PRIRODOSLOVNO-MATEMATICKI FAKULTET

BIOLOSKI ODSJEK

Andreja Petrovic

PROMJENE TRANSKRIPTOMA
HEPATOCELULARNOG KARCINOMA
ALKOHOLNE ETIOLOGIJE

DOKTORSKI RAD

Zagreb, 2025.



Ovaj doktorski rad izraden je na Klinickom zavodu za patologiju i citologiju Klinicke bolnice
Merkur i1 na Zavodu za molekularnu biologiju, Bioloski odsjek, Prirodoslovno-matematicki
fakultet, pod vodstvom prof. dr. sc. Petre Kora¢ kao prve mentorice i prof. dr. sc. Slavka
Gasparova, dr. med. kao drugog mentora, u sklopu SveuciliSnog poslijediplomskog
doktorskog studija Biologije pri Bioloskom odsjeku Prirodoslovno-matematickog fakulteta

Sveucilista u Zagrebu.



Informacije o prvoj mentorici:

Prof. dr. sc. Petra Kora¢ zavrsila je diplomski studij Molekularne biologije na
Prirodoslovno-matematickom fakultetu 2002. godine, gdje je 2007. godine i doktorirala u
podrucju imunobiologije i fiziologije. Godine 2009. zavrSila je stru¢ni magisterij Upravljanje
u znanosti, na Medicinskom fakultetu/Skoli narodnog zdravlja ,,Andrija Stampar“. Od svibnja
2004. godine bila je zaposlena kao znanstveni novak-asistent/viSi asistent Medicinskog
fakulteta u Zagrebu s radnim mjestom u Klinickom zavodu za patologiju i citologiju KB
Merkur. Od rujna 2012. godine zaposlena je na Zavodu za molekularnu biologiju, Bioloskog
odsjeka, Prirodoslovno-matematickog fakulteta gdje trenutno radi kao redoviti profesor.
Predaje na kolegijima ,,Genomi“, ,,Medicinska genetika“, ,,Molekularna dijagnostika®,
»Metode istrazivanja u molekularnoj biologiji“, ,,Razvoj znanstvene misli u biologiji®,
»Rezistencija virusa na lijekove®, ,,Molekularna dijagnostika neoplazmi®, ,,Biology 1* i
,Biology 2. Predavac je i na Zdravstvenom Veleucilistu u Zagrebu i Medicinskom fakultetu
Sveucilista u Zagrebu. Sudjeluje u istrazivanjima europskih i hrvatskih projekata u podrucju
biologije tumora, molekularne dijagnostike, medicinske genetike i infektivnih bolesti. Do
sada je objavila 40 znanstvenih i 11 stru¢nih radova i sudjelovala u istrazivanjima koja su
rezultirala s 84 izlaganja na znanstvenim i stru¢nim skupovima. Bila je mentor velikog broja
zavr$nih i diplomskih radova na Bioloskom odsjeku Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta i
na Zdravstvenom veleuciliStu. UsavrSavala se na znanstvenim ustanovama u Njemackoj,
Nizozemskoj, Francuskoj, Velikoj Britaniji i Gani. Znanstvena je suradnica u polju klini¢kih

medicinskih znanosti te znanstvena savjetnica u polju biologije.



Informacije o drugom mentoru:

Prof. dr. sc. Slavko GaSparov, dr. med. zavrsio je Medicinski fakultet Sveucilista u
Zagrebu 1989. godine. Na istom fakultetu 2000. godine obranio je magistarski rad, a 2004.
godine obranio je doktorsku disertaciju. Specijalisticki ispit iz patologije polozio je 1997.
godine za potrebe KB Merkur. Od 1998. godine vanjski je suradnik u Katedri za patologiju
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Od 2010. god. je naslovni docent, a od 2012.
izvanredni profesor u kumulativnom radnom odnosu. Od 2020. radi kao redoviti profesor u
Zavodu za patologiju MF Sveucilista u Zagrebu. Predstojnik je Klinickog zavoda za
patologiju i citologiju KB Merkur od 2011. godine do danas. Voditelj je tri kolegija (Bolesti
jetre 1 bilijarnog trakta, Bolesti gastrointestinalnog sustava i Bolesti krvi i krvotvornih
organa) na SveuciliSnom poslijediplomskom specijalisti¢kom studiju Patologija 1 citologija, a
od 2021. je 1 voditelj istog studija. Voditelj je kolegija Hematopatologija i citologija u sklopu
SveucilisSnog poslijediplomskog specijalistickog studija Hematologija te voditelj kolegija
Imuno-hematopatologija 1 citologija u sklopu SveuciliSnog poslijediplomskog
specijalistiCkog studija Laboratorijska imunologija. Od 2010. god. glavni je mentor
lije¢nicima na specijalizaciji iz patologije i citologije za potrebe KB Merkur 1 viSe hrvatskih
zupanijskih bolnica. Od 2023. godine dopredsjednik je hrvatske kooperativne grupe za
hematoloske bolesti (KROHEM). Mentor je na viSe doktorskih disertacija i zavr$nih radova.
Autor je viSe desetaka znanstvenih 1 stru¢nih radova, a sudjelovao je aktivno kao pozvani
predavac ili putem kongresnih priopéenja na desetke domacih i medunarodnih skupova i

kongresa. Usavr$avao se u institucijama u SAD-u, Nizozemskoj i Spanjolskoj.



Zahvale

Zahvaljujem se mentorici prof. dr. sc. Petri Kora¢ na vodenju kroz poslijediplomski studij i
strucnoj pomoc¢i tijekom izrade doktorske disertacije. Posebno joj hvala na neiscrpnom
strpljenju prilikom ¢itanja mojih kreativnih gluposti te na mudrim zivotnim savjetima koji su
Cesto bili korisniji od same literature. Bez njezine podrske i smijeha ova disertacija vjerojatno

nikad ne bi ugledala svjetlo dana.

Zahvaljujem se mentoru prof. dr. sc. Slavku GaSparovu na stru¢noj pomoc¢i tijekom izrade
doktorske disertacije, ali jo$ viSe na prezivljavanju mojih pitanja tijekom specijalizacije.
Uvijek mi je bio puno viSe od mentora — pravi prijatelj, terapeut i povremeni spasilac zdravog

razuma. Takvi se mentori zaista rijetko nadu, vjerojatno s dobrim razlogom!

Zahvaljujem se kolegici Pauli Grskovi¢ na stru¢noj pomoci i podrsci tijekom izrade ovog
doktorskog rada. Paula je bila jedna od onih koje rade iz sjene, u potpunoj tajnosti — bas
poput profesorice McGonagall kad je trebalo spasiti situaciju u Hogwartsu. Bez njezine
diskretne Carolije, ovaj rad bi bio samo jo§ jedan obi¢ni ,,muggle* uradak. Hvala joj Sto je
uvijek vjerovala da moja disertacija moze letjeti, ¢ak i kad sam ja bila uvjerena da je rijec¢ o

obi¢noj metli.

Zahvaljujem se cijelom histoloskom laboratoriju Klinickog zavoda za patologiju i citologiju
Klini¢ke bolnice Merkur za svu pomo¢ s uzorcima, ali 1 na tome $to su hrabro podnosili moje
zivotne krize tijekom specijalizacije te Sto su bili uz mene u svim fazama mog
specijalistiCkog sazrijevanja — od stadija izgubljenog mladunca do gotovo ozbiljne odrasle

osobe!

Zahvaljujem se svojim prijateljima, koji do samog kraja nisu imali ni najmanju ideju o ¢emu
se zapravo radi u ovom istraZivanju, a razlog tomu je vrlo jednostavan — nikad nisu ni pitali.
Hvala vam S§to ste sacuvali moj ego od teskih stru¢nih pitanja 1 Sto ste moju doktorsku temu

uvijek tretirali kao ,,onu neku stvar koju radim*.
Zahvaljujem se svojoj obitelji koja me uvijek u svemu podrzavala.

Ovaj rad posvecujem svojoj zeni, najboljoj osobi koju sam ikad upoznala, bez Cije podrske,
strpljenja i ljubavi bih ve¢ odavno odustala od svega ovoga. Hvala joj sto je vjerovala u mene
1 onda kad ja nisam vjerovala sama sebi, 1 §to mi je uvijek bila svjetlo kad bi mi se sve ¢inilo

pretesko 1 prekomplicirano. Ona je razlog zbog kojeg svaki korak vrijedi.



Sveuciliste u Zagrebu Doktorski rad

Prirodoslovno-matematicki fakultet

Bioloski odsjek

PROMJENE TRANSKRIPTOMA HEPATOCELULARNOG KARCINOMA
ALKOHOLNE ETIOLOGIJE

ANDREJA PETROVIC
Prirodoslovno-matematicki fakultet

Hepatocelularni karcinom (HCC) naj€es¢i je primarni karcinom jetre, zauzima Sesto mjesto
po ucestalosti medu svim karcinomima u svijetu te je Cetvrti vodeéi uzrok smrti povezanih s
karcinomom. Vec¢ina sluajeva HCC-a nastaje u ciroznoj jetri, obicno kao posljedica
kroni¢nih bolesti jetre, poput infekcija hepatitisom B (HBV), hepatitisom C (HCV) i
alkoholizma. miRNA-221 istraZena je kao faktor koji utjece na razvoj HCC-a induciranog
virusom, no malo je poznato o njezinim u¢incima na ekspresiju gena kod HCC-a induciranog
alkoholom. Ova studija imala je za cilj istraziti potencijalno sliéne promjene ekspresije gena
koji se javljaju kod HCC-a induciranog virusom i alkoholnom. Analizirani su dostupni podaci
transkriptoma iz netumorskih hepatocita i tkiva HCC-a induciranog virusima. Najznacajnije
razlike u ekspresiji gena povezane s miRNA-221 izmedu netumorskih hepatocita i HCC-a
induciranog virusom odnosile su se na gene N7F-3 1 MYBLI. Pri procijeni tih podatka u
sluc¢aju HCC-a izazvanog alkoholom, ispitano je 111 uzoraka tkiva: tumorsko tkivo 1 cirozno
tkivo jetre od 37 pacijenata s HCC-om te 37 uzoraka netumorskog tkiva jetre koriStenjem
metode RT-Q PCR. Nije pronadena znacajna razlika u ekspresiji gena NTF-3, ali je ekspresija
gena MYBLI bila znafajno niza u tumorskom tkivu HCC-a u usporedbi s netumorskim
hepatocitima 1 ciroznim tkivom. Ovi rezultati isticu vaznost gena MYBLI u razvoju HCC-a 1

naglaSavaju potrebu za razli¢itim pristupima u procjeni tumorskih mehanizama.

(72 stranica, 13 slika, 13 tablica, 139 literaturnih navoda, jezik izvornika hrvatski)

Kljucne rijeci: NTF-3, MYBL1, hepatocelularni karcinom, alkoholna etiologija, miRNA-221
Mentori: prof. dr. sc. Petra Kora¢ i prof. dr. sc. Slavko GaSparov

Ocjenjivaci: prof. dr. sc. Inga Urli¢, prof. dr. sc. Maja Matuli¢, prof. dr. sc. Tajana Filipec

Kanizaj, dr. med.



University of Zagreb Doctoraral thesis
Faculty of Science

Department of biology

CHANGES IN THE TRANSCRIPTOME OF HEPATOCELLULAR CARCINOMA OF
ALCOHOLIC ETIOLOGY

ANDREJA PETROVIC
Faculty of Science

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most prevalent primary liver cancer, ranking as the
sixth most common cancer worldwide and the fourth leading cause of cancer-related deaths.
Most HCC cases originate from cirrhotic livers, typically due to chronic liver diseases, such
as hepatitis B (HBV) and hepatitis C (HCV) infections, and alcoholism. miRNA-221 has
been explored as a factor affecting HCC development in HCC of viral etiology, but little is
known about its effects on gene expression in alcohol-associated HCC. This study aimed to
explore potentially similar gene expression aberrations underlying viral and alcohol-induced
HCC. I analyzed available transcriptome data from non-tumor hepatocytes and viral-induced
HCC tissues. The most notable differences in gene expression associated with miRNA-221
between non-tumor hepatocytes and viral-induced HCC involved NTF-3 and MYBLI genes.
To assess these data in alcohol-induced HCC, I examined 111 tissue samples: tumor tissue
and cirrhotic tissue samples from 37 HCC patients and 37 samples from non-tumor liver
tissue using RT-Q PCR. 1 found no significant difference in NTF-3 expression,
but MYBLI expression was significantly lower in HCC tissue compared to non-tumor
hepatocytes and cirrhotic tissue. This study findings highlight the importance of
the MYBLI gene in HCC development and emphasize the need for diverse approaches in

evaluating tumor mechanisms.

(72 pages, 13 figures, 13 tables, 139 references, original in Croatian)

Keywords: NTF-3, MYBL1, hepatocellular carcinoma, alcohol etiology, miRNA-221
Supervisor: Prof. Petra Kora¢ and Prof. Slavko Ga$parov

Reviewers: prof. dr. sc. Inga Urli¢, prof. dr. sc. Maja Matuli¢, prof. dr. sc. dr. med. Tajana

Filipec Kanizaj, MD



Lo UVOM e 1
1.1.  Hipoteza i ciljevi dOKtorskog rada ...........ccvviiiiiiiiiiiiiic e 3
2. Literaturni Pregled ... 4
2.1.  Hepatocelularni KarcinOm........cccieiuiiiiiiiiiiie e 4
2.2.  Molekularna patogeneza hepatocelularnog karcinoma...........ccceevvveeiiieesiiieiniie e, 8
230 MIRNAC22T e 20
3. Materijali i MELOdE.............cccooiiiiiiiiii 23
3.1. BioinformatiCka analiza..........c.ccoueiiiiiiiiiiiiciic e 23
3.1.1. Javno dostupni skupovi podataka ............ccceriiriiiiiiiiiiic e 23
3.1.2. Kontrola kvalitete 1 MAaPITANE .......cccviiuieiiiiiieiie et 31
3.1.3. Analiza glavnih KOMPONENTE ......coviiiiiiiiiiiiciees e 31
3.1.4. Analiza diferencijalno eksprimirani geni regulirani s miRNA-221 kod HCC-a
induciranog virusom 1 primarnih hepatoCita............ceeiiiiiieiic i 31
3.2. Analiza tumorsKOE tKIVA ......ooiiiiiiiie e 32
3.2.1. UZOTC PACTIENALA ...ttt ettt sbe et b e b b s e aneenne e 32
TN LY, 1< 70T (TSP UURPPPPTOPRTRP 35
3.3.1.1Z01Acija RINA ...t 35
3.3.2. Reverzna transSKriPCIija .....c.eiveiieiiiieiieie ettt 36
3.3.3. Lancana reakcija polimerazom U Stvarnom VICIMENU .........ccueeeveerersueesieesssessnesssessnens 37
3.3.4. Statisticka analiza reZultata............ccccviiiiiiiiiiie e 39
4 REZUIALL ... 40
4.1. Diferencijalno eksprimirani geni izmedu HCC-a induciranog virusom i primarnih
REPALOCIEA ... 40
4.2. Geni karakteristi¢ni za HCC koje regulira miRNA-221........ccccoovviiiiiiiiiiiiicin, 42

4.3. Analiza ekspresije gena NTF-3 1 MYBL1 u uzorcima pacijenata s hepatocelularnim
karcinom, ciroznom jetrom i netumorskim tKivom Jetre ..........c.ccvvveviniiiiiiiiniiiieneccsee s 44

4.3.1. Koncentracije i ¢istoce uzoraka RNA izoliranih iz uzoraka tumorskog tkiva pacijenata,
cirozne jetre 1 netumorskog tKiva JEIIe........covviiiiiiiei e 44

4.3.2. Usporedba ekspresije gena NTF-3 1 MYBLI u uzorcima HCC-a induciranog alkoholom,

ciroznog tkiva jetre 1 netumorskog tkiva JEIre .........cooviviiiiiii i 44
4.4. Analiza laboratorijskih parametara u uzorcima pacijenata s hepatocelularnim karcinom/

ciroznim tkivom jetre 1 netumorskom tkivu JEtre .........ccooviiiiiiiiiiiic s 46
SeRASPIAVA ..o 51
P B0 1 () ¢ 1111 o DO PP PP PUPPR 59

8. ZAVOUOPIS.......ovuveeeeceecieeeeeeeeceecie ettt 72



1. Uvod

Hepatocelularni karcinom (HCC) je najée$¢a primarna maligna epitelna neoplazija
Aziji, a Cetvrti je vodeci uzrok smrti nastalih kao posljedica karcinoma S§to ga ¢ini jednim od
vode¢ih zdravstvenih problema u svijetu (1, 2). Izmedu 80 % 1 90 % hepatocelularnih
karcinoma se razvija iz cirozno promijenjene jetre koja nastaje kao krajnji stadij kroni¢nih
bolesti jetre, a ciroza jetre je i jedan od vodecih rizi¢nih faktora za razvoj HCC-a (1-3).
Uzroci kroni¢ne bolesti jetre su mnogobrojni, s rasponom od virusne etiologije, nasljednih
bolesti (npr. hemokromatoza i bolesti nakupljanja glikogena), toksicne etiologije (npr.
lijekovi, alkohol i aflatoksin B1) do kroni¢ne bolesti jetre nepovezane s alkoholom (NAFLD
od eng. non-alcoholic fatty liver disease, 1 NASH, od eng. non-alcoholic steatohepatitis) (1—
6). Svaki od ovih uzro¢nika moZe dovesti do razvoja ciroze te kao takav predstavlja i rizik za
razvoj HCC-a (1-3). Infekcija virusom hepatitisa B i1 C (HBV 1 HCV) te alkoholizam su
najces¢i rizicni faktori za razvoj kroni¢nih bolesti i ciroze jetre i odgovorni su za nastanak
vise od 80% svih HCC-a (1-3, 5-8). LijeCenje HCC-a prilagodava se stadiju bolesti i
obuhvaca kirurSke metode, lokalne tretmane, ciljane terapije i imunoterapiju. KirurSka
resekcija 1 transplantacija jetre nude potencijalno izljecenje kod ranih slucajeva, dok se
transarterijska kemoembolizacija (TACE, od eng. transarterial chemoembolization)
primjenjuje kod pacijenata s viSe tumorskih lezija bez udaljenog Sirenja. U naprednim
stadijima klju¢nu ulogu imaju sistemske terapije, uklju¢ujuéi inhibitore tirozinske kinaze i
imunoterapije. Novi terapijski pravci istraZzuju epigenetske mehanizme 1 personalizirane
pristupe kako bi se poboljsali ishodi lijecenja 1 smanjile nuspojave (9-12).

