCGTTTTTCGGAAAG

TT AG
III\\II\\I\\\\\\\\\\\\\\\\\\H\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\I\\II\\II\\II\\II\\II\\\\\\\

IAGTGGGCGGAGCITTTGGAGTTT]

\\\\\\\\\H\\\\\\\\\\\\\\\I\\II\\I\\
TTTAGATGCTGGGGCTAGAGGAGGTGTAGGAGGGAA

FECEE T T n
GTTTTTTTTTTTTTTTGCGATTGTTTGTTATGC

gc tgCGgLGclGectgtetetgttecttgaalGtglGgaca tggCGgcCGactggacCGCGetggCGgaggagat ggagatcCGgca
TTTTGGTTGTTTTTAATATG TGCGGCGTCGTTTGTTTTTGTTTTTGAACGTGCGGATA TGGCGGTCGATTGGATCGCGTTGGCGGAGGAG T TCGCTA
III\\II\\l\\\\\\\\\\\\\\H\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\I\\II\\II\\II\\II\\II\\H\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\I\\II\\I\\
GGGGATTGATGAGAGTTGTAT - GGATAGAGATAAGAL 8 5 CTTTTTTTATTTGAAATTTATGAA
ggacagagacaagaac C C | fof€] =C

ggggaccgacgac

Slika 9. Obradeni slijed nukleotida DNA promotorske regije gena Myd§8.
Ukovireno su mjesta bogata CpG sljedovima. Zeleno su oznacene pocetnice koriStene za
sekvencioniranje, a sivo pocetnice koristene za reakciju PCR

Kao sto je vidljivo na Slici 6. za gen MyD88 u regiji od interesa 1 (ROI 1) otkrivena su Cetiri
CpG mijesta 277pb (CpG1l), 266pb (CpG2), 255pb (CpG3) i 252pb (CpG4) uzvodno od ATG
mjesta. U regiji od interesa 2 (ROI_2) otkrivena su tri CpG mjesta 221pb (CpG5), 215pb
(CpGo) 1 209pb (CpG7) uzvodno od ATG mjesta. U regiji od interesa 3 (ROI 3) takoder su

35




otkrivena tri CpG mjesta 166pb (CpG8), 150pb (CpG9) i 145pb (CpG10) uzvodno od ATG
mjesta. U svrhu odredivanja statusa metilacije promotorske regije gena MyD88 metodom
pirosekvencioniranja odredili smo razinu metilacije 10 CpG mjesta. Selektirana CpG mjesta

smjeStena su u regiji promotora koja je izuzetno transkripcijski aktivna.

4.2.1. Status metilacije CpG1 mjesta u promotorskoj regiji gena MyD88

CpGl mjesto smjeSteno je 277 parova baza uzvodno od mjesta pocetka transkripcije.
Rezultati analize pirosekvenciranja na DNA izoliranoj iz 28 uzorka zdravog i 28 uzoraka
pripadajuceg tumorskog tkiva pokazuje da je prosjecna razina metilacije CpG1l mjesta u
zdravom tkivu blago povecana u odnosu na tumorsko tkivo. Nakon statisticke analize
rezultata zakljucili smo da ta razlika nije statistiCcki znacajna (p>0,05; p=0,276). Rezultati

analize prikazani su na Slici 10.
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Slika 10. Graficki prikaz metilacije CpG1 mjesta promotorske regije MyDS88. Paired t-test;

p=<0,05. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti £ SEM

4.2.2. Status metilacije CpG2 mjesta u promotorskoj regiji gena MyD88

CpG2 mjesto smjeSteno je 266 parova baza uzvodno od mjesta pocetka transkripcije.
Rezultati analize pirosekvenciranja na DNA izoliranoj iz 28 uzorka zdravog i pripadajuceg
tumorskog tkiva. Rezultati analize pokazuju da je prosjecna razina metilacije CpG2 mjesta u
zdravom tkivu u odnosu na tumorsko povecana. Statistickom obradom dobivenih rezultat
pokazali smo da na CpG2 mjestu postoji statisticki znacajna razlika u metilaciji izmedu
zdravog 1 tumorskog tkiva: tumorsko tkivo je znacajno hipometilirano u odnosu na zdravo
tkivo grkljana, sa statistickom znacajnos¢u od p=0,0267 (p<0,05). Rezultati ove analize

prikazani su na Slici 11.
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Slika 11. Graficki prikaz metilacije CpG2 mjesta promotorske regije MyDS88. Paired t-test;

p=0,05. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + SEM

4.2.3. Status metilacije CpG3 mjesta u promotorskoj regiji gena MyD88

CpG3 myjesto nalazi se 255 parova baza uzvodno od mjesta pocetka transkripcije.
Rezultat pirosekvenciranja na 28 uzorka zdravog i tumorskog tkiva grkljana pokazuju da
tumorsko tkivo na CpG3 mjestu ima jednaku razinu metilacije u odnosu na zdravo tkivo

grkljana, odnosno nema statisticki znacajne razlike u razini metilacije jer je p=0,9803

(p>0,05), kao $to je i vidljivo na Slici 12.
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Slika 12. Graficki prikaz metilacije CpG3 mjesta promotorske regije MyD88. Paired t-test;

p=0,05. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + SEM

4.2.4. Status metilacije CpG4 mjesta u promotorskoj regiji gena MyD88

CpG4 mjesto nalazi se 252 para baza uzvodno od mjesta pocetka transkripcije.
Rezultat pirosekvenciranja na 28 uzorka pokazuju da nema statisticki znacajne razlike u razini

metilacije izmedu zdravih i tumorskih tkiva grkljana jer je p=0,2048 (p>0,05) (Slika 13.).
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Slika 13. Graficki prikaz metilacije CpG4 mjesta promotorske regije MyD88. Paired t-test;

p=0,05. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + SEM

4.2.5. Status metilacije CpG5 mjesta u promotorskoj regiji gena MyD88

CpG5 mjesto nalazi se 221 par baza uzvodno od mjesta pocetka transkripcije.
Rezultat pirosekvenciranja na 28 uzorka zdravog i tumorskog tkiva grkljana pokazuju da

nema statisticki znacajne razlike u razini metilacije izmedu zdravih i tumorskih tkiva grkljana;

p=0,2302 (p>0,05) (Slika 14.).
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Slika 14. Graficki prikaz metilacije CpG5 mjesta promotorske regije MyDS88. Paired t-test;

p=0,05. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + SEM

4.2.6. Status metilacije CpG6 mjesta u promotorskoj regiji gen MyD88

CpG6 mjesto nalazi se 215 parova baza uzvodno od mjesta pocetka transkripcije.
Rezultati analize pirosekvenciranja na 28 uzorka pokazuju da ne postoji statisticki znacajna
razlika u razini metilacije izmedu zdravih i tumorskih tkiva grkljana jer je p=0,1870 (p>0,05)
(Slika 15.).
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Slika 15. Graficki prikaz metilacije CpG6 mjesta promotorske regije MyDS88. Paired t-test;

p=0,05. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + SEM

4.2.7. Status metilacije CpG7 mjesta u promotorskoj regiji gena MyD88

CpG7 mjesto nalazi se 209 parova baza uzvodno od mjesta pocetka transkripcije.
Rezultati analize pirosekvenciranja na 28 uzorka tkiva grkljana pokazuju da postoji statisticki
znacajna razlika u razini metilacije izmedu zdravih i tumorskih tkiva, odnosno da je razina
metilacije u tumorskom tkivu statisticki znacajno smanjena u odnosu na zdravo tkivo grkljana

na razini statisticke znacajnosti p=0,0174 (p>0,05) (Slika 16.).
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Slika 16. Graficki prikaz metilacije CpG7 otocica promotorske regije MyD8S. Paired t-test;

p=0,05. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + SEM

4.2.8. Status metilacije CpG8 mjesta u promotorskoj regiji gena MyD88

CpG8 mjesto nalazi se 166 parova baza uzvodno od mjesta pocetka transkripcije.
Rezultat pirosekvenciranja na 28 uzorka zdravog i tumorskog tkiva grkljana pokazuju da ne

postoji statisticki zna€ajna razlika u razini metilacije izmedu zdravih 1 tumorskih tkiva;

p=0,1740 (p>0,05) (Slika 17.).
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Slika 17. Graficki prikaz metilacije CpG8 mjesta promotorske regije MyDS88. Paired t-test;
p=0,05. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + SEM

