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PROGNOSTICKI ZNACAJ EKSPRESIJE GENA ZA HISTON-DEACETILAZE KOD
PACIENTKINJA SA TROSTRUKO-NEGATIVNIM | HORMON RECEPTOR-POZITIVNIM
KARCINOMOM DOJKE

SAZETAK

U osnovi kancerogeneze nalazi se akumulacija razli¢itih genetickih i epigentickih promena.
Epigeneticki mehanizmi (metilacija DNK, modifikacija histona i nekodiraju¢e RNK) regulisu
¢elijski ciklus, metabolizam, DNK reparaciju i apoptozu. Trostruko-negativni karcinom dojke
(TNBC) se odlikuje odsustvom receptora za estrogen, progesteron i humani epidermalni faktor
rasta-2, HER2. KarakteriSe se agresivnom klinickom slikom i loSom prognozom, za razliku od
hormon receptor-pozitivhog, HER2-negativog (ER+PR+HER2-) koji se odlikuje manjom
agresivno$c¢u, boljom klinickom slikom i ve¢om stopom prezivljavanja. Narusena genska ekspresija
histon-deacetilaza predstavlja potencijalni biomarker toka i ishoda bolesti. Cilj studije je ispitati
povezanost ekspresije gena za histon-deacetilaze sa kliniCko-patoloSkim karakteristikama 1
prezivljavanjem ispitivanih pacijenata sa karcinomom dojke.

Studijsku grupu je ¢inila 61 pacijentkinja sa trostruko-negativnim, i 74 sa hormon receptor-
pozitivnim, HER2-negativnim karcinomom dojke. Analiza ekspresije SIRT1, SIRT3, SIRT6, SIRT7 i
HDACY gena je uradena metodom kvantitativnog PCR-a.

Rezultati su pokazali razli¢ite nivoe ekspresije SIRT1, SIRT3 i HDAC7 gena kod dve grupe
pacijenata. Utvrdena je povezanost snizene ekspresije SIRT1 i SIRT6 i loSeg prezivljavanja
pacijenata sa ER+PR+HER2-, i povecane SIRT3 ekspresije i loSeg preZivljavanja pacijenata sa
TNBC. Kod obe grupe je utvrdena povezanost povecane SIRT7 ekspresije i loSeg preZivljavanja.
HDACTY predstavlja negativan prediktivan parametar loseg prezivljavanja pacijentkinja sa TNBC.

Na osnovu dobijenih rezultata, zakljueno je da ekspresija ispitivanih gena zavisi od tipa
karcinoma dojke i ukazano je na potencijal daljih ispitivanja prognostickog i prediktivnog znacaja
ovih gena u TNBC i ER+PR+HER2- tipu karcinoma dojke.

Kljuéne re¢i: karcinom dojke, TNBC, ER+PR+HER2-, epigenetika, ekspresija gena, histon-
deactilaze, sirtuini

Nauéna oblast: Biologija

UZa naué¢na oblast: Genetika



PROGNOSTIC SIGNIFICANCE OF HISTONE-DEACETILASE GENES EXPRESSION IN
PATIENTS WITH TRIPLE-NEGATIVE AND HORMONE-RECEPTOR POSITIVE BREAST
CANCER

ABSTRACT

Accumulation of different genetic end epigenetic alterations is underlying the process of
cancerogenesis. Epigenetic modifications (DNA methylation, histone modification and ncCRNAS)
regulate cell cycle, metabolism, DNA reapir and apoptosis. Triple-negative breast cancer (TNBC) is
defined by absence of estrogen and progesterone receptors, and also receptor for human epidermal
growth factor-2, HER2. It is characterized by aggressive phenotype and poor prognosis, as opposed
to hormone receptor-positive, HER2-negative, less aggressive, with higher survival rates and better
prognosis breast cancer type. Aberrant expression of histone-deacetylase genes could be potential
biomarker for predicting outcomes and prognosis of breast cancer patients. The aim of this study
was to investigate association of histone-deacetylase genes expression with clinicopathological
characteristics and survival rates of breast cancer patients.

The study included 61 patients with triple-negative, and 74 with hormone receptor-positive,
HER2-negative breast cancer. Analysis of SIRT1, SIRT3, SIRT6, SIRT7 and HDAC7 genes
expression was evaluated by quantitative PCR method.

Results revealed different SIRT1, SIRT3 and HDAC7 genes expression levels in two group of
patients. It was shown association of low SIRT1 and SIRT6 expression and poor survival of
ER+PR+HER2- patients, and also SIRT3 overexpression and poor survival of TNBC patients.
SIRT7 overexpression was associated with poor survival in both examined group of breast cancer
patients. HDAC7 persisted as negative predcitive factor of poor survival of TNBC patients.

It has been concluded that expression levels of investigted genes depend on the molecular
subtype of breast cancer. It has been implicated that further research of potential significance of
these genes in TNBC and i ER+PR+HER2- breast cancer should be carried on.

Keywords: breast cancer, TNBC, ER+PR+HER2-, epigenetics, gene expression, histone-
deacetylases, sirtuins

Scientific field: Biology

Narrower scientific filed: Genetics



Lista skracenica

TNBC Trostruko-negativan karcinom dojke (eng. Triple-negative breast cancer)

HER2 Receptor za humani epidermalni faktor rasta 2 (eng. Human epidermal growth factor
receptor 2)

ER+ Estrogen receptor pozitivan

PR+ Progesteron receptor pozitivan

EGFR Receptor za epidermalni faktor rasta (eng. Epidermal growth factor receptor)

CNAs Promene u broju ponovaka (eng. Copy-number alterations)

TGFp TransformiSuéi faktor rasta beta (eng. Transforming growth factor beta)

RNK Ribonukleinska kiselina

ADP Adenozin-difosfat (eng. Adenosine diphosphate)

PARP Poli-ADP-ribozna polimeraza (eng. Poly (ADP-ribose) polymerase)
CDK4 Ciklin-zavisna kinaza 4 (eng. Cyclin-dependent kinase 4)

PI3K Fosfatidil-inozitol 3 kinaza (eng. Phosphoinositide 3-kinase)

DNK Dezoksiribonukleinska kiselina

DNMT1  DNK-metiltransferaza 1 (eng. DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1)
DNMT3A DNK-metiltransferaza 3A (eng. DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3A)

DNMT3B DNK-metiltransferaza 3B (eng. DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 beta)

HMT Histon-metiltransferza
HDM Histon-demetilaza
HAT Histone-acetiltransferaza

HDAC Histon-deacetilaza

SIRT Tihi regulator informacija 2 (eng. Silent mating type information regulation 2
homolog)

BER Bazni isecaju¢i mehanizam popravke (eng. Base excision repair)

NER Nukelotidni isecaju¢i mehanizam popravke (eng. Nucleotide excision repair)

HR Homologa rekombinacija



NHEJ Hehomologa rekombinacija spojenih krajeva (eng. Non-homologous end joining)
NF-kB Nukleusni faktor kB (eng. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
NAD+ (l:\leillif))tinamid dinukleotid

NADH Nikotinamid dinukleotid vodonik

ERa Receptor za estrogen alfa

HIF-1 a Inducibilni faktor hipoksije 1-alfa (eng. Hypoxia-inducible factor 1-alpha)

ATP Adenozin-trifosfat
EMT Epitelno-mezenhimska tranzicija (eng. Epithelial-mesenchymal transition)
MMP Matriksna metaloproteinaza (eng. Matrix metalloproteinases)

MnSOD  Mangan-superoksid dismutaza
SOD2 Superoksid dismutaza 2
0OGG1 8-oksoguanin glikozilaza
IDH2 Izocitrat dehidrogenaza

GLUT1 Glukozni transporter 1

TERT Reverzna transkriptaza telomeraze (eng. Telomerase reverse transcriptase)
RPS Ribozomski protein S

DNK Dezokskiribonukleinska kiselina

BLCB Karcinom dojke sli¢an bazalnom tipu (eng. Basal-like breast cancer)

rDNK Ribozomalna dezoksiribonukleinska kiselina
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Uvod

1. Uvod

1.1. Karcinom dojke

Karcinom dojke kod Zena predstavlja najéeS¢e maligno oboljenje 1 vodeci je uzrok smrtnosti
zena obolelih od karcinoma (1). Prema podacima iz 2020. godine, procenjeno je da je u svetu od
karcinoma dojke novoobolelo 2,3 miliona Zena, §to je 11,7% svih novootkrivenih pacijenta sa
nekom vrstom maligne bolesti. Stope incidencije karcinoma dojke su znacajno vecée u razvijenim
zemljama u odnosu na zemlje u razvoju, medutim stope smrtnosti Zena sa karcinomom dojke su
znacajno vece u zemljama u razvoju (17%) u odnosu na razvijene zemlje, Slika 1 (2). Visoka
ucestalost karcinoma dojke u razvijenim zemljama javlja se kao posledica visoke prevalence
hormonskih i reproduktivnih faktora rizika, ali i faktora rizika koji se odnose na zivotni stil zena iz
razvijenih podrucja, u odnosu na Zene iz zemalja u razvoju (2). Takode, veca ucestalost karcinoma
dojke u razvijenim zemljama se moze objasniti i boljom dostupnoscu dijagnosti¢kih metoda i
metoda skrininga za rano otkrivanje karcinoma dojke u odnosu na dostupnost istih u zemljama u
razvoju.

Stope smrtnost! kod mubkaraca

Pluta (93) Debelo crevo (5)
Prostata (48) Kapodi sackom (3)

N sotra (23) E20fagus (2) ke
Zehadac (10) Glavaiwrat (1)

°
°
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] setra(s)
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Zeludac (3)

Ezofagus (1)
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Slika 1. Raspodela stope mortaliteta usled pojave kancera po zemljama medu A) muskarcima i B)
zenama. Preuzeto i modifikovano: Sung i saradnici (2)

Faktori rizika za nastanak karcinoma dojke se mogu podeliti u tri kategorije: faktori spoljasnje
sredine, endokrini i geneticki faktori. Faktori spoljasnje sredine kao $to su povecana telesna masa,
kalori¢na ishrana, smanjena fizicka aktivnost, puSenje, ali i reproduktivni faktori poput rane
menarhe, odlaganja planiranja potomstva, izostanak laktacije i kasnija menopauza, u zna¢ajnoj meri
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Uvod

povecavaju rizik za nastanak karcinoma dojke (2). I1zlozenost jonizuju¢em zracenju, kancerogenim
materijama, povec¢ana konzumacija alkohola i virusne infekcije predstavljaju poseban vid faktora
rizika spoljaSnje sredine za razvoj karcinoma dojke (3).

Endokrini faktori rizika, odnosno endogeni i egzogeni hormoni, u velikoj meri uti¢u na pojavu i
razvoj kracinoma dojke. Brojne studije ukazuju na kumulativni efekat estrogena, a narocito
estradiola na epitelno tkivo dojke kao faktor rizika za nastanak neoplasti¢ne transformacije. Rana
menarha i kasna menopauza povecavaju broj ovulatornih ciklusa i time povecavaju nivo estrogena u
cirkulaciji. Kod Zena u postmenopauzi, glavni izvor estrogena predstavlja konverzija
androstendiona u estrogen u adipoznom tkivu, te gojaznost u ovoj starosnoj dobi povecava
produkciju estrogena i time znacajno doprinosi povecanju rizika za nastanak karcinoma dojke (3).
Sve vise studija upucuje na to da upotreba steroidnih hormona uti¢e na celijsku proliferaciju
povecéavajudi rizik za nastanak karcinoma dojke. Hormonske terapije, kao i oralni kontraceptivi su
dve najrasprostranjenije forme egzogenih hormona. Upotreba oralnih kontraceptivih sredstava i
hormonske terapije povecavaju rizik za nastanak karcinoma dojke kod Zena koje su trenutno na
terapiji ili su nedavno prekinule terapiju. Potvrdeno je da je rizik za razvoj karcinoma dojke
proporcionalan duzini vremena uzimanja hormonske terapije (3).

U osnovi kancerogeneze dojke, kao 1 ostalih tipova kancera, nalazi se akumulacija razli¢itih
genetickih promena, medu kojima su kljucni aktivacija protoonkogena i inaktivacija tumor-
supresorskih gena. Nasledna predispozicija za nastanak karcinoma dojke u velikoj meri povecava
rizik. Medutim, kod Zena koje imaju pojavu karcinoma dojke u familiji, manje od 30% slucajeva
ima identifikovanu geneticku mutaciju kao glavnog uzro¢nika patogeneze (4). U 25% slucajeva
naslednog karcinoma dojke, detektovana je mutacija u nekom od visoko penetrabilnih gena kao §to
su BRCA1, BRCA2, PALB2, PTEN, TP53, CDH1 i STK11 (4, 5). Mutacije u ovim genima
povecavaju rizik do 80% za nastanak karcinoma dojke tokom zivota. Dodatni rizik od 2-3% za
nastanak karcinoma dojke predstavljaju mutacije u genima umerene penetrabilnosti kao $to su
CHEK2, BRIP1i ATM (4).