Iako HCC moze nastati kao posljedica djelovanja razli¢itih Stetnih faktora, danas je
poznato da ipak postoje neke zajednicke karakteristike mehanizma nastanka HCC-a razlic¢itih
etiologija kao npr. virusne i alkoholne etiologije. Svaki od rizi¢nih faktora, kroz duZzi period
djelovanja na stanice jetre moZze dovesti do somatskih i1 epigenetskih mutacija 1 promjena u
oStecenoj stanici te samim tim do razvoja HCC-a (13, 14). U stanicama HCC- a mozZe se
dokazati izmedu 60 i 70 somatskih mutacija (14). Postoje oko 34 mutacije koje se mogu
dokazati kod svih HCC-a neovisno o njihovoj etiologiji (14), a najvise slicnosti u mutacijama
postoji izmedu stanica HCC-a induciranog infekcijom HBV-om i stanica HCC-a induciranog
prekomjernom konzumacijom alkohola (15). Najces¢a somatska mutacija u stanicama HCC-a

je ona koja zahvaca promotorsku regiju gena TERT (od eng. telomerase reverse



transcriptase). TERT je glavni regulator duljine telomera i ova mutacija se moze dokazati ¢ak
u 60% svih HCC-a (13, 14). Postoji nekoliko signalnih putova koji su aktivirani u stanicama
HCC-a, a ¢ija je uloga bitna u njegovom nastanku (15, 16). Najces¢e su zabiljeZene promjene
u signalnom putu fosfatidilinositol-3-kinaze i proteinske kinaze B (PI3K/AKT, od eng. the
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/protein kinase B (AKT))), signalnom putu Wnt/j-
katenin (od eng. wingless-type MMTV integration site family member), Myc te signalnom
putu Hedgehog (16). Glavne mutacije gena koji sudjeluju u regulaciji signalnog puta Wnt/p-
katenin su mutacije gena aksin 1 i 2 (AXINI1/2, od eng. Axin-1, Axin-2) te beta-katenina
(CTNNBI, od eng. Catenin Beta 1) (13—16). Mutacije gena AXINI/2 dovode do prekomjerne
aktivacije signalnog puta Wnt/B-katenin Sto dovodi do poremecaja regulacije stanicnog
ciklusa (16). Mutacije gena CTNNBI dovode do promjene u strukturi -katenina koji se zbog
njih ne moze razgraditi (16). Mutacije gena za tumorski supresor p53 (7P53, od eng. tumor
protein P53) koje dovode do njegove supresije su prisutne u oko 27% HCC-a (14). Osim
navedenih mehanizama nastanka HCC-a jako vaZznu ulogu ima 1 oksidacijski stres (17) koji
dovodi do nastanka razlicitih vrsta Stetnih reaktivnih kisikovih vrsta (ROS, od. eng. reactive
oxygen species) koji mogu dovesti do promjena u razli¢itim signalnim putevima (17). U
hepatocitima inficiranim HBV-om dolazi do poviSenih razina ROS-a zbog oStecenja
mitohondrija, a samim metabolizmom alkohola koji se odvija u jetri dolazi do nastanka
acetaldehida koji dovodi do o$te¢enja mitohondrija (17). Osim navedenog, do nastanka
oksidacijskog stresa mogu dovesti 1 mutacije u razli¢itim genima mogu dovesti npr. gena
NFE2L2 (od eng. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) (13).

Na osnovu mutacija zabiljeZenih u tumorskim stanicama HCC-a postoje dvije
molekularne skupine HCC-a. Proliferativna skupina, koja je viSe se ¢eSc¢e nalazi kod HCC-a
induciranog HBV-om, ujedno ima loSiju prognozu. Za nju je karakteristicna ne samo
proliferacija tumorskih stanica, nego i genetska nestabilnost, kao i mutacije u genima 7P53 i
ciklin D1 (CCND1, od eng. Cyclin DI), te promjene u signalnim putovima transkripcijskog
faktora 1 E2F (E2F1, od eng. E2F transcription factor 1) 1 PI3K/AKT (13, 14, 19).
Neproliferativna skupina, u koju se najceS¢e ubrajaju hepatocelularni karcinomi alkoholne 1
HCV etiologije i koja ima bolju prognozu, obuhvaéa promjene u promotoru gena 7ERT i
genu CTNNBI (13, 14, 19). Cjelokupna podjela HCC-a u molekularne skupine je puno
sloZenija (14, 19).

Osim opisanih promjena u genima 1 u signalnim putevima, postoji sve viSe
istrazivanja o mikro RNA (miRNA, od eng. microRNA) koje kontroliraju ekspresiju bitnih

proteina te na taj nacin sudjeluju u tumorigenezi. Novija su istrazivanja pokazala da vaznu
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ulogu u patogenezi fibroze tkiva jetre nastale kao posljedica infekcije hepatocita virusima
hepatitisa ima miRNA-221 koja sudjeluje u kontroli apoptoze 1 proliferacije stanica (7, 18,
20). U zdravom tkivu jetre je do sad otkriveno viSe od 250 miRNA, a upravo jedna od
najznacajnijih u mehanizmu nastanka hepatocelularnog karcinoma je miRNA-221 (6, 20-24).
Statisticki znaCajne poviSene razine miRNA-221 su zapazene u HCC-u razliCitih etiologija,
posebno u podtipovima vezanim uz virusnu etiologiju gdje su njena uloga, kao i geni koje
ona regulira najviSe istrazeni (20, 21, 23-25) dok njen znacaj za razvoj HCC-a alkoholne

etiologije jo$ nije poznat.

1.1. Hipoteza i ciljevi doktorskog rada

Hipoteza ovog istrazivanja je da mehanizam nastanka hepatocelularnog karcinoma

ukljucuje promijenjenu ekspresiju istih gena neovisno o njegovoj etiologiji.

Op¢i cilj istrazivanja je analizirati promjene u ekspresiji specifi¢nih gena u stanicama

HCC-a alkoholne etiologije.

Specifi¢ni ciljevi istrazivanja su u bioinformati¢nkoj bazi podataka Gene Expression
Omnibus istraziti promjene u transkriptomu hepatocelularnog karcinoma koje nastaju zbog
promijenjene razine miRNA-221 u infekciji virusima hepatitisa B 1 C u odnosu na
transkriptom netumorskih hepatocita, zatim u bazi podataka Gene Expression Omnibus
odabrati gene specifi¢ne za nastanak HCC-a ¢ija je uloga istraZena u mehanizmu nastanka
HCC-u virusne etiologije, a €iju razinu ekspresije regulira miRNA-221. Nakon toga cilje je
odabrati uzorke tkiva nepromijenjenih hepatocita koji ¢e biti kontrolna skupina, ciroznog
tkiva jetre 1 tkiva hepatocelularnog karcinoma alkoholne etiologije te na uzorcima
nepromijenjenih hepatocita, ciroznog tkiva jetre 1 tkiva hepatocelularnog karcinoma
alkoholnog porijekla analizirati ekspresiju prethodno odabranih gena bitnih za nastanak

HCC-a virusne etiologije.



2. Literaturni pregled

2.1.  Hepatocelularni karcinom

U jetri mogu nastati razliite vrste primarnih tumora: epitelni tumori
(hepatocelularni adenom, hepatocelularni karcinom, karcinom zuc¢nih vodova 1 dr.),
mezenhimski tumori poput hemangioma ili limfomi (1-3). Izrazito Cesti su epitelni
tumori, a najces¢i je HCC koji je ujedno i1 najéeSéa primarna maligna epitelna
Africi 1 jugoistoCnoj Aziji, a Cetvrti je vode¢i uzrok smrti nastalih kao posljedica
karcinoma §to ga ¢ini jednim od vodeéih zdravstvenih problema u svijetu. Cesce se
javlja u muskaraca nego u zena, pa je tako u pojedinim dijelovima svijeta peti najcesci
maligni tumor u muskaraca, dok je u Zena na 8. mjestu (1, 3). Incidencija HCC-a u
Republici Hrvatskoj za 2021. godinu je 494/100 000 stanovnika, od toga je 318
muskaraca 1 176 Zena, od Cega se u oba spola najceS¢e pojavljuje u dobi iznad 55
godina. U odnosu na 2019. godinu, kada je incidencija HCC-a iznosila 544,
incidencija HCC-a u 2021. godini bila je niza. Kod muskaraca je HCC 10. najcesc¢i
karcinom u Republici Hrvatskoj, a 15. je naj€es¢i karcinom kod Zena. U Republici
Hrvatskoj je HCC sedmi po redu uzrok smrti od malignih bolesti (26). Iako se HCC
moze razviti u tkivu jetre koje nema kroni¢nih bolesti tkiva ili u tkivu jetre bez ciroze
kao npr. fibrolamelarni podtip HCC-a koji se razvija najce$¢e u zdravih mladih
muskaraca, ipak HCC naj¢esce nastaje u tkivu jetre s cirozom (1-3, 27). Izmedu 80%
190 % HCC-a se razvija iz cirozno promijenjene jetre koja nastaje kao krajnji stadij
kroni¢nih bolesti jetre (1, 3). U skupinu kroni¢nih bolesti jetre ubrajamo: masno
promijenjenu jetru (steatoza jetre), upalne bolesti jetre (hepatitisi) 1 fibrozu jetre (1-4).
Gotovo svi pacijenti s HCC-om imaju cirozu jetre za koju se smatra da je ne samo
vodeci rizini faktor za razvoj HCC-a nego i1 prekancerozno stanje (1, 2, 28). Svi
uzroc¢nici koji mogu dovesti do razvoja kroni¢nih bolesti jetre dovode do razvoja
ciroze jetre 1 ujedno predstavljaju rizik za razvoj] HCC-a (1-3). Uzroci kroni¢ne bolesti
jetre su mnogobrojni, s rasponom od virusne etiologije, nasljednih bolesti (npr.
hemokromatoza i bolesti nakupljanja glikogena), toksicne etiologije (npr. lijekovi,
alkohol 1 aflatoksin B1) do kroni€ne bolesti jetre nepovezane s alkoholom (NAFLD 1
NASH) (Slika 1.) (1-6).
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Slika 1. Indukcija oStecenja jetre preko poremecaja funkcije mitohondrija. Preko djelovanja
raznih Stetnih faktora (lijekovi, alkohol, virusi, slobodne masne kiseline (FFAs), hormoni
stresa 1 oksidativni stres) dolazi do poremecaja funkcije mitohondrija. Poremecaj funkcije
moze nastati kao razdvajanja lanca prijenosa elektrona (ETC), poremecaj propusnosti
membrane mitohondrija (MPT mitochondrial permeabilty transition) ili promjene
mitohondrijske DNA (mtDNA), §to dovodi do iscrpljenja ATP-a, smanjenja B-oksidacije
masnih kiselina 1 pove¢anog nakupljanja reaktivnih kisikovih spojeva (ROS). Ovo stimulira
nekoliko signalnih puteva, ukljucuju¢i NF-kB, proteinsku kinazu aktiviranu mitogenom
(MAPK)/kinazu reguliranu izvanstani¢énim signalom (ERK) i c-Jun N-terminalnu kinazu
(JNK)/c-Jun. Poremecaji u navedenim putevima vode do oSteenja jetre. Na dnu je prikazana
progresija zdrave jetre prema jetri s hepatocelularnim karcinomom (HCC) budu¢i da se
ostecenja u jetri nakupljaju tijekom vremena. Cit c, citokrom c. Prilagodeno prema Banerjee i

suradnicima (29).

Infekcija HBV-om 1 HCV-om te alkoholizam najces¢i su rizi€ni faktori za razvoj kroni¢nih
bolesti i ciroze jetre te poticu nastanak vise od 80% svih HCC-a (1-3, 5-7). Oko 5 % svjetske
populacije je inficirano HBV-om, a rizik za razvoj HCC-a u pacijenata inficiranih HBV-om

je izmedu 20 1 50% (3, 5). U pacijenata inficiranih HCV-om rizik je za razvo) HCC-a 17 puta



veci u odnos na populaciju koja nije inficirana HCV-om, a u pojedinim zemljama ¢ini ¢ak i
do 50% novo otkrivenih slucajeva (3, 19). U oko 35% ovisnika o alkoholu se razvije neki
oblik kroni¢ne bolesti jetre, a oko 47% svih ciroza jetre povezano je s prekomjernom
konzumacijom alkohola (4, 5, 8). Lije¢enje HCC-a temelji se na stadiju bolesti i ukljucuje
kirurSke zahvate, lokalno-regionalne terapije, ciljanu terapiju i1 imunoterapiju. Kirurski
zahvati, ukljucujuéi resekciju jetre i transplantaciju, predstavljaju potencijalno kurativne
metode kod ranog stadija HCC-a kao $to su pacijenti s dobro ocuvanom funkcijom jetre i
pojedinacnim tumorom ili pacijenti koji ne ispunjavaju kriterije za resekciju, a tumor
zadovoljava Milanske kriterije (jedan tumor <5 cm ili do tri tumora <3 cm). Jedna od
minimalno invazivnih vrsta terapije TACE koristi se kod pacijenata s multifokusnom boles¢u
bez vaskularne invazije ili ekstrahepatskog Sirenja. Medutim, kod mnogih pacijenata
dijagnoza sepostavlja u uznapredovaloj fazi, gdje su sistemske terapije klju¢ne. Medu
sistemskim terapijama, sorafenib, inhibitor tirozinske kinaze, dugo je bio standardni terapijski
izbor za uznapredovali HCC, ali njegova ucinkovitost je ograniena. Noviji inhibitori
tirozinske kinaze, poput lenvatiniba, takoder pokazuju klinicku uéinkovitost kao terapija prve
linije. Imunoterapija je znaCajno unaprijedila lijecenje HCC-a. Atezolizumab je
imunoterapijski lijek koji blokira ligand 1 za programiranu smrt stanice (PD-L1, od eng.
programmed cell death ligand 1), koji se nalazi na povrSini tumorskih stanica, a ¢ija uloga je
deaktivacija T-limfocita imunoloskog sustava. Ekspresija PD-L1 omoguéava tumoru da
izbjegava uniStenje od strane imunoloSkog sustava. Kada ligand PD-L1 veze svoj receptor,
protein 1 za programiranu smrt stanice (PD-1, od eng. programmed cell death protein 1)
receptor na T-limfocitima, imunoloski odgovor protiv tumora slabi. Inhibicijom ovog puta,
atezolizumab ponovno aktivira T-limfocite 1 omogucava im da napadaju tumorske stanice.
Bevacizumab je monoklonsko protutijelo koje cilja VEGF, molekulu klju¢nu za angiogenezu,
stvaranje novih krvnih Zila tumora. Blokiranjem VEGF-a, bevacizumab smanjuje dotok krvi
u tumor 1 smanjuje njegovu sposobnost rasta. U kombinaciji, ovi lijekovi omogucuju jaci
imunoloski odgovor protiv tumora i smanjuju opskrbu tumora kisikom 1 hranjivim tvarima.
Kombinacija antitijela atezolizumaba 1 bevacizumaba pokazala je bolju ucinkovitost u
usporedbi sa sorafenibom, ¢ime je postala preferirana opcija u prvoj liniji lijecenja. Drugi
imunoterapijski rezimi ukljuuju nivolumab 1 ipilimumab, koji ciljaju PD-1 i CTLA-4 (od
eng. cytotoxic T-Lymphocyte associated protein 4) te su posebno korisni kod pacijenata koji
ne odgovaraju na prve linije terapije. Nivolumab blokira receptor PD-1 na T-limfocitima
(Slika 2.), Sto sprje¢ava da tumorske stanice uspore ili deaktiviraju imunoloski odgovor. Time

se pojacava aktivnost T-limfocita koje mogu ubijati tumorske stanice. Ipilimumab je blokator
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CTLA-4, jos jednog kocnickog receptora na T-limfocitima. CTLA-4 normalno ogranicava
imunoloske reakcije kako bi sprijecio autoimunu reakciju. Njegovim blokiranjem ipilimumab
potakne snazniju i trajniju aktivaciju T-limfocita $to omogucava ucinkovitije uniStavanje
tumorskih stanica (Slika 2.). Kombinacija nivolumaba i ipilimumaba pojacava aktivaciju i
proliferaciju T-limfocita na viSe razina imunoloskog odgovora i produzuje prezivljenje kod

pacijenata s uznapredovalim HCC-om.

Ipilimumab

Ipilimumab

W\ PD1
Nivolumab

Slika 2. Djelovanje nivolumaba i ipilimumaba u kombinaciji ili samostalno. PD-1 - protein

programirane stani¢ne smrti 1 (eng. programmed cell death protein 1), CTLA-4 — protein 4

povezan s citotoksicnim limfocitima (eng. cytotoxic T-Lymphocyte associated protein 4).

Prilagodeno prema Kooshkaki i suradnicima (30)

Osim ciljanih terapija, istrazuju se 1 epigenetski mehanizmi u razvoju HCC-a, a potencijalne
terapijske strategije ukljucuju inhibitore metilacije DNA i modulatore miRNA, koji bi mogli
omoguciti preciznije lijecenje na temelju individualnih molekularnih karakteristika tumora.
Buduéi smjerovi terapije usmjereni su na personalizirani pristup, gdje se kombiniraju

genetski (kao npr. mutacije, polimorfizmi i translokacije) 1 epigenetski biomarkeri (kao npr.



metilacija DNA, histonske modifikacije i ekspresija miRNA) s ciljem optimizacije terapijskih

rezima, ¢ime bi se poboljsalo prezivljenje i smanjile nuspojave (9—4).
2.2.  Molekularna patogeneza hepatocelularnog karcinoma