4.2.9. Status metilacije CpG9 mjesta u promotorskoj regiji gena MyD88

CpGY9 mjesto nalazi se 150 parova baza uzvodno od mjesta pocetka transkripcije.
Rezultati analize pirosekvenciranja na 28 uzorka tkiva grkljana pokazuju da ne postoji
statisticki znacCajna razlika u razini metilacije izmedu zdravih i tumorskih tkiva jer je

p=0,1255 (p>0,05) (Slika 18.).
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Slika 18. Graficki prikaz metilacije CpG9 mjesto promotorske regije MyDS88. Paired t-test;
p=0,05. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + SEM

4.2.10. Status metilacije CpG10 mjesta u promotorskoj regiji gena MyD88

CpG10 mjesto nalazi se 145 parova baza uzvodno od mjesta pocetka transkripcije.
Rezultati analize pirosekvenciranja na 28 uzorka tkiva grkljana pokazuju da postoji statisticki
znacajna razlika u razini metilacije izmedu zdravih i tumorskih tkiva grkljana, odnosno da je
tumorsko tkivo grkljana znacajno hipometilirano u odnosu na pripadna zdrava tkiva grkljana

na razini statisticke znacajnosti p=0,0407 (p<0,05) (Slika 19.).
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Slika 19. Graficki prikaz metilacije CpG10 mjesta promotorske regije MyDS88. Paired t-test;
p=0,05. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + SEM

4.2.11. Ukupni status metilacije CpG mjesta u promotorskoj regiji gena MyD88

Svrha ove analize bila je odrediti ukupnu razinu metilacije promotorske regije gena MyD88.
Ukupnu metilaciju promotorske regije odredili smo tako da smo izracunali vrijednost stupnja
metilacije pojedinacnih CpG mjesta, a dobivene vrijednosti koristili za ra¢unanje prosje¢nog
stupnja ukupne metilacije promotora. Za potrebe statisticke obrade podataka dobivenih
analizom pirosekvenciranja koristili smo programu GraphPad Prism. Rezultati ovih analiza su
pokazali da postoji statistiCki znacajna razlika u ukupnoj razini metilacije izmedu zdravih i
tumorskih tkiva. Iz dobivenih rezultata smo zakljucili da su tumorska tkiva grkljana zna¢ajno
hipometilirana u odnosu na zdrava tkiva, na razini statisticke znacajnosti p=0,0061 (Slika
20.). Statisticka obrada podataka dobivenih pirosekvenciranjem pokazuje da ukupnoj razlici u
razini metilacije zdravih 1 tumorskih tkiva znacajno doprinose tri CpG mjesta: CpG2
(p=0,0267), CpG7 (p=0,0174) i CpG10 (p=0,0407). Ostala testirana CpG mjesta ne doprinose

znacajno ukupnoj razlici u razini metilacije izmedu zdravih 1 tumorskih tkiva grkljana.
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Slika 20. Graficki prikaz ukupne metilacije CpG mjesta promotorske regije MyD8S. Paired t-

test; p<0,05. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti £ SEM
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Vrijednosti razine metilacije dobivene kao rezultat analize pirosekvenciranja za svako CpG
mjesto pojedinacno, kao 1 razina ukupne metilacije za promotersku regiju MyDS88 gena

prikazana je u Tablici 17.

Tablica 17. Prikaz rezultata razine metilacije u promotorskoj regiji MyD88 gena dobivenih

pirosekvenciranjem zdravih i tumorskih uzoraka tkiva grkljana

CpGl pG2 CpG3 CpG4 CpGS CpGE CpG7 CpG8 CpGS CpG10 Ukupna metilacija %
ZDRAVO |TUMOR |ZDRAVO [TUMOR |ZDRAVO |TUMOR [ZDRAVO [TUMOR ]ZDRAVO TUMOR [ZDRAVO |TUMOR |[ZDRAVO |TUMOR |ZDRAVO [TUMOR |ZDRAVO |[TUMOR |ZDRAVO |[TUMOR [ZDRAVO |TUMOR

13,00 13,54 16,50, 26,37 5,00 11,17} 12,00 16,2] 2,87 2,00| 2,00 3,50 4,77, 4,00] 9,79) 4,58 0,00 0,00, 0,00 0,00] 6,5925| 7.96_8]

17,02, 15,92 19,50, 13,84 4,90) 10,02 10,45! 12,12 4,00] 3,00| 6,00 4,00 4,50, 3,00 6,36 4,16 4,10] 0,00] 5,82 0,00 82635 6,604

11,38 8,94 7,57 7,38] 5,64} 4,12, 10,11/ 8,47, 4,53] 2,50 4,67, 2,00} 5,49] 4,00 6,99 8,07, 0,00 3,46) 3,02 0,00} 5,938} 4,893

12,62 4,61 15,05 3,67, 8,20 5,50} 8,84 11,55} 3,96 2,38] 6,44 3,45} 1,28 4,00 7,13 3,67] 0,00} 0,00 0,00 0,00 6,35} 3,881

4,14] 11,11 14,27 IZ,Gﬂ 592 5,98 12,77, 14,3_91 3,72, 3,00] 4,18] 4,00 3,84 5,50| 10,96} 1,91 5,60) 0,00; 9,89) 1,9| 7,5255 6,046/
3,34 3,00]

11,37 3,97, 11,31 5,87} 5,74 4,84 15,31 8,77, 2,82 1,50| X 4,58 3,00 8,53 7,54 1,30} 0,00 5,75 0,00] 7,0025] 3,8475)
9,33] 5,04} 9,92 8,54 711 3,86} 15,65 16,6_5] 4,14] 2,55) 5,34 0,00 8,00 4,46 10,70} 4,54 0,00 0,00/ 9,34 0,00} 7,95  4,3625
10,00} 21,15} 15,78 23,04 5,20} 6,39 15,75 17,51 2,74 3,00 3,90 4,38 5,97| 0,00 11,15 3,95 3,66} 0,00, 6,34] 7,13] 8,046 8,652
8,17, 7.84] 10,10 16,35} 2,74 3,56} 10,22 10,61 3,28 2,00 3,18 3,00} 4,64 3,00{ 3,82 4,62, 3,02 0,00; 0,00} 1,76| 4,916  5,2725]
9,97, 20,44} 20,89; 15,69} 7,58 5,89 17,37 14,85 3,00 3,28, 4,50] 3,82 4,50 5,00] 2,68] 1,48 0,00 0,00, 2,99) 1,96 73465 17,2385
11,78 4,81 12,63 8,70| 2,79] 6,54 11,52 14,49; 2,79, 2,54] 3,06 3,00} 6,00 3,00 4,54 5,22 0,00 0,00| 2,55) 4,45  5,7635] 5,274
14,43 7,44] 24,21 11,30] 7,98] 11,47} 15,05 9,75, 3,12 2,34 4,60] 1,00 4,08 5,00} 0,00 8,77, 0,00} 0,00; 0,00] 7,57, 7,344} 6,463
9,68] 9,06] 10,85 14,g 3,81 5,42 1438] 16,99 3,00 3,00/ 2,50] 4,00 5,00} 4,00 6,37 7,96 0,00 5,46) 3,27 0,78 5,884] 7.1
10,55 1o,§1_| 11,51} 13,74} 5,72 283 10,84 15,24 3,00 2,78] 341 4,02 4,00 4,79 4,82 7.36) 0,00} 1,42 4,74] 4,78  5,8575| 6,754
9,82| 9,36} 6,92 8,96| 9,55, 6,67, 7,62 13,50} 2,00 2,96) 3,00 4,50 4,00 3,80 4,23 7,69 0,00 0,00, 0,00 4,01 4,713|  6,1445;
10,59 8,1ﬂ 15,70} 10,45} 8,96 11,41} 11,73 13,19 2,50 0,00| 4,00; 3,50] 5,00} 0,00 6,12 9,01 0,00} 111 4,08| 0,00} 6,866) 5,682,
20,37} 15,67 23,53} 13,63} 15,84 13,72 36,31 27,82, 14,88 11,04 15,95} 12,89) 17,99} 13,94 12,22 9,28 172 2,80 8,95) 842| 16,773| 12,9175
16,82 10,59 17,80; 7,80) 14,80} 9,28 42,89, 22,85 11,74 12,65} 12,86} 15,13} 16,43} 14,92 12,66 11,48] 4,23 4,43] 6,65] 5,15| 15,6855/ 11,4265