1.1.1. Kilasifikacija karcinoma dojke

Klasifikacija karcinoma dojke mozZe biti bazirana na histoloSkom i1 na molekularnom nivou, a u
odnosu na bazalnu laminu dele se na invazivne i neinvazivne, odnosno in situ. Neinvazivni
karcinom dojke podrazumeva pojavu atipi¢nih ¢elija na mestu nastanka neoplasti¢ne transformacije
koje ne prelaze bazalnu laminu. Po mestu nastanka mogu biti duktalni karcinom in situ i lobularni
karcinom in situ. I jedan i drugi tip kancera dojke pokazuju tendenciju da vremenom predu u
invazivne tipove. Kod invazivnih tipova karcinoma dojke, atipi¢ne celije prolaze bazalnu laminu,
prozimaju okolno tkivo 1 imaju moguénost migracije u druge delove tela. U invazivne karcinome
dojke spadaju invazivni duktalni karcinom, invazivni lobularni, medularni, mucinozni, tubularni, a
mogucéi su i meSoviti tipovi karcinoma dojke (6).

Pored velike histoloske heterogenosti, karcinom dojke se odlikuje 1 molekularnom
heterogenos¢u. Na osnovu St. Galen molekularne stratifikacije, odnosno na osnovu
imunohistohemijske ekspresije estrogenskih i progesteronskih receptora, kao i receptora za humani
epidermalni faktor rasta - HER2, karcinom dojke se moze podeliti na pet razli¢itih podtipova:
luminalni A, luminalni B (HER2-), luminalni B (HER2+), HER2+, i trostruko-negativni karcinom
dojke (eng. Triple Negative Breast Cancer - TNBC) (7). Na osnovu genskih ekspresionih profila,
moguce je izvrsiti molekularnu klasifikaciju na luminalni A, luminlani B, HER2-bogati tip, i
bazalnom tipu sli¢an kracinom dojke (eng. Basal-Like Breast Cancer- BLBC) (8). TNBC i
bazalnom tipu sli¢an karcinom dojke se u izvesnoj meri preklapaju kako fenotipski, tako i na
osnovu ekpresionih profila. Neki autori smatraju da je TNBC zapravo najucestaliji podtip BLCB
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(9), dok po drugim autorima oko 70% TNBC pokazuje fenotip sli¢an bazalnom tipu, a 30% TNBC
tipa se fenotipski potpuno razlikuje od BLBC (10). Znacaj molekularne klasifikacije je u
personalizovanom pristupu leCenja pacijenata, odnosno u odabiru specifi¢ne terapije na osnovu
molekularnih obrazaca tumora.

Patogeneza karcinoma dojke je kompleksan, multifaktorijalan proces, regulisan razliitim
mehanizmima u razli¢itim stadijumima kancerogeneze. Heterogenost u histoloskoj i molekularnoj
klasifikaciji karcinoma dojke uti¢e na veliku varijabilnost klinicke slike, kao i na varijabilnost toka
bolesti i prezivljavanja pacijenata sa razliitim tipovima karcinoma dojke. Mnogobrojne studije koje
su se bavile ispitivanjima karcinoma dojke u poslednjih dvadesetak godina su doprinele velikom
napretku u razumevanju patogeneze, kao i napretku razvoja razli€itih terapeutskih strategija za
lecenje pacijenata obolelih od ovog maligniteta.

1.1.2. TNM Klasifikacija karcinoma dojke

U cilju postavljanja adekvatne dijagnoze kao i odabira optimalne strategije leCenja pacijenata sa
karcinomom dojke, pored histoloske i molekularne klasifikacije, neophodno je tumore stratifikovati
i na osnovu tzv. TNM Kklasifikacije. Ovaj vid klasifikacije se koristi jos od 40-ih godina proslog
veka i njome se opisuje anatomska proSirenost i stadijum tumora. TNM Kklasifikacija tumora se
odreduje na osnovu veli¢ine tumora (T), zahvacenosti limfnih ¢vorova (N) i prisutstva metastaza
(M). Ova klasifikacija se upostavlja fizikalnim pregledom i radioloskim ispitivanjima (11).

Na osnovu veli¢ine tumora, tumori se mogu razvrstati u tri kategorije. T1 kategoriju obuhvataju
tumori veli¢ine manje od 2cm, T2 tumori veli¢ine izmedu 2 1 S5cm, dok T3 kategoriju ¢ine tumori
veli¢ine ve¢e od Scm. Posebnu T4 kategoriju ¢ine tumori bilo koje veli¢ine, ali kod kod kojih je
doslo do invazije na zid grudnog kosa ili kozu, odnosno inflamatorni tip karcinoma (11).

U odnosu na to da li su se metastaze proSirile na regionalne limfne ¢vorove, nodalni status
tumora se moze definisati kao NO, kada nisu detektovane metastaze u okolnim limfnim ¢vorovima,
ili N1, ukoliko postoje metastaze u okolnim limfnim ¢vorovima. U zavisnosti od broja zahvaéenih
limfnih ¢vorova kao i veli¢ine metastaza, tumori mogu biti kategorisani kao N1, N2 i N3 (12).

Uzimajucéi u obzir postojanje distalnih metastaza, tumori se mogu klasifikovati kao MO ili M1.
MO tumori su oni kod kojih nisu klini¢ki i radioloski detektovane metastaze, dok su M1 tumori oni
kod kojih je detektovano prisustvo udaljenih metastaza (13).

Pored TNM Kklasifikacije, bitan parametar pri determinisanju dijagnoze i prognoze onkoloskih
pacijenata je i odredivanje histoloskog gradusa tumora. Histoloski gradus tumora se odreduje na
osnovu stepena diferenciranosti tumora i razlikuju se tri gradusa tumora. G1 histoloski gradus se
odnosi na najdiferenciraniji tip tumora i odlikuje se najboljom prognozom. G2 histoloski tip se
odlikuje manjim stepenom diferencijacije i loSijom prognozom, dok se G3 gradus odlikuje
najmanjim stepenom diferencijacije i najnepovoljnijom prognozom (14).

1.1.3. Trostruko-negativni karcinom dojke

Trostruko-negativni karcinom dojke je molekularni tip karcinoma dojke definisan odsustvom
receptora za estrogen, progesteron i receptora za humani epidermalni faktor rasta-2, HER2 (ER-PR-
HER2-). Njegova zastupljenost medu svim molekularnim tipovima karcinoma dojke je 12-17%.
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Narocito je zastupljen medu Zenama Spanskog i africkog porekla, a incidenca pojave bolesti je
karakteristi¢na za Zene u pre-menopauzi (15). Prema histoloskoj klasifikaciji, ve¢ina TNBC tumora
je po tipu invazivnog duktalnog karcinoma (15). KarakteriSe se ranim pocetkom bolesti, visokim
rizikom za pojavu metastaza i lo§im petogodi$njim prezivljavanjem (16).

lako zaseban molekularni tip karcinoma dojke, TNBC se odlikuje velikim diverzitetom u
pogledu geneti¢kih obelezja, transkriptoma, histologije, ali i klinicke manifestacije (17). Geneti¢ka
heterogenost TNBC se opisuje velikom nestabilno$¢u genoma, visokom mutacionom stopom,
strukturnim rearanzmanima i kompleksnim obrascima promena u broju ponovaka (eng. Copy
Number Alterations - CNASs) (18). Najcesc¢e se somatske mutacije u TNBC tumorima deSavaju u
genima TP53 i PIK3CA, a nesto rede u genima PTEN, RB1, NF1, BRCA1, BRCA2, ERBB4 i ALK
(18). Skoro 30% TNBC tumora ima prisutnu germinativnhu mutaciju u BRCA1 genu (19).
Fenotipska slicnost TNBC tipa kancera dojke i kancera dojke povezanih sa mutacijama u BRCA1
genu odrazava se u loSoj prognozi ovih pacijenata. Medutim, i pored velike fenotipske sli¢nosti,
veliki broj TNBC tumora ipak nema mutaciju u BRCA1, te se pretpostavlja da kod odredenog broja
TNBC dolazi do epigenetickog utisavanja BRCAL gena (20).

Razvoj metastaza kod TNBC tipa je kompleksan proces koji u svojoj osnovi ima visestruke
geneticke 1 epigenetiCke promene, procese proliferacije, angiogeneze, invazije, intravazacije,
lokalizacije u udaljenim organima, ekstravazacije i prezivljavanje u cirkulaciji, Slika 2 (21).
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Slika 2. Koraci u procesu formiranja metastaza. Preuzeto i modifikovano: Al-Mahmud i saradnici, 2018
(22)

Diseminovane ¢elije koje u cirkulaciji ili distalnim organima prezive proapoptotske signale,
mogu ostati u dormantnom stanju ili formirati mikrometastaze koje su obi¢no teSke za detekciju 1
mogu pokazivati rezistentnost na hemioterapiju (23). lako je primetan veliki napredak u
razumevanju procesa inicijacije karcinoma dojke, molekularni mehanizmi i signalni putevi koji se
nalaze u osnovi metastatske diseminacije su jo§S uvek nerazjasnjeni. Pretpostavlja se da ¢e nova
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saznanja o ovim procesima dati znacajan doprinos razvoju efikasnog tretmana u lecenju TNBC
pacijenata.

S obzirom da pacijenti sa TNBC tipom ne mogu biti tretirani konvencionalnom endokrinom
terapijom, niti terapijom koja targetuje HER2 receptor, klinicki ishod ovih pacijenata je veoma los.
Takode, karakteristiCna je i povecana ekspresija receptora za epidermalni faktora rasta (eng.
Epidermal Growth Factor Receptor - EGFR), koja doprinosi pojavi rezistencije na konvencionalu
hemioterapiju (22). Inovativni pristup leCenju TNBC pacijenata predstavlja upotrebu malih
interferiSu¢ih RNK (siRNAs) metodama nanotehnologije, kao supresora EGFR u kombinaciji sa
monoklonskim antitelima (22). Brojne klini¢ke studije su trenutno usmerene ka pronalazenju
adekvatnog terapeutskog pristupa za leCenje TNBC pacijenata. Neki od signalnih puteva koji su
targetovani inovativnim potencijalnim terapijama kod TNBC tipa kancera su:

e Notch signalni put, povezan sa ¢elijskom proliferacijom i diferencijacijom;

e Hedgehog signalni put, povezan sa invazijom c¢elija kancera, metastazama i
rezistencijom na terapiju;

e TGFp signalni put, povezan sa stimulacijom formiranja metastaza;

e Wnt/B-katenin signalni put, povezan sa stimulacijom epitelno-mezenhimske
tranzicije (24).

Pored navedenih, rastuci je broj ispitivanja inhibitora poli (ADP-riboza) polimeraze (PARP),
mTOR i EGFR inhibitora. Dodatno, ispituju se i epigeneticki lekovi, koji se prevashodno zasnivaju
na inhibitorima histon-deacetilaza, i malih nekodiraju¢ih RNK (24, 20).

1.1.4. Hormon receptor-pozitivan karcinom dojke

Za razliku od TNBC-a, hormon receptor-pozitivan, HER2 negativan tip karcinoma dojke
(ER+PR+HER2-) se odlikuje manjom agresivno$c¢u, boljom klinickom slikom i ve¢om stopom
prezivljavanja (15). Karakteristi¢na je velika ucestalost kod Zena u post-menopauznom statusu (15).
Ovaj tip karcinoma dojke je najceS¢e zastupljen u poredenju sa ostalim molekularnim tipovima.
Oko 80% svih tipova karcinoma dojke imaju eksprimirane hormonske receptore za estrogen i
progesteron i na molekularnom nivou su klasifikovani kao luminalni A ili luminalni B tip.
Luminalni A tip nema eksprimiran HER2 i odlikuje se niskim nivoom proliferacije (Ki-67<14%),
dok luminalni B tip moze biti i HER2-negativan i HER2-pozitivan i odlikuje se nesto vi§im nivoom
proliferacije (Ki-67>14%). Prisustvo hormonskih receptora i HER2 predstavlja prognosticke i
prediktivne biomarkere, sa ulogom u determinaciji terapeutskog pristupa.