Iako postoji velik broj razlicitih rizi¢nih faktora za razvoj HCC-a, dosadasnja su
istrazivanja pokazala neke zajedniCke karakteristike u mehanizmu nastanka HCC-a razlicite
etiologije, posebno virusne i alkoholne etiologije. HCC nastaje u stanicama koje su kroz niz
dioba, zbog kontinuiranog djelovanja Stetnog faktora, poprimile somatske mutacije i
epigenetske promjene (13, 14). U stanicama HCC-a moze se dokazati izmedu 60 i 70
somatskih mutacija (14). Ove promjene su naj¢esce usputne mutacije (od eng. passenger
mutations) koje se nakupljaju tijekom tumorskog razvoja, ali nemaju znacajnu ulogu u
pokretanju ili odrZavanju rasta HCC-a (13, 14). U HCC-u, identificirane su brojne takve
mutacije. Na primjer, mutacije u genu 77N (od eng. titin) Cesto se nalaze u HCC-u, ali se
smatraju putnickim mutacijama bez znacajne uloge u karcinogenezi. Ove mutacije ne pruzaju
selektivnu prednost tumorskim stanicama i stoga nisu klju¢ne za razvoj ili progresiju HCC-a.
(31, 32). MUCI6 (od eng. Mucin 16) kodira veliki transmembranski protein ukljuen u
zaStitu epitela i interakciju sa stani¢nim okoliSem. lako su mutacije u MUC16 Cesto otkrivene
u genomskim analizama HCC-a, one nemaju klju¢nu ulogu u pokretanju ili odrzavanju
tumorskog rasta. Ove mutacije su obi¢no sekundarne, nastale zbog povecane genomske
nestabilnosti u tumorskim stanicama, ali ne utjecu znacajno na glavne signalne putove
tumorigeneze (31, 32). Najbitnije su pokretacke mutacije (od eng. driver mutations) koje
izravno potiCu tumorigenezu jer mijenjaju funkciju kljuénih gena koji kontroliraju
proliferaciju, apoptozu i stanicnu diferencijaciju (13, 14). Primjeri pokretackih i najc¢escih
mutacija u HCC-u su mutacije u 7P53, CTNNBI, mutacije u promotorskoj regiji TERT koje
omogucuju besmrtnost tumorskih stanica produljenjem telomera te mutacije gena AXINI koji
je negativni regulator signalnog puta Wnt/B-katenin. Njegove mutacije poticu aktivaciju -
katenina i tumorigenezu. Ceste su mutacije gena PIK3CA (od eng. phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha) koji kodira podjedinicu enzima PI3K, a koje
aktiviraju  signalni  put  PI3K/AKT/mTOR  (od eng.  phosphoinositide  3-
kinase/AKT/mammalian target of rapamycin), ¢ime se potiCe prezivljavanje tumorskih
stanica (1, 13-16, 19, 27, 28, 33-41). Osim u HCC-u, pokretatke mutacije istrazene su i
definirane i u nastanku drugih tumora. Mutacija gena BRAF, posebno V600E (od eng. B-Raf
proto-oncogene, serine/threonine kinase, variant V600E), uzrokuje konstantnu aktivaciju

signalnog puta MAPK (od eng. mitogen-activated protein kinase), S$to dovodi do
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nekontrolirane proliferacije melanocita (42). Drugi primjer pokretackih mutacija koja je jedna
od naj¢es¢ih mutacija u tumorima, a znacajna ne samo u mehanizmu nastanka i razvoja
tumora, nego i u pristupu lijecenja je mutacija u genu KRAS (od eng. Kirsten rat sarcoma
virus proto-oncogene). Mutacije u genu KRAS cesto dovode do konstantne aktivacije
signalnog puta RAS/MAPK (od eng. RAS/mitogen-activated protein kinase), $to rezultira
nekontroliranom proliferacijom stanica i razvojem razliitih tipova karcinoma, ukljucujuéi
kolorektalni karcinom, karcinom pluca i pankreasa (43, 44). Ove mutacije takoder mogu
uzrokovati otpornost tumora na inhibitore epidermnog faktora rasta (EGFR, od eng.
epidermal growth factor receptor), poput cetuksimaba (44). Aktiviraju¢e mutacije u EGFR su
takoder jedan od primjera pokretackih mutacija, a dovode do hiperaktivacije tirozinske
kinaze, $to rezultira pove¢anom stopom stani¢ne diobe u karcinomu plu¢a ne-malih stanica
(NSCLC, od eng. non-small-cell lung cancer) (45). U karcinomima dojke i jajnika jedna od
najvaznijih pokretackih mutacija je u genima BRCAI 1 BRCA2 (od eng. breast cancer
susceptibility protein 1 and 2). Geni BRCAI 1 BRCA2 imaju klju¢nu ulogu u odrZavanju
stabilnosti genoma, prvenstveno kroz sudjelovanje u procesima popravka ostecenja DNA,
regulacije transkripcije i kontrole stani¢nog ciklusa. Kada dode do oste¢enja DNA, BRCA1
djeluje kao signalni regulator koji inicira mehanizme popravka, ukljucuju¢i homolognu
rekombinaciju, proces koji omogucava precizan popravak dvostrukih lomova DNA. Ovaj gen
takoder sudjeluje u regulaciji transkripcije i kontroli stani¢nog ciklusa kako bi se sprijecila
proliferacija stanica s oSteCenim genomom. S druge strane, BRCA2 ima izravnu ulogu u
procesu popravka DNA jer omogucava pravilnu funkciju proteina Rad51 (od eng. RADS51
recombinase), koji je klju¢an za homolognu rekombinaciju. Mutacije u genu BRCA2 dovode
do smanjene sposobnosti stanica da popravljaju dvostruke lomove DNA, S§to rezultira

povecanom akumulacijom mutacija i rizikom od nastanka malignih bolesti (41, 46-48).

Osim mutacija pojedinih gena za tumorske supresore ili onkogena, poznate su i
promjene u genima koji imaju znacajnu ulogu u signalnim putovima koji reguliraju klju¢ne
stani¢ne procese poput prezivljavanja, angiogeneze i metastaziranja te imaju znacajnu ulogu
u razvoju HCC-a (16). Promjene u signalnim putovima mogu biti uzrokovane mutacijama, ali
1 drugim mehanizmima, poput epigenetskih promjena ili deregulacije ekspresije proteina. To
dovodi do neravnoteze u cijelom signalnom sustavu, §to omogucava nekontrolirani rast
tumora. NajvaZzniji signalni putovi koji su deregulirani u HCC-u su: signalni put Wnt/p-
katenin koji je Cesto aktiviran zbog mutacija u CTNNBI, §to potic¢e proliferaciju tumorskih

stanica, signalni put PI3K/AKT/mTOR pri ¢emu deregulacija ovog puta poboljSava stani¢no



prezivljavanje, rast i otpornost na apoptozu, signalni put MAPK/ERK koji aktiviran u HCC-u
potice proliferaciju i metastaziranje (Slika 3.) (1, 13-16, 19, 27, 28, 33-40).

Faktor rasta Receptor tirozin kinaze

Staniéna membrana oY iy

\\l

Ciljani gen R

" Proliferaci ja ./ \ Diferencijacija |

Migracija Prezivljenje

Slika 3. Uloga signalni put tirozin kinaze receptora. MAPK — proteinska kinaza aktivirana
mitogenom (od eng. mitogen-activated protein kinase), JAK/STAT - Janus kinaza/prijenosnik
signala i aktivator transkripcije (od eng. Janus kinase/signal transducer and activator of
transcription), PI3K/AKT - fosfatidilinositol-3-kinaza i proteinska kinaza B (od eng. the
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/protein kinase B (AKT)). Prilagodeno prema CUSABIO

timu i suradnicima (49).

Postoji oko 30 mutacija koji se mogu dokazati kod svih HCC-a neovisno o njihovoj

etiologiji (Tablica 1.) (1, 13-16, 19, 27, 28, 33-40, 50-71)

Tablica 1. Pokretacke mutacije gena u hepatocelularnom karcinomu

Mutirani gen Funkcija gena Vrsta promjene u genu
TERT Odrzavanje telomera Mutacija promotora,
amplifikacija
TP53 Regulacija stani¢nog ciklusa Gubitak funkcije
ATM Popravak DNA oSte¢enja i Gubitak funkcije

odrzavanje stanicne stabilnosti
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Tablica 1. Nastavak

Mutirani gen

RBI

MYC
CTNNBI

AXINI

APC

ARIDIA

ARID2

KMT2A4

KMT2C

Funkcija gena
Sprjecava nekontroliranu
proliferaciju stanica blokirajuci
prijelaz stanice iz faze Gl u
fazu S
Regulira proliferaciju
Regulacija proliferacije, prijelaz
stanice iz faze G1 u fazu S
Regulacija  signalnog  puta
Wnt/B-katenin
Uloga u regulaciji signalnog
puta Wnt/B-katenin
Kontrolira  staniéni  ciklus,
popravak DNA 1 ekspresiju
gena preko kompleksa za
remodeliranje kromatina
SWI/SNF
Kontrolira  stani¢ni  ciklus,
popravak DNA 1 ekspresiju
gena preko kompleksa za
remodeliranje kromatina
SWI/SNF
Sudjeluje u metilaciji H3K4
regije histona, vazan faktor u
regulaciji ekspresije gena
Preko histonske
metiltransferaze  utjee na
ekspresiju gena za tumorske
supresore poput CDKN24 i na
ekspresiju MYC-a

Vrsta promjene u genu

Gubitak funkcije

Amplifikacija

Aktiviraju¢a mutacija

Gubitak funkcije

Gubitak funkcije

Gubitak funkcije

Gubitak funkcije

Gubitak funkcije

Gubitak funkcije
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Tablica 1. Nastavak

Mutirani gen

KMT2B

BAPI

RPS6KA3

PIK3CA

KRAS

NRAS

PDGFRA

EGFR

Funkcija gena
Prekohistonske metiltransferaze

inhibira ekspresiju gena =za

tumorske supresore  poput
CDKN2A4 1 TP53
Kao deubikvitinaza (DUB)

sudjeluje u kontroli stabilnosti,
lokalizacije 1 funkcije proteina

uklju¢enih u  epigenetsku

regulaciju, popravak DNA,
stanicnu proliferaciju 1
apoptozu

Kodira RSK2 (ribosomal S6
kinase 2), serinsku/treoninsku
kinazu ukljuc¢enu u signalni put
MAPK/ERK

Kodira podjedinicu  enzima
PI3K te sudjeluje u signalnom
putu PI3K/AKT/mTOR

Kodira GTPazu uklju¢enu u
signalni put RAS/MAPK
Kodira GTPazu ukljuéenu u
signalni put RAS/MAPK
Kodira PDGFRa, receptor
tirozinske kinaze (RTK) koji
sudjeluje u signalnim putovima
MAPK/ERK,
PI3BK/AKT/mTOR i JAK/STAT
Kodira  receptor tirozinske
kinaze i sudjeluje u signalnim
RAS/MAPK,

PI3K/AKT/mTOR 1 JAK/STAT

putovima

Vrsta promjene u genu

Gubitak funkcije

Gubitak funkcije

Inaktivacija

Aktiviraju¢a mutacija

Aktiviraju¢a mutacija

Aktivirajuéa mutacija

Prekomjerna ekspresija

Aktiviraju¢a mutacija
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Tablica 1. Nastavak

Mutirani gen

PTEN

FGF19

VEGFA

NFE2L2

KEAPI

ALB

Funkcija gena
Kodira fosfatazu odgovornu za
negativnu regulaciju signalnog
puta PI3K/AKT/mTOR
Preko  FGFR4  (fibroblast
growth factor receptor 4)
sudjeluje u regulaciji razlicitih
signalnih putova
Kodira VEGF-A, faktor rasta
koji  regulira  angiogenezu,
vaskularnu  permeabilnost i
prezivljavanje endotelnih
stanica
Kodira NRF2 (od eng. Nuclear
Factor  Erythroid = 2-Related
Factor 2), kljuéni
transkripcijski  faktor  koji
regulira antioksidacijski
odgovor 1 detoksifikaciju u
stanicama
Kodira negativni  regulator
NRF2 (kodiran genom
NFE2L2), <¢ime  kontrolira
antioksidacijski ~ odgovor 1
metabolizam stanice
Kodira albumin koji ima
kljucnu ulogu u odrzavanju
osmotske ravnoteze, transportu
molekula (lipida, hormona,
lijekova) 1 antioksidacijskoj

zaStiti

Vrsta promjene u genu

Gubitak funkcije

Amplifikacija

Amplifikacija

Aktiviraju¢a mutacija

Aktivirajuéa mutacija

Mutacija/sniZena regulacija
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Tablica 1. Nastavak

Mutirani gen Funkcija gena Vrsta promjene u genu
APOB Kodira apolipoprotein B Mutacija/smanjena ekspresija
(ApoB), ima vaznu ulogu u
metabolizmu lipida, transportu

kolesterola i triglicerida

IL6ST Kodira gp130, vazan posrednik Mutacija
u signalnom putu JAK/STAT
JAK1 Clan porodice JAK (Janus Mutacija

kinaza) koja  sudjeluje u
prijenosu signala iz citokinskih
receptora putem signalnog puta
JAK/STAT
ACVR2A4 Kodira ACVR2A, receptor za Gubitak funkcije
aktivine, koji pripadaju porodici
signalnih puteva te sudjeluje u
regulaciji  signalnih  putova
poput PI3K/AKT i MAPK
IGF2R Kodira receptor za inzulinu Mutacija
slican faktor rasta 2 (IGF-2R),
koji ima tumor-supresorsku
ulogu u regulaciji rasta stanica,
internalizacije liganda 1

razgradnje IGF-2

TERT — telomerazna reverzna transkriptaza (od eng. telomerase reverse transcriptase), TP53
— tumorski protein p53 (od eng. tumor protein p53), ATM — mutirana ataksija-telangiektazija
(od eng. ataxia-telangiectasia mutated), RBI — retinoblastomski protein 1 (od eng.
retinoblastoma 1), MYC — protoonkogen MYC (od eng. MYC proto-oncogene, BHLH
Transcription Factor), CTNNBI — beta-katenin (od eng. catenin beta 1), AXINI — Aksin 1
(od eng. Axin 1), AXIN2 — Aksin 2 (od eng. Axin 2), APC — adenomatozna polipoza kolona
(od eng. adenomatous polyposis coli), ARIDIA — gen za domenu interakcije bogatu AT

sekvencama 1A (od eng. AT-rich interaction domain 1A), ARID2 — gen za domenu
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interakcije bogatu AT sekvencama 2 (od eng. AT-rich interaction domain 2), KMT2A — histo-
lizin metiltransferaza 2A (od eng. lysine methyltransferase 2A4), KMT2C — histo-lizin
metiltransferaza 2C (od eng. [lysine methyltransferase 2C), KMT2B — histo-lizin
metiltransferaza 2B (od eng. lysine methyltransferase 2B), BAP1 —-BRCA1 pridruZeni protein
1 (od eng. BRCAI associated protein 1), RPS6KA3 — ribosomska proteinska S6 kinaza alfa 3
(od eng. ribosomal protein S6 kinase A3), PIK3CA — alfa kataliticka podjedinica
fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat 3-kinaze, (od eng. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-
kinase catalytic subunit alpha), KRAS — Kristen-ov virus sarkoma u Stakora (od eng. Kirsten
rat sarcoma viral oncogene) NRAS — neuroblastomski virusni onkogen RAS (od eng.
neuroblastoma RAS viral oncogene), PDGFRA — alfa receptor faktora rasta izoliran iz
trombocita (od eng. platelet-derived growth factor receptor alpha), EGFR — receptor
epidermnog faktora rasta (od eng. epidermal growth factor receptor), PTEN — homolog
fosfataze 1 tenzina (od eng. phosphatase and tensin homolog), FGF19 — faktor rasta
fibroblasta 19 (od eng. fibroblast growth factor 19), VEGFA — vaskularni endotelni faktor
rasta A (od eng. vascular endothelial growth factor A), NFE2L2 — faktor 2 srodan nuklearnom
eritroidnom faktoru 2 (od eng. nuclear factor erythroid 2-related factor 2), KEAPI - Kelch-
povezani ECH-pridruZeni protein 1 (od eng. Kelch-like ECH-associated protein 1), ALB —
Albumin (od eng. Albumin), APOB — apolipoprotein B (od eng. apolipoprotein B), IL6ST —
signalni transduktor interleukina 6 (od eng. interleukin 6 signal transducer), JAKI — Janus
kinaza 1 (od eng. Janus kinase 1), ACVR2A — aktivinski receptor tipa 2A (od eng. activin A
receptor type 24), IGF2R — receptor faktora rasta sli¢an inzulinu (od eng. insulin-like growth
factor 2 receptor), Wnt/B-katenin (od eng. Wingless-type MMTV integration site family
member), SWI/SNF kompleks (od eng. SWitch/Sucrose non-fermentable), CDKN2A -
inhibitor kinaze 2A ovisne o ciklinu (od eng. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A4),
MAPK/ERK (od eng. mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated
kinase), PI3K/AKT/mTOR (od eng. phosphoinositide 3-kinase/AKT/mammalian target of
rapamycin), RAS/MAPK (od eng. RAS/mitogen-activated protein kinase), JAK/STAT - Janus
kinaza/prijenosnik signala 1 aktivator transkripcije (od eng. Janus kinase/signal transducer
and activator of transcription), TGF-B - transformiraju¢i faktor rasta beta (od eng.

transforming growth factor beta)

Pokazano je da najviSe sliCnosti u mutacijama postoji izmedu stanica HCC-a
induciranog infekcijom HBV-om i stanica HCC-a induciranog prekomjernom konzumacijom

alkohola (15). U navedenim etiologijama postoji ¢ak 25% sli¢nosti i1 preklapanja mutiranih
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gena kljucnih za nastanak HCC-a (15, 16). NajceS¢e pronadene mutacije gena su u promotoru
gena TERT, genu CTNNBI i genu za tumorski supresor 7P53 (1, 13, 33). NajceS¢a somatska
mutacija u stanicama HCC-a je ona koja zahvac¢a promotorsku regiju gena TERT, a moze se
dokazati ¢ak u 60% svih HCC-a neovisno o njegovoj etiologiji. TERT je glavni regulator
aktivnosti enzima telomeraze te je i glavni regulator duljine telomera pa njegove mutacije
omogucuju odrzavanje telomera i prezivljenje tumorskih stanica (1, 13, 14, 27, 34). Mutacije
u genu 7ERT su jedna od najranijih promjena koje se mogu dokazati u stanicama HCC-a (1,
34). Druga najces¢a mutacija koje se moze vidjeti u stanicama HCC-a je mutacija gena TP53
(1, 14, 35-37). Gen TP53 je dobio naziv ,,Cuvara genoma“ te je opc¢enito jedan od najcesce
mutiranih gena u procesu tumorigeneze, a sudjeluje u brojnim procesima regulacije dijeljenja
stanica 1 sprjeCavanja oSteenja genoma (14, 35). TP53 djeluje kao zastitni mehanizam protiv
nastanka karcinoma jer nadzire klju¢ne procese u stanici, poput diobe, popravka DNA i
apoptoze. Kada u stanici nastane genetsko oSteCenje, 7P53 se aktivira kako bi zaustavio
proliferaciju stanice i omogucio popravak DNA. Ako je oSte¢enje preveliko, TP53 potice
programiranu stani¢nu smrt kako bi se sprijecila nekontrolirana dioba oste¢ene stanice. TP53
sudjeluje u nadzoru prijelaza iz faze G1 u fazu S stani¢nog ciklusa, gdje dolazi do replikacije
DNA. Ako su otkrivene pogreske u genetskom materijalu, TP53 uzrokuje transkripciju
CDKNI1A4 (od eng. cyclin-dependent kinase inhibitor 14) koji kodira protein p21, koji blokira
aktivnost CDK2 (od eng. cyclin-dependent kinase 2) i CDK4/6 (od eng. cyclin-dependent
kinase 4/6), zaustavlja stani¢ni ciklus. Ovim mehanizmom 7P53 osigurava da se stanice ne
dijele s oSteCenom DNA, ¢ime se sprjecava nakupljanje genetskih oStecenja koje mogu
dovesti do malignih promjena. Kada u stanici nastane oSteenje genoma, TP53 potice
ekspresiju proteina uklju¢enih u mehanizme popravka DNA, poput GADDA45 (od eng. growth
arrest and DNA damage-inducible 45) 1 pS3R2 (od eng. pS53-inducible ribonucleotide
reductase small subunit 2). Na taj nac¢in 7P53 omogucuje obnavljanje stabilnosti genoma i
sprjecava razvoj mutacija koje bi mogle doprinijeti nastanku karcinoma. Ako popravak nije
mogu¢, TP53 pokrece apoptotske puteve kako bi eliminirao stanicu s oSteCenom DNA. Ako
je DNA tesko oStecena 1 nije mogu¢ popravak, TP53 aktivira gene poput BAX (od eng. BCL2-
associated X protein), PUMA (od eng. p53 upregulated modul of apoptosis) i NOXA (od eng.
phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1), koji poti¢u apoptozu. Ovaj mehanizam
osigurava da stanica ne nastavi zivjeti 1 dijeliti se s nestabilnim genomom, ¢ime se smanjuje
vjerojatnost maligne transformacije. Gubitak 7P53 Cesto dolazi zajedno s aktivacijom
signalnih putova WntT/B-katenina 1 PI3K/AKT/mTOR, S§to dodatno potice rast i