17,75 10,72 18,60 10,61} 14,97, 10,62 41,00, 21,64 9,22, 15,11 12,67 14,87, 17,64 15,60} 19,57 7,95| 7,51 164 7,82 941 16,673 11,8145
20,58] 17,78 24,79; 22,42[ 15,66} 12,56} 38,04 31,47] 13,08} 14,04] 16,65 13,26} 19,61} 16,90} 17,30} 11,34} 4,45] 1,28 10,25 6,18] 18,0395| 14,724
21,86} 12,61 21,86, 16,52} 15,28} 8,38 36,87, 27,02 12,00} 8,48] 11,18 20,77, 15,81} 1416] 1284 12,52] 4,29, 5,43] 6,47, 4,06] 158445 12,993
14,97 14,j 18,28] 13,15} 11,89] 11,97} 39,03 27,7—81 16,07 &q 13,47 11,83] 22,20} 12,13} 15,16} 9,92, 6,56/ 2,30 11,25} 4,39 16,886 11,7375
14,23 14,06 18,95} 14,22} 12,04} 11,@ 41,87, 2711 1578 6,19| 18,08 10,56} 10,47} 8,17 17,48} 10,40} 6,24 3,53] 12,26) 5,16] 16,7365 11,1
9,91 16,76 16,06 16,77} 7,60} 12,62 26,75, 36,83! 16,66 6,10| 13,56 8,30 18,59 11,17} 15,89} 13,76} 5,67, 2,74] 9,07, 9,41] 13,9745 13,4435
16,00} 18,34 19,40} 20,03 12,99 15,15} 32,23 29,99 8,73 11,84) 14,90} 9,63 19,01} 14,58 10,17 10,04} 1,99 3,61 7,62 5,52| 14,3015 13,8705
11,05 11,49 11,40 15,46 9,84 10,00} 26,10, 29,98 4,99) 6,31 10,99} 12,76} 14,25} 8,79 9,36 18,41 1,23 0,00} 4,44 745 10,362| 12,063
15,00} 12,68 21,52} 13,15} 8,75 11,93} 26,22, 32,32 8,31 14,10| 7,51 6,77 11,70} 15,79} 9,35, 7,32 1,41 3,47, 6,56] 5,52| 11,6305 12,302
9,64 13,48 15,86 14,67] 7,90} 10,46 26,22 34,30) 10,67 15,11 11,00 11,47, 11,79] 20,07| 9,57, 10,81 3,26) 1,17| 6,53] 6,71| 11,2415| 13,823

4.3. Rezultati analize odredivanja statusa metilacije gena ASC/TMS1

Kako bi ispitali diferencijalnu metilaciju promotorske regije gena ASC/TMS1 u zdravom i
tumorskom tkivu grkljana, procijenjen je status metilacije CpG mjesta u promotorskoj regiji
navedenog gena. U promotorskoj regiji gena ASC/TMS1 otkrivena je jedna regija od interesa
(ROI_1) sa tri CpG myjesta, kao $to je vidljivo na Slici 21. Svrha ovih analiza bila je odrediti
status metilacije pojedinih CpG mjesta u promotorskoj regiji gena ASC/TMSL1 i ukupnu
razinu metilacije gena ASC/TMS1 u zdravom i tumorskom tkivu grkljana. Analizirali smo 3
razlicita CpG mjesta smjesStena u transkripcijski izrazito aktivnoj regiji gena. U ROI 1 CpGl1
nalazi se 132pb, CpG2 127pb, a CpG3 122pb uzvodno od mjesta pocetka transkripcije (mjesta
ATG).
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Slika 21. Obradeni slijed nukleotida DNA promotorske regije gena ASC/TMS1.

Uokviren slijed predstavlja regiju od interesa. Zeleno ozmnaceni slijed nukleotida DNA
oznacava pocetnicu koristenu za sekvencioniranje. Sivo i tamno plavo oznaceni slijed
nukleotida DNA su pocetnice koristene za rekaciju PCR

4.3.1. Status metilacije CpG1 mjesta u promotorskoj regiji gena ASC/TMS1

CpGl mjesto smjesteno je 132 parova baza uzvodno od mjesta pocetka transkripcije.
Rezultati analize pirosekvenciranja na 26 uzorka tumorskog i pripadajué¢eg zdravog tkiva
grkljana pokazuju da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u razini metilacije izmedu zdravih 1

tumorskih tkiva grkljana;p=0,0797 (p>0,05) (Slika 22.).
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Slika 22. Graficki prikaz ukupne metilacije CpG1 otocica promotorske regije ASC/TMSI
gena. Paired t-test; p<0,05. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti £ SEM

4.3.2. Status metilacije CpG2 mjesta u promotorskoj regiji gena ASC/TMS1

CpG2 mjesto nalazi se 127 parova baza uzvodno od mjesta pocetka transkripcije.

Rezultati analize pirosekvenciranja na 26 uzorka zdravog i pripadaju¢eg tumorskog tkiva
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grkljana pokazuju da ne postoji statisticki znacajna razlika u razini metilacije izmedu zdravih i

tumorskih tkiva grkljana jer je p>0,05 (p=0,2665) (Slika 23.).
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Slika 23. Graficki prikaz ukupne metilacije CpG2 mjesta promotorske regije ASC/TMS1 gena.
Paired t-test; p<0,05. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + SEM

4.3.3. Status metilacije CpG3 mjesta u promotorskoj regiji gena ASC/TMS1

CpG3 mjesto nalazi se 122 parova baza uzvodno od mjesta pocetka transkripcije.
Rezultati analize pirosekvenciranja na 26 uzorka tumorskog i pripadajuceg zdravog tkiva
grkljana pokazuju da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u razini metilacije izmedu zdravih i

tumorskih tkiva grkljana jer je p>0,05 (p=0,3526) (Slika 24.).
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Slika 24. Graficki prikaz ukupne metilacije CpG3 otocica promotorske regije ASC/TMSI

gena. Paired t-test; p<0,05. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + SEM

4.3.4. Ukupni status metilacije CpG mjesta u promotorskoj regiji gena ASC/TMS1

Ukupna razina metilacije (sva CpG mijesta) u promotorskoj regiji ASC/TMS1 gena se ne

razlikuje znaajno u zdravom od tumorskog tkiva grkljana jer je p=0,1562 (p>0,05) (Slika
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25.). Analiza pojedina¢nih CpG mjesta pokazala je da ne postoji niti razlika u razini metilacije
pojedinin CpG mjesta, odnosno da razlika u statusu metilacije pojedinih CpG mjesta u

zdravom tkivu nije statisticki znaCajno razli¢ita od razine metilacije u tumorskom tkivu

grkljana.