Ekspresija estrogenskog receptora je najvaznije obelezje hormon receptor-pozitivnog karcinoma
dojke. Estradiol, kao vazan mitogen kod ER+ karcinoma dojke, vezujuci se za svoj estrogenski
receptor formira transkripcioni kompleks koji inicira signalne puteve koji stimulisu Celijski rast i
prezivljavanje (25). Transkripcioni target estrogenskog receptora je ciklin D1, koji se vezuje za
ciklin-zavisne kinaze CDK4 i CDK6, koje fosforilisuci retinoblastoma protein u¢estvuju u inicijaciji
S faze Celijskog ciklusa. Takode, indukcijom c-Myc ekspresije stimuliSe se CDK4 aktivnost i
inicijacija S faze celijskog ciklusa (25). lako pacijenti sa ER+ tipom kancera dojke pokazuju dobru
prognozu, kod oko 30% pacijenata ¢e do¢i do pojave relapsa uprkos adjuvantnoj endokrinoj terapiji
(26).

Progesteronski receptor je eksprimiran kod vise od 50% ER+ kancera i moduliSe aktivnost
estrogenskog receptora. Naime, u prisustvu liganada, progesteronski receptor interaguje sa
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estrogenskim receptorom pospeSujuci transkripciju gena povezanih sa dobrim klinickim
parametrima (27), stoga predstavlja biomarker boljeg prezivljavanja pacijenata sa ovim tipom
karcinoma dojke. Progesteron takode inhibira rast tumora indukovanih ER-ekspresijom (27).

Humani epidermalni receptor 2 (HER2), vazan molekularni marker za klasifikaciju karcinoma
dojke, dimerizacijom inicira RAS/MAPK, PI3K/Akt i STAT signalne puteve, stimuliSuci Celijsku
proliferaciju, migraciju, adheziju i prezivljavanje (28). Upravo nedostatak HER2 ekspresije kod
ER+PR+HER2- tipa karcinoma dojke, znacajno doprinosi boljoj klinickoj manifestaciji i ishodu
pacijenata sa ovim tipom karcinoma dojke.

1.2. Epigenetika kancera

Kancer je oboljenje heterogene etiologije, u ¢ijoj osnovi patogeneze se nalazi akumulacija
genetickih i epigenetickih promena. Jedna od glavnih molekularnih karakteristika kancera je
svakako promena genske ekspresije, koja za posledicu ima naruSavanje signalnih puteva
homeostaze. Kancerogeneza se odlikuje pojavom vise razli¢itih kancer-specifi¢nih dogadaja: stalna
signalizacija za proliferaciju, izbegavanje Celijske smrti, izbegavanje supresije rasta, replikativna
besmrtnost, inflamatorni odgovor, deregulacija energetskog metabolizma, genomska nestabilnost,
indukcija angiogeneze (29). Pokretanje ovih kancer-specifi¢nih odlika moze biti indukovano kako
mutacijama i hromozomskim aberacijama, tako i epigenetickom regulacijom, $to za posledicu ima
promenu ekspresije gena koji se nalaze u osnovi ovih fenotipskih karakteristika.

Epigeneticke modifikacije predstavljaju stabilne i nasledne promene genske ekspresije koje ne
ukljuéuju promenu primarne DNK sekvence (30). Epigeneticki mehanizmi su prisutni i neophodni
za normalan razvoj i odrzavanje ¢elijske homeostaze i funkcije organizama. U fizoloSkim uslovima
epigeneticke modifikacije se nalaze u osnovi inaktivacije X hromozoma, genomskog imprintinga,
utiSavanja ponavljaju¢ih DNK sekvenci, regulaciji odrZzavanja genomske strukture i1 pravilnoj
ekspresiji gena (31). Kao i geneticke promene, razlicite epigeneticke promene u malignoj celiji
doprinose razvoju celijske sposobnosti nekontrolisanog rasta, jednom od glavnih fenotipskih
obeleZja maligne Celije.

Efekat epigenetickih modifikacija u procesu kancerogeneze, ogleda se u regulaciji transkripcije
onkogena i tumor-supresorskih gena, ¢iji produkti imaju ulogu u regulaciji Celijskog ciklusa,
metabolizmu, popravci DNK osteCenja, imunskom odgovoru, celijskom prezivljavanju i
programiranoj c¢elijskoj smrti. Za Celije kancera karakteristi¢na je aktivacija protoonkogena, kao 1
utiSavanje tumor-supresorskih gena epigenetickim mehanizmima, kao Sto su DNK metilacija,
modifikacija histona i RNK interferencija, Slika 3.
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Slika 3. Epigeneticke modifikacije u kancerskoj celiji: hipermetilacija promotora tumor-
supresorskih gena, demetilacija i deacetilacija histona i posttranskripciona regulacija onkogena i
tumor-supresorskih gena od strane nekodiraju¢ih RNK. Preuzeto i modifikovano: Roberti i saradnici,
2019 (32)

1.2.1. DNK metilacija

DNK metilacija se smatra kljuénim regulatornim mehanizmom tokom procesa razvica, celijske
diferencijacije 1 odrZzavanja tkivne homeostaze. Povezana je sa brojnim fizioloskim procesima kao
§to su inaktivacija X hromozoma, genomski imprinting, tkivno specificna genska ekspresija,
hromozomska stabilnost, represija transpozona, starenje, ali 1 sa patoloSkim stanjima kao §to je
kancer. DNK metilacija se definiSe kao reakcija dodavanja metil grupe na C-5 poziciju citozina,
¢ime nastaje S5-metilcitozin (5mC) i katalizovana je pomoc¢u enzima DNK metiltrasferaza (eng.
DNA Methyltransferases - DNMTS).

Tri enzima su uklju¢ena u proces DNK metilacije: DNMT1 sa snaznim afinitetom za hemi-
metilovanu DNK, metiluje CpG dinukleotide u novosintetisanim lancima DNK na osnovu prisustva
metilacije na komplementarnim DNK lancima. DNMT3a i DNMT3b su odgovorne za de novo
DNK metilaciju. Kod sisara, DNK metilacija se gotovo iskljuivo deSava u okviru CpG
dinukleotida koji se inace nalaze po celom genomu, ali manje od 10% se nalazi u okviru tzv. CpG
ostrvaca lociranih u 5’ regionu veéine sisarskih gena. Proces de novo metilacije nije karakteristika
samo germinativnih ¢elija 1 ranog embrionskog razvica, ve¢ se deSava i u adultnim somatskim
¢elijama. Tokom procesa starenja, ali i kod neoplasti¢no transformisanih ¢elija, veliki broj humanih
CpG dinukleotida biva progresivno metilovan. Kada se deSava u okviru promotora, DNK metilacija
obi¢no dovodi do transkripcionog utiSavanja. Metilovani citozin moze dovesti do regrutovanja
regulatornih proteina i kroz interakciju sa histon-deacetilazama ili onemogucavanjem vezivanja
transkripcionih faktora i drugih transkripcionih regulatornih proteina, posredovati u transkripcionoj
represiji (32).
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Do sada su poznate promene u tri razli¢ita tipa metilacionih dogadaja povezanih za onkogenim
fenotipom celije. To su tzv. globalna hipometilacija kancerskog genoma, hipermetilacija promotora
tumor-supresorskih gena i direktna mutageneza 5mC usled deaminacije, UV radijacije ili uticaja
drugih kancerogena (33). Ove promene se generalno de$avaju simultano u celiji, doprinoseci
kancerogenezi, $to sugeriSe da je izmenjena homeostaza epigeneticke regulacije bitna za evoluciju
kancera.

U malignim ¢elijama, verovatno najraniji proces je tzv. globalna hipometilacija genoma celija
kancera. U normalnim ¢elijama procenat metilovanih CpG dinukleotida van regiona promotora
iznosi 80%, dok kod malignih ¢éelija taj procenat iznosi 40-60% (33). lako posledice ovog fenomena
jos uvek nisu potpuno razjasnjene, globalna demetilacija potencijalno doprinosi genomskoj
nestabilnosti 1 povecava hromozomsku fragilnost, ucestalost hromozomskih aneuploidija i
mutacionu stopu, $to sve doprinosi inicijaciji kancerogeneze (33). Smanjenje DNK metilacije moze
biti pradeno aktivacijom transkripcije kako protoonkogena, tako i ponavljaju¢ih sekvenci i
transpozona. Aktivacija transkripcije ponavljajuc¢ih sekvenci i transpozona poveéava mogucénost
rekombinacije kako u nivou tzv. ,,hot spot “ mesta, tako i u blizini protoonkogena uti¢uci na njihovu
aktivaciju (34). Aktivacija transpozona zna¢ajno povecava mutacionu stopu.

Hipermetilacija CpG ostrvaca u nivou promotora tumor-supresorskih gena je povezana sa
transkripcionim utiSavanjem ovih gena, odnosno predstavlja alternativni mehanizam mutacionoj
inaktivacji ovih gena. Najée$¢e metilovani promotori su kod tumor-supresorskih gena RB, pl6,
MLH1 i BRCAL (35). Kod familijarnih kancera, za koje su karakteristi¢ne mutacije u germinativnim
linijama, hipermetilacija promotora obi¢no predstavlja drugi dogadaj Knudsonove ,,two-hit*
hipoteze, kojim se inaktiviSe druga kopija ovih gena (36).

5mC modifikacija povecava ucestalost spontane mutageneze, ali takode uti¢e i na indukovanu
mutagenezu usled delovanja UV radijacije 1 razliitih kancerogena. Primer spontane mutageneze
5mC je mutacija prisutna u TP53 genu, kod kojeg je u ¢ak vise od 50% od svih mutacija upravo
mutacija u nivou metilacije citozina (37). Metilacija C5-citozina povecava moguénost hidroliticke
deaminacije, ¢ime nastaje timin. Mehanizmi popravke DNK su manje efikasni za popravku
pogresno sparenih baza u slucaju kad je uzrok takve mutacije deaminacija .

Tacan mehanizam kojim se DNMT transferaze regrutuju kako bi katalizovale proces metilacije
DNK jo$ uvek nije potpuno rasvetljen. Kao jedan od mogucih nacdina je kooperacija sa drugim
epigenetickim mehanizmima, a naro¢ito sa histon-deacetilazama koje predstavljaju senzore
metabolickog, ali i genotoksi¢nog stanja celija. Svakako, aberantni metilacioni obrasci predstavljaju
potencijalne biomarkere za detekciju i pracenje progresije kancera.

1.2.2. Modifikacija histona

U eukariotskim celijama, hromatin je organizovan na nivou nukleozomskih jedinica. Svaki
nukleozom se sastoji od pozitivno naelektrisanih histonskih oktamera kojeg ¢ine histoni H2A, H2B,
H3 i H4 i negativno naelektrisane DNK duzine 147bp koja 1,7 puta okruzuje histonski oktamer.
Histon H1 predstvalja ,,linker DNK veli¢ine 10-80bp koja razdvaja susedne nukleozome.
Nukleozomi formiraju hromatinska vlakna koja formiraju hromozome. N-terminalni region
histonskih proteina u okviru nukleozoma, na tatno odredenim aminokiselinskim ostacima moze
imati razliCite posttranslacione kovalentne modifikacije, kao S§to su: metilacija, acetilacija,
ubikvitinacija, sumoilacija i fosforilacija. Ove posttranslacione kovalentne modifikacije histona
uticu na strukturu hromatina i posledi€no na transkripciju gena, i time predstavljaju vazne
epigeneticke markere (38).
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Za razliku od DNK metilacije, modifikacije histona mogu rezultovati bilo aktivacijom bilo
represijom transkripcije, a sve u zavisnosti od tipa histonske modifikacije, ali i od aminokiselinskog
ostatka u okviru histona na kojoj se vrsi kovalentna modifikacija. Metilacija histona se moze
odigrati na aminokiselinskim ostacima arginina ili lizina. Arginin moze biti mono- i dimetilovan,
dok lizin moze biti mono-, di- i trimetilovan. Proces transfera metil grupe sa S-adenozilmetionina
katalizuju enzimi histon-metiltrasferaze (HMT). Metilacija histona je reverzibilan proces, a
mehanizam uklanjanja metil grupe sa histona katalizuju enzimi histon-demetilaze (HDM) (39).
Razli¢iti metilacioni obrasci histona imaju razliCiti efekat na gensku regulaciju. Na primer,
trimetilacija lizina na histonu H3 (H3K4me3) i dimetilacija arginina na histonu H4 (H4R3me2)
povezane su sa transkripcionom aktivacijom gena, dok je metilacija H3K9me2, H3K9me3 i
H3K27me3, povezana sa transkripcionim utiSavanjem gena (40). Osim pomenutih lokacija,
metilacija histona se jos moze naci na pozicijama H3K36, H3K79, i H4K20 (41).