prezivljavanje tumorskih stanica. U hepatocelularnom karcinomu cesto dolazi do mutacija
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TP53, zbog Cega tumorske stanice izbjegavaju apoptozu i postaju otpornije na terapijske
strategije (13—15, 19, 21, 58, 64, 65, 70-73). Mutacije gena za tumorski supresor 7P53
najc¢esce dovode do njegove supresije, a prisutne su u 12 do 48% HCC-a (1, 14, 36, 38). lako
se mutacije u 7P53 genu mogu naci u svim tipovima HCC-a neovisno o njegovoj etiologiji,
najces¢e su pronadene u stanicama hepatocelularnog karcinoma induciranog virusom (1).
Postoji nekoliko signalnih putova koji su aktivirani u stanicama HCC-a, a ¢ija je uloga bitna u
njegovom nastanku (15, 16). NajCeS¢e su zabiljezene promjene u signalnom putu
fosfatidilinositol-3-kinaze i proteinske kinaze B (PI3K/AKT), signalnom putu Wnt/B-katenin,
MYC te signalnom putu Hedgehog (16, 35, 37, 39). Signalni put PI3K/AKT ima klju¢nu
ulogu u kontroli procesa regulacije metabolizama glukoze (15). Signalni put PI3K/AKT
neposredno moze regulirati i proces apoptoze, $to je pokazano u stanicama HCC-a 1 virusne i
alkoholne etiologije gdje dovodi do supresije apoptoze (15). Signalni put Wnt/B-katenin
sudjeluje u mnogim stani¢nim procesima kao $to su apoptoza, rast i dioba te diferencijacija
stanica (16, 39). U netumorskom tkivu jetre je razina -katenina sniZena zbog putova njegove
regulacije (16), dok je u stanicama HCC-a znacajno poveéana aktivnost puta Wnt/B-katenin
(16, 39). Glavne mutacije gena koji sudjeluju u regulaciji signalnog puta Wnt/B-katenin su
mutacije gena AXINI1/2 te CTNNBI (13-16, 35). Ces¢e su mutacije gena CTNNBI koje
dovode do promjene u strukturi f-katenina koji se zbog toga ne moze razgraditi (16, 34, 35,
39). Osim §to su mutacije gena CTNNBI Ceste u stanicama HCC-a, one se mogu pronaci i u
benignim tumorima jetre kao §to je hepatocelularni adenom. Ovi adenomi s mutacijama u
genu CTNNBI imaju i vei rizik za transformaciju u HCC (1, 34). Puno rjede su zabiljezene
mutacije gena AXIN1/2 koje dovode do prekomjerne aktivacije signalnog puta Wnt/p-katenin
Sto dovodi do poremecaja regulacije stani¢nog ciklusa (16). Mutacije gena AXINI/2 se mogu
pronaci u ¢ak 15% svih HCC-a, a naj¢esce je u onima induciranim virusom hepatitisa B ili C
(1). Promjena u genu CTNNBI koja dovodi do promjena u signalnom putu Wnt/B-katenin
treca je najceSca promjena koje se moze dokazati u 20 % do 40% svih HCC-a (13, 14, 16, 34,
35, 38). Sve navedene mutacije u pojedinim genima mogu se pronaci u razli¢itom postotku u
HCC-u, §to ovisi ne samo o etiologiji hepatocelularnog karcinoma nego i o epidemioloskoj
rasprostranjenosti HCC-a (33-36, 39). Mutacije u promotoru gena 7ERT, kao i mutacije u
genu CTNNBIsu najceSce prisutne u HCC-u induciranom alkoholom i virusom, posebno
HCC-u induciranom infekcijom virusom hepatitisa C (33, 34, 38, 39). Mutacije u genu 7P53
su ceS¢e prisutne u HCC-u induciranom virusom hepatitisa B 1 HCC-u induciranom
alkoholom, ali ipak najceS¢e su dokazane u HCC-u induciranom prekomjernom izlaganju

aflatoksinu B1 (13, 35-38). Osim navedenih mehanizama nastanka HCC-a jako vaznu ulogu
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ima 1 oksidacijski stres koji je jedan od glavnih mehanizama nastanka HCC-a alkoholne
etiologije (17, 38). U oksidacijskom stresu dolazi do nastanka razliitih vrsta Stetnih ROS-a
koji ne samo da dovode do DNA-hipometilacije i promjene ekspresije tumor supresor gena u

stanici, nego mogu mijenjati i signalne putove kao sto su MAPK, Wnt/B-katenin i druge

(Slika 4.) (17, 38, 40).
Genetske promjene Signalni putevi
Ostecenje nuklearne DNA Keap1/Nrf2/ARE
Ostecenje mitohondrijske DNA PI3K/Akt/mTOR

Hipometilacija DNA Wnt/B-Katenin

Promijenjena ekspresija Notch
miRNA
Oksidativni stres
Transkripcijski faktori Tumorsko
_ Tumorska mikrookruzenje
mati¢nost/Otpornost <— HIF-1a
na lijekove TAM —p Napredovanje tumora i
FOXO — Apoptoza/Tumorigeneza migracija
. Tumorigeneza <€— Neutrofili
Napredovanje ¢ HSF1
tumora/Kemorezistencija MDSC N Inicijacija tumora i

. napredovanje
NF-xB — Rast tumora i metastaza

Apoptoza Razvoj tumora €= Treg stanice

(divlja)/napredovanje TR
HCC-a (mutant)

Slika 4. Uloga oksidativnog stresa u mehanizmu nastanka HCC-a. PI3K/AKT/mTOR (od eng.
phosphoinositide 3-kinase/AKT/mammalian target of rapamycin), Wnt/B-katenin (od eng.
wingless-type MMTV integration site family member), KEAP1/NRF2/ARE put, HIF-1a - alfa
podjedinica faktora 1 induciranog hipoksijom (od eng. hypoxia-inducible factor 1 alpha
subunit), FOXO (od eng. forkhead box O3), HSF1 - faktor toplinskog Soka 1 (od eng. heat
shock factor 1), NF-xB — nuklearni faktor kappa B (od eng. nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells), p53 - tumorski supresor p53 (TP53, od eng. tumor protein
P53), TAM - tumoru pridruzeni makrofagi (od eng. tumor-associated macrophages), MDSC —
supresorske stanice mijeloidnog podrijetla (od eng. myeloid-derived suppressor cells), Treg —

regulatorne T-stanice (od eng. regulatory T cells). Prilagodeno prema Li 1 suradnicima (74).
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Glavni metabolizam alkohola odvija se u jetri enzimom acetil-dehidrogenazom. Uz
pomo¢ tog enzima nastaje acetaldehid koji je karcinogen. U jetri, enzim CYP2EI (od eng.
cytochrome P450 family 2 subfamily E member 1) oksidira etanol, Sto dovodi do
oksidacijskog stresa, oSte¢enja mitohondrija, povisenih razina ROS-a te do poremecaja u
regulaciji stanicnih procesa (17, 40). Infekcija HBV-om dovodi do oSte¢enja mitohondrija
koji su glavni izvor ROS-a te na taj nacin neposredno dovodi do aktivacije transkripcijskog
faktora NF-kB (od eng. nuclear factor kappa B subunit 1) i signalnog puta MAPK (17). S
druge strane, mutacije u razli¢itim genima mogu dovesti do nastanka oksidacijskog stresa,
porasta ROS-a te na taj nacin dovesti i do razvoja HCC-a, a to je dokazano npr. kod mutacija
gena NFE2L2 ili mutacije u genu koji kodira mijeloperoksidazu (MPO, od eng.
Mpyeloperoxidase) (13, 40). Od svih navedenih mutacija, jedino je mutacija promotora gena
TERT zabiljeZena 1 u ciroznom tkivu jetre, tj. u displastiénim ¢vorovima ciroznog tkiva jetre
(1, 14).

Hepatocelularni karcinom pokazuje izrazitu molekularnu heterogenost, $to je
omogucilo njegovu podjelu u razlicite podtipove na temelju genomske, transkriptomske i
epigenomske analize. Ova Kklasifikacija, iako jo§ uvijek nije standardizirana u klini¢koj
praksi, pruza vrijedne informacije o bioloSkim svojstvima tumora, njihovoj prognozi i
mogucénostima ciljane terapije. Prema molekularnim karakteristikama, HCC se moze
podijeliti u dvije glavne skupine: proliferativnu i1 neproliferativnu. Priblizno polovica
slu¢ajeva HCC-a pripada proliferativnoj skupini i povezani su s nepovoljnijim ishodom
bolesti. Cesto su povezani s infekcijom HBV-om i karakterizirani aktivacijom signalnih
putova koji reguliraju rast i1 prezivljavanje stanica, ukljucujuéi signalne putove PI3K-AKT-
mTOR 1 MAPK signalnih puteva.. U ovim tumorima ¢esto se nalaze mutacije gena 7P53, kao
1 amplifikacije gena povezanih s rastom tumora, poput faktor rasta fibroblasta 19 (FGF19, od
eng. fibroblast growth factor 19) 1 CCNDI1. Ova skupina dodatno se dijeli na podskupine, pri
¢emu jedna podskupina pokazuje aktivaciju signalizacije transformiraju¢im faktorom rasta
beta (TGF-B, od eng. transforming growth factor beta), dok druga ima obiljezja mati¢nih
stanica, s visokom ekspresijom EPCAM (od eng. epithelial cell adhesion molecule), AFP (od
eng. alpha-fetoprotein) 1 IGF2 (od eng. insulin-like growth factor 2). Suprotno tome, tumori u
neproliferativnoj skupini imaju stabilniji genom i bolje klini¢ke ishode. Cesto su povezani s
alkoholnom bolesti jetre 1 infekcijom HCV-om. Ovi tumori zadrZavaju hepatocitni fenotip 1 u
njima se Cesto otkrivaju mutacije gena CTNNBI, §to dovodi do aktivacije signalnog puta

Wnt/B-katenin. Zbog toga ovi tumori pokazuju otpornost na imunoterapiju, $to predstavlja
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znacajan izazov u njihovom lije¢enju. Pored molekularnih obiljezja, HCC se moze razvrstati i
prema imunoloskim karakteristikama u dvije glavne skupine: tumore s izrazenom imunosnom
aktivno$¢u (koji se u radovima nazivaju jos i "vru¢i" tumori) i one s iskljuCenim imunosnim
odgovorom ("hladni" tumori). Tumori s jakom imunoloskom infiltracijom, koji ¢ine otprilike
treCinu slucajeva, karakterizirani su visokom ekspresijom PD-1 i1 PD-L1 (od eng.
programmed cell death ligand 1), kao 1 aktivacijom interferonskog signalnog puta, Sto ih ¢ini
pogodnim kandidatima za imunoterapiju. Nasuprot tome, tumori s aktivacijom signalnog puta
Wnt/B-katenin ¢esto pokazuju imunolosku otpornost (,,hladni* tumor), §to otezava primjenu
imunoterapija u ovim slu¢ajevima. Razumijevanje molekularnih i imunoloskih klasa HCC-a
ima znacajan terapijski potencijal. Ove spoznaje omogucuju precizniji i personaliziraniji
pristup lijeCenju HCC-a, otvarajuéi put razvoju terapijskih strategija koje ¢e biti prilagodene

bioloskim karakteristikama pojedina¢nih tumora (13, 14, 19, 64).

2.3.  miRNA-221

Osim navedenih genskih mutacija, unatrag 30-ak godina istrazuju se mikroRNA
(miRNA). miRNA su nekodirajuce, jednolancane molekule RNA koje se sastoje od oko 22
nukelotida (75, 776). Vaznu ulogu imaju u reguliranju ekspresije gena. Reguliraju oko 30%
gena koji kodiraju proteine, na posttranskripcijskoj razini (75, 77). Glavno mjesto djelovanja
miRNA je mRNA s posljedicom inhibicije translacije mRNA (od eng. messenger RNA) i
promjene ekspresije gena na posttranskripcijskoj razini (75, 78, 79). Djelujué¢i na mRNA,
miRNA regulira translaciju 1 nastanak proteina koji imaju izvrSnu funkciju u proliferaciji
stanica, apoptozi, angiogenezi ili koji djeluju kao signali rasta (75, 78, 79 75). Jedna miRNA
moze djelovati na viSe razli¢itth mRNA, a isto tako viSe razli¢itth miRNA mogu djelovati na
jednu mRNA (75, 79). Unatrag nekoliko godina poseban naglasak je stavljen na istraZivanje

funkcije 1 uloge miRNA u u procesu tumorigeneze (Slika 5.).
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Jezgra \ Citoplazma

Regulacija ciljne RNA
1. Suzbijanje prevodenja
2. Deadenilacija

pri-miRNA 3. Cijepanje

/ Nastajanje miRISC

Drosha — NN I A

Transkripcija:

Dvolanéana (n)
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l Obrada /m, Uloge u tumorigenezi
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5' 3 Ran
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-

Slika 5. Nastanak miRNA 1 njena uloga u stanici. RNA pol II/II — RNA polimeraza II/III (od
eng. RNA polymerase Il/Il), pri-miRNA — primarna mikro RNA (od eng. primary micro
RNA), DGCRS (od engl. DiGeorge Syndrome Critical Region §), pre-miRNA - prekursorska
mikro RNA (od eng. precursor micro RNA), TRBP — protein koji veze RNA element
odgovoran za transaktivaciju (od eng. tramsactivation response element RNA-binding
protein), Ago2 — argonautski protein 2 (od eng. argonaute protein 2) i miRISC — utiSavacki
kompleks induciran pomoc¢u RNA (od eng. microRNA-induced silencing complex).

Prilagodeno prema Rhim 1 suradnicima (80).s

Ovisno o ekspresiji gena koje reguliraju, miRNA imaju tumor-supresorsku ili
onkogenu ulogu. Uloga miRNA nije uvijek jasno definirana jer jedna miRNA moze djelovati
na viSe mRNA, a isto tako i1 viSe miRNA mogu djelovati na jednu mRNA te iste miRNA u
jednom tkivu mogu djelovati kao tumorski supresori, a u drugom kao onkogeni (75, 79). Ako
miRNA inhibila ekspresiju onkogena, tj. inhibira translaciju onkogene mRNA onda ima
ulogu tumorskog supresora. U procesu razvoja karcinoma kod kojih odredene miRNA imaju
ovakvu funkciju, su naj¢eS¢e smanjeno eksprimirane unutar stanica. Takoder miRNA mogu
inhibirati ekspresiju tumorskih supresora te djelovati kao onkogen, a kao takve su posebno
vazne u procesima koji dovode do metastaziranja karcinoma. Onkogene miRNA, za razliku
od tumor-supresorskih miRNA prekomjerno su eksprimirane u tumorskim stanicama (78, 79).

U zdravom tkivu jetre je do sad otkriveno vise od 250 miRNA, a jedna od najznacajnijih u

21



mehanizmu nastanka HCC-a je miRNA-221 (81-85). Novija su istrazivanja pokazala da
vaznu ulogu u patogenezi fibroze tkiva jetre nastale kao posljedica infekcije hepatocita
virusima hepatitisa ima upravo miRNA-221 koja sudjeluje u kontroli apoptoze i proliferacije
stanica (82, 86, 87). Osim u cirozi inducirane virusom, miRNA-221 ima i vaznu ulogu u
mehanizmu nastanka HCC-a iste etiologije. Razine MiRNA-221 u stanicama HCC-a su
povisene (84). Pokazano je da miRNA-221 regulira ekspresiju proteina p53 i PUMA (21, 86,
88). Jedan od mehanizama preko kojeg miRNA-221 sudjeluje u kontroli apoptoze stanica jest
da snizava ekspresiju proteina PUMA, ali to€an mehanizam djelovanja je jo§ uvijek
neistrazen (21, 86, 88). miRNA-221 potice proliferaciju stanice inhibicijom tumorskih
supresora p27 i p57, ¢ime uklanja blokadu stani¢nog ciklusa, aktivira PI3K/AKT signalni put
i omogucuje ulazak stanice u S-fazu (21, 82, 86, 88). Takoder prekomjerna ekspresija
miRNA-221 pridonosi tumorigenezi regulacijom DDIT4 (od eng. DNA damage-inducible
transcript 4), TIMP3 (od eng. tissue inhibitor of metalloproteinases 3) i PTEN (od eng.
phosphatase and tensin homolog) te njihovom regulacijom sudjeluje u aktivaciji signalnog
puta PI3K/AKT (21, 82—-84). Statisticki znacajne povisene razine miRNA-221 su detektirane
u stanicama HCC-a, posebno u podtipovima vezanim uz virusnu etiologiju (21, 82, 84) ali

njena uloga jos§ nije istraZzena u stanicama HCC-a alkoholne etiologije.
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3. Materijali i metode
3.1. Bioinformatic¢ka analiza

3.1.1. Javno dostupni skupovi podataka

Za odredivanje diferencijalne genske ekspresije izmedu netumorskih primarnih
hepatocita, netumorskog tkiva jetre i tkiva HCC, koriSteni su javno dostupni skupovi
podataka. Za skupove podataka o primarnim hepatocitima koriSteni su podaci iz baze
podataka Gene Expression Omnibus (GEO) pod pristupnim kodom GSE43984 1 oni iz baze
Sequence Read Archive (SRA) pristupniog broja ERR030887, dok su za netumorska tkiva
jetre i tkiva HCC-a 25 pacijenata koriSteni podaci iz baze podataka Gene Expression
Omnibus (GEO) GSE105130. Informacije o skupovima podataka dostupne su u Tablici 2. Za
eksploratornu i klastersku analizu preuzeti su genski brojevi iz kohorte TCGA-LIHC, koji su
generirani pomoc¢u programa STAR mapper. Podaci o genskim brojevima dobiveni su
koristenjem paketa TCGABiolinks u programu R (89). Dodatno, klinicke informacije za
kohortu TCGA-LIHC preuzete su iz studije Ally i suradnika (90).

Za analizu diferencijalno eksprimiranih gena karakteristiécnih za HCC, koji su regulirani
miRNA-221, izraden je popis gena koriStenjem pretrazivanja literature i popisa Qiagen RT2

Profiler PCR Array (Tablica 3).