ASC/TMS1 ukupna metilacija
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Slika 25. Graficki prikaz metilacije CpG mjesta promotorske regije ASC/TMSI. Paired t-test;
p=0,05. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + SEM

Vrijednosti razine metilacije dobivene kao rezultat analize pirosekvenciranja na PyroMark
Q96 ID platformi za svako CpG mjesto pojedinacno, kao i1 razina ukupne metilacije za

promotersku regiju ASC/TMS1 gena prikazana je u Tablici 18.
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Tablica 18. Prikaz rezultata razine metilacije u promotorskoj regiji ASC/TMS1 gena

dobivenih pirosekvenciranjem zdravih i tumorskih uzoraka tkiva grkljana

CpG1 CpG2 CpG3 Ukupna metilacija %
ZDRAVO |TUMOR |ZDRAVO |TUMOR |ZDRAVO [TUMOR [ZDRAVO |TUMOR

7,775 6,805 4,9 9,96 10,275 0| 7,65| 5,588333

6,645 5,725 7,45 8,02 0| 8,75| 4,698333| 7,498333

3,68 2,075 3,04 3,06 3,645 4,35 3,455| 3,161667
3,465 4,71 2,865 4,32 11,335 4,32| 5,888333 4,45
7,64 3,865 4,165 6,5 3,035 10,71 4,946667 7,025
3,28 5,565 3,29 5,97 4,335 6,585 3,635 6,04
5,395 5,435 10,9 12,34 12,39 14,71] 9,561667| 10,82833

10,075 8,17 8,625 0 20,965 11,53| 13,22167| 6,566667
6,055 3,085 9,795 1,695 13,91 9,525 9,92| 4,768333
6,64 4,79| 11,215 3,04 14 7,015/ 10,61833| 4,948333
5,355 3,515 5,46 3,68 7,385 6,835| 6,066667| 4,676667
5,685 2,93 8,545 7,015 9,03 0[ 7,753333 3,315

3,47 3,705 5,735 4,365 9,83 5,875 6,345| 4,648333
2,895 4,955 4,05 3,345 7,63 9,615| 4,858333| 5,971667
2,645 5,615 5,27 2,84 11,32| 15,885 6,411667| 8,113333
4,965 4,85 5,22 6,73 8,665 8,58| 6,283333 6,72
7,155 5,925 9,405 7,085 13,45| 11,405/ 10,00333| 8,138333
9,12 6,085 9,22 6,335 16,1 10,745 11,48) 7,721667,
7,485 5,685 11,01 6,95 13,82| 12,695| 10,77167| 8,443333
8,57 8,265 8,475 7,715 16,555 10,99 11,2 8,99
9,33 6,555 7,415 6,8 17,36  12,535| 11,36833 8,63
8,99 6,835 4,905 6,2| 13,785 15,87| 9,226667 9,635
5,78 5,89 7,08 5,425 12,265 11,61 8,375| 7,641667
6,25 5,77 4,72 8,925 7,86| 14,095| 6,276667| 9,596667
5,225 6,555 6,92 7,575 11,62 13,54| 7,921667| 9,223333
4,87 7,515 6,18 9,435 7,975 14,605| 6,341667| 10,51833

4.4. Rezultati analize ekspresije proteina u zdravim i tumorskim tkivima grkljana

Rezultati analize statusa metilacije promotorskih regija testiranih gena pokazali su da postoji
statisti¢ki znacajna razlika u metilaciji promotora gena MyD88 u zdravom tkivu u odnosu na
tumorsko, dok ta razlika nije potvrdena u rezultatima analiza za gen ASC/TMSI1. Poznato je
da je metilacija promotora jedan od mehanizama kontrole ekspresije gena. Svrha ovih analiza,
na razini proteina, bila je ispitati postoji li u naSem uzorku korelacija metilacije promotora

testiranih gena s ekspresijom na proteinskoj razini.

4.4.1. Rezultati analize ekspresija proteina MyD88 u zdravim i tumorskim tkivima grkljana

U svrhu odredivanja ekspresije proteina MyD88 koristili smo se metodom Western blot.
Ukupni proteini izolirani su iz lizata zdravih i tumorskih uzoraka tkiva, ukupno 21 tkivo
tumora i pripadajuce zdravo tkivo, od istih osoba. Na Slici 26. prikazani su reprezentativni
rezultati analize 2 para uzoraka tumorskog (T) i zdravog (H) tkiva. Nakon kvantifikacije

intenziteta dobivenog signala i normalizacije tih rezultata s kontrolnim uzorcima, analize su
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pokazale da je protein MyD88 jace eksprimiran u tumorskim uzorcima tkiva grkljana u
odnosu na zdrava tkiva. Kako bi odredili da li je ta razlika statisticki znacajna, napravljena je
statistiCka obrada vrijednosti dobivenih denzitometrijskom analizom uz pomocu programa

GraphPad Prism za statisti¢ku obradu podataka.

T H T H
myDss, 33 kDa ()™= g ==
Vinkulin, 117 kDa '--

Slika 26. Proteinska ekspresija MyD88 adaptorne molekule u tkivima grkljana. 100 pg
ukupnih proteina iz zdravih i tumorskih tkivnih lizata nanoseno je na 10% poliakrilamidne

gelove. Kao kontrola nanoSenja koristen je Vinkulin. T oznacava tumorska, a H zdrava tkiva

Statistickom analizom utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika ekspresije proteina
MyD88 u tumorskim tkivima u odnosu na zdrava tkiva grkljana i1 to na razini statisticke
znacajnosti p<0,0001 (Slika 27.).

200 MyD88 proteinska ekspresija

150+

p<0,0001

100+

50+

omjer/normaliziran na vinkulin

ZDRAVO n=21 TUMOR n=21

Slika 27. Denzitometrijska kvantifikacija proteinskih bendova MyD88 adaptorne molekule.
Graf pokazuje da postoji statisticki znacajna razlika u ekspresiji proteina MyDS88 u
tumorskim u odnosu na zdrava tkiva grkljana. Vrijednosti su prikazane kao srednje

vrijednosti £ SEM

4.4.2. Rezultati analize ekspresija proteina ASC/TMS1 u zdravim i tumorskim tkivima

grkljana

Ekspresija proteina ASC/TMSI takoder je analizirana metodom Western blot na zdravim i

tumorskim tkivima grkljana, koriste¢i lizate tkiva grkljana od ukupno 23 bolesnika.
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Kao §to je vidljivo na Slici 28. uoceno je da je protein ASC/TMSI1 jace eksprimiran u
tumorskim uzorcima tkiva grkljana u odnosu na zdrava tkiva. Da bi se utvrdilo postoji li i
statisticki znacajna razlika u ekspresiji proteina MyD88 u tumorskom u odnosu na zdrava
tkiva, napravljena je denzitometrijska kvantifikacija proteinske ekspresije pomocu programa
ImageJ. Statisticka obrada razine proteinske ekspresije dobivenih denzitometrijom

napravljena je pomocu programa GraphPad Prism.

T H T H
- ¢ el = ASC/TMS1, 23 kDa

NS SIS G s \/inkuin, 117 kDa

Slika 28. Proteinska ekspresija ASC/TMS1 adaptorne molekule u tkivima grkljana. 100 ug
ukupnih proteina iz zdravih i tumorskih tkivnih lizata nanoseno je na 10% poliakrilamidne
gelove. Kao kontrola nanosenja koristen je Vinkulin. T oznacava tumorska, a H zdrava tkiva

Statistickom analizom utvrdeno je da postoji statisticki znaajna razlika ekspresije
ASC/TMSI proteina u tumorskim u odnosu na zdrava tkiva grkljana na razini statisticke

znacajnosti p=0,0157 (Slika 29.).

200_ASC/TMSl proteinska ekspresija

-
a
g

p=0,0157
1004

ul
o
1

omjer/normaliziran na vinkulin
o
7

ZDRAVO n=23 TUMOR n=23
Slika 29. Denzitometrijska kvantifikacija proteinskih bendova adaptorne molekule
ASC/TMS1. Graf pokazuje da postoji statisticki znacajna razlika u ekspresiji proteina
ASC/TMS1 u tumorskim u odnosu na zdrava tkiva grkljana. Vrijednosti su prikazane kao

srednje vrijednosti + SEM
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5. RASPRAVA

Karcinomi glave 1 vrata, unutar kojih su naj¢es¢i karcinomi grkljana, predstavljaju vrlo vaznu
skupinu novotvorevina ¢ija se pojavnost povecava u mnogim djelovima svijeta. Dosadasnja
dostignuca u dijagnostici i lijeCenju ovih tumora zahtijevaju pronalazenje novih molekularnih
ciljeva, signalnih molekularnih puteva i otkrivanje ranih karcinomskih lezija. Otkrivanje
promjena na molekularnom nivou, specificnih za tumorsko tkivo opcenito, omogucava
znacajan napredak u dijagnostici i lijeCenju tumora. Najc¢es$¢i uzrocnik karcinoma grkljana je
dugogodisnje izlaganje duhanskom dimu i prekomjerna konzumacija alkohola. Analiza
podataka Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health Organisation, WHO) o
mortalitetu od karcinoma grkljana u zadnja dva desetljeca, u 34 europske zemalje, pokazuje
da se stopa mortaliteta od karcinoma grkljana smanjila u vecini europskih zemalja. Najvisa
stopa zabiljezena je 2010. i 2011. godine u Madarskoj, Moldaviji i Rumunjskoj (>6/100000),
a najniza u Finskoj, Svedskoj i Svicarskoj (<1/100000). Mortalitet od karcinoma grkljana
pokazuje pozitivne trendove smanjenja pojavnosti u europskim zemljama u zadnja dva
desetljeca $to se pripisuje smanjenju pusenja i konzumacije alkohola (59).