-----

ostacima lizina. Reakciju dodavanja acetilne grupe sa acetil-CoA na N-terminalni rep lizina
katalizuju enzimi histon-acetiltrasferaze (HAT). Acetilacija smanjuje pozitivno naelektrisanje
histona, smanjujuci interakciju histona i negativno naelektrisanog molekula DNK, $to za posledicu
ima stvaranje relaksirane strukture hromatina. Formiranje relaksiranog hromatina, odnosno
euhromatina omogucava pristup proteinima traskripcione masinerije 1 aktivacijom transkripcije
povecava ekspresiju gena.

Odnos acetilacije i decatilacije je klju¢an za odrzavanje stabilnosti i integriteta hromatina (38).
Uklanjanje acetilnih grupa sa lizina katalizuju enzimi histon-deacetilaze (HDAC). Deacetilacija
lizina dovodi do poveéanja pozitivnog naelektrisanja histona, i ¢vrsée interakcije izmedu pozitivno
naelektrisanih histona i negativno naelektrisanog molekula DNK, odnosno uti¢e na kompaktnost
hromatina. Usled povecanja kompaktnosti hromatina, smanjuje se dostupnost DNK molekula
enzimima i transkripcionim faktorima koji ucestvuju u procesima transkripcije, tako da histon-
deacetilaze indukuju transkripcionu represiju, Slika 4.

Acetilacija se najce$¢e odvija na N-terminalnim domenima lizina u okviru pozicija H3KO9,
H3K14, H3K18, H3K23 i H4K5, H4K8, H4K12, i H4K16 (31). Generalno, acetilacija histona je
karakteristiéna za transkripciono aktivne regione hromatina. Acetilacije H3K9ac, H3Kd4ac i
H4K16ac imaju definisane uloge u regulaciji hromatinske strukture i narocCito su zastupljene u
transkripciono aktivnim genima. Deacetilacija histona na ovim pozicijama predstavlja vazno
epigeneticko obeleZje humanih kancera. Smanjen nivo H3K9ac povezan je sa progresijom tumora 1
loSim klini¢kim ishodom pacijenata sa karcinomom dojke, dok je gubitak H4K16ac pronaden u ¢ak
78,9% slu€ajeva karcinoma dojke 1 pretpostavlja se da bi ova alteracija mogla da predstavlja rani
znak kancerogeneze karcinoma dojke (42, 40).

Transkripciona aktivacija
A A)

A
A) .@) @\ Y, A)

/ Heterohromatin
m rorcp

A A Y
L3 e

-m.,n_[— x ; l
® Histon
Transkripciona represija /

o A
A

A

Euhromatin

Slika 4. Uticaj acetilacije histona na strukturu hromatina. Preuzeto i modifikovano: Chuang i saradnici,
2009 (43)
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Fosforilacija histona se desava na H3S10, dok se ubikvitnacija desava na histonima H2A i H2B
i imaju ulogu u popravci DNK ostecenja, mitozi i odrzanju genomskog integriteta (39). Greske u
regulaciji histon-metiltransferaza i histon-demetilaza su povezane sa brojnim kancerima,
ukljucujuéi i karcinom dojke, prostate, plu¢a i mozga (44).

Specifi¢ni obrasci histonskih modifikacija su karakteristi¢ni za razliite tipove kancera i mogu
se potencijalno koristiti kao prediktivni markeri klinickog ishoda. Odredivanje kancer-specifi¢cnog
obrasca histonskih modifikacija moglo bi da doprinse razvoju ciljane epigeneticke terapije. Kada je
u pitanju le¢enje humanih maligniteta, poseban fokus klini¢kih studija je usmeren na ispitivanje
inhibitora DNK-metiltransferaza i histon-deacetilaza, sa velikim potencijalom za uspostavljanje
personalizovanih terapeutskih strategija u leCenju ovih oboljenja.

1.2.3. Nekodiraju¢e RNK

Nekodirajuée RNK predstavljaju vazne modulatore genske ekpresije kako na
posttranskripcionom, tako i na posttranslacionom nivou (32). One se ne mogu translatirati u
funkcionalne proteine, te je njihova uloga regulatorna. U nekodirajuée RNK spadaju transportne
RNK (tRNK), ribozomalne RNK (rRNK), male nukleolarne RNK (snoRNKs), duge nekodirajuce
RNK (IncRNK) i mikro RNK (miRNK).

Od navedenih tipova nekodiraju¢ih RNK molekula, do sada su najbolje prouc¢ene mikro RNK.
miRNK su mali nekodiraju¢i RNK molekuli veli¢ine oko 18-22 nukleotida, koji predstavljaju vazne
regulatore brojnih bioloskih procesa (proliferacije, diferencijacije i apoptoze) (35). Ovi molekuli
reguliSu ekspresiju ciljnih gena na posttranskripcionom nivou. miRNK specificno prepoznaju
sekvence u okviru 3’ netranslatirajuceg regiona ciljne iRNK, dovode¢i do njene degradacije ili do
inhibicije translacije. Broj identifikovanih miRNK kao i njihovih iRNK targeta se svakodnevno
povecava.

Brojne studije pokazuju promene u ekspresionim obrascima razli¢itih miRNK tokom procesa
kancerogeneze. U zavisnosti od ciljnih iRNK, miRNK mogu imati regulatornu ulogu i kao
onkogeni i kao tumor-supresori. Povecane ekspresije miR-10b, miR-26a, miR-146a i miR-153
povezane su sa transkripcionim utiSavanjem BRCAL gena kako kod TNBC tipa karcinoma dojke,
tako i kod ER+PR+HER2- tipa (45), dok miR-200a, miR-200b i miR-200c regulisu proces epitelno-
mezenhimalne tranzicije, vaznog koraka za inicijaciju metastaza (20).

1.3. Histon-deacetilaze

Na osnovu homologije sa histon-deacetilazama kvasca, do sada je identifikovano 18 humanih
histon-deacetilaza, koje su na osnovu filogenetickih analiza, ¢elijske lokalizacije i bioloske funkcije
podeljene u cCetiri klase. Prva klasa HDAC deli homologiju sa transkripcionim regulatorom kvasca
Rpd3, lokalizovana je u jedru i nju ¢ine HDACI, 2, 3 i 8 (46). Histon-deacetilaze ove klase najcesce
svoju aktivnost ispoljavaju u okviru kompleksa sa drugim proteinima koji moduliSu njihovu
aktivnost i olakSavaju regrutaciju i vezivanje za molekul DNK (46). Klasa Il HDAC pokazuje
homologiju sa Hdal i obuhvata HDACA4, 5, 6, 7, 9 i 10. Moze biti lokalizovana i u citoplazmi i u
jedru, odnosno pored deacetilacije histona, ima ulogu u deacetilaciji nehistonskih proteina. Klasu 111
HDAC predstavljaju NAD+ (nikotinamid adenin dinukleotid) zavisne histone-deacetilaze koje
pokazuju homologiju sa proteinom kvasca SiR2, te se nazivaju sirtuini i mogu biti lokalizovani
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kako u jedru tako 1 u citoplazmi. Klasa sirtuina sadrzi sedam ¢lanova i to su SIRT1, 2,3,4,5,617.
Poslednju IV klasu HDAC ¢ini HDAC11 (46).

Kako je ve¢ reCeno, primarna uloga histon-deacetilaza je uklanjanje acetilne grupe sa N-
terminalnih regiona lizina u okviru specifi¢nih pozicija na histonskim proteinima ¢ime se povecava
jaCina jonskih interakcija izmedu pozitivnho naelektrisanih histona i negativno naelektrisanog
molekula DNK. Stvaranje kompaktne hromatinske strukture onemogucava pristup RNK polimerazi,
kao i transkripcionim faktorima ¢ime dolazi do inhibicije ekspresije gena. Regulacija genske
ekspresije na nivou acetilacije/deacetilacije histona je jedan od najbitnijih nacina regulacije genske
ekspresije kod eukariota. Nedostatak ravnoteze u delovanju histon-acetilaza i histon-deacetilaza
moze dovesti do aberantne ekspresije odredenih gena Sto za posledicu moze imati nestabilnost
genoma, ali i poremecaje u regulaciji ¢elijskog ciklusa, apoptoze i odrzavanja homeostaze.

Aberantna ekspresija histon-deacetilaza je povezana sa brojnim malignitetima, kako
hematoloskim tako i kod solidnih tumora. Ta¢an mehanizam kojim HDAC reguliSu proces
kancerogeze je veoma heterogen. Iako je u vecini slu¢ajeva povecana ekspresija histon-deacetilaza
povezana sa lo§ijom prognozom onkoloskih pacijenata, u nekim sluc¢ajevima je pokazano da histon-
deactilaze mogu imati i ulogu u supresiji kancerogeneze (47). Osim deacetilacije histona, i
regulacije ekspresije na transkripcionom nivou, HDAC mogu deacetilovati i nehistonske proteine
reguliSuci njihovu aktivnost na posttranslacionom nivou. Poznato je da deacetilacijom kako histona,
tako i nehistonskih supstrata u celijama kancera, histon-deacetilaze su ukljucene u regulaciju
¢elijskog ciklusa, metabolizma, popravke DNK osteCenja, apoptoze, autofagije, angiogeneze,
metastaza i drugih celijskih procesa (47), Slika 5.

Upotreba inhibitora histon-deacetilaza za sada pokazuje pozitivne efekte samo u slucaju
hematoloskih maligniteta, dok su rezultati primene u lecenju solidnih tumora jo§ uvek prili¢no
skromni. Najve¢a mana primene inhibitora histon-deacetilaza (HDACI) je njihova velika toksi¢nost,
ali i nespecifi¢nost, jer pored toga $to mogu reaktivirati tumor-supresore, takode mogu dovesti i do
aktivacije protoonkogena. lako je druga generacija HDAC inhibitora pokazala bolje
farmakodinamicke i farmakokineticke karaktersitike, trenutno najveéi potencijal se nazire u
upotrebi specificnih HDAC inhibitora.
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Slika 5. Uloga histon-deacetilaza u regulaciji razli¢itih stadijuma kancerogeneze. Preuzeto i
modifikovano: Li i Seto, 2016 (47)

1.3.1. HDACTY i kancer

Histon-deacetilaza 7 (HDAC7) pripada Il klasi histon-deactilaza. Gen za HDAC7 mapiran je na
hromozomu 12q13.11 i kodira protein veli¢ine 102kDa sa celijskom lokalizacijom kako u jedru,
tako i u citoplazmi. Svojim N-terminalnim domenom, HDAC7 se vezuje za transkripcione faktore
reguliSuc¢i njihovu aktivnost. U odgovoru na specificne signale u celiji, dolazi do fosforilacije
HDACY7, ¢ime se prekida njegova interakcija sa transkripcionim faktorima, a enzim se translocira u
citoplazmu. Karakteristi¢na je manja katalitiCka aktivnost HDAC7 u poredenju sa drugim histon-
deacetilazama (48).

Ekspresija HDAC7 je tkivno i vremenski-specificno regulisana. Pove¢an nivo HDAC7
ekspresije je potvrden u tkivu sr¢anog misica, plu¢ima i CD4/CD8 timocitima, kao i CD4/CD8 T-
¢elijama (49).

Sve vise dokaza sugerise njegovu ulogu u procesima inicijacije i progresije kancera. HDACY je
uklju€en u epigeneticku regulaciju bioloSkih procesa, kao Sto su rast Celija, diferencijacija i
apoptoza (50). lako je utvrdena njegova povezanost sa razliCitim malignitetima, njegova precizna
uloga u procesu kancerogeneze jo§ uvek nije razjasnjena. Pretpostavljena je vazna uloga HDAC7 u
procesu proliferacije ¢elija kancera. Smanjenje regulacije HDAC?7 inhibira napredovanje ¢elijskog
ciklusa represijom ekspresije c-Myc i indukcijom ekspresije p21 i p27 (50-51). Naime, HDAC7 se
direktno vezuju za c-Myc gen i deactilacijom H3 i H4 histona olaksava vezivanje RNK polimeraze
I i transripciju c-Myc gena (50). Poremecena regulacija c-Myc gena je povezana sa agresivnim
fenotipom malignih ¢elija.
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HDAC7 takode ima ulogu u regulaciji metabolizma u hipoksi¢nim uslovima. Naime, u
normalnim uslovima oksigenacije, HDAC?7 se nalazi u citoplazmi, medutim, u uslovima hipoksije,
HDACY7 iz citoplazme prelazi u jedro gde se vezuje za HIFla (eng. Hypoxia-Inducible Factor 1-
Alpha) i aktivira ga reguliSu¢i transkripciju seta glikoliti¢kih gena (52).