Tablica 2. Informacije o skupovima podataka

Identifikacijski | Grupa Ispitanik | Izvorni Tip Vrsta uzorka Pristupni
broj uzorka uzorci kod
parova
SRR656273 Primarni | SRS389152 | GSE43984 | single
hepatociti read
ERRO030887 Primarni | ERR030887 | ERRO30887 | paired
hepatociti end
SRR651663 Primarni | SRS382947 paired
hepatociti end
SRR651664 Primarni | SRS382947 paired
hepatociti end
SRR6188339 HCC P1 paired | Tumor GSM2819768
end
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Tablica 2. Nastavak

Identifikacijski | Grupa | Ispitanik | Izvorni Tip Vrsta uzorka Pristupni
broj uzorka uzorci kod
parova
SRR6188341 HCC P2 paired | Tumor GSM281977
end 0
SRR6188343 HCC P3 paired | Tumor GSM281977
end 2
SRR6188345 HCC P4 paired | Tumor GSM281977
end 4
SRR6188347 HCC P6 paired | Tumor GSM281977
end 6
SRR6188349 HCC P7 paired | Tumor GSM281977
end 8
SRR6188351 HCC P8 paired | Tumor GSM281978
end 0
SRR6188353 HCC P9 paired | Tumor GSM281978
end 2
SRR6188355 HCC P10 paired | Tumor GSM281978
end 4
SRR6188357 HCC P11 paired | Tumor GSM281978
end 6
SRR6188359 HCC P12 paired | Tumor GSM281978
end 8
SRR6188361 HCC P13 paired | Tumor GSM281979
end 0
SRR6188364 HCC P14 paired | Tumor GSM281979
end 3
SRR6188366 HCC P15 paired | Tumor GSM281979
end 5
SRR6188368 HCC P16 paired | Tumor GSM281979
end 7
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Tablica 2. Nastavak

Identifikacijski | Grupa Ispitanik | Izvorni Tip Vrsta uzorka Pristupni
broj uzorka uzorci kod
parova
SRR6188370 HCC P17 paired | Tumor GSM281979
end 9
SRR6188372 HCC P18 paired | Tumor GSM281980
end 1
SRR6188374 HCC P19 paired | Tumor GSM281980
end 3
SRR6188376 HCC P20 paired | Tumor GSM281980
end 5
SRR6188378 HCC P21 paired | Tumor GSM281980
end 7
SRR6188380 HCC P22 paired | Tumor GSM281980
end 9
SRR6188382 HCC P23 paired | Tumor GSM281981
end 1
SRR6188384 HCC P24 paired | Tumor GSM281981
end 3
SRR6188386 HCC P25 paired | Tumor GSM281981
end 5
SRR6188389 HCC P28 paired | Tumor GSM281981
end 8

Tablica 3. Popis gena reguliranih miRNA-221

Sifra gena
27113
10018
90427

664
1027

Gen
BBC3

BCL2L11

BMF
BNIP3

CDKNIB

25




Tablica 3. Nastavak

Sifra gena
1028
58487
54541
27123
2099
2353
2309
3383
3815
4312
4603
5520
5728
6648
29110
3267
23452
55608
378
648
55589
54897
865
961
22856
3491
10238
54165
54878
8669

Gen
CDKNIC
CREBZF

DDIT4
DKK?2
ESRI
FOS
FOXO3
ICAM1
KIT
MMPI
MYBLI
PPP2R24
PTEN
SOD2
TBK1
AGFGI1
ANGPTL?
ANKRDI10
ARF4
BMI1
BMP2K
CASZ1
CBFB
CD47
CHSYI
CCNI
DCAF7
DCUNIDI
DPPS8
EIF3J
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Tablica 3. Nastavak
Sifra gena
2114
2332
22862
3344
79690
2771
2887
3020
143279
10527
55614
5597
1955
90007
4302
23164
4801
51701
4908
10605
56137
5295
23228
10154
5529
5861
6047
22838
222194
7095

Gen
ETS2
FMRI
FNDC34
FOXN2
GAL3ST4
GNAI2
GRBI10
H3-34
HECTD2
1PO7
KIF16B
MAPKO6
MEGF9
MIDN
MLLT6
MPRIP
NFYB
NLK
NTF3
PAIPI
PCDHAI2
PIK3R1
PLCL?
PLXNCI1
PPP2RSE
RABIA
RNF4
RNF44
RSBNIL
SEC62
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Tablica 3. Nastavak

Sifra gena Gen
6492 SIM1
6500 SKPI

51312 SLC25437
81539 SLC3841
6579 SLCO142
8467 SMARCAS
8723 SNX4
8428 STK24
25777 SUN2
6938 TCFI2
9874 TLK1
23023 T™MCCI
9760 T0X
1831 TSC22D3
7326 UBE2G1
389856 USP27X
7716 VEZF1
22911 WDR47
55884 WSB2

BBC3 — komponenta 3 koja veze BCL2 (od eng. BCL2 binding component 3), BCL2L11 —
protein 11 slican BCL-2 (od eng. BCL?2 like 11), BMF — Bcl-2 modificiraju¢i faktor (od eng.
Bcl2 modifying factor), BNIP3 —protein 3 koji interagira s BCL2 (od eng. BCL?2 interacting
protein 3), CDKNI1B — inhibitor 1B kinaze ovisne o ciklinu (od eng. cyclin-dependent kinase
inhibitor 1B), CDKNI1C — inhibitor 1C kinaze ovisne o ciklinu (od eng. cyclin-dependent
kinase inhibitor 1C), CREBZF — CREB/ATF transkripcijski faktor cinkova prsta (od eng.
CREB/ATF BZIP transcription factor zinc finger), DDIT4 — transkript 4 induciran oSte¢enjem
DNA (od eng. DNA damage inducible transcript 4), DKK2 — Dickkopf homolog 2 inhibitor
signalnog puta WNT (od eng. Dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 2), ESR1 —
Estrogenski receptor 1 (od eng. estrogen receptor 1), FOS — Fos protoonkogen, podjedinica

transkripcijskog faktora AP1 (od eng. fos proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit),
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FOXO3 (od eng. forkhead box O3), ICAMI — unutarstanicna adhezijaska molekula 1 (od
eng. intercellular adhesion molecule 1), KIT — KIT protoonkogen, receptor tirozin kinaze (od
eng. KIT proto-oncogene, receptor tyrosine kinase), MMP1 —matriks 1 metaloproteinaza (od
eng. matrix metallopeptidase 1), MYBLI1 — protoonkogen slican MYB (od eng. MYB proto-
oncogene like 1), PPP2R2A — regulatorna podjedinica B alfa proteinske fosfataze 2 (od eng.
protein phosphatase 2 regulatory subunit B alpha), PTEN — fosfataza i tenzin homolog (od
eng. phosphatase and tensin homolog), SOD2 — superoksid dismutaza 2 (od eng. superoxide
dismutase 2), TBK1 — kinaza 1 vezana za TANK (od eng. TANK binding kinase 1), AGFG1
(od eng. ArfGAP with FG repeats 1), ANGPTL2 — protein slican angiopoetinu (od eng.
angiopoietin Like 2), ANKRDI10 — ankirin ponavljaju¢a domena 10 (od eng. Ankyrin Repeat
Domain 10), ARF4 — faktor 4 ADP-ribozilacije (od eng. ADP ribosylation factor 4), BMI1 —
BMII protoonkogen, ¢lan Polikomb kompleksa s prstenastom prst domenom (od eng. BMI1
proto-oncogene, polycomb ring finger), BMP2K — kinaza inducirana BMP2 (od eng. BMP2
inducible kinase), CASZ1 — Castor transkripcijski faktor s cinkovim prstom 1 (od eng. castor
zinc finger 1), CBFB — beta podjedinica klju¢nog faktora vezanja jezgre (od eng. core
binding factor beta subunit), CD47 — CD47 antigen (integrinski vezujuéi protein) (od eng.
CD47 molecule), CHSY 1 — kondroitin-sulfat sintetaza 1 (od eng. chondroitin sulfate synthase
1), CCN1 — faktor 1 stani¢ne komunikacijske mreze (od eng. cellular communication network
factor 1), DCAF7 — faktor 7 povezan s DDB1 i CUL4 7 (od eng. DDBI and CUL4
associated factor 7), DCUN1DI1 — DCNI protein , regulator E3 ubikvitinskih ligaza (od eng.
DCNI, ubiquitin ligase E3 regulator 1), DPP8 — dipeptidil peptidaza 8 (od eng. dipeptidyl
peptidase 8), EIF3] — eukariotski inicijacijski faktor translacije 3, podjedinica J (od eng.
eukaryotic translation initiation factor 3 subunit J), ETS2 — ETS protoonkogen 2,
transkripcijski faktor (od eng. ETS proto-oncogene 2, transcription factor), FMR1 — gen za
mentalnu retardaciju 1 kod fragilnog X kromosoma (od eng. fragile X mental retardation 1),
FNDC3A — protein koji sadrzi domenu tipa III fibronektina 3A (od eng. fibronectin type 111
domain containing 34), FOXN2 (od eng. forkhead box N2), GAL3ST4 — galaktoza 3-
sulfotransferaza 4 (od eng. galactose-3-O-sulfotransferase 4), GNAI2 — alfa 12 podjedinica
G-proteina (od eng. G protein subunit alpha 12), GRB10 — protein 10 vezan za receptor
faktora rasta (od eng. growth factor receptor bound protein 10), H3-3A — Histonski protein
H3, ¢lan obitelji 3A (od eng. H3 histone family member 34), HECTD2 — E3 ubikvitinska
ligaza s HECT domenom 2 (od eng. HECT domain E3 ubiquitin protein ligase 2), IPO7 —
importin 7 (od eng. importin 7), KIF16B — ¢lan obitelji kinezina 16B (od eng. kinesin family
member 16B), MAPK6 — mitogen-aktivirana protein kinaza 6 (od eng. mitogen-activated
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protein kinase 6), MEGF9 — protein s viSe EGF-sli¢cnih domena 9 (od eng. multiple EGF like
domains 9), MIDN — Midnolin (od eng. Midnolin), MLLT6 — mijeloidni/limfoidni ili
mjeSoviti leukemijski gen; translociran na lokus 6 (od eng. myeloid/lymphoid or mixed-
lineage leukemia translocated to, 6), MPRIP — Rho-vezuju¢i protein miozinske fosfataze (od
eng. myosin phosphatase rho interacting protein), NFYB — nuklearni transkripcijski faktor Y,
podjedinica beta (od eng. nuclear transcription factor Y subunit beta), NLK — Nemo-sli¢na
kinaza (od eng. Nemo like kinase), NTF-3 — neurotrofin 3 (od eng. neurotrophin 3), PAIP1 —
protein 1 koji interagira s poli(A) vezuju¢im proteinom (od eng. poly(4) binding protein
interacting protein 1), PCDHA12 — protokadherin alfa 12 (od eng. protocadherin alpha 12),
PIK3R1 — regulatorna podjedinica 1 fosfatidilinozitol-3-kinaze (od eng. phosphoinositide-3-
kinase regulatory subunit 1), PLCL2 — fosfolipaza C-sli¢an protein 2 (od eng. phospholipase
C like 2), PLXNCI — Plexin C1 (od eng. Plexin CI), PPP2R5SE — regulatorna podjedinica B'
epsilon proteinske fosfataze 2 (od eng. protein phosphatase 2 regulatory subunit B' epsilon),
RABI1A — RABIA, ¢lan RAS obitelji onkogena (od eng. RABIA, member RAS oncogene
family), RNF4 — protein prstenjaka 4 (od eng. ring finger protein 4), RNF44 — protein
prstenjaka 44 (od eng. ring finger protein 44), RSBNI1L — proteinu 1 slican osnovni protein
okruglih spermatida (od eng. round spermatid basic protein 1 like), SEC62 — SEC62
homolog, faktor za translokaciju preproteina (od eng. SEC62 homolog, preprotein
translocation factor), SIM1 — transkripcijski faktor 1 iz obitelji Single-minded (bHLH tip)
(od eng. single-minded family BHLH transcription factor 1), SKP1 — protein 1 povezan s
kinazom S-faze (od eng. S-phase kinase associated protein 1), SLC25A37 — prijenosnik
otopljenih tvari, obitelj 25, ¢lan 37 (mitoferrin-1) (od eng. solute carrier family 25 member
37), SLC38A1 — prijenosnik otopljenih tvari, obitelj 38, ¢lan 1 (od eng. solute carrier family
38 member 1), SLCO1A2 — prijenosnik organskih aniona, obitelj SLCO, ¢lan 1A2 (od eng.
solute carrier organic anion transporter family member 142), SMARCAS — regulator
kromatina ovisan o aktinu, povezan s matriksom i SWI/SNF kompleksom, podskupina A,
¢lan 5 (od eng. SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin,
subfamily A, member 5), SNX4 — sortirni neksin 4 (od eng. sorting nexin 4), STK24 —
serin/treonin kinaza 24 (od eng. serine/threonine kinase 24), SUN2 — protein jezgrine
ovojnice koji sadrzi sadl 1 UNC84 (od eng. Sadl and UNC84 domain containing 2), TCF12
— transkripcijski faktor 12 (od eng. transcription factor 12), TLK1 — tousled-sli¢na kinaza 1
(od eng. tousled like kinase 1), TMCC1 — protein s transmembranskim i1 zavojnicama
povezanim domenama 1 (od eng. transmembrane and coiled-coil domains 1), TOX —

visokomobilna skupina boks-protein povezana s odabirom timocita (od eng. thymocyte
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selection associated high mobility group box), TSC22D3 — ¢lan 3 obitelji TSC22 domena (od
eng. TSC22 domain family member 3), UBE2G1 — ubikvitin konjugiraju¢ enzim E2 G1 (od
eng. ubiquitin conjugating enzyme E2 G1), USP27X — X-povezana ubiquitinska specifi¢na
peptidaza 27 (od eng. ubiquitin specific peptidase 27 X-linked), VEZF1 — transkripcijski
faktor vaskularnog endotela s cinkovim prstima (od eng. vascular endothelial zinc finger 1),
WDR47 — protein s WD ponavljaju¢om domenom 47 (od eng. WD repeat domain 47), WSB2
— protein koji sadrzi WD ponavljanja i SOCS kutiju 2 (od eng. WD repeat and SOCS box
containing 2). Popis gena reguliranih miRNA-221 je izraden koriStenjem pretrazivanja

literature 1 popisa Qiagen RT2 Profiler PCR Array.

3.1.2. Kontrola kvalitete i mapiranje

Kontrola kvalitete preuzetih neobradenih sljedova procijenjena je alatom FASTQC-
om (verzija v0.11.9) (91). Neobradeni sekvencijski podaci (raw reads) filtrirani su tako da su
uklonjeni dijelovi duljine kra¢e od 10 baza te oni s kvalitetom manjom od 25. Zatim su
uklonjeni adapteri iz sljedova, a sljedovi kra¢i od 60 bp i prosjeéne kvalitete ispod 20
uklonjeni su pomocu alata Trimmomatic (verzija 0.32) (92). Sljedovi su mapirani prema
sekvencama ljudskog genoma (hg38) pomocu alata STAR (verzija 2.5.3a) (93) sa zadanim
postavkama. Mapirani sljedovi izbrojani su preko anotiranih gena iz baze podataka Ensembl

(GRCh38.105) pomocu alata FeatureCounts v.2.0.0. (94).
3.1.3. Analiza glavnih komponenti

Sekvence gena s manje od 10 o€itanja u svim uzorcima su uklonjeni. Oc¢itanja su
prilagodena primjenom transformacija za stabilizaciju varijance prije provodenja analize
glavnih komponenti (PCA, od eng. principal component analysis). PCA je provedena
koriste¢i 3000 najvarijabilnijih znacajki. Ovaj proces je proveden zasebno za kombinirane

brojeve ocitanja iz svih skupova podataka i za uzorke HCC-a s poznatim etiologijama.

3.1.4. Analiza diferencijalno eksprimirani geni regulirani s miRNA-221 kod HCC-a

induciranog virusom i primarnih hepatocita

Za analizu diferencijalno eksprimiranih gena odabrani su uzorci HCC-a inducirani
virusom 1z skupa podataka GSE105130 i uzorci primarnih hepatocitima. Za diferencijalnu
ekspresiju kodirajuc¢ih gena izmedu svih grupa uzoraka koriSten je paket DESeq2 (95) s
postavkom LFC shrinkage (96). Diferencijalno eksprimirani geni (DEG) definirani su kao

geni s veCom apsolutnom vrijednosti logaritamske promjene omjera ekspresije izmedu dvije

31



skupine od 2 1 manjom korigiranom p-vrijednosti s Benjamini-Hochbergovom korekcijom od

0,05. Sve analize provedene su programskom okruzenju R verzije 4.3.3 (97).

3.2. Analiza tumorskog tkiva

3.2.1. Uzorci pacijenata

U ovo istrazivanje ukljuceno je ukupno 111 uzoraka tkiva koji su podijeljeni u 3
skupine. Prvu i drugu skupinu skupinu tkiva ¢inila su tkiva 37 pacijenata s novootkrivenim
HCC-om dijjagnosticiranim u Klinickoj bolnici Merkur. Prva skupina se sastojala od
tumorskog tkiva, a druga od ciroznog tkiva jetre. Trecu, kontrolnu, skupinu tkiva Cinila su
tkiva jetre koja nije zahvacena primarnim tumorom ve¢ su to tkiva jetre u kojima su se
nalazile metastaze tumora koji nisu tumori jetre i koje je uzeto s mjesta na jetri koje je
udaljeno od metastaze te se zbog toga smatraju netumorskim tkivima. U istraZivanje su
ukljuceni pacijenti oba spola, koji su stariji od 18 godina, koji imaju dokazanu kroni¢nu
konzumaciju alkohola uz iskljucenje infekcije virusom hepatitisa B i C te metabolickog
sindroma, koji su imali transplantaciju jetre te koji do pristupanja istrazivanju nisu primili niti
jedan oblik terapije za lije¢enje HCC-a. Svi bolesnici obuhvaceni istrazivanjem dali su
informirani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju. Istrazivanje je odobrilo Eticko
povjerenstvo Klinicke bolnice Merkur na sjednici odrzanoj 03. listopada 2023. godine s
urudzbenim brojem 03/1-7631/3 1 Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu na sjednici

odrZanoj 23. svibnja 2024. godine s urudzbenim brojem 251-59-10106-24-111/51.

Ispitivana skupina, uzorci tkiva HCC-a 1 ciroznog tkiva jetre su uklopljeni u parafin,
fiksirani formalinom, dobiveni su od pacijenata s dijagnozom HCC-a i ciroze jetre koji su
zaprimljeni u Klini¢ku bolnicu Merkur u periodu od 2013. do 2020. godine. Uzorci su
prikupljeni iz arhive Zavoda za patologiju 1 citologiju Klinicke bolnice Merkur u Zagrebu.
Uzorcti tkiva bili su prerezi tkiva debljine 10 um, pohranjeni u epruvete na sobnoj temperaturi
do izolacije nukleinskih kiselina. Op¢i podaci o pacijentima kojima je dijagnosticiran HCC i
ciroza jetre nalaze se u Tablici 4. Bitni laboratorijski parametri pacijenata ispitivane skupine
se nalaze u Tablici 5. Svi laboratorijski podaci ispitanika skupine s HCC-om i cirozom jetre

uzeti su najmanje 6 mjeseci prije operacije pacijenata tj. prije transplantacije jetre.
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Tablica 4. Op¢i podaci pacijenata ispitivane skupine.

N %
Zene 2 5

Spol )
Muskarci 35 95
<44 godine 1 3

Dob
> 44 godine 36 97
Prosjecna dob u vrijeme 62 godine (raspon od 44
dijagnoze godine do 76 godina)
Dobro diferenciran (G1 1 G2) 19 51
Gradus _ _ .
Slabo diferenciran (G3 i1 G4) 18 49
Da 10 27
Limfovaskularna invazija

Ne 27 73

Medu pacijentima najveci je udio muskaraca 1 pacijenata starijih od 44 godine. Samo
je jedan pacijent u vrijeme postavljene dijagnoze imao 44 godine, dok su ostali stariji od 44

godine (97 % pacijenata ispitivane skupine). Prosjecna dob u vrijeme dijagnoze je 62 godine.

Tablica 5. Laboratorijski parametri ispitivane skupine.