Uzro¢na ovisnost upale, urodene imunosti i tumorigeneze nije novost i opcenito je
prihva¢ena. Medutim, mnogi molekularni i stani¢ni mehanizmi koji ostvaruju tu ovisnost jos
uvijek nisu otkriveni. Davnih dana je Peyton Rous prvi dokazao da se karcinomi razvijaju iz
,heoplasti¢nih jo§ nevidljivih promjena* uzrokovanim virusnim ili kemijskim karcinogenima
koji induciraju somatske promjene (60-62).

Onkogeni razli¢itih molekularnih oblika i nac¢ina djelovanja dovode do proupalnog odgovora.
(npr. angiogeneza, nakupljanje mijelomonocitnih stanica i sl.). Tako se primjerice upalna
stanja nakon infekcije povezuju s nastankom karcinoma. Okidaci kroni¢ne upale koji povisuju
rizik od nastanka i razvoja karcinoma ukljucuju infekciju (npr. Helicobacter pylori za
karcinom Zeluca i limfoma, Papilloma virus za nastanak karcinoma vrata maternice, Hepatitis
virus za nastanak karcinoma jetre), autoimune bolesti (upalna bolest crijeva za karcinom
debelog crijeva) i upalna stanja nejasnog porijekla (upala prostate za karcinom prostate).
Kljuéni mehanizmi povezani s ovim dogadajima ukljuCuju aktivaciju transkripcijskih
¢imbenika putem receptora urodene imunosti i posljedi¢no luc¢enje proupalnih citokina. Tako
se moZe re¢i da su molekularne veze koje povezuju upalu i karcinom, i njihov medusobni
odnos, Kljuéni u nastanku karcinoma, a genetska nestabilnost molekula vaznih u ovom

procesu povezuje se s nastankom tumorskih stanica. Upravo stoga molekularne veze koje
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povezuju upalu 1 karcinom predstavljaju cilj istrazivanja novih strategija lijeCenja ili
prevencije tumora (63).

Sustav urodene imunosti vrlo je vazan dio imunoloskog sustava i obuhvada Siroki spektar
mehanizama koji brane organizam domacina od $tetnih utjecaja iz okoline. Odgovor urodene
imunosti bazira se na grupi proteina, receptora, tzv. receptora urodene imunosti, ¢ijom
aktivacijom putem specificnog liganda dolazi do aktivacije stanica koje ih eksprimiraju.
Tijekom kriti¢nih sati ili dana nakon izlaganja novom patogenu ovisimo o mehanizmu
urodene imunosti koji nas §titi od infekcije. Sustav urodene imunosti omogucava nakupljanje
imunoloskih stanica na mjestu infekcije proizvodnjom medijatora upale-citokina (64).
Poznato je da receptori urodene imunosti imaju ulogu u tumorigenezi i metastaziranju tumora
jer kroni¢na upala potaknuta sustavom urodene imunosti stimulira nastanak i razvoj malignih
neoplazma (65). Vaznu ulogu u procesu aktivacije i regulacije aktivacije receptora urodene
imunosti imaju adaptorne molekule signalnih puteva. U naSem istraZivanju zanimala nas je
korelacija stupnja metilacije i ekspresije predlozenih gena MyD88 i ASC/TMS1, adaptornih
molekula u TLR i NLR signalnim putevima, te moze li se stupanj metilacije predlozenih gena
koristiti kao potencijalni prognosticki biomarker. Budu¢i da su nekontrolirana aktivacija/
regulacija upalne reakcije i infekcija povezani s nastankom tumora, te zbog vaznosti uloge
adaptornih molekula u tom procesu, nasa je hipoteza bila da bi promijenjeni status metilacije
promotorske regije, unutar zdravog i tumorskog tkiva grkljana, gena odgovornih za aktivaciju
i regulaciju upalnog odgovora mogao biti povezan s nastankom i progresijom tumora
grkljana. Takoder, rezultati ovog rada predstavljaju i znacajni doprinos u istraZivanju statusa
metilacije adaptornih molekula urodene imunosti, jer do sada u literaturi nema podataka da je
proucCavan status metilacije gena MyD88 u tkivima tumora. Nadalje, metodoloski pristupi
koje smo koristili takoder predstavljaju inovativan pristup jer smo u naSim analizama statusa
metilacije koristili metodu pirosekvencioniranja koja se jos uvijek smatra zlatnim standardom
u analizi stupnja metilacije. Svi dosadasnji rezultati u nama dostupnoj literaturi koji su
analizirali stupanj metilacije gena ASC/TMS1 Koristili su metodu metil-specifi¢ne reakcije
PCR.

Rezultati nasih istraZivanja pokazali su da postoji znacajna razlika u metilaciji pojedinih CpG
mjesta promotorske regije gena MyD88 u zdravom i tumorskom tkivu grkljana. Tocnije,
rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je tumorsko tkivo grkljana statisticki znacajno
hipometilirano u odnosu na zdravo tkivo. Takoder, pokazali smo da je i ukupna razina
metilacije promotorske regije gena MyD88 znacajno smanjena u tumorskom tkivu, u odnosu

na zdravo. Nadalje, ispitivanjem razine ekspresije proteina MyD88, u svrhu povezivanja
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statusa metilacije 1 proteinske ekspresije pokazali su da postoji snazna korelacija metilacije i
ekspresije. Naime rezultati ovog istrazivanja pokazali su da smanjena metilacija promotorske
regije gena MyD88 u DNA izoliranoj iz tkiva tumora odgovara povecanoj ekspresiji tog
proteina u tkivutumora (Slika 27.). Obratno vrijedi za zdrava tkiva grkljana — povecana
metilacija povezana je sa smanjenom ekspresijom proteina. U recentnoj literaturi Lu i sur.
(66) jedini su do sada proucavali ekspresiju MyD88 adaptorne molekule i posljedi¢ni klini¢ki
utjecaj na karcinom grkljana. Pokazali su da je pozitivna stopa ekspresije MyD88 u
karcinomu grkljana prisutna u 68,6% Sto je znacajno vise u odnosu na zdravo tkivo u blizini
karcinoma gdje je pozitivna stopa ekspresija prisutna u 11,8%. Pozitivna ekspresija MyD88
korelira s klinickim stadijem bolesti i prisutnosti metastaza u limfnim ¢vorovima $to pokazuje
da je obrnuto proporcionalna sa stopom petogodisnjeg prezivljenja. Pokazali su da MyD88
moze biti vazan ¢imbenik u razvoju karcinoma larinksa te da bi u budu¢nosti ciljana terapija
mogla poboljsati prognozu bolesnika koji boluju od ovog karcinoma. Rakoff-Nahoum i
Medzhitov (67) medu prvima su pokazali da adaptorna molekula MyD88 ima kriti¢nu ulogu u
spontanom razvoju tumora miSeva sa heterozignom mutacijom na genu APC (od engl.
adenomatous polyposis coli). Upravo ta molekula kontrolira ekspresiju glavnih
modificirajuc¢ih gena koji dovode do razvoja karcinoma crijeva (intestinalne tumorigeneze) i
ima kritiécnu ulogu i u spontanom i u karcenogenom induciranom razvoju tumora.
Najvjerojatniji mehanizam ostvaren je induciranjem ekspresije gena ciklooksigenaze 2
(COX2), matriks metaloproteinaza 7 i 10 (MMP7and MMP10), IL-6 i ¢imbenika nekroze
tumora alfa (TNF-a). Slicne rezultate pokazali su i Naugler i sur. (68) na modelu
hepatocelularnog karcinoma misSa gdje su pokazali da je dietilnitrozamin inducirani
hepatocelularni karcinom povezan s proizvodnjom IL-6 ¢ija je ekspresija ovisna o signalnim
putevima koji regrutiraju molekulu MyD88. Chefetz i sur. (69) pokazali su da signalni putevi
u kojima sudjeluje molekula MyD88 pridonose protumorskoj upali kao 1 obnavljanju mati¢nih
stanica u modelu karcinoma jajnika. Mati¢ne stanice karcinoma iniciraju i odrzavaju tumor te
se povezuju s vrlo ucestalim recidiviranjem karcinoma jajnika. Prema autorima specificna
populacija epitelnih mati¢nih stanica karcinoma jajnika, CD44+/MyD88+ EOC, 1 aktivan
proupalni signalni put TLR2-MyD88-NF«kB c¢ine dva glavna ¢imbenika koji poticu rast
tumora. Takoder, Higgins i sur. (70) ispitivali su doprinos molekule MyD88 na rast tumorskih
stanica karcinoma dojke kod miSa. Pokazali su RNA sekvenciranjem da MyD88-ovisni
signalni put dovodi do pojacane ekspresije gena koji pridonose progresiji karcinoma dojke 1
gena prethodno povezanih sa loSijom prognozom kod bolesnika s karcinomom dojke te