HDACY7 takode moduliSe migraciju i angiogenezu endotelnih ¢elija (50, 53), procese neophodne
za progresiju tumora i metastaze. Pokazana je asocijacija HDAC7 i razli¢itih faktora transkripcije,
ukljucuju¢i STAT3 (54), ERa, FOXP3 (55) i FOXAL (56). Jedan od gena c¢ija transkripcija je
regulisana aktivnos¢u HIFla je gen za endotelijalni vaskularni faktor rasta (eng. Vascular
Endothelial Growth Factor - VEGF) (52). Tokom embriogeneze, HDAC7 je eksprimiran u
vaskularnom endotelijumu i ima ulogu u odrzavanju vaskularnog integriteta (57). Represijom
transkripcije matriksne metaloproteinaze 10 (MMP), HDAC7 reguliSe proces angiogeneze (57).
Medutim, HDACT regulise i celijsku lokalizaciju B-katenina, a samim tim i ekspresiju njegovih
targetnih gena, gao i gena koji ucestvuju u regulaciji ¢elijskog ciklusa. VEGF indukuje fosforilaciju
i degradaciju HDAC7, ¢ime se omogucava translokacija B-katenina u jedro i njegovom ekspresijom
stimulise proliferacija endotelijalnih ¢elija (58).

U ¢elijama karcinoma pluc¢a, HDAC7 deacetilacijom H3 i H4 u nivou promotora inhibira
ekspresiju plakoglobina i pospeSuje Celijski rast i formiranje metastaza malignih celija (59).
Plakoglobin je tumor-supresorski protein ¢ija molekularna uloga u procesu kancerogeneze jos uvek
nije objasnjena, ali je utvdeno da supresija plakoglobina od strane HDACY, indukuje proliferaciju,
migraciju i invaziju ¢elija kancera. (59)

Imajuéi u vidu da HDACT u ¢elijama kancera ispoljava kako onkogeni, tako i tumor-supresorski
potencijal, novije studije ukazuju da bi HDAC7 mogao biti potencijalna meta novih terapijskih
strategija primenom specifi¢cnih HDAC inhibitora (60).

1.4. Sirtuini i kancer

Sirtuini, evoluciono ocuvana familija enzima, pripadaju Il klasi NAD+-zavisnih histon-
deacetilaza, koji deacetilacijom kako histonskih tako i nehistonskih proteina ucestvuju u regulaciji
ekspresije razli¢itih gena 1 svojom aktivnoS¢u se nalaze u osnovi razli€itih celijskih procesa. Prvi
otkriveni sirtuin je SIRT1, sisarski homolog tihog regulatora informacija 2 kod kvasca Sir2 (eng.
Silent mating type information regulation 2 homolog). Kod sisara postoji 7 razli¢itih sirtuina
SIRT1-SIRT7, ¢iji se kataliticki domen veli¢ine oko 250 aminokiselina, karakteriSe specifi¢nim
NAD+-vezuju¢im domenom i strukturnim Zn-vezuju¢éim domenom. Sirtuini se medusobno
razlikuju po svojim N- i C-terminalnim sekvencama, koje determiniSu njihovu intracelularnu
lokaciju, enzimatske aktivnosti, protein-protein interakcije i bioloske funkcije koje imaju kako u
normalnim, tako i u maligno transformisanim celijama (61). Sirtuini mogu katalizovati dva tipa
reakcija: deacetilaciju i ADP-ribozilaciju. S obzirom da za svoju aktivnost zahtevaju prisustvo
kofaktora NAD+, njihova uloga zavisi od odnosa NAD+/NADH u ¢eliji, $to implicira direktnu
povezanost aktivnosti sirtuina sa metabolickim stanjem celije (62).

Izmenjeni metabolizam maligne celije se odlikuje povecanom aerobnom glikolizom 1
intenzivnom glutaminolizom, lipidnim metabolizmom, mitohondrijskom biogenezom, i sintezom
razli¢itih molekula kako bi se obezbedio povoljan energetski status celije za procese proliferacije 1
kancerogeneze (63). Jedna od glavnih karakteristika izmenjenog metabolizma maligne celije je
Varburgov efekat, po kom maligna cCelija za svoje energetske potrebe u aerobnim uslovima
prioritetno Koristi glikolizu (64). Pokazano je da sirtuini imaju razli¢ite uloge u procesima
glukoznog metabolizma, odnosno u procesima glukoneogeneze, glikolize, sekrecije i osetljivosti
insulina i time izmedu ostalog pokazuju i odredeni terapeutski potencijal za leCenje razlicitih
metaboli¢kih poremecaja (65). Pored metabolickog reprogramiranja, deregulacija mehanizama
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sistema za popravku oSte¢enja na molekulu DNK kao i1 posledicna genomska nestabilnost
omogucavaju akumulaciju tumorigenih mutacija doprinoseci rastu tumora i progresiji kancera (65).
Sirtuni reguliSu razli¢ite mehanizme za popravku DNK, kao $to su mehanizmi isecanja baza i
nukleotida (eng. Base Excision Repair - BER; Nucleotide Excision Repair - NER), homologa i
nehomologa rekombinacija spajanja  krajeva (eng. Homologous Recombination—HR;
Nonhomologous End Joining - NHEJ) (65).

Poslednjih godina, sve viSe studija ukazuje na znacaj sirtuina u biologiji mati¢nih ¢elija. Uloga
sirtuina u regulaciji stanja mirovanja i regenerativnog potencijala mati¢nih c¢elija, ogleda se u
regulaciji homeostaze mitohondrija i odrzavanju genomske stabilnosti. Poremecaji u regulaciji ovih
procesa prevode metabolicki neaktivne celije u metabolicki aktivne, povecava se nestabilnost
genoma i dolazi do nekontrolisane proliferacije ¢elija, Slika 6 (66).
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Slika 6. Sinergisticko delovanje SIRT1, SIRT3, SIRT6 i SIRT7 na proliferaciju hematopoetskih
matic¢nih ¢elija (HMC). Preuzeto i modifikovano: Fang i saradnici, 2019 (66)

Dosadasnja sazananja ukazuju na potencijalno dvojaku ulogu sirtuina, onkogenu i tumor-
supresorku, u procesima formiranja i progresije kancera. Upravo ta odlika Cini sirtuine zanimljivim
za ispitivanja 1 rasvetljavanje kako njihovih bioloskih uloga u procesima kancerogeneze, tako 1
njihovog prognostickog, ali i potencijalno terapeutskog znacaja za leCenje humanih maligniteta.
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1.4.1. SIRT1

SIRT1, histon-deacetilaza sa ulogama u regulaciji genomske stabilnosti, utiSavanju gena,
metabolizmu 1 opstanku ¢elija, je u poslednjoj deceniji u fokusu brojnih istrazivanja. Njegova
sposobnost deacetilacije histona i nehistonskih proteina, i regulacije ekspresije i aktivnosti razlicitih
tumor-supresora i onkogena, kao $to su p53, p73, Rb i NF-kB ukazuje na njegovu ulogu u regulaciji
¢elijskog ciklusa, urodenog i steCenog imunskog odgovora i kancerogenezi (67). SIRTL je
dominantno lokalizovan u jedru, ali se moze naci i u citoplazmi u zavisnosti od tipa tkiva, stadijuma
razvoja i energetskih potreba.

Intracelularni odnos nivoa NAD+ i NADH je regulisan uskra¢ivanjem nutritivnih sastojaka,
energetskom potrosnjom 1 hipoksijom. Kod sisara, usled smanjenja koncentracije glukoze, kao
glavni izvor sinteze ATP-a se koristi proces p-oksidacije masnih kiselina, sto za posledicu ima
povecanje odnosa NAD+/NADH (68). SIRT1 predstavlja jednog od regulatora glukoznog
metabolizma. U procesu glukoneogeneze uloga SIRT1 je dvostruka. U ranim fazama
glukoneogeneze SIRT1 indukuje smanjenje produkcije glukoze tako Sto suprimira CRTC2 (eng.
CREB Regulated Transcription Coactivator 2), kao i PGCla (eng. Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor Gamma Coactivator 1-Alpha) dok u kasnijim fazama deacetiluje i aktivira
transkripcioni faktor FOXO1 (engl. Forkhead Box Protein O1) i stimuliSe transkripciju gena
ukljuéenih u proces sinteze glukoze (65). Hipoksija takode smanjuje nivo NAD+/NADH (68).
Tokom hipoksije, metabolizam ¢elije se menja i dolazi do indukcije HIFla, koji povecava glikolizu
preko laktat dehidrogenaze i povecane aktivnosti glukoznog transportera (68). SIRT1 modulise
¢elijsku adaptaciju na hipoksiju tako Sto deacetiluje i inaktiviSe HIFla smanjujuéi transkripciju
glikolitickih gena (68). Medutim, u sluc¢aju produzene hipoksije, smanjuje se koncentracija NAD+,
Sto vodi smanjenju aktivnosti SIRT1, povecanju acetilacije i aktivnosti HIFla i poveéanju glikolize
(68). SIRT1 je ukljuéen u metabolizam glukoze i transkripcionom represijom UCP2 proteina (eng.
Uncoupling protein 2), kojim se pozitivno moduli$e sekrecija insulina (69).

SIRTI1 ima ulogu u regulaciji mehanizama popravke DNK, odrzavanju telomera i ¢uvanju
genomske stabilnosti (65). Usled genotoksi¢nog stresa, SIRT1 migrira iz regiona promotora na
mesto dvolancanog prekida DNK, deacetiluje histone H1 i H4 i ucestvuje u regrutaciji proteina
Rad51, NBS1 i BRCA1 na mesto ostecenja (70). SIRT1 deacetilacijom WRN (eng. Werner
syndrome ATP-dependent helicase) proteinom iz familije DNK helikaza RecQ koji ima ulogu o
odrzavanju genomske stabilnosti, inicira homologu rekombinaciju DNK. S druge strane, SIRT1
ucestvuje u NHEJ popravkama tako §to deacetiluje Ku70 i inhibira mitohondrijalnu apoptozu (71),
dok preko deacetilacije KAP1 pozitivno reguiSe NHEJ (72). SIRT1 takode regulise i NER, tako §to
deacetiluje i akivira proteine XPA i XPC (Xeroderma pigmentosum protein A i C) koji dalje
regrutuju ostale proteine NER mehanizma na mesto prekida uzrokovano UV ostecenjem (70). Ove
uloge SIRT1 u o¢uvanju genomske stabilnosti impliciraju njegovu tumor-supresorsku ulogu. Osim
uloge u regulaciji DNK reparacije, SIRT1 ucestvuje 1 u ofuvanju integriteta genoma u nivou
telomera. SIRT1 pozitivno reguliSe duzinu telomera tako S§to inhibira degradaciju c-Myc
transkripcionog faktora povecavajuéi aktivnost telomeraza (73).

SIRT1 u procesu kancerogeneze se odlikuje heterogenom ulogom u zavisnosti od tipa tumora,
ali i stadijuma procesa razvoja tumora i njegove invazivnosti.

Kao §to je prethodno re¢eno primarna uloga SIRT1 je deacetilacija histona i regulacija
histonskog epigenoma. SIRT1 se regrutuje na mesto ciljanog gena i vrsi uklanjanje acetilnih grupa
sa lizinskih aminokiseliniskih ostataka u okviru histona H1IK26Ac, H3K9Ac i H4K16Ac i indukuje
fromiranje fakultativnog heterohromatina (74). SIRT1 regrutuje i deacetiluje metiltransferazu
SUV39H1 (eng. Suppressor of variegation 3 to 9 homologue 1) koja dalje vrsi metilaciju histona
H3K9 u nivou rDNK i udruzenim delovanjem suprimiraju transkripciju rRNK. S obzirom da je
biositeza ribozoma energetski zahtevana proces, ovim nacinom se ¢elija §titi od gubitka energije i
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posledi¢ne apoptoze, odnosno omoguéava se ¢elijsko prezivljavanje (75). SIRT1 fizicki vezuje i
inhibira histon-acetiltransferazu p300, indukujuéi smanjenje acetilacije histona (76). U malignoj
¢eliji, SIRT1 je cCesto lokalizovan u nivou promotora tumor-supresorskih gena, za koje je
karakteristi¢no utiSavanje metilacijom CpG ostrvaca. SIRT1 deacetiluje DNK metiltrasferazu 1 i
reguliSe njenu aktivnost. DNMT1 moze biti deacetilovana na 12 razli¢itih lizinskih rezidua i
deacetilacijom razli¢itih pozicija reguliSe se aktivnost DNMTI1. Tako na primer, deacetilacijom
Lys1349 u katalitickom domenu DNMTI, dolazi po povecane aktivnosti DNMTI1, dok se
deacetilacijom lizina u okviru glicinsko-lizinskih ponovaka regulatornog domena DNMT1 smanjuje
njena aktivnost (77). Pokazano je da inhibicijom SIRT1 dolazi do jaeg genetickog utiSavanja
tumor-supresora ERa od strane DNMT1 u MDA-MB-231 ¢elijskoj liniji (77), ¢ime se pokazuje
visestruki efekat SIRT1 na aktivnost DNMT1 i na sam proces utiSavanja tumor-supresorskih gena
metilacijom. Analiza transkriptoma i metiloma embrionalnih mati¢nih ¢elija je pokazala da SIRT1
reguliSe 1 aktivnost DNMT3 metiltransferaze, kako na transkripcionom, tako i1 na proteinskom nivou
(78). Neki od tumor-supresorskih gena utisanih SIRT1-posredovanom regulacijom su E-kadherin,
MLHL1, transkripcioni faktori GATA-5 i GATA-4 i p27 (76).