Bilirubin AST ALT GGT ALP Albumini AFP
Referentna 3-20 11-34 §8-41 9-35 64-153 41-51

<7ng/L

vrijednost pumol/L U/L U/L U/L U/L g/L
Promijenjeno 31 31 19 36 9 31 18
SniZeno 0 0 0 0 1 31 0
PoviSeno 31 31 19 36 8 1 18
Uredno 6 6 18 1 28 3 17

Nema
2 2
podataka

AST — aspartat-aminotransferaza, ALT — alanin-aminotransferaza, GGT — gama-glutamil

transferaza, ALP — alkalna fosfataza, AFP — alfa-fetoprotein
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Sve referentne vrijednosti laboratorijskih parametara odredene su prema postupniku
na Klinickom zavodu za medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicini Klinicke bolnice
Merkur. 84 % pacijenata ispitivane skupine imali su poviSene vrijednosti, a 16 % pacijenata
uredne vrijednosti bilirubina i aspartat-aminotransferaze (AST-a) u krvi. 51 % pacijenata
ispitivane skupine imao je povisene vrijednosti, a 49 % pacijenata uredne vrijednosti alanin-
aminotransferaze (ALT-a) u krvi, dok je 97 % pacijenata imalo poviSene vrijednosti gama-
glutariltransferaze (GGT-a). Snizene vrijednosti albumina imalo je 84 % pacijenata ispitivane
skupine, dok je 49 % pacijenata imalo poviSene vrijednosti alfa-fetoproteina (AFP).Vise od
50 % pacijenata ispitivane skupine nije imalo podatak o vrijednostima laktat-dehidrogenaze

(LDH) te je zbog toga ovaj parametar iskljuCen iz daljnje obrade u istrazivanju.

Kontrolna skupina sadrzavala je 37 uzoraka tkiva zdrave jetre uklonjenih zbog
metastaze nekog drugog tumora obradenih na Zavodu za patologiju i citologiju Klinicke
bolnice Merkur u Zagrebu u razdoblju od 2020. do 2022. godine. Uzorci tkiva bili su prerezi
tkiva debljine 10 pm, pohranjeni u epruvete na sobnoj temperaturi do izolacije nukleinskih
kiselina. Op¢i podaci pacijenata kontrolne skupine se nalaze u Tablici 6. Bitni laboratorijski
parametri pacijenata kontrolne skupine se nalaze u Tablici 7. S obzirom da se pacijentima koji
idu na operaciju jetre zbog neke druge bolesti, u ovom slucaju resekciju metastaze u jetri, ne
rade svi laboratorijska parametri najmanje 6 mjeseci prije same operacije, te velik dio
podataka nije bio dostupan za sve pacijente kontrolne skupine. Gotovo svi pacijenti kontrolne

skupine nemaju laboratorijski nalaz AFP-a.

Tablica 6. Op¢i podaci pacijenata kontrolne skupine.

N %
Zene 20 54
Spol
Muskarci 17 46
<44 godine 4 11
Dob
> 44 godine 33 89
Prosjecna dob u vrijeme 63 godine (raspon od 41
dijagnoze godine do 78 godina)
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Medu pacijentima kontrolne skupine ve¢i je udio Zena 1 pacijenata starijih od 44
godine. Tri pacijenta su u vrijeme postavljanja dijagnoze mlada od 44 godine. Srednja dob

postavljanja dijagnoze (metastaze) je 63 godine.

Tablica 7. Laboratorijski parametri pacijenata kontrolne skupine.

Bilirubin AST ALT GGT ALP
Referentna 3-20 11 - 8 — 9— 64 —
vrijednost umol/L 34 U/L 41 U/L 35 U/L 153 U/L
Promijenjeno 0 7 5 15 10
SniZeno 0 0 0 1 6
PoviSeno 0 7 5 14 4
Uredno 37 30 32 22 27

AST — aspartat-aminotransferaza, ALT — alanin-aminotransferaza, GGT — gama-glutamil

transferaza, ALP — alkalna fosfataza, AFP — alfa-fetoprotein

Sve referentne vrijednosti laboratorijskih parametara su odredene prema postupniku na
Klinickom zavodu za medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicini Klinicke bolnice
Merkur. Nijedan pacijent kontrolne skupine nema promijenjene vrijednosti bilirubina u krvi.
81 % pacijenata je imalo uredne vrijednosti AST-a u krvi. 14 % pacijenata kontrolne skupine
imalo je poviSene vrijednosti, a 86 % pacijenata uredne vrijednosti ALT-a u krvi, dok je 38 %
pacijenata imalo poviSene vrijednosti GGT-a. Budu¢i da su pacijenti kontrolne skupine
podvrgnuti resekciji jetre zbog metastaza drugih tumora, a ne zbog primarnog tumora jetre, ti
pacijenti nisu imali podatke o vrijednostima LDH-a, alfa-fetoproteina i albumina, zbog cega

su ovi parametri isklju€eni iz daljnje obrade u istrazivanju.

3.3. Metode
3.3.1. Izolacija RNA

Izolacija RNA iz uzoraka tkiva jetre uklopljenih u parafin, fiksirani formalinom
ucinjena je setom kemikalija Quick-DNA/RNA™ FFPE Kit (Zymo Research, Tustin, CA,
SAD) prema uputama proizvodaca. Prije izolacije pripremljene su otopine proteinaze K,
DNAze I 1 pufera za ispiranje nakon ¢ega su uzorci inkubirani 1 minutu na 55°C u
deparafinacijskoj otopini kako se uklonio parafin. Nakon uklanjanja deparafinacijske otopine,

uzorci su inkubirani u smjesi digestijskog pufera (2x Digestion Buffer), vode bez DNaza i
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RNaza i proteinaze K tri sata na 55°C, nakon ¢ega je proteinaza inaktivirana zagrijavanjem
na 94°C 20 minuta. Dobivenim uzorcima je dodan pufer za lizu (DNA/RNA lysis pufer) te su
centrifugirani. U dobivenu otopinu RNA na dnu kolektorske epruvete dodan je jednak
volumen 100%-tnog etanola, smjesa je prenesena na novu kolonu ZymoSpin IICR te je
centrifugirana. RNA na koloni je tretirana DNazom I 15 minuta na sobnoj temperaturi, nakon
¢ega je isprana puferom za ispiranje. Kolone su prebacene u sterilne epruvete i eluirana RNA
u 25 pL vode bez DNaza i RNaza. Nakon zavrSenog postupka izolacije RNA, 2 pL uzorka u
vodi bez nukleaza koriSteno je za odredivanje koncentracije i apsorbancije nukleinskih
kiselina (A260/280 1 A260/230) pomocu spektrofotometrijskog uredaja NanoVue (GE
Healthcare, Chicago, Illinois, SAD). Uzorci RNA pohranjeni su na -20 °C do trenutka

provodenja nizvodnih analiza.
3.3.2. Reverzna transkripcija

Izolirana RNA reverznom transkripcijom je prepisana u cDNA koriStenjem seta
kemikalija PrimeScript Reverse Transcriptase (Takara, Kusatsu, Japan) prema uputama
proizvodaca navedenima u Tablici 8. 1 9. uz koriStenje nasumi¢nih heksamera kao pocetnica

(Invitrogen, Waltham, Massachusetts, SAD).

Tablica 8. Sadrzaj reakcijske smjese I za reverznu transkripciju.

Kona¢na
Smjesa Reagens
koncentracija
Nasumicni heksameri (50 uM) (Invitrogen, 5 M
u
Waltham, Massachusetts, SAD)
Smjesa deoksinukleotida (10 mM) (Sigma LM
m
Smjesa | Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD)
RNA <8 uL (380 ng)
voda AccuGene (Lonza Group, Basel,
do 10 pL

Svicarska)

Uzorci smjese | zagrijani su u trajanju od 5 minuta na 65°C u uredaju SimpliAmp
(Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, SAD). RNA izolirana iz svjezih stanica HeLa
sluzila je kao pozitivna kontrola. Kao negativna kontrola posluzila je voda bez RNaza

AccuGene Molecular Biology Water (Lonza Group, Basel, Svicarska). Nakon hladenja
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uzoraka na ledu 5 minuta, u smjesu I dodana je smjesa II koja je sadrzavala reverznu

transkriptazu PrimeScript 1 pripadajuci pufer te inhibitor RNaza i vodu.

Tablica 9. Sadrzaj reakcijske smjese Il za reverznu transkripciju.

Konaéna
Smjesa Reagens
koncentracija
Smjesa I 10 uL
pufer 5x PSRT (Takara, Kusatsu, Japan) Ix
Reverzna transkriptaza PrimeScript (200
5 U/uL
Smjesa 11 U/uLl) (Takara, Kusatsu, Japan)
Rekombinantni inhibitor RNaza (40 U/uL)
1 U/uL
(Takara, Kusatsu, Japan)
voda AccuGene (Lonza Group, Basel,
do 20 uL

Svicarska)

Reverzna transkripcija je provedena u uredaju SimpliAmp (Applied Biosystems,
Waltham, Massachusetts, SAD) prema protokolu: 10 minuta na 30°C, 60 minuta na 42°C 1 15
minuta na 70°C. Uzorci cDNA pohranjeni su na -20°C do lancane reakcije polimerazom u

stvarnom vremenu.
3.3.3. Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu, qPCR (od eng. quantitative
polymerase chain reaction) provedena je uporabom seta kemikalija PowerUp Sybr Green
(Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, SAD), specifiénih pocetnica za gene od
interesa (Origene Technologies Inc., Rockville, MD, SAD) kao 1 pocetnica za endogenu
kontrolu, gena za gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenazu (GAPDH) (98) prema protokolu

navedenom u Tablici 10.
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Tablica 10. Sadrzaj reakcijske smjese za qPCR.

Reagens Konaéna koncentracija
2x PowerUp Sybr Green Mastermix (Applied Biosystems,
Waltham, Massachusetts, SAD) x
Uzvodna pocetnica (10 uM) (Macrogen, Seul, Juzna Koreja) 0,05 uM
Nizvodna pocetnica (10 uM) (Macrogen, Seul, Juzna
Koreja) e
cDNA do 50 ng
AccuGene voda (Lonza Group, Basel, Svicarska) do 20 uL

Sekvencije pocetnica za gene od interesa NTF-3, MYBLI i endogenu kontrolu
(GAPDH) nalaze se u Tablici 11. Temperatura prianjanja je bila ista za sve pocetnice (57°C).

Kod svih uzoraka analizirana je ekspresija svih gena od interesa.

Analiza Q-RT PCR provedena je na uredaju QuantStudioS (Applied Biosystems,
Waltham, Massachusetts, SAD) tijekom 40 ciklusa, prema optimiziranim uvjetima reakcije:
aktivacija enzima HotStart DNA Taq Polimeraza na 95 °C tijekom 10 minuta; denaturacija na

95 °C tijekom 15 sekundi; prianjanje i produljivanje lanca na 72 °C tijekom jedne minute.

Tablica 11. Sekvencije pocetnica za odredivanje ekspresije gena NTF-3, MYBLI i endogene
kontrole (GAPDH).

Ime gena Ime pocetnice Sekvencija pocetnice

NTF-3 NTF-3 F 5'-CAAGCAGATGGTGGACGTTAAGG-3'
NTF-3 R 5'-TCGCAGCAGTTCGGTGTCCATT-3'

MYBLI MYBLI1 F 5'-CGTGGAGGCAAACGCTGTGTTA-3'
MYBL1 R 5'-GGTGGATTTGATAGGAGAAGCAG-3’
GAPDH F 5'-TCAAGGCTGAGAACGGGAAG-3'

GAPDH
GAPDH R 5'-CGCCCCACTTGATTTTGGAG-3'

F - uzvodna pocetnica, R - nizvodna pocetnica.

Nakon provedenog qPCR-a na temelju o€itanih vrijednosti Ct (od eng. cycle treshold)
napravljena je kvantifikacija ekspresije gena od interesa metodom relativne kvantifikacije
ddCt kako bi se vidjelo postoji li razlika u ekspresiji gena od interesa izmedu zdravog tkiva

jetre, ciroznog tkiva jetre 1 tkiva hepatocelularnog karcinoma.
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3.3.4. Statisticka analiza rezultata

Za usporedbu razlika u laboratorijskim podacima i genskoj ekspresiji izmedu pojedinih
skupina koristen je Mann—Whitney U-test. Za procjenu moguce ovisnosti izmedu
laboratorijskih podataka i genske ekspresije u svakoj skupini uzoraka koriSten je Spearmanov
koeficijent korelacije. Statisticka analiza provedena je pomocu softvera STATISTICA 13.0
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD), a razina znacajnosti postavljena je na p < 0,05.
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4. Rezultati

4.1. Diferencijalno eksprimirani geni izmedu HCC-a induciranog virusom i primarnih

hepatocita

Za analizu diferencijalne genske ekspresije izmedu netumorskih primarnih hepatocita,
netumorskog tkiva jetre i HCC tkiva (GSE105130) koriSteni su javno dostupni skupovi
podataka. Analiza glavnih komponenti (PCA) jasno je razlikovala dvije zasebne skupine koje
odgovaraju svakoj grupi (Slika 6.). Prve dvije glavne komponente (PC1 i PC2) pokazale su

40% ukupne varijance.
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Slika 6. Analiza diferencijalne ekspresije izmedu tkiva hepatocelularnog karcinoma (HCC) 1 primarnih hepatocita.
Analiza glavnih komponenti (PCA) prikazuje ukupnu varijabilnost ekspresije gena izmedu javno dostupnih uzoraka
tkiva HCC-a 1 netumorskih tkiva iz skupa GSE105130, primarnih hepatocita iz baze EGA te uzoraka urednog tkiva iz
baze TCGA-LIHC (A). Analiza PCA samo za pacijente s HCC-om za koje je poznat etioloski rizi¢ni faktor. Dijagrami
MA koji prikazuju diferencijalno eksprimirane gene izmedu HCC-a iz skupa GSE105130 1 primarnih hepatocita, pri
¢emu su geni grupirani na temelju apsolutne promjene ekspresije log2 vece od 1 i p-vrijednosti manje od 0,05,
odredeno Waldovim testom pomocu paketa DESeq2. (B). Analiza prekomjerne zastupljenosti (od eng. Over-
representation analysis) prema odrednicama baze Gene ontology (GO) gena ¢ija je ekspresija povecana ili smanjena u

HCC-u iz skupa GSE105130 u usporedbi s primarnim hepatocitima (C).

Ukupno je identificirano 1448 prekomjerno 1 515 smanjeno eksprimiranih
diferencijalno eksprimiranih gena (DEG) u HCC-u u usporedbi s primarnim hepatocitima
(Slika 6B.). Analiza podataka iz baze Gene Ontology (GO) pokazala je da geni koji su imali

manju ekspresiju u HCC-u u odnosu na primarne hepatocite su uglavnom ukljuceni u
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humoralni imunosni odgovor, odgovor akutne faze i procese katabolizma organskih kiselina
(Slika 6C). Nasuprot tome, prekomjerno eksprimirani DEG-ovi prvenstveno su povezani s
diobom stanice (Slika 6C). Dodatno, provedena je analiza PCA na odabranom skupu
podataka uzoraka HCC-a induciranog virusom i uzorcima TCGA-LIHC (Slika 7.). Odabrani
GEO-uzorci grupirani su s uzorcima HCC-a i TCGA, bez uocenih dodatnih podskupova
temeljenih na etiologiji (Slika 8.).
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Slika 7. Analiza glavnih komponenti (PCA) na odabranom skupu podataka uzoraka HCC-a

induciranog virusom i uzorcima TCGA-LIHC. PC1 i PC2 - prve dvije glavne komponente
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Slika 8. Odabrani GEO-uzorci grupirani s uzorcima HCC-a i TCGA, bez dodatnih
podskupova temeljenih na etiologiji. GEO - Gene Expression Omnibus, PC1 1 PC2 - prve
dvije glavne komponente, NAFLD - kronicne bolesti jetre nepovezane s alkoholom (od eng.
non-alcoholic fatty liver disease), GSE105130 — uzorci tkiva HCC-a, TCGA - uzorci urednog
tkiva iz baze TCGA-LIHC.

4.2. Geni karakteristi¢ni za HCC koje regulira miRNA-221

Na temelju pregleda literature sastavljen je popis diferencijalno eksprimiranih gena u
HCC-u induciranom virusom koji su regulirani molekulom miRNA-221. Taj je usporeden s
detektiranim diferencijalno eksprimiranim genima (DEG-ovima). Od 84 gena koje regulira
miRNA-221, za devet gena je pokazano da su razli¢ito eksprimirani u HCC-u u usporedbi s
primarnim hepatocitima (protein sli¢an angiopoetinu (ANGPTL2, od eng. angiopoietin Like
2), komponenta 3 koja veze BCL2 (BBC3, od eng. BCL2 binding component 3), modifirajuci
faktor bcl2 (BMF, od eng. Bcl2 modifying factor), matriksna metaloproteinaza-1 (MMP1, od
eng. matrix metallopeptidase 1), protoonkogen sli¢an MYB-u (MYBL1, od eng. MYB proto-
oncogene like 1), neurotrofin 3 (NTF-3, od eng. neurotrophin 3), pleksin C1 (PLXNCI, od
eng. Plexin CI), protein RING 44 (RNF'44, od eng. ring finger protein 44) i protein jezgrine
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ovojnice koji sadrzi sadl 1 UNC84 (SUN2, od eng. Sadl and UNCS84 domain containing 2))

(Slika 9.).
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Slika 9. Diferencijalno eksprimirani geni regulirani miRNA-221 u pacijenata s HCC-om u
usporedbi s primarnim hepatocitima. Geni su identificirani kao statisticki znacajno
diferencijalno eksprimirani na temelju apsolutne vrijednosti log2 promjene ekspresije vece od
1 1 p-vrijednosti manje od 0,05, odredene Waldovim testom koriStenjem DESeq2 paketa.

ns: p>0,05; *: p <0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p <0,0001.

ANGPTL?2 - protein slican angiopoetinu, BBC3 - komponenta 3 koja veze BCL2, BMF -
modificiraju¢i faktor bcl2, MMPI - matriksna metaloproteinaza-1, MYBLI - protoonkogen
slican MYB, NTF-3 - neurotrofin 3, PLXNCI - pleksin C1, RNF44 - protein RING 44 1 SUN2

- protein jezgrine ovojnice koji sadrzi sadl i UNC84
Geni MYBLI 1 NTF-3 su pokazali najvecu razliku u ekspresiji izmedu HCC-a 1
primarnih hepatocita. U HCC-u su MYBLI 1 RNF44 znaCajno vise eksprimirani, dok je NTF-

3 znaajno manje eksprimiran u odnosu na hepatocite.
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4.3. Analiza ekspresije gena NTF-3 1 MYBLI u uzorcima pacijenata s hepatocelularnim
karcinom, ciroznom jetrom i netumorskim tkivom jetre
4.3.1. Koncentracije i Cisto¢e uzoraka RNA izoliranih iz uzoraka tumorskog tkiva pacijenata,

cirozne jetre i netumorskog tkiva jetre

Koncentracije RNA izolirane iz 37 uzoraka HCC-a uklopljenih u parafin, fiksiranih
formalinom bile su u rasponu izmedu 8,6 1 231,2 ng/ulL. Omjeri apsorbancija pri 260 i 280
nm bili su u rasponu izmedu 1,567 i 1,98, ali RNA je bila dovoljno Cista za primjenu
nizvodnih metoda. Omjeri apsorbancija pri 260 i 230 nm su bili izmedu 0,556 (kod jednog
uzroka) 1 3,214, ali kod vecine uzoraka bili su blizu ili veéi od 2 te je RNA bila dovoljno Cista

za primjenu nizvodnih metoda.