dodatno suprimira ekspresiju gena koji mogu inhibirati progresiju tog karcinoma. Medutim,
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MyD88-ovisan signalni put u tumorskim stanicama suprimira i ekspresiju gena koji pridonose
progresiji tumora te se tako otkriva viSestruka uloga MyD88-ovisnog signalnog puta u
karcinomu dojke kod miSeva. Za razliku od prethodnih rezultata iz literature Kinowaki 1 sur.
(71) prikazali su da je smanjena ekspresija MyD88 u hepatocelularnom karcinomu (HCC)

povezana s progresijom tumora.

Rezultati analize metodom pirosekvencioniranja, s ciljem odredivanja stupnja metilacije
promotorske regije gena MyD88, pokazali su da na razini ukupne metilacije postoji razlika u
metilaciji izmedu uzoraka zdravih i tumorskih tkiva. StatistiCka obrada podataka ukupnog
statusa metilacije promotorske regije pokazala je da je ta razlika statisticki znaCajna te da
ukupnoj razlici u razini metilacije zdravih i tumorskih tkiva znacajno doprinose tri CpG
oto¢ica: otoci¢i CpG2 (Slika 11.), CpG7 (Slika 16.) i CpG10 (Slika 19.). Za ostala testirana
CpG mjesta (Slika 10.,12.-15.,17.-18., Tablica 17.) nije pokazana razlika u ukupnoj razini
metilacije izmedu zdravih i tumorskih tkiva grkljana. Rezultati ovog istrazivanja znacajni su
po tome Sto po prvi puta u literaturi istrazuju status metilacije promotorske regije gena
MyD88 u tkivu tumora grkljana i zdravom tkivu, pokazuju da postoji statisticki znacajna
razlika u stupnju metilacije, odnosno da je ovaj gen smanjeno metiliran kod tkiva tumora, te
da taj rezultat korelira sa stupnjem ekspresije proteina (Slika 27.). Vazno je napomenuti da je
u sklopu istrazivanja, koje je jos u tijeku, grupe s Instituta Ruder BoSkovi¢ ispitan i status
metilacije gena MyD88 na uzorcima karcinoma plocastih stanica tumora plu¢a. Preliminarni
rezultati tih istrazivanja pokazuju da se uzorak (engl. pattern) metilacije promotorske regije
gena MyD88 razlikuje u ispitivanim podtipovima karcinoma plocastih stanica. Naime,
pokazano je da za isti gen postoji tkivno specificna metilacija pojedinih CpG myjesta u
promotoru. Obzirom na c¢injenicu da karcinomi grkljana mogu u odredenom postotku
metastazirati u pluca i obzirom na ¢injenicu da za diferencijaciju drugog primarnog tumora
plu¢a od metastaze karcinoma grkljana jo§ uvijek ne postoje dobri biomarkeri, rezultati ovog
istrazivanja mogli bi doprinijeti u postupku diferencijacije.

Rezultati ovog istrazivanja, koji su provedeni u svrhu odredivanja statusa metilacije u
promotorskoj regiji gena ASC/TMSL1 pokazali su da nema statisticki znacajne razlike u
statusu metilacije pojedinih CpG mjesta izmedu zdravih i tumorskih tkiva grkljana. (Slika 22.-
24., Tablica 18.). Takoder, pokazano je da ne postoji razlika niti u ukupnoj metilaciji
promotora u zdravom i tumorskom tkivu grkljana (Slika 25.). Medutim, rezultati ispitivanja
statusa ekspresije gena pokazuju da postoji razlika u ekspresiji gena ASC/TMS1 u zdravom i

tumorskom tivu — dobiveni rezultati pokazuju da je ekspresija proteina ASC/TMS1 znacajno
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povecana u tumorskom tkivu (Slika 29.). Zbog vaznosti adaptorne molekule ASC/TMSI1 u
proupalnom signalnome putu te povezanosti kroni¢ne upale i tumorigeneze status metilacije i
razina ekspresija ovoga gena proucavani su u velikom broju tumora. Stupanj metilacije gena
ASC/TMSL1, sa korelacijom ekspresije proteina u tumorskom tkivu grkljana u odnosu na
zdravo tkivo do sada u literaturi nije objavljavljeno. Metilacija promotorske regije ovog gena i
korelacija s ekspresijom proteina ovog gena proucavana je medutim u brojnim tumorima.
Salaminen 1 sur. (72) proucavali su mehanizme uklju¢ene u epigenetsku regulaciju
ASC/TMSI1 kao 1 njihov znacaj u koordinaciji apoptoze i uloge inflamasoma. Hong 1 sur.
(73) pokazali su da je ASC/TMSI vrlo Cesto epigenetskim mehanizmom metilacije utiSan u
mnogim tumorskim stanicama. Pokazali su i da ponovnim obnavljanjem ASC/TMS1
ekspresije kod bolesnika sa kolorektalnim karcinomom DLD-1 stanica u kojima je
ASC/TMS1 gen bio utiSan aberantnom metilacijom dolazi do potenciranja stani¢ne smrti
putem o$tecenja DNA. Pojacana osjetljivost DLD-1 stanica s ekspresijom ASC/TMS1 na
genotoksi¢ni stres neovisna je o formiranju inflamasoma i kaspaza i parcijalno ovisi o
mitohondrijskom stvaranju reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) i aktivaciji c-jun kinaze (JNK)
mitogen aktiviraju¢eg protein kinaze (MAPK) signalnog puta. Ovi rezultati sugeriraju da je
ekspresija ASC/TMS1 u tumorskim stanicama vaZzan c¢imbenik koji odreduje njihovu
osjetljivost na kemoterapiju.Virmani i sur. (50) pokazali su da je metilacija ASC/TMS1 gena
povezana s smanjenom ekspresijom tog gena prisutna u karcinomima malih stanica i ne
malih stanica pluca te karcinomu dojke i da posljedi¢no taj gen ima vaznu ulogu u patogenezi
ovih karcinoma. Xiaofang i sur. (54) proucavali su status metilacije tumor supresorskih gena
kod bolesnika s kolangiokarcinomom. Otkrivena je statisti¢ki znacajna razlika u patoloskoj
§irini, diferencijaciji i invaziji tumora kod bolesnika s kombiniranom mutacijom gena p53,
DAPK, pl4ARF i metilacijom ASC/TMS1 gena u odnosu na bolesnike bez mutacije
navedenih gena i metilacije ASC/TMS1 gena. Ova mutacija s ASC/MTS1 metilacijom
otkrivena je u 38,9% bolesnika i ti bolesnici imali su statisti¢ki zna¢ajno losiju prognozu od
ostalih bolesnika s kolangiokarcinomom. Za razliku od dosadasnjih navoda iz literature
Tamandani i sur. (74) proucavali su status metilacije ASC/TMS1 i CASP8 gena u karcinomu
vrata maternice. Njihovi rezultati pokazali su da je metilacija gena ASC/TMS1 i CASP8 u
karcinomu vrata maternice rijetka (<6%) te zbog toga nema kritiénu ulogu u razvoju
karcinoma vrata maternice. Mirza i sur. (75) vjeruju da metilacija promotorske regije gena
koji sudjeluju u popravku oStecene DNA 1 hormonskoj regulaciji dovodi do porasta
karcinoma dojke s agresivnim klinickim tijekom (ER i/ili PR negativnih). Tako su proucavali