U celijama kancera, SIRT1 vrsi i1 deacetilaciju nehistonskih proteina i utice na regulaciju
¢elijske diferencijacije, apoptoze, proliferacije i angiogeneze. Nehistonski targeti SIRT1 se mogu
podeliti u tri grupe i to su: transkripcioni faktori (p53, FOXO, E2F1, Rb, PGCla i dr.), proteini sa
funkcijom u reaparacji DNK (Ku-70 i MRE11-RAD50-NBS1) i signalni molekuli (npr. Smad7)
(76). SIRT1 reguliSe aktivnost p53, takozvanog ,Cuvara genoma®, Cije su glavne funkcije
zaustavljanje Ceijskog ciklusa, apoptoza i indukcija popravke DNK, na dva nivoa. Sa jedne strane
direktnom deacetilacijom i inaktivacijom p53, a sa druge strane deacetilacijom i inaktivacijom p300
histon-acetiltransferaze, ¢ija aktivnost je neophodna za aktivaciju p53, ¢ime se omogucéava Celiji
izbegavanje apoptoze, prezivljavanje DNK oStecenja i inicijacija tumorigeneze (67). Zanimljivo je
da p53 reguliSe transkripciju SIRT1, tako da povecana ekspresija SIRT1 dovodi do njegove
represije preko deaktivacije p53 (79). Jedan od faktora koji bi mogao da uti¢e na regulaciju ove
povratne sprege je Celijska lokalizacija ovih proteina. Naime, 1 p5S3 1 SIRT1 se mogu naci kako u
jedru, tako 1 u citoplazmi. U ¢elijama kancera prostate, plu¢a, dojke i melanoma, SIRT1 je preteZzno
lokalizovan u citoplazmi, tako da se onkogena uloga SIRT1 u smislu deregulacije jedarnog p53
proteina u ovim tipovima kancera smanjuje, odnosno pretpostavlja se da u ovakvom celijskom
kontekstu SIRT1 ima tumor-supresorsku ulogu (79). Deacetilacijom proteina iz filogenetski
ocuvane familije FOXO, SIRT1 ucestvuje u regulaciji procesa c¢elijske diferencijacije, proliferacije i
prezivljavanja, te deregulacija aktivnosti ovih proteina je takode povezana sa tumorigenezom (67).
Signalni molekul Smad?7 je jedan od glavnih inhibitora faktora rasta TGF-B. SIRT1 interakcijom sa
Smad7 utie na aktivnost TGF-f 1 ¢elijske procese kao $to su Celijski rast, diferencijacija, migracija
i apoptoza (67).

Jedno od obelezja kancerogeneze je i epitelno-mezenhimska tranzicija (EMT), proces regulisan
kompleksnom signalnom kaskadom, koja za posledicu ima tranziciju epitelnog u mezenhimski
fenotip ¢ime c¢elije gube svoju sposobnot adhezije kao 1 svoju polarnost. Ovaj mehanizam se nalazi
u osnovi Celijske invazije i metastaza, karakteristika progresije kancera. SIRT1 promovise EMT u
nekoliko tipova kancera, tako Sto izmedu ostalog suprimira i ekspresiju E-kadherina (epitelni
marker) dok u isto vreme povecava ekspresiju N-kadherina (mezenhimski marker) i tako stimulise
sposobnost ¢elijske migracije i u in vitro i u in vivo uslovima (80).
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1.4.2. SIRT3

Humani gen koji kodira protein SIRT3 je mapiran na lokusu 11p15.5, veli¢ine 22kbp. SIRT3 se
primarno eksprimira u mitohondrijama tkiva sa visokom metabolickom aktivno$¢u, kao §to su jetra,
srce, masno tkivo i predstavalja regulator energetskog metabolizma i funkcija u mitohondrijama
(81). Humani protein SIRT3 se primarno sintetiSe u formi od 44kDa, ali se usled signalnih sekvenci
na N-terminalnom regionu transportuje u mitohodrije gde se dalje pomo¢u mithondrijske peptidaze
MMP (eng. Mitochondrial Matrix Processing Peptidase) procesuje u formu od 28kDa (82). U
mitohondrijama je zastupljena samo kra¢a forma, dok se duza forma moZe nalaziti i u jedru i u
citoplazmi. Inicijalno se mislilo da je samo forma od 28kDa kataliticki aktivna, ali je potom
pokazano da i forma od 44kDa, prisutna u jedru, takode poseduje deacetilaznu sposobnost H3K9AC
I HAK16Ac povezanu sa represijom transkripcije, ali u uslovima oksidativnog stresa i UV ostecenja
biva brzo degradirana, za razliku od mitohondrijske forme (83-84). Ova saznanja impliciraju da
SIRT3 ima primarnu ulogu u mithondrijama.

Mitohondrijski proteini su u relativno visokoj meri acetilovani (oko 20% svih mitohondrijskih
proteina), tako da je regulacija acetilacije od velikog znacaja za samo funkcionisanje mitohondrija
(85). Pokazano je da SIRT3, kao najbitniji mitohondrijski sirtuin, interaguje sa najmanje 84
mitohondrijska proteina (86). Regulacijom ovih proteina, SIRT3 je ukljuen u procese
mithondrijske mitoze, transkripcije, translacije, Krebsov ciklus, metabolizam aminokiselina,
glukozni i lipidni metabolizam (86).

Kao $to je receno, maligna celija se odlikuje metabolickim obrascima koji se razlikuju od
normalnih ¢elija. Metaboli¢ko reprogramiranje, odnosno Varburgov efekat, je jedan od glavnih
karakteristika malignog fenotipa. Vecina malignih c¢elija kao proces sinteze ATP-a Koristi proces
aerobne glikolize pre nego proces oksidativne fosforilacije, iako je taj proces energetski
nepovoljniji. Metabolickim reprogramiranjem maligna celija stvara sebi mikrookruzenje pogodno
za proliferaciju i prezivljavanje i to na prvom mestu preko signalnog puta PI3K-AKT (86).
Uopsteno gledano, SIRT3 reguliSe mitohondrijski metabolizam tako §to inhibira glikolizu, a
stimuliSe oksidativnu fosforilaciju, ispoljavaju¢i primarno svoju tumor-supresorsku ulogu.
Destabilizacijom i inhibicijom transkripcionog faktora HIF1a, koji kontrolise sintezu glikolitickih
gena, mithondrijski SIRT3 inhibira glikolizu i glukoznu oksidaciju (87). Zanimljivo je da jedarni
SIRT3 takode inhibira glikolizu, ali preko PTEN-zavisne negativne regulacije transkripcionog
faktora MDM2 i stabilizacije p53 proteina u p53-nemutiranim ¢elijskim linijama karcinoma dojke
(88).

Pored ucestvovanja u reprogramiranju metabolizma, SIRT3 razli¢itim mehanizmima regulie
produkciju slobodnih radikala. Slobodni radikali, odnosno reaktivne kiseoni¢ne vrste, aktiviraju
signalne puteve koji reguliSu ¢éelijski rast i proliferaciju, diferencijaciju, prezivljavanje, inflamaciju i
metabolizam. Oksidativna oStecenja koja nastaju na molekulima proteina, lipida i nukleinskih
kiselina mogu uzrokovati pojavu mutacija koje dalje doprinose razvoju neoplasti¢ne transformacije
¢elije. Brojne studije pokazuju da SIRT3 regulise nivo slobodnih radikala. SIRT3 deacetilacijom i
aktivacijom MnSOD (magan superoksid dismutaze) i SOD2, enzima sa ulogom u odrzavanju
homeostaze slobodnih radikala, redukuje nivo slobodnih radikala u ¢elji i suprimira oksidativnim
stresom indukovanu genomsku nestabilnost. SIRT3 takode deacetiluje razli¢ite komponente
elektron-transportnog lanca, impliciraju¢i njegovu tumor-supresorsku ulogu usled smanjenja
produkcije slobodnih radikala (90). Jo§ jedna od uloga SIRT3 u supresiji razvoja tumora je
indukcija programirane celijske smrti aktivacijom molekula p53 i regulacijom proapoptotskih Bax i
Fas signalnih molekula (86).

SIRT3 takode ima ulogu i u ocuvanju kako mitohondrijskog tako i jedarnog genoma.
Deacetilacijom 8-oksoguanin DNK glikozilaze 1 (OGG1), jednog od proteina za reparaciju DNK,
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SIRT3 ima ulogu u zastiti mitohondrijskog genoma od ostecenja nastalih usled oksidativnog stresa
(91), dok deactilacijom histona H3K56ac stimulise NHEJ (92).

S druge strane, pokazana je i onkogena uloga SIRT3 u procesima kancerogeneze. Poveéana
SIRT3 ekspresija u malignim ¢elijama stimuliSe ¢elijsko prezivljavanje dok u isto vreme inhibira
apoptotske signale i na taj na¢in doprinosi procesu tumorigeneze (62). Deacetilacijom i aktivacijom
izocitrat dehidrogenaze (IDH2), klju¢nog enzima Krebsovog ciklusa, pospesuje kancerogenezu u
hematoloskim malignitetima (93). U nesitnocelijskom karcinomu plu¢a stimuliSe celijsku
proliferaciju, dok kod kolorektalnog karcinoma i karcinoma ovarijuma povecava aktivnost SOD2
enzima, reguliSu¢i produkciju slobodnih radikala i tako adaptiraju¢i celije kancera sprecCava
apoptozu i omogucéava prezivljavanje Celije kancera (94-96). Aktivacija SOD2 u ¢elijama TNBC
inicira epitelno-mezenhimsku tranziciju (97).

Poslednjih godina, povezanost SIRT3 ekspresije sa klinickopatoloskim karakteristikama je
ispitivana u razli¢itim tipovima kancera, kao §to su kancer dojke, kolona, Zeluca, pankreasa,
prostate, glave i vrata i hepatocelularni kancer (98). Rezultati ranijih studija ukazuju na povezanost
SIRT3 sa razli¢itim humanim oboljenjima, oboljenjima povezanim sa starenjem, kancerom,
kardioloskim i metabolickim oboljenjima, $to sugeriSe da bi SIRT3 mogao biti terapeutski target u
leCenju ovih oboljenja.

1.4.3. SIRT6

SIRT6 je jedarna NAD+ zavisna histon-deacetilaza, koja pored histona, ima i dodatne
nehistonske kataliti¢ke funkcije kao $to su deacetilacija i mono-ADP-ribozilacija razli¢itih proteina
(99). U normalnim fizioloskim uslovima, preko svojih katalitickih aktivnosti, SIRT6 ima ulogu u
regulaciji DNK reparacije, odrzavanju telomera, metabolizmu glukoze i lipida, Slika 7.
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Slika 7. Graficki prikaz razli¢itih uloga SIRT6. Preuzeto i modifikovano: Chang i saradnici 2019 (100)

Gen koji kodira SIRT6 se nalazi na poziciji 19p13.3 i veli¢ine je 8,5kbp. NAD+ vezuju¢i domen
je u humanim kancerima ¢esto mesto mutacija koje za posledicu imaju gubitak funkcije SIRT6 (99).
N-terminalni domen, pored toga Sto je neophodan za lokalizaciju SIRT6 u jedru, takode je kljuan
za H3K9 i H3K56 deacetilaznu aktivnost SIRT6 (99). Ovaj domen, ocuvan kod sisara, moze biti
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fosforilisan na poziciji Ser'® u odgovoru na oksidativan stres i smatra se da takva forma proteina
olaksava PARP1-zavisan proces reparacije dvolancanih prekida na DNK (101). lako je prvobitna
uloga SIRT6 bila deacetilacija, novija saznanja upucuju na to da u odredenim uslovima SIRT6
preusmerava svoju kataliticku funkciju u smeru ADP-ribozilacije (99). Za razliku od ostalih sirtuina
kod kojih se prvo vezuje acetilovani supstrat, pa tek onda NAD+, SIRT6 mozZe vezati i NAD+ bez
prisustva acetilovanog supstrata. Sta vise, deacetilazna aktivnost SIRT6 je mnogostruko manja u
odnosu na ostale sirtuine (99, 102).