Koncentracije RNA izolirane iz 37 uzoraka cirozne jetre uklopljenih u parafin,
fiksiranih formalinom bile su u rasponu izmedu 8,5 1 282 ng/uL. Omjeri apsorbancija pri 260
1 280 nm bili su u rasponu izmedu 1,319 1 1,879, ali RNA je bila dovoljno ¢ista za primjenu
nizvodnih metoda. Omjeri apsorbancija pri 260 i 230 nm su bili izmedu -4,132 (kod uzorka
kod kojeg je koncentracija izolirane RNA bila 8,5 ng/ puL) i 3,284, ali RNA je bila dovoljno

Cista za primjenu nizvodnih metoda.

Koncentracije RNA izolirane iz 37 uzoraka netumorskog tkiva jetre uklopljenih u
parafin, fiksiranih formalinom bile su u rasponu izmedu 9,5 1 353,2 ng/uL. Omjeri
apsorbancija pri 260 1 280 nm bili su u rasponu izmedu 1,069 (jedan uzorak) i 1,67, ali RNA
je bila dovoljno ¢ista za primjenu nizvodnih metoda. Omjeri apsorbancija pri 260 1 230 nm
bili su nizi od idealnih, izmedu 1,063 1 1,967, ali RNA je bila dovoljno ¢ista za primjenu

nizvodnih metoda.

4.3.2. Usporedba ekspresije gena NTF-3 i MYBLI u uzorcima HCC-a induciranog alkoholom,

ciroznog tkiva jetre 1 netumorskog tkiva jetre

Metodom qPCR usporedena je razina ekspresija gena NTF-3 1 MYBLI izmedu

uzoraka tkiva HCC-a induciranog alkoholom, ciroznog i netumorskog tkiva jetre.

Rezultati qPCR analize nisu pokazali statisti¢ki znac¢ajnu promjenu u ekspresiji gena

NTF-3 izmedu HCC tkiva, ciroznog tkiva jetre 1 netumorskog tkiva jetre (Slika 10.).
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Slika 10. Relativna razlika u razini ekspresije gena neurotrofin 3 (N7F-3) izmedu ispitanika s
HCC-om, ciroznim tkivom jetre i netumorskim tkivom jetre (p > 0,05 odredena je Mann—
Whitney U-testom). Relativna razlika u razini ekspresije gena odredena je qPCR-om. Razlika

grani¢nih vrijednosti — ACt. Ciklus grani¢ne vrijednosti — Ct.

Ekspresija gena MYBLI statisticki se znacajno razlikovala izmedu tkiva HCC-a i
netumorskog tkiva jetre, kao i izmedu tkiva HCC-a i ciroznog tkiva jetre (p < 0,05) (Slika
11.). Nije pronadena statisticki znafajna razlika u ekspresiji gena MYBLI izmedu

netumorskog tkiva jetre i ciroznog tkiva jetre (Slika 12.).
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Slika 11. Relativna razlika u razini ekspresije za gen protoonkogen slican MYB

(MYBLI, od eng. MYB proto-oncogene like I) izmedu ispitanika s HCC-om, ciroznim tkivom
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jetre 1 netumorskim tkivom jetre (* p < 0,05 odredena je Mann—Whitney U-testom).
Relativna razlika u razini ekspresije gena odredena je qPCR-om. Razlika grani¢nih

vrijednosti — ACt. Ciklus grani¢ne vrijednosti — Ct.
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Slika 12. Relativna razlika u razini ekspresije za gen protoonkogen slican MYB (MYBLI, od
eng. MYB proto-oncogene like 1) izmedu ispitanika s ciroznim tkivom jetre i netumorskim
tkivom jetre (p > 0,05 odredena je Mann—Whitney U-testom). Relativna razlika u razini
ekspresije gena odredena je qPCR-om. Razlika grani¢nih vrijednosti — ACt. Ciklus grani¢ne

vrijednosti — Ct.

Utvrdena je pozitivna korelacija izmedu ekspresije gena NTF-3 1 MYBLI u grupi
ispitanika s HCC-om (p < 0,01). Nije pronadena statisticki znaCajna korelacija izmedu
ekspresije gena NTF-3 1 MYBLI u grupi ispitanika s ciroznim tkivom jetre niti kod ispitanika

s netumorskim tkivom jetre.

Statisticki znacajne razlike u ekspresiji gena NTF-3 1 MYBLI s obzirom na dob, spol,
stupanj diferencijacije karcinoma, limfovaskularnu invaziju i laboratorijske parametre (AST,

bilirubin, ALT, GGT, ALP i AFP) nisu utvrdene.

4.4. Analiza laboratorijskih parametara u uzorcima pacijenata s hepatocelularnim karcinom/

ciroznim tkivom jetre i netumorskom tkivu jetre
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Vrijednosti laboratorijskih parametra su puno vece u skupini hepatocelularnog
karcinoma 1 ciroze jetre u odnosu na skupinu s netumorskim tkivom jetre. Razlike u
vrijednostima izmedu ove dvije skupine su statisticki znacajne (p < 0,05) (Slika 13.). Uzorci
ciroznog tkiva jetre i uzorci tkiva hepatocelularnog karcinoma poticu od istog pacijenta, pa su

time 1 vrijednosti laboratorijskih parametara te dvije skupine iste.
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Vrijednosti laboratorijskih parametara

Slika 13. Vrijednosti laboratorijskih parametara kod ispitanika s HCC-om 1 ispitanika s
netumorskim tkivom jetre. Aspartat-aminotransferaze — AST, alanin-aminotransferaza — ALT,
gama-glutariltransferaza — GGT, alkalne fosfataze — ALP, mikromol po litri - pmol/L,
jedinica po litri — U/L (od eng. unit per liter) (*p < 0,05 odredena je Mann—Whitney U-

testom).

Vrijednost bilirubina u krvi ispitanika s hepatocelularnim karcinomom pokazala je
statistiCku znacajnu korelaciju s vrijednostima alkalne fosfataze u krvi (p < 0,05), dok je
pokazala statisticku znacajnu negativnu korelaciju s vrijednostima albumina u krvi (p < 0,05).
Vrijednost aspartatske aminotransferaze u krvi ispitanika s hepatocelularnim karcinomom je
pokazala statisticku znaCajnu korelaciju s vrijednostima alaninske aminotransferaze (p <
0,01) 1 vrijednostima alkalne fosfataze (p < 0,05), dok je pokazala statisticku znacajnu
negativnu korelaciju s vrijednostima alfa-fetoproteina u krvi (p < 0,05). Osim korelacije
izmedu vrijednosti alaninske aminotransferaze i aspartatske aminotransferaze u krvi, jos su 1
vrijednosti alaninske aminotransferaze u krvi ispitanika s hepatocelularnim karcinomom
pokazale statistiCku znacajnu korelaciju s vrijednostima gama-glutariltransferaze (p < 0,01).
Usporedbom rezultata laboratorijske analize 1 gena u skupine ispitanika s hepatocelularnim

karcinomom nisu utvrdene znacajnije korelacije (Tablica 12.)
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Tablica 12. Koeficijenti korelacije laboratorijskih parametara i gena kod ispitanika s

hepatocelularnim karcinomom.

Koeficijent korelacija®
Laboratori
jski
| Bilirubin AST ALT GGT ALP | Albumin AFP NTF-3 | MYBLI1
parametri 1
geni
0,395 .
o - -0,429
Bilirubin 1,000 0,268 -0,007 p -0,232 | -0,139 0,117
0,205 p 0,010
0,016
" 0,346" .
0,577 -0,414
AST 0,268 1,000 0,158 p -0,281 -0,152 0,200
p 0,00 p 0,013
0,036
0,507
0’577** ek
ALT -0,007 1,000 0,242 -0,007 -0,266 | -0,067 -0,117
p 0,00 p
0,001
0,507
GGT -0,205 0,158 1,000 | 0,295 0,014 0,025 0,164 -0,050
p 0,001
0,395 0,346"
ALP 0,242 0,295 | 1,000 -0,314 0,009 0,285 0,150
p 0,016 | p 0,036
-0,429"
Albumin -0,281 -0,007 | 0,014 | -0,314 1,000 0,176 -0,030 -0,300
p 0,010
-0,414"
AFP -0,232 -0,266 | 0,025 | 0,009 0,176 1,000 0,233 0,690
p 0,013
1,000™
NTF-3 -0,139 -0,152 -0,067 | 0,164 | 0,285 -0,030 0,233 1,000 p<
0,0001
1,000™
MYBLI 0,117 0,200 -0,117 0.050 0,150 -0,300 0,690 p< 1,000
’ 0,0001

§Spearmanov koeficijent korelacije; **p<0,01; *p<0,05. AST — aspartat aminotransferaza,
ALT — alanin-aminotransferaza, GGT — gama-glutamil transferaza, ALP — alkalna fosfataza,
AFP — alfa-fetoprotein, MYBLI - protoonkogen sli¢an MYB (od eng. MYB proto-oncogene
like 1), NTF-3 - neurotrofin 3 (od eng. neurotrophin 3)
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Usporedbom rezultata bilirubina u krvi s drugim laboratorijskim parametrima skupine
ispitanika s netumorskim tkivom jetre nisu utvrdene znacajnije korelacije. Vrijednost
aspartatske aminotransferaze u krvi ispitanika s netumorskim tkivom jetre je pokazala
statisticku znacajnu korelaciju s vrijednostima alanin-aminotrasferaze (p < 0,01) i
vrijednostima alkalne fosfataze (p < 0,05). Osim prethodno opisane korelacije izmedu
vrijednosti alanin-aminotransferaze i aspartat-aminotransferaze u krvi vrijednosti alanin-
aminotransferaze u krvi ispitanika s netumorskim tkivom jetre pokazale su statisticku
znacajnu korelaciju s vrijednostima gama-glutariltransferaze (p < 0,05) i vrijednostima
alkalne fosfataze (p < 0,01). Osim korelacije izmedu vrijednosti gama-glutariltransferaze 1
alanin-aminotransferaze u krvi, vrijednost gam- glutariltransferaza u krvi ispitanika s
netumorskim tkivom jetre pokazala je statisticku znacajnu korelaciju s vrijednostima alkalne
fosfataze (p < 0,01). Usporedbom rezultata laboratorijske analize i gena u skupini ispitanika s

netumorskim tkivom jetre nisu utvrdene znacajne korelacije (Tablica 13.).
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Tablica 13. Koeficijenti korelacije laboratorijskih parametara 1

netumorskim tkivom jetre.

gena kod

ispitanika s

Korelacijski koeficijent’

Laboratorijski parametri
o Bilirubin AST ALT GGT ALP NTF-3 MYBLI
i geni
Bilirubin 1,000 -0,114 | -0,267 | -0,031 -0,158 -0,002 -0,252
0,662 .
0,332
AST -0,114 1,000 p 0,240 0,012 0,002
p 0,045
0,000
0,662 0,342" 0,430™
ALT -0,267 1,000 0,009 0,033
p 0,000 p 0,038 | p 0,008
0,342" "
0,453
GGT -0,031 0,240 p 1,000 0,106 -0,043
p 0,005
0,038
. | 0,430 .
0,332 0,453
ALP -0,158 p 1,000 -0,013 -0,005
p 0,045 p 0,005
0,008
NTF-3 -0,002 0,012 0,009 0,106 -0,013 1,000 0,245
MYBLI -0,252 0,002 0,033 | -0,043 -0,005 0,245 1,000

§Spearmanov koeficijent korelacije; **p<0,01; *p<0,05
y y

. AST — aspartat aminotransferaza,

ALT — alanin aminotransferaza, GGT — gama-glutamil transferaza, ALP — alkalna fosfataza,

AFP — alfa-fetoprotein, MYBLI - protoonkogen slican MYB ( od eng. MYB proto-oncogene

like 1), NTF-3 - neurotrofin 3 (od eng. neurotrophin 3)
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S. Rasprava

Od svih diferencijalno ekprimiranih gena (DEG) u HCC-u indiciranog virusnom
infekcijom u usporedbi s primarnim hepatocitima je u ovom istrazivanju utvrdeno 1448
prekomjerno i 515 smanjeno eksprimiranih diferencijalno eksprimiranih gena. Kada je
ekspresija tih gena usporedena s genima za koje je poznato da su regulirani s miRNA-221,
koja se smatra markerom za razvoj HCC-a induciranog virusom, identificirano je devet gena
od interesa: ANGPTL2, BBC3, BMF, MMPI1, MYBL1, NTF-3, PLXNCI1, RNF44 1 SUN2. Ovi
geni sudjeluju u kljuénim procesima razvoja HCC-a, poput apoptoze, proliferacije stanica,
angiogeneze, remodeliranja tkiva i metastaziranja. Poznato je da promijenjena razina
ekspresije ovih gena kao odgovor na kroni¢nu virusnu infekciju i upalu moze stvoriti
mikrookruzenje pogodno za inicijaciju 1 progresiju HCC-a (21, 72, 73, 83, 99-102).

Od navedenih devet gena, dva su zbog najznacajnije promijenjene ekspresije u
usporedbi s primarnim hepatocitima odabrana za daljnju analizu u uzorcima pacijenata s
HCC-om induciranog alkoholom. Prema bioinformatickoj analizi ekspresija NTF-3 statisticki
je zna€ajno manja u tkivu HCC-a u usporedbi s netumorskim hepatocitima, dok je ekspresija
MYBLI statisti¢ki znac¢ajno visa u tumorskom tkivu u usporedbi s netumorskim hepatocitima.

Bioinformaticki rezultati u skladu su s prethodnim istrazivanjima koja su pokazala
statistiCcki znacajnu smanjenu ekspresiju N7F-3 u tkivu HCC-a u usporedbi s primarnim
hepatocitima (72, 104, 109). NTF-3 je jedan od Ziv€anih faktora rasta, a glavna uloga gena
NTF-3 je u razvoju ziv€anog sustava, posebno Ziv€anog sustava crijeva (72, 103, 104). NTF-
3 je jedini neurotrofin koji sudjeluje u diferencijaciji stanica crijevnog zZiv€anog sustava
djelujuéi preko receptora TrkC (od eng. Tropomyosin related kinase C), ali ne dovodi do
njihove proliferacije (103). Osim receptora TrkC, on se veZe i1 na receptor p75SNTR (od eng.
P75 neurotrophin receptor), ali puno slabijim afinitetom (104). Receptor TrkC je selektivan 1
specifican za NTF-3, dok je p75NTR nespecifican 1 na njega se mogu vezati svi Ziv€ani
faktori rasta, ali puno slabijim afinitetom (104, 105). Osim §to ima vaznu ulogu u razvoju
zivéanog sustava, sudjeluje u cijeljenju oziljaka Ziv€anog tkiva (72, 103). Njegova razina
ekspresije kao 1 razina receptora TrkC u tkivu vazni su za odrZzavanje morfologije Ziv€anog
sustava 1 preZivljenju stanica ziv€anog sustava (103, 104). Premda je njegova primarna uloga
vezana uz ziv€ani sustav, NTF-3 ima znacajne funkcije i izvan ziv€anog sustava, ukljucujuci
ulogu u progresiji razli¢itih tumora, poput karcinoma jetre i guSterace (72, 104-106). U

tumorima sredi$njeg ziv€anog sustava, poput neuroblastoma i meduloblastoma ekspresija je
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receptora TrkC vezana uz bolju prognozu (105). Vise razine ekspresije NTF-3 nadene su u
pacijenata s agresivnijim tipovima meduloblastoma i1 neuroblastoma (100, 107). NTF-3
sudjeluje u signalnom putu PI3K/AKT. Jedan od nacina je da direktnim vezivanjem na
receptor TrkC dolazi do prenoSenja signala i aktivacije signalnog puta MAP ili PI3K/AKT te
sprjecavanja apoptoze stanica (105, 108). Drugi nacin je preko djelovanja razli¢itih kinaza
koje sudjeluju u prijenosu signala u signalnom putu MAP ili PI3K/AKT, kao npr. ATR (od
eng. ataxia telangiectasia and Rad3-related protein), CDK2 ili NEK2 (od eng. NIMA related
kinase 2) (72). Ovi mehanizmi omogucéavaju njegovu ulogu i funkciju u indirektnoj regulaciji
apoptoze preko ATR, proliferaciji te diferencijaciji stanica preko MAP ili PI3K/AKT puta
(72, 103, 105). Povisene razine ekspresije NTF-3 u agresivnim neuroblastomima dovode do
proliferacije tumorskih stanica djeluju¢i na receptore TrkC, a blokiranjem veze izmedu NTF-
3 ireceptora TrkC dolazi do smrti stanica (107).

Osim njegove uloge u Ziv€anom sustavu, sve je vise istraZzivanja usmjerenih na ulogu
NTF-3 u drugim organskim sustavima. Novija istrazivanja pokuSavaju dovesti u vezu razinu
ekspresije NTF-3 gena i receptora TrkC u tumorskom tkivu, posebno u stanicama
hepatocelularnog karcinoma, kod kojih je manje eksprimiran nego u netumorskom tkivu (72,
104, 105). NTF-3 preko direktnog djelovanja na p75NTR dovodi do smrti stanica, a ovo
djelovanje u stanicama hepatocelularnog karcinoma je umanjeno zbog niske razine NTF-3 te
to vodi do loSijeg prezivljenja pacijenata (109). Direktnim djelovanjem NTF-3 na p75NTR
dolazi do aktivacije c-Jun N-terminalne kinaze (JNK, od eng. c-junNH2 terminal kinase) 1
p38 MAPK signalnog puta Sto dovodi do povecanja razine proapoptotskog proteina Bax,
smanjenja razine antiapoptotskog proteina Bcl-2 te u konacnici apoptoze stanice. Preko tog
mehanizma objasnjava se uloga NTF-3 gena kao tumorskog supresora (109, 110). Direktnim
vezanjem NTF-3 na receptor TrkC dolazi do prenoSenja signala 1 aktivacije signalnog puta
PI3K/AKT te sprjecavanja apoptoze stanica (105, 108). Preko gore opisanim direktnim
vezanjem NTF-3 na p75NTR dolazi do aktivacije smrti stanica (105, 109). Ovisno o
receptoru 1 aktiviranom signalnom putu, NTF-3 moZe imati suprotne ucinke na prezivljavanje
stanica: preko TrkC receptora aktivira PI3K/Akt signalizaciju 1 sprjeCava apoptozu
kortikalnih neurona (105, 108), dok se vezanjem na p75NTR receptor aktiviraju JNK i p38
MAPK putevi koji dovode do povecanja razine proteina Bax, smanjenja razine proteina Bcl-2
1 indukcije apoptoze (105, 109). Iz toga proizlazi da su u stanicama hepatocelularnog
karcinoma sa snizenom ekspresijom N7F-3 upravo navedeni signalni putovi preko p75SNTR
promijenjeni te snizene vrijednosti NTF-3 ne dovode do aktivacije JNK i p38 MAPK

signalnog puta, $to dovodi do izbjegavanja smrti stanica (109). Pokazano je i da je u
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stanicama hepatocelularnog karcinoma s mutiranim 7P53 snizena ekspresija NTF-3 u odnosu
na one bez mutiranog 7P53, ali toCan mehanizam djelovanja izmedu ova dva gena je joS
neistrazen (72). Prethodna istrazivanja pokazala su da je smanjena razina ekspresije NTF-3 u
stanicama HCC-a povezana s losijom prognozom (72, 104, 109), sto ukazuje na vecu vaznost
interakcije izmedu NTF-3 1 p7SNTR u HCC-u u usporedbi s interakcijom izmedu NTF-3 i
TrkC (72, 104, 105, 109).