status metilacije gena ASC/TMS1, BRCA1, ERa i PRB kod invazivnog duktalnog karcinoma
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i uparenih seruma DNA. Od 50 bolesnica s karcinomom dojke 72% tumora i 64% pokazalo je
hipermetilaciju barem jednog od ovih navedenih gena dok je 34% tumora i 24% seruma
pokazalo hipermetilaciju tri gena. Metilacija ASC/TMSL1 bila je prisutna u 24% bolesnika.
Deswaerte i sur. (76) takoder u svojem istrazivanju navode protumorigenu ulogu adaptorne
molekule ASC/TMSL1 i njezinog efektornog citokina IL-18 u karcinomu Zeluca. Genetska
ablacija IL-18 u modelu misa suprimira stvaranje karcinoma zeluca dok blokiranje IL-1f i IL-
la zbog genetske ablacije IL-1 receptora nema ucinka. Protumorigena uloga IL-18 povezana
je s visokom ekspresijom IL-18 gena u epitelnim stanicama karcinoma Zeluca. I1L-18
blokiranje ili anti IL-18 protutijelom ili delecijom ASC/TMSI1 gena poveéava stani¢nu smrt
(apoptozu) u humanim stanicama karcinoma Zeluca. U humanim stanicama karcinoma zeluca
vidi se znacajna korelacija poviSene razine zrelih citokina IL-18 i razine mMRNA ASC/TMS1.
Ova saznanja podrZavaju teoriju da je signalna os ASC/TMS1/IL-18 vaZan kandidat ciljane
terapije karcinoma zeluca u buduénosti. Machida i sur. (77) predlazu da hipermetilacija
ASC/TMS1 gena u iskasljaju bude biljeg za otkrivanje karcinoma. Hipermetilirani
promotorski slijedovi gena izuzetno su obecavajuéi biljezi za sve karcinome. Autori su
proucavali proapoptotic¢ki gen, gen ASC/TMSI1 u karcinomima pluca, te rezulate koristili za
razvoj biljega u iskasSljaju. Pokazali su da su razine proteina ASC/TMSI1 sniZzene u svim
tipovima karcinoma pluca ali ne i u preinvazivnim lezijama. Hipermetilacija je povezana s
invazivnim karcinomima s variranjem pojavnosti unutar patohistoloSkih tipova ukljucujuci
32,1% kod adenokarcinoma, 13,2% kod karcinoma plocastih stanica, 38,5% kod karcinoma
velikih stanica 1 60% kod karcinoma malih stanica plu¢a. Hipermetilacija korelira s
uznapredovalim stadijima bolesti te je prisutna samo u 14% slucajeva kod stadija I 1 u 60%
slucajeva u ostalim uznapredovalijim stadijima. Nedostatak hipermetilacije u 98% iskasljaja
osoba koji su teski puSaci, a nemaju klinickih znakova karcinoma, ukazuje na visoku
specificnost predvidanja karcinoma pluc¢a koriStenjem ovog biljega. Ucestalost hipermetilacije
gena ASC/TMSI u iskasljaju prisutna je u 2% puSaca visokog rizika za razvoj karcinoma ali
bez evidentnog karcinoma pluca, 15% bolesnika stadija I karcinoma pluc¢a nemalih stanica,
41% bolesnika stadija III karcinoma pluca nemalih stanica od Cega 56% bolesnika s
adenokarcinomom pluca. Iskasljaj je poziitivan 1 u 24% bolesnika vrlo visokog rizika, koji
klini¢ki nemaju karcinom ali su prethodno operirani zbog stadija I karcinoma plu¢a nemalih
stanica. Tako hipermetilacija ASC/TMSI1 u iskasljaju moze biti biljeg za uznapredovalije
stadije karcinoma pluca i1 predvida prognozu bolesnika operiranih u ranom stadiju karcinoma

pluca.
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Rezultati analize stupnja metilacije gena ASC/TMS1 u naSem istrazivanju nesto su drugaciji
od do sada objavljenih rezultata. Prema naSim rezultatima ¢ini se da ne postoji razlika u
stupnju metilacije tumorskog i zdravog tkiva, Sto nije slucaj u gotovo svim do sada
objavljenim istrazivanjima. Jedan od mogucih razloga moze biti u Cinjenici da je analiza
stupnja metilacije, u ovom istrazivanju, provedena metodom pirosekvencioniranja koja je
znacajno preciznija od do sada primjenjivane metode u tu svrhu, metode metil-specificne
reakcije PCR. Takoder, obzirom da ne postoji korelacija stupnja metilacije s razinom
ekspresije proteina ASC/TMS1 ukazuje na Cinjenicu da je ekspresija proteina pod nekim
drugim posttranskripcijskim mehanizmima regulacije.

Zakljucno, znacajan doprinos ovog istrazivanja je u tome $to je po prvi puta ispitana razina
metilacije gena MyD88 i ASC/TMS1 u zdravim i tumorskim tkivima grkljana, i to metodom
pirosekvencioniranja, koja jo$§ uvijek predstavlja zlatni standard u analizi statusa metilacije.
Nadalje, pokazali smo da postoji razlika u metilaciji zdravog i tumorskog tkiva grkljana,
medutim samo u genu MyD88. Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da u slucaju
gena/proteina MyD88 postoji pozitivna korelacija statusa metilacije i ekspresije proteina —
povecana metilacija korelira sa smanjenom ekspresijom proteina. Vazno je napomenuti da su
rezultati ovog istraZivanja pokazali da u slucaju gena/proteina ASC/TMS1 ne moZemo
govoriti o pozitivnoj korelaciji metilacije i ekspresije gena/proteina. Naime, rezultati su
pokazali da ne postoji razlika u metilaciji gena, dok je protein statistiCki znacajno jace
eksprimiran u tumorskim tkivima. Poveznica rezultata dvaju odvojenih istrazivanja koja su
pokazala da postoji razlika u obrascu metilacije MyD88 promotora u tumorima plocastih
stanica grkljana 1 plu¢a izuzetno je vazna jer ukazuje na potencijal otkri¢a novih biljega u

diferencijalnoj dijagnostici tumora glave i vrata i pluca.
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6. ZAKLJUCCI

1. Ukupna metilacija promotorske regije gena MyDS8S, izraZzena kao prosje¢na vrijednost
stupnja metilacije pojedinih testiranih CpG mjesta (10 mjesta), je statistiCki znacajno
povecéana u zdravim tkivima grkljana u odnosu na tumorska.

2. Unutar promotorske regije gena MyD88 postoje specificna CpG mjesta Cija razlika u
metilaciji u zdravom i tumorskom tkivu doprinosi ukupnoj razlici metilacije — CpG2, CpG7 i
CpG10 mijesta.

3. Ekspresija MyD88 proteina statisti¢ki je znacajno povecana u tumorskom tkivu grkljana, u
odnosu na zdravo tkivo grkljana.

4. Povecana metilacija promotorske regije gena MyD88 u zdravom tkivu u korelaciji je sa
smanjenom ekspresijom proteina, i obrnuto, smanjena metilacija promotorske regije u
tumorskom tkivu u korelaciji je s pove¢anom ekspresijom proteina.

5. Ukupna metilacija promotorske regije gena ASC/TMS1, izraZzena kao prosjecna vrijednost
stupnja metilacije pojedinih testiranih CpG mjesta (3 mjesta), je nepromijenjena u tumorskom
u odnosu na zdravo tkivo grkljana.

6. Unutar promotorske regije gena ASC/TMSI1 ne postoji statisticki znacajna razlika u stupnju
metilacije pojedinih testiranih CpG mjesta u zdravom i tumorskom tkivu grkljana.