Zajedno sa SIRT3, SIRT6 predstavlja jedan od regulatora glukoznog metabolizma, Slika 8.
SIRT6 utice na glukoznu homeostazu tako sto indirektno suprimira PGCla $to smanjuje produkciju
hepaticne glukoze, a takode deacetilacijom H3K9 utice na regulaciju razlicitih glikolitickih gena, sa
ulogom korepresora transkripcionog faktora HIF1a (103). Gubitkom SIRT6 dolazi do metabolickog
reprogramiranja u smeru povecane glikolize, a s druge strane dolazi do povecanja nivoa ekspresije
membranskog receptora GLUT1 i povecanja unosa glukoze (103). Tumor supresor pS3 ucestvuje u
regulaciji glukoneogeneze tako Sto direktno aktivira ekspresiju SIRT6, koji dalje deacetiluje FoxO1,
transkripcioni faktor neophodan za aktivnost gena uklju¢enih u proces sinteze glukoze, ¢ime dolazi
do njegove translokacije iz jedra u citoplazmu i smanjenja ekspresije gena zaduzenih za
glukoneogenezu (104). SIRT6 kao korepresor MYC transkripcione aktivnosti uti¢e na smanjenje
¢elijske proliferacije kao i na regulaciju biogeneze ribozoma (105).
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Slika 8. Prikaz regulacije Varburgovog efekta aktivnoséu SIRT3 i SIRT6. Preuzeto i modifikovano
Verdin, 2014 (106)

SIRT6 modulise razli¢ite mehanizme DNK reparacije. U uslovima oksidativnog stresa, SIRT6
se regrutuje na mesto dvolancanog prekida i stimuliSe poli-ADP riboziltransferaznu aktivnost
PARP1 ¢ime se pospeSuje reparacija dvolanCanog prekida DNK po principu homologe
rekombinacije i nehomologe rekombinacije spajanja krajeva (107). SIRT6 olakSava regrutaciju
molekula 53BP1 1 NBS1 na mesto oSte¢enja DNK, a zanimljivo je da je za proces NHEJ neophodna
I deacetilazna i ADP-riboziltransferazna aktivnost SIRT6 (107). Pored PARP1 zavisnog nacéina
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reparacije dvolan¢anih prekida DNK, SIRT6 indukuje globalnu deactilaciju H3K9 i mobilizaciju i
stabilizaciju DNK-zavisne protein kinaze, kao i molekula Ku70 i Ku80 na mesto dvolancanog
prekida DNK (108). Osim toga, SIRT6 ima ulogu i u baznoj ekscizionoj reparaciji, tako $to aktivira
glavne enzime BER-a MYH i APEL, ali i proteine kaskade Rad9-Rad1-Husl, kojom se aktiviraju
skoro svi enzimi sistema BER-a (109).

Nekoliko studija je prijavilo ulogu SIRT6 u oCuvanju genomske stabilnosti u telomernim i
pericentromernim regionima hromatina (99). Telomere su vrlo sklone oStecenjima nastalim usled
oksidativnog stresa. Oksidativni stres ubrzava proces skrac¢enja telomera i neophodna je efikasna
reparacija kako bi se ocuvala genomska stabilnost. Hromatin u nivou telomera sadrzi
hipoacetilovane histone, i da bi se obezbedio pristup proteinima zaduzenim za reparaciju
neophodno je remodelovanje. Pokazano je da je SIRT6 povezan sa hromatinom u nivou telomera
impliciraju¢i njegovu esencijalnu ulogu za odrzavanje stabilnosti telomera (110). Deacetilacijom
histona H3K9ac i H3K56ac, kao i pozitivnom regulacijom aktivnosti telomerazne reverzne
transkriptaze (TERT), SIRT6 ucestvuje u odrzavanju strukture hromatina telomera (111, 112).

Ideja da SIRT6 moZze imati ulogu u malignom fenotipu zasniva se na saznanjima da gubitak
SIRT6 kod miSeva dovodi do progresije kancera, da je i u mnogim humanim kancerima zapazen
gubitak funkcije SIRT6, kao 1 utvrdena povezanost SIRT6 ekspresije za preZivljavanjem kod nekih
tipova humanih kancera, sugeriSe na tumor-supresorsku ulogu SIRT6 (113). Sve vise studija
upucuje na to da bi inaktivacija SIRT6 tumor-supresora mogao biti jedan od prvih dogadaja u
procesu kancerogeneze (105). Deacetilacijom H3K9, SIRT6 inhibira NF-kB signalni put i tako utice
na regulaciju gena uklju¢enih u apoptozu, inflamaciju i imunski odgovor (114).

Zahvaljujuéi svojim ulogama u odrzavanju genomske stabilnosti i regulaciji metabolizma,
SIRT6 se smatra tumor-supresorom. U ¢elijama kancera, SIRT6 suprimira glikolizu, inhibirajuci
sintezu glikolitickih gena i stimuliSuéi proces oksidativne fosforilacije kao mehanizam sinteze ATP-
a. Gubitak SIRT6 doprinosi tumorigenezi ¢ak i bez aktivacije onkogena (105), implicirajuci da je
reprogramiranje metabolizma glukoze rani dogadaj u procesu tumorigeneze. Gubitak SIRT6 takode
dovodi do poveéanog metabolizma glutamina kao i do povecane ekspresije ribozomalnih gena, $to
je karakteristika kasnijih faza tumorigeneze (65).

SIRT6 u razlic¢itim tipovima celijskih linjja kancera indukuje apoptozu, ali ne preko svoje
deacetilazne aktivnosti, ve¢ usled svoje mono-ADP-riboziltransferazne aktivnosti i aktivacije p53 i
p73 apoptotskih signalnih puteva (115).

lako je SIRT6 predominantno okarakterisan kao tumor-supresor, novija istrazivanja pokazuju da
moze imati onkogenu ulogu u procesu kancerogeneze, u zavisnosti od tipa tumora i stadijuma
bolesti. Smanjena ekspresija SIRT6 je detektovana kod karcinoma glave i vrata, kolona, pankreasa,
jetre i nesitnocelijskog karcinoma plu¢a. S druge strane, povecana ekspresija SIRT6 prisutna kod
karcinoma skvamoznih ¢elija koze, karcinoma prostate i karcinoma dojke povezana je sa loSom
prognozom i stvaranjem rezistentnosti na hemioterapiju (65).

Sumirajué¢i dosadasnje podatke o uticaju SIRT6 na proces kancerogeneze, zakljucuje se da bi
SIRT6 takode mogao da ima dualnu ulogu u procesu formiranja i progresije kancera dojke,
verovatno zavisnu od podtipa kao i od stadijuma bolesti. Dalja ispitivanja bi rasvetlila prognosticki
potencijal SIRT6, kao i njegovu potencijalnu ulogu terapeutskog targeta.
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1.4.4. SIRT7Y

Sirtuin 7 (SIRT7) je ¢lan familije 111 Klase histon-deacetilaza, koji za razliku od vecine ¢lanova
svoje familije, ne pokazuje karakteristiécnu NAD*-zavisnu deacetilaznu aktivnost. Gen koji kodira
SIRT7 je veli¢ine 6,2kbp i mapiran je na hromozomu 17q25.3, regionu ¢ije Ceste izmene su
povezane sa hematoloskim malignitetima (116). lako je najmanje ispitivani ¢lan familije sirtuina,
nedavna istrazivanja SIRT7 upucuju na njegove potencijalne uloge u regulaciji transkripcije
ribozomalne RNK, metabolizmu i popravci DNK osteéenja.

Jedna od glavnih razlika u nacinu funkcionisanja SIRT7 u odnosu na ostale ¢lanove familije
sirtuina je sposobnost selektivne deacetilacije. Selektivna hipoacetilacija H3K18ac povezana je sa
onkogenom transformacijom, agresivnim tumorskim fenotipom i loSom prognozom pacijenata.
SIRT7 specificno vrsi deacetilaciju H3K18ac, moduliSué¢i transkripciju gena povezanih sa
supresijom tumora, te je neophodan za odrzavanje malignog fenotipa (117). Osim histon-
deacetilazne uloge u celiji, SIRT7 deacetilacijom nehistonskih proteina moze uticati na njihovu
aktivnost i na taj na¢in regulisati razli¢ite bioloSke procese. Proteini p53, PAF53, NPM1 i GABP-$1
su poznati nehistonski supstrati SIRT7 aktivnosti (118).

SIRT7 je dominantno lokalizovan u nukleolusu, ali se moze naci i u citoplazmi, te se veruje da
SIRT7 ima ulogu u kontroli sinteze ribozomalne RNK (rRNK) i transportne RNK (tRNK), §to vodi
povecanoj biogenezi ribozoma i sintezi proteina, procesima neophodnim za Celijski rast,
proliferaciju i progresiju kancera (119). Iako je ekspresija SIRT7 veéa u visoko-proliferativnim
tkivima nego u slabo-proliferativnim tkivima te se pretpostavlja da u malignim ¢elijama SIRT7 ima
ulogu u aktivaciji proliferacije (120), uloga SIRT7 u biogenezi ribozoma je kontroverzna. S jedne
strane SIRT7 deacetilazna aktivnost je nepohodna za aktivaciju Polimeraze I, odnosno SIRT7
katalizuje deacetilaciju PAF53, subjedinicu Polimeraze 1, ¢ija deacetilovana forma olakSava
vezivanje Polimeraze | za promotore na ribozomalnoj DNK (rDNK). Na taj nac¢in SIRT7 povecava
transkripciju ribozomalnih gena. S druge strane, za razliku od ostalih histon-deactilaza, SIRT7 ne
poseduje DNK-vezuju¢i domen, odnosno za njegovu aktivnost je neophodno prisutvo kofaktora.
Najcesce se SIRT7 nalazi u okviru kompleksa sa kofaktorom ELK4 (eng. ETS-like transcription
factor 4), sa kojim indukuju specificnu deacetilaciju H3K18ac (121). Specificna deactilacija
H3K18ac se desava samo u nivou promotora odredenog seta gena, najéeS¢e tumor-supresorskih
gena, ali i u nivou promotora gena za ribozomske proteine, kao sto su RPS20, RPS7, i RPS14 (118)
(122). Pored sinteze rRNK, SIRT7 ucestvuje i u obradi i sazrevanju pre-rRNK. Deactilacijom U3-
55k, SIRT7 olaksava vezivanje U3-55K protiena i U3 snoRNK, male nukleolarne RNK, ¢ime se
vr$i isecanje i obrada pre-rRNK (123). Ne samo da utiCe na aktivnost Polimeraze I, vec
interakcijom sa mTOR i transkripcionim faktorom TFIIIC2 kontoliSe aktivnost Polimeraze IlI,
odnosno uti¢e na sintezu tRNK (119).

Kao §to je ranije spomenuto, ¢lanovi familije sirtuina povezuju nivo oksigenacije u celiji sa
regulacijom transkripcije gena koji ucestvuju u modulaciji metabolizma ¢elije. HIF1a i HIF2a su
transkripcioni faktori sa ulogom u regulaciji transkripcije u odgovoru na hipoksiju u ¢eliji. SIRT7
smanjuje aktivnost transkripcionih faktora HIF1a i HIF2a, ali razli¢itim mehanizmom u odnosu na
SIRTL, 3 i 6, odnosno mehanizmom Kkoji je nezavisan od njegove deacetilazne uloge. U sojevima
miseva kod kojih je SIRT7 kataliticki inaktivisan, pokazano je da dolazi smanjenja proteinskog
nivoa HIF1a i HIF2a, ali to smanjenje HIF1a i HIF2a je takode bilo nezavisno i od proteozomske i
lizozomske degradacije proteina HIFlo i HIF2a (124). lako je pokazano da dolazi do fizicke
interakcije izmedu SIRT7 i HIFla i HIF2a, tacan mehanizam kojim SIRT7 reguliSe nivo ovih
proteina u ¢eliji jo§ uvek nije poznat, §to implicira da bi SIRT7 mogao da ima jo$ neku ulogu u
celiji.
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Pored SIRT1 i SIRT6, SIRT7 je jos jedan ¢lan iz familije sirtuina koji ima potencijalnu ulogu u
reparaciji DNK oste¢enja. Sva tri ¢lana familije sirtuina imaju dvojaku ulogu u reparaciji DNK
oSte¢enja. S jedne strane histon-deacetilaznom akivno$¢u relaksiraju hromatin ¢ime se olakSava
pristup i regrutacija proteina zaduzenih za reparaciju, a s druge strane direktno aktiviraju proteine
zaduZene za reparaciju DNK oStec¢enja (125). Gubitak SIRT7 povezan je sa poveanim nivoom
H3K18ac acetilacije na mestu oste¢enja DNK, kao i sa nepravilnom NHEJ reparacijom (126)
sugeri$uci ulogu SIRT7 u o€uvanju integriteta genoma. Ispitivanja na sojevima mutiranih miseva sa
inaktivisanim SIRT7 pokazali su da inaktivacijom SIRT7 dolazi do povecanja osetljivosti na
jonizujuc¢e zraenje, akumulacije dvolancanih prekida, aktivacije ATM-zavisnog odgovora na
nastala oStec¢enja i fosforilacije H2AX, hromatinskog markera dvolan¢anog prekida DNK (127).
Pretpostavljeni mehanizam predlaze da se SIRT7 regrutuje na mesto ostecenja DNK na PARP-1-
zavisan nacin i da na mestu DNK oste¢enja modulise. H3K18ac deactilacijom se olakSava pristup
53BP1, p53-vezujuc¢em proteinu, glavnom modulatoru reparacije dvolancanih prekida i povecava
efikasnost NHEJ reparacije (127).

SIRT7 je do sada najmanje ispitivani ¢lan familije sirtuina, verovatno zbog slabije kataliticke
sposobnosti u odnosu na ostale sirtuine. Nedavno otkrivene uloge SIRT7 u regulaciji transkripcije
rDNK, biosintezi ribozoma, regulaciji metabolizma, regulaciji reparacije DNK kao i zapaZena
povecana ekspresija i aktivnost u malignim tkivima, povecala je paznju naucne javnosti. lako
precizni mehanizmi kojima SIRT7 reguliSe proces kancerogeneze i utice na agresivan fenotip i loSu
klinicku sliku pacijenata sa malignitetima tek treba da budu razjasnjeni, SIRT7 predstavlja
potencijalnog kandidata za targetovanu terapiju u svrhu le¢enja onkoloskih pacijenata.
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2. Ciljevi rada

Poslednjih godina ispitivanja epigenetickin mehanizama i njihove uloge u procesu
kancerogeneze zauzimaju sve veci znacaj. Razli¢ita epigeneticka obelezja su pokazala veliki
potencijal kao prognosti¢ki biomarkeri za pracenje i predvidanje klinickog toka i ishoda pacijenata
sa malignim oboljenjima. Takode, obecavajuci je i potencijal razli¢itih epigenetickih mehanizama
za razvoj ciljane personalizovane terapije u svrhu le¢enja onkoloskih pacijenata.

Imajuéi u vidu sva dostupna saznanja o znacaju histon-deacetilaza u procesu kancerogeneze,
osnovni cilj ove doktorske disertacije je bilo ispitivanje ekspresije gena za Il i Il klasu histon-
deacetilaza kao potencijalnih prognosti¢kih molekularnih biomarkera dva razli¢ita tipa karcinoma
dojke (trostruko-negativni i hormon receptor-pozitivni). Na osnovu toga, postavljeni su sledeci
specifi¢ni ciljevi istrazivanja:

Analizirati relativni nivo ekspresije gena za Ill klasu (SIRT1, SIRT3, SIRT6, SIRT7) i Il
klasu (HDAC7) histon-deacetilaza u grupi pacijentkinja sa TNBC i hormon receptor-
pozitivnim karcinomom dojke;

Ispitati postojanje razlike u nivou ekspresije SIRT1, SIRT3, SIRT6, SIRT7 i HDAC7 gena
izmedu razli¢itih molekularnih tipova karcinoma dojke;

Analizirati povezanost ekspresije SIRT1, SIRT3, SIRT6, SIRT7 i HDAC7 gena sa klini¢ko-
patoloskim karakteristikama pacijentkinja: histoloskim tipom, nukleusnim i histoloskim
gradusom, veli¢inom tumora, nodalnim statusom i prisustvom metastaza.

Ispitati povezanost ekspresije SIRT1, SIRT3, SIRT6, SIRT7 i HDAC7 gena sa
prezivljavanjem pacijentkinja sa karcinomom dojke i rizikom za negativan ishod ukupnog
preZivljavanja.
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3. Materijal i metode
3.1. Materijal
3.1.1. Studijska grupa

Studijska grupa je obuhvatila ukupno 135 pacijentkinja sa dijagnostikovanim karcinomom
dojke. Od ukupne ispitivane grupe, 61 (45%) pacijentkinja je imala dijagnozu trostruko-negativnog,
a 74 (55%) pacijentkinje su imale dijagnozu hormon receptor-pozitivhog, HER2 negativnog tipa
karcinoma dojke. Sve pacijentkinje su bile starosne dobi od 33 do 85 godina, sa starosnom
medijanom od 60 godina.

Sve pacijentkinje su bile podvrgnute hirurskoj resekciji tumora na Institutu za onkologiju i
radiologiju Srbije. Ni jedna od pacijentkinja nije bila izlozena hemioterapiji kao ni radioterapiji pre
operacije. Uzorci tumorskog tkiva su histoloski klasifikovani od strane klinickog patologa, sveZe
zamrznuti i ¢uvani na temperaturi od -196°C u okviru Banke tumora Instituta za onkologiju i
radiologiju Srbije.

Studija je izvedena u skladu sa etickim standardima Etickog komiteta Instituta za onkologiju i
radiologiju Srbije (broj etiCkog odobrenja je 2829-01, datum donoSenja reSenja je 25.07.2019.) i
Helsinskom deklaracijom iz 1964. godine, kao i sa njenim kasnijim amandmanima.

Prvi deo ove doktorske disertacije je uraden u grupi od 111 pacijentkinja, od ¢ega su 48 (43%)
imale dijagnozu TNBC, a 63 (57%) ER+PR+HER2- tip karcinoma dojke. U ovom delu studije je
analizirana povezanost ekspresije SIRT1, SIRT3, SIRT6 i SIRT7 gena sa klinicko-patoloskim
karakteristikama i prezivljavanjem pacijentkinja sa trostruko-negativnim i hormon-receptor
pozitivnim HER2-negativnim karcinomom dojke. U drugom delu studije, studijska grupa je
prosirena na konacni broj ispitanica od 135, i dodatno je uradena analiza povezanosti ekspresije
HDACY7 gena sa klinicko-patoloskim karakteristikama i prezivljavanjem ispitanica ove dve grupe.
Klinic¢ki i histoloski parametri ispitivanih grupa prikazani su u Tabeli 1.
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Tabela 1. Prikaz klinicko-patoloskih karakteristika pacijentkinja sa trostruko-negativnim i hormon
receptor-pozitivnim karcinomom dojke

Klinicko-patoloske karakteristike (-II-\II\lIZf) ERJ’FNR:J’?'Z)ERZ'
Duktalni 39 (64%) 34 (46%)
Histolo3ki tip | Lobularni 7 (11%) 35 (47%)
Drugi 15 (25%) 5 (7%)
Starost < 60 godina 22 (36%) 40 (54%)
(medijana) > 60 godina 39 (64%) 34 (46%)
Premenopauza 6 (10%) 18 (24%)
Menopauza
Menopauza 55 (90%) 56 (76%)
<2cm 29 (47%) 17 (23%)
Veli¢ina 2-5cm 39 (64%) 55 (74%)
tumora >5cm 3 (5%) 2 (3%)
Histoloski hG1/2 27 (44%) 73 (99%)
gradus hG3 34 (56%) L (1%
Nukleusni nG1/2 23 (38%) 74 (100%)
gradus nG3 38 (62%) 0 (0%)
) Negativno 30 (49%) 32 (43%)
Nodalni status —
Pozitivno 31 (50%) 42 (57%)
Negativno 45 (74%) 66 (89%)
Metastaze Pozitivno 16 (26%) 8 (11%)

TNBC-trostruko-negativni karcinom dojke; ER+PR+HER2- hormon receptor-pozitivni, HER2- karcinom
dojke; hG-histoloski gradus; nG-nukleusni gradus

3.2. Metode
3.2.1. lzolacija ukupne RNK

Izolacija ukupne RNK iz uzoraka tumorskog tkiva ispitanica izvedena je kor$¢enjem TRIzol®
reagensa po uputstvu proizvodaca. TRIzol® reagens je monofazni rastvor fenola i guanidin-
izotiocijanata, 1 moZe se koristiti za istovremenu izolaciju RNK, DNK 1i proteina iz istog uzorka
tumora. Tokom homogenizacije tkiva, TRIzol® dovodi do destrukcije ¢elija i rastvaranja celijskih
komponenti, uz ocuvanje integriteta RNK. Dodavanjem hloroforma i centrifugiranjem dolazi do
razdvajanja donje crvene fenol-hloroformske faze, interfaze i vodene faze. RNK se nalazi u vodenoj
fazi i nakon prebacivanja u novu epruvetu moze se istaloziti izopropil alkoholom. U organskoj fazi
nalaze se DNK 1 proteini. Precipitacija DNK iz vodene faze i interfaze vrsi se dodavanjem etanola.
Nakon centrifugiranja fenol-etanolski supernatant se moze odbaciti ili sauvati za izolaciju proteina.

Tkivo tumora je najpre homogenizovano u TRIzol® reagensu (Iml TRIzol® na 50-100mg
tkiva) 1 inkubirano 5 minuta na sobnoj temperaturi. Potom je dodato 0,2ml hloroforma i snazno
promuckano u trajanju od 15 sekundi. Uzorci su inkubirani 2-3 minuta na sobnoj temperaturi, a
potom centrifugirani na brziniod 12 000xg u trajanju od 15 minuta na 4°C. Vodena faza uzoraka je
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prebacena u novu epruvetu za izolaciju RNK. U vodenu fazu je dodato 0,5ml izopropanola, nakon
Cega je usledila inkubacija 10 minuta na sobnoj temepraturi, a potom je uzorak centrifugiran na
brzini od 12 000xg u trajanju od 10 minuta na 4°C. Supernatant je odliven, a RNK pelet je ispran sa
1ml 75% etanola. Nakon centrifugiranja uzoraka na brzini od 7 500xg u trajanju od 5 minuta na
temperaturi od 4°C i odbacivanja supernatanta, RNK pelet je resuspendovan u DEPC-om tretiranoj
vodi, a uzorci su inkubirani 10 minuta na temperaturi od 55°C. Uzorci su potom cuvani u
zamrzivacu na temperaturi od -70°C do dalje upotrebe.

3.2.2. Odredivanje koncentracije RNK u uzorku

Koncentracija i Cisto¢a izolovane RNK je odredena spektrofotometrijski, odnosno merenjem
absorbance na 260 i 280nm talasne duzine. Apsorbanca nukleinskih kiselina se meri na 260nm, dok
se apsorbanca proteina meri na talasnoj duzini od 280nm. Merenje apsorbance proteina je
neophodno kako bi se utvrdilo eventualno prisustvo proteina u rastvoru, odnosno stepen Cistoce
izolovanih nukleinskih kiselina.

Spektrofotometrija se zasniva na Lamber-Berovom zakonu prema kom intenzitet
monohromatske svetlosti, prilikom prolaska kroz odredeni rastvor, opada eksponencijalno sa
duzinom predenog puta kroz rastvor i porastom koncentracije molekula koji apsorbuju svetlost u
rastvoru. Koncentracija izolovanih RNK se racuna slede¢om jednacinom:

A260x RxFx OP
1000

c(ug/ul) =

Gde je:

A260 - apsorbanca uzorka na 260nm

R - razblaZenje (100 puta)

F - faktor konverzije za .RNK (50g/ml)
OP - opticki put svetlosti (1cm)

Svi uzorci su razblazeni 100 puta, a koncetracija je merena pomocu optickog spektrofotometra
(Gene Quant, Pharmacia LKB, Svedska).

Cistoca izolovane RNK se odreduje odnosom apsorbanci na 260nm i 280nm, odnosno jedna¢inom:

_A260

~ A280

Kod idealno cistih uzoraka odnos izmerenih apsorbanci na 260 i 280nm bi trebalo da bude
izmedu 1,8 — 2,0. U nasim uslovima ovaj odnos R je bio u okviru referentnih vrednosti §to ukazuje
na relativno visok stepen ¢istoce izolovane RNK koja nije kontaminirana prisustvom proteina.
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3.2.3. Reverzna transkripcija

Analiza genske ekspresije najpre zahteva prevodenje izolovane RNK u komplementarnu DNK
(cDNK) metodom reverzne transkripcije (RT).

RT-PCR je metoda sinteze cDNK pomocu enzima reverzne transkriptaze, kojom se vrsi
amplifikacija novosintetisanog