Suprotno rezultatima bioinformatickih analiza, u ovom istrazivanju nije nadena
statistiCcki znacajna razlika u ekspresiji NTF-3 izmedu uzoraka tkiva HCC-a induciranog
alkoholom, ciroznog tkiva i netumorskog tkiva jetre. Ovaj rezultat mogao bi biti posljedica
razlika u analiziranim kohortama ispitanika. Analiza in silico provedena je koriStenjem
podataka o HCC-u induciranog virusom, dok su pacijenti u ovom istrazivanju imali HCC
induciran prekomomjernom konzumacijom alkohola. Ovaj rezultat takoder bi mogao biti
povezan s istrazivanjima Guo i sur. (111) te Zhang i sur. (112), ¢ije bioinformaticke analize
nisu pokazale znac¢ajno promijenjenu ekspresiju N7F-3 u HCC-u induciranom alkoholom u
usporedbi s netumorskim tkivom jetre niti je N7F-3 imao prognosti¢ku vrijednost. Proturjecni
rezultati o ekspresiji NTF-3 pronadeni su i u drugim vrstama tumora. Tumori dojke, u ¢ijim
stanicama je pokazana viSa ekspresija NTF-3 imaju vecu sposobnost metastaziranja u mozak,
posebno stvaranja makrometastaza u odnosu na tumorske stanice kod kojih je zabiljezena
niza vrijednost N7F-3 (113). Smanjena razina NTF-3 u stanicama tumorskog tkiva dojke u
mozgu je vezana uz smanjen rast metastaza u mozgu (113). Osim povecane razine ekspresije
gena NTF-3 u karcinomima dojke, njegova ekspresija je poviSena i u drugim tumorskim
stanicama, kao npr. u stanicama karcinoma guSterac¢e u odnosu na stanice netumorskog tkiva
gusterace (106). Smanjena ekspresija gena 7rkC u tumorskim stanicama debelog crijeva 1
snizene razine NTF-3 dovode do prezivljenja tumorskih stanica te smanjene apoptotske
funkcije TrkC-a (110). Sam nedostatak NTF-3 dovodi do promjene metilacije TrkC i njegove
smanjene funkcije (110). To¢an mehanizam ove veze i dalje je nejasan (110). Ekspresija
receptora TrkC je nadena 1 u tumorima dojke te je vezana uz stupanj diferencijacije tumora:
Sto je tumor bolje diferenciran to je ekspresija TrkC receptora veca i obrnuto (105). lako je
dokazana ekspresija NT7F-3 u drugim karcinomima, kao npr. u stanicama ploc¢astog
karcinoma plu¢a, njegova uloga u mehanizmu nastanka karcinoma plu¢a je nejasna i
neistrazena (114, 115).

U ovom istrazivanju nije dokazana povezanost izmedu razine ekspresije NTF-3 gena i1 drugih
obiljezja tumora, kao $to su stupanj diferencijacije tumora ili limfovaskularna invazija, $to je
u skladu s prijasnjim istrazivanjem gdje se pokuSao dokazati utjecaj razine ekspresije NTF-3
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gena na prognozu HCC-a. Cilj tog istrazivanja bio je provijeriti potencijal gena NTF-3 kao
prognostickog markera za bolesnike s HCC-om, no u tom istraZzivanju nije pronadena
statisticki znacajna povezanost izmedu razine ekspresije N7F-3 i drugih karakteristika tumora
kao Sto su veli¢ina tumora, stupanj diferencijacije tumora, limfovaskularna invazija,
metastaze ili prisutnost ciroze jetre (104). U ovom istrazivanju nije pronadena ni veza izmedu
razine ekspresije NTF-3 i drugih laboratorijskih parametara u tumorskim stanicama, kao npr.
vrijednostima AST-a, ALT-a, bilirubina, albumina ili AFP-a.

Rezultati koji se odnose na ekspresiju gena MYBLI u ovom istrazivanju posebno su
zanimljivi. Gen MYBLI je protoonkogen, koji ima ulogu transkripcijskog faktora i poznat je i
pod imenom A-MYB. Ima vaznu ulogu u regulaciji razvoja tkiva dojke, Ziv€anog tkiva, B-
limfocita te spermatogeneze (116—121). Jedan je od gena koji pripadaju porodici gena MYB,
uz gen MYB (od eng. Myeloblastosis Proto-Oncogene) poznat i pod imenom C-MYB koji
sudjeluje u regulaciji proliferacije i1 diferencijacije stanica, posebno stanica koStane srzi,
zivCanih stanica te stanica sluznice debelog crijeva, kao 1 prezivljenja stanica i odrzavanja
homeostaze stanica (116-118, 122) te MYBL2 (poznat i pod imenom B-MYB) koji preko
retinoblastomskog tumorskog supresora (RB) i transkripcijskog faktora E2F sudjeluje u
proliferaciji stanica (117). MYBL2 usko je povezan s osi RB-E2F koja kontrolira
proliferaciju stanica. U normalnim uvjetima RB inhibira E2F transkripcijske faktore, dok
njihovo oslobadanje nakon fosforilacije RB-a dovodi do aktivacije ekspresije MYBL2 koji
regulira transkripciju gena uklju¢enih u DNA replikaciju 1 mitotsku progresiju, ¢ime
osigurava napredovanje stani¢nog ciklusa. U tumorskim stanicama, gubitak funkcije RB ili
trajna aktivacija E2F rezultira poviSenom ekspresijom MYBL2, §to pridonosi nekontroliranoj
proliferaciji 1 razvoju malignog fenotipa (117). Porodica proteina MYB sudjeluje u
diferencijaciji, proliferaciji 1 smrti stanica (116-118). lako su ovi gen eksprimirani u
razli¢itim organima, pojedini organi mogu eskprimirati viSe od jednog ¢lana ove porodice
(115).

Preko mjesta vezanja proteina MYB (MBS, od eng. MYB biding site), MYBLI djeluje
kao aktivator transkripcije (117, 118). Osim Sto ima ulogu aktivatora transkripcijskog faktora,
MYBLI1 moze suradivati i s drugim transkripcijskim faktorima ili krizno reagirati s njima, a
to mogu biti ¢lanovi porodice proteina CEBPs za vezanje pojacivaca (od eng. CAAT
enchancer binding protein) (118, 120, 123).

Uloga MYBLI u proliferaciji stanica je u pocetku istrazivana u hematopoetskom
sustavu, posebno B-limfocitima. U B-limfocitima koji se dijele, poput onih u germinativnim

centrima razina je proteina MYBL1 poviSena, dok je u B-limfocitima koji miruju, poput onih
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u primarnim folikulima, razina proteina MYBL1 snizena (118, 124) Sto je dokazano joS 1 u
stanicama Burkittovog limfoma u kojima su otkrivene visoke razine ekspresije MYBLI (120,
121, 124). U miseva koji su imali povecanu razinu ekspresije gena MYBLI je nadena
hiperplazija slezene i limfnih ¢vorova s umnozenim poliklonskim B-limfocitima (118, 121,
124). Gen MYBLI sudjeluje u regulaciji proliferacije i1 diferencijacije stanica, preko
interakcije s ciklinom A i ciklinom E sudjeluje fazi G1/S ciklusa stanica (118, 125). Njegova
transkripcijska aktivnost modulirana je fosforilacijom putem ciklin E/CDK2 i ciklin A/CDK2
kompleksa, $to se dogada u G1 i S fazi stani¢nog ciklusa. Ova fosforilacija izravno utjece na
sposobnost MYBL1 da regulira promotore ciljnih gena ukljucenih u proliferaciju, ¢ime se
ekspresija tih gena sinkronizira s napredovanjem stani¢nog ciklusa. MYBLI1 ne djeluje
izolirano, ve¢ je dio Sire mreze G1/S proteina gdje se njegova aktivnost nadovezuje na E2F-
posredovanu transkripciju (118, 125). Dok E2F inicira njihovu ekspresiju na pocetku G1/S,
MYBLI1 kroz fosforilacijsku kontrolu ciklin/CDK kompleksa odrzava i modulira njihovu
aktivnost u S-fazi, ¢ime se postize koordinirano napredovanje stanicnog ciklusa (118, 125).
Istodobno, MYBLI1 sudjeluje i u procesu diferencijacije odredenih tkiva (npr. spermatogenezi
i limfaticnom tkivu), povezujuéi proliferaciju s sazrijevanjem stanica (118, 125). Iz cega
proizlazi da MYBLI1 koji ne moze biti fosforiliran gubi sposobnost pravilne regulacije
ekspresije svojih ciljnih gena, $to pokazuje da je fosforilacija klju¢na za njegovu funkciju u
G1/S prijelazu (118, 125).

U analizi in silico uocCeno je da je ekspresija MYBLI bila znaCajno visa u uzorcima
tkiva pacijenata s HCC-om induciranog virusom u usporedbi s primarnim hepatocitima (Slika
9.). Medutim, rezultati ovog istrazivanja provedenog na uzorcima tkiva pacijenata s HCC-om
induciranog alkoholom pokazali su znacajno nizu ekspresiju MYBLI u tkivu HCC-a u
usporedbi s netumorskim tkivom jetre, kao i1 znac¢ajno nizu ekspresiju MYBLI u tkivu HCC-a
u usporedbi s ciroznim tkivom jetre (Slika 11.). Buduéi da je MYBLI ukljucen u regulaciju
proliferacije 1 diferencijacije stanica putem gore opisane interakcije s ciklinom A i ciklinom
E, posebice u fazi G1/S stani¢nog ciklusa (118, 125), nije neocekivano da bilo kakva
promjena u razini ekspresije MYBLI moZe wuzrokovati promjene u proliferaciji 1
diferencijaciji stanica (117). U tom kontekstu, rezultati ovog istraZivanja dobiveni iz uzoraka
pacijenata mogli bi se objasniti mogucom interakcijom izmedu miRNA-221 i mRNA
MYBLI, s obzirom na to da je pokazano kako su visoke razine miRNA-221 povezane s nizom
ekspresijom MYBLI u stanicama HCC-a (83, 88, 126).

Uloga MYBLI je u tumorigenezi izvan hematopoetskog sustava manje istrazena, sada

sve viSe istrazivanja koja su preusmjerila svoj fokus sa MYBLI na druge ¢lanove porodice
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MYB. Postoji jako malo istrazivanja o genu MYBLI 1 njegovoj ulozi u hepatocelularnom
karcinomu (100). Povisene razine ekspresije gena MYBLI pronadene su u stanicama HCC-a u
odnosu na stanice tkiva jetre uz tumor (62, 91). Istrazivanja su pokazala da povecana razina
ekspresije MYBLI gena, preko ANGPT2 dovodi do povecane vaskularizacije u tkivu
hepatocelularnog karcinoma (100). U ovom istrazivanju nije dokazana povezanost izmedu
razine ekspresije MYBLI gena i drugih obiljezja tumora, kao Sto su stupanj diferencijacije
tumora ili limfovaskularna invazija.

Osim povisene ekspresije u stanicama hepatocelularnog karcinoma, povisena razina
ekspresije MYBLI je do sada dokazana i u drugim tumorskim stanicama poput stanica tumora
dojke, Zlijezde slinovnice 1 glioma u djece (127-131).

Novija istrazivanja su pokazala i da postoji veza izmedu miRNA-221 i razine
ekspresije gena MYBLI (126, 131). U tkivu karcinoma dojke, u ¢ijim stanicama postoji
prekomjerna ekspresija receptora HER2 (od eng. Human epidermal growth factor receptor 2)
je promijenjena i razina miRNA-221. Povecana razina miRNA-221 dovodi do sniZene
ekspresije MYB-a i MYBLI koja dovodi do poveéane ekspresije TIMP2 (od eng. tissue
inhibitor of metalloproteinases 2). TIMP2 je regulator metaloproteinaza koji obicno Stiti tkivo
od pretjerane razgradnje, ali u tumorskim stanicama njegova poviSena razina moze
paradoksalno poticati migraciju 1 invaziju tumorskih stanica (131, 132). PoviSena razina
miRNA-221 u tumorskim stanicama hepatocelularnog karcinoma dovodi do snizene
ekspresije MYBL1 (83, 126).

U ovom istraZzivanju je pronadena statisticki znacajna korelacija izmedu razine
ekspresije NTF-3 1 MYBLI u stanicama HCC-a, ali ne i korelacija njihove ekspresije s
laboratorijskim parametrima, kao npr. vrijednostima AST-a, ALT-, bilirubina, albumina ili
AFP-a. Nisu pronadena druga istrazivanja koja su ispitivala vezu izmedu navedenih
parametara. Zanimljivo, prilikom procjene moguce korelacije izmedu ekspresije gena NTF-3
1 MYBLI u uzorcima tkiva pacijenata s HCC-om induciranog alkoholom, ciroznim tkivom i
netumorskim tkivom jetre, statisticki znaCajna pozitivna korelacija je pronadena samo u
skupini HCC-a. (Tablica 12.).

Prethodna istraZivanja pokazala su da povecana ekspresija NTF3 u tumorskim
stanicama nije posljedica genske amplifikacije niti pojacane promotorske aktivnosti, ve¢ je
vjerojatno povezana s epigenetskom regulacijom (npr. metilacija/demetilacija DNA) (107).

U tumorima u kojima je opazena povisena ekspresija gena MYBLI su nadene i
promjene u samom genu, a neke od njih su: fuzija gena MYBLI::NFIB, preuredenje MYBLI,
viSak ili manjak jednog alela MYBLI (128-130, 133).
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Mehanizmi zbog kojih dolazi do povecanja ekspresije gena NTF-3 i1 MYBLI u
tumorskim stanicama jednog organa ili do snizene ekspresije gena NTF-3 i MYBLI u
tumorskim stanicama drugog organa su jo§ nepoznati. Razli¢ita ekspresija u tumorskim
stanicama razliCitih organskih sustava jo§ dodatno otezava razumijevanje uloge gena NTF-3 i
MYBLI u mehanizmu nastanka tumora. I NTF-3 i MYBLI imaju klju¢ne uloge u stani¢nim
procesima poput proliferacije, diferencijacije i apoptoze, iako u razli¢itim kontekstima i
mehanizmima. NTF-3, primarno ukljuen u zivcani sustav, djelujuéi na receptore TrkC i
p75NTR, utjeCe na signalne putove PI3K/AKT i MAPK, koji imaju klju¢nu ulogu u
prezivljavanju i1 diferencijaciji stanica. S druge strane, MYBLI, kao transkripcijski faktor,
regulira stani¢nu proliferaciju kroz interakciju s ciklinima i drugim transkripcijskim
faktorima te sudjeluje u diferencijaciji stanica odredenih tkiva. Njihova potencijalna
povezanost mogla bi biti preko signalnog puta PI3K/AKT, koji je aktiviran vezanjem NTF-3
na receptor TrkC te je takoder ukljucen u regulaciju gena iz porodice MYB , ukljucujuci
MYBLI (21, 72, 82, 88, 100, 103, 105, 108, 118, 121, 125-130, 134—139). Ukljucenost ovog
signalnog puta u stani¢no prezivljavanje i proliferaciju sugerira da promjene u signalizaciji
NTF-3 mogu neizravno utjecati na regulacijske funkcije MYBLI, osobito u kontekstu
tumorigenezi, gdje su oba gena pokazala promijenjenu ekspresiju.

Razumijevanje medusobnog djelovanja izmedu signalizacije posredovane NTF-3 i
aktivnosti MYBLI moglo bi pruziti uvid u njihov zajednicki utjecaj na razvoj i progresiju
tumora. Mehanizmi koji dovode do povecane ekspresije NTF-3 1 MYBLI u tumorskom tkivu
jednog organa ili smanjene ekspresije u tumorskom tkivu drugog organa jo$ uvijek nisu
poznati. Medutim, u HCC-u se ¢ini da NTF-3 i MYBL1 uskladuju sloZenu regulacijsku mrezu
koja utjeCe na razliCite stani¢ne procese, ukljucujuci kontrolu diferencijacije 1 proliferacije

stanica, kao 1 apoptozu 1 migraciju stanica.
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6. Zakljudak

Izmedu tumorskih stanica HCC-a induciranog virusom i primarnih hepatocita
bioinformatickom analizom utvrdeno je 1448 prekomjerno i 515 smanjeno eksprimranih
gena, od kojih je, nakon usporedbe s genima reguliranim s miRNA-221, identificirano devet
gena od interesa: ANGPTL2, BBC3, BMF, MMPI, MYBLI, NTF-3, PLXNC1, RNF44 i
SUN2. MYBLI i NTF-3 su pokazali najznacajnije promjene ekspresije u usporedbi s

primarnim hepatocitima.

Analiza ekspresije gena NTF-3 u uzorcima ispitanika oboljelih od HCC-a induciranog
alkoholom nije pokazala statisticki znacajnu razliku u odnosu na cirozno i netumorsko tkivo

jetre.

U uzorcima pacijenata oboljelih od HCC-a induciranog alkoholom znac¢ajno je niza
ekspresija gena MYBLI u odnosu na cirozno tkivo kao i netumorsko tkivo jetre, dok nije
opazena statisticki znacajna razlika u ekspresiji MYBLI izmedu ispitanika s ciroznim tkivom i

netumorskim tkivom jetre.

Utvrdena je statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu NTF-3 i MYBLI u

stanicama HCC-a induciranog alkoholom.

Korelacija izmedu NTF-3 1 MYBLI u hepatocelularnom karcinomu odraZzava njihove
isprepletene uloge u regulaciji kljuénih stani¢nih procesa uklju¢enih u nastanak 1
napredovanje tumora. Daljnje razjasnjavanje molekularnih mehanizama koji leze u pozadini

njihove interakcije moglo bi pruZiti vrijedan uvid u patogenezu HCC-a.
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8. Zivotopis

Andreja Petrovi¢ rodena je 5. ozujka 1989. godine u Jajcu, BiH gdje je zavrsila
osonovnu i srednju Skolu. Studij medicine zavrsila je na Medicinskom fakultetu Sveucilista u
Zagrebu, gdje je diplomirala 2016. godine. Nakon zavrSetka pripravnickog staza i polozenog
drzavnog ispita, radila je kao lijecnica u obiteljskoj medicini te nastavila specijalisticko
usavrSavanje iz patologije i1 citologije u Klinickoj bolnici Merkur u Zagrebu. Tijekom
specijalizacije bila je ukljucena i u rad na Klini¢kom bolnickom centru Zagreb. Godine 2023.
polozila je strucni ispit 1 stekla naziv specijalistice patologije i citologije, a od iste godine
posjeduje 1 njemacku aprobaciju. U Njemackoj je radila na Institutu za opcu patologiju i
patolosku anatomiju Sveucili$ne klinike u Ko6lnu, a potom nastavila karijeru kao specijalistica
patologije u Centru za patologiju i citologiju (MVZ — ZPZ K&ln), u sklopu Amedes grupe.

Paralelno s klinickim radom, se bavi znanstvenim istrazivanjima iz podrucja
molekularne patologije, posebice u hepatocelularnom karcinomu. Doktorski studij upisala je
akademske godine 2019/2020 na Prirodoslovno-matematickom fakultetu SveuciliSta u
Zagrebu, na Odsjeku za biologiju.

Autorica je 1 koautorica znanstvenih radova objavljenih u medunarodnim ¢asopisima
te sudionica domacih i medunarodnih kongresa iz podrucja patologije i citologije.

Osim hrvatskog jezika, te¢no govori engleski i njemacki jezik.
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