7. Ekspresija proteina ASC/TMSL1 je statisticki znacajno povecana u tumorskom tkivu u
odnosu na zdravo tkivo grkljana.

8. Obzirom da ne postoji razlika u stupnju ukupne metilacije promotorske regije gena
ASC/TMSI1 u zdravom i tumorskom tkivu, predpostavljamo da je uocena razlika u ekspresiji
proteina ASC/TMS1 (povecana ekspresija u tumorskom tkivu) posljedica nekih drugim

posttranskripcijskih mehanizama regulacije.
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7. SAZETAK

-----

90% karcinoma grkljana nastaje uslijed genetskih i epigenetskih promjena uzrokovanih
nac¢inom zivota i ¢imbenicima okolisa. Vise od 95% karcinoma grkljana patohistoloski su
karcinomi plocastih stanica. Do danas ne postoje pouzdani klinicki etablirani tumorski biljezi
koji bi olakSali dijagnozu, prognozu 1 lijeCenje oboljelih od ove maligne bolesti.
Novijaistrazivanja pokazuju da su poremecena kontrola upalne reakcije 1 prisutnost infekcije
povezani s nastankom i razvojem tumorskih bolesti. Vaznu ulogu u kontroli upalne reakcije
ima urodena imunost. Obrambeni mehanizam urodene imunosti ocituje se aktivacijom
receptora odgovornih za prepoznavanje patogena, a klju¢nu ulogu u tom procesu imaju
adaptorne molekule signalnih puteva. U ovom istraZivanju pretpostavili smo da bi postojanje
promijenjenog statusa metilacije promotorske regije gena ASC/TMS1 i gena MyD88,
odgovornih za aktivaciju i regulaciju upale, unutar zdravog i tumorskog tkiva grkljana moglo
biti povezano s nastankom i progresijom tumora. Cilj istrazivanja je ispitati postoji li razlika u
stupnju metilacije ovih gena zdravog i tumorskog tkiva grkljana i ocituje li se ta razlika na
proteinskoj razini. Status metilacije ovih gena u karcinomu grkljana do sada nije proucavan,
niti je u bilo kojem od karcinoma koristena metoda pirosekvenciranja za odredivanje statusa
metilacije kao u ovom istrazivanju. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je ukupna
metilacija promotorske regije gena MyD88 statisti¢ki znac¢ajno povecana u zdravim tkivima
grkljana u odnosu na tumorska tkiva i taj nalaz korelira s ekspresijom proteina. Ukupna
metilacija promotorske regije gena ASC/TMS1 nepromijenjena je u tumorskom u odnosu na
zdravo tkivo grkljana. Ekspresija proteina ASC/TMSI je statisticki znacajno povecana u
tumorskom tkivu u odnosu na zdravo tkivo grkljana. Obzirom da ne postoji razlika u stupnju
ukupne metilacije promotorske regije gena ASC/TMS1 u zdravom i tumorskom tkivu,
pretpostavljamo da je uoc€ena razlika u ekspresiji proteina ASC/TMS1 (povecana ekspresija u
tumorskom tkivu) posljedica nekih drugim posttranskripcijskih mehanizama regulacije.
Smatramo da bi rezultati ovog istrazivanja u buduénosti mogli doprinjeti ranijem otkrivanju,
terapiji 1 pracenju karcinoma plocastih stanica grkljana ali 1 doprinjeti novim spoznajama 0

ulozi gena ASC/TMS1 i MyD88.
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8. SUMMARY

Laryngeal Cancer is the most frequent Head and Neck Cancer comprising high mortality rate.

Almost 90% of all Laryngeal Cancers develop due to genetical and epigenetical changes
caused by lifestyle and environmental factors. More than 95% of all laryngeal cancers are
Squamous Cell Carcinoma. To date there are no established biomarkers to facilatate the
diagnosis, prognosis and treatment of patients suffering from this malignant disease. Recent
studies showed that inadequate control of inflammation and presence of infection are tightly
related with developing and promotion of the cancer. Innate immue system has a very
important role in the control of inflammation. Innate immunity defense mechanisms activate
pattern recognition receptors (PRRs) and adaptor molecules play the key role in all signalling
pathways. In this study, we hypothesized that the changes in the methylation status of
promotor regions of ASC/TMS1 and MyD88 genes, responsible for activation and regulation
of inflammation, in healthy and laryngeal cancer tissue might be related with development
and progression of cancer. The aim of this study is to investigate is there a difference in the
methylation status of this genes in healthy and tumor tissue and does it correlate with protein
expression. In recent literature the methylation status of this genes has still not been analyzed
in Laryngeal Cancer and the pyrosequencing method in methylation status determination as
performed in this study has not been used in other cancers. Results of this study show that
the overall methylation level of the promotor region of MyD88 gene is statistically
significantly higher in healthy laryngeal tissue in relation to cancer tissue and this finding
correlate with protein expression level. The overall methylation level of promotor region of
ASC/TMSL1 gene is unchanged in Laryngeal Cancer and healthy laryngeal tissue. The protein
expression level of ASC/TMSL is statistically significantly higher in cancer in relation to
healthy laryngeal tissue. Taking into account there is no difference in the overall methylation
level of the promotor region of ASC/TMSL1 gene in healthy and tumor tissue we assume that
the observed difference in ASC/TMS1 protein expression (higher expression in tumor tissue)
is the outcome of other posttranscriptional regulation mechanisms.

We consider that the results of this study in the future may lead to earlier detection, treatment
and follow-up of Laryngeal Squamous Cell Carcinoma and reveal new scientific discoveries
of the role of ASC/TMS1 and MyD88 genes.
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10. ZIVOTOPIS

Rodena sam 23. 07. 1977. godine u Zagrebu, gdje sam zavrSila osnovnu Skolu 1 Klasi¢nu
gimnaziju s odlicnim uspjehom. U rujnu 2002. godine diplomirala sam na Medicinskom
fakultetu SveuciliSta u Zagrebu s odlicnim uspjehom. U svibnju 2003. godine postajem
znanstveni novak na Katedri za otorinolaringologiju s audiologijom i fonijatrijom MF u
Zagrebu, 1 te godine upisujem poslijediplomski studij Biomedicina i zdravstvo. U veljaci
2005. godine zapocinjem specijalizaciju iz otorinolaringologije u Klinici za bolesti uha, nosa i
grla i kirurgiju glave i vrata KBC Zagreb. Tijekom specijalizacije boravila sam na
cetveromjeseénom studijskom boravku u Klinici Lariboisiére u Parizu. 25. rujna 2009.
polozila sam specijalisticki ispit iz otorinolaringologije, te sam od svibnja 2010. godine
zaposlena kao specijalist otorinolaringolog u Klinici za bolesti uha, nosa i grla i Kirurgiju
glave i vrata KBC Zagreb. 27. studenog 2012. godine izabrana sam u suradnicko zvanje
naslovnog asistenta na Katedri za otorinolaringologiju s audiologijom i fonijatrijom MF u
Zagrebu. 26. ozujka 2014. polozila sam subspecijalisticki ispit iz uze specijalnosti
audiologije, a u listopadu 2016. zapolinjem uzu specijalizaciju iz fonijatrije. AKtivno
sudjelujem u svakodnevnoj nastavi; u dodiplomskom studiju iz otorinolaringologije i Kirurgije
glave i vrata na MF, studiju na engleskom jeziku na MF, studiju logopedije na Edukacijsko-
rehabilitacijskom fakultetu i u poslijediplomskom studiju iz otorinolaringologije i Kirurgije
glave 1 vrata, te hitne medicine. Autor sam veceg broja radova koji su objavljenih u
medunarodnim 1 domacim cCasopisima (od toga 15 CC). Sudjelovala sam na brojnim
medunarodnim 1 domac¢im kongresima, simpozijima i1 te€ajevima kao pozvani predavac i
aktivni sudionik. Koautor sam nekoliko poglavlja u knjigama iz podrucja otorinolaringologije
i kirurgije glave i vrata. Clan sam brojnih struénih i znanstvenih udruga kako domaéih i
medunarodnih a narodito isticem da sam jedini ¢lan iz Republike Hrvatske SFORL (Société
Frangaise d'ORL, Francusko drustvo za ORL) — od 17. listopada 2010. godine, trenutno u
izboru za predstavnika regije jugoisto¢ne Europe.

Tecno govorim engleski, francuski i talijanski jezik.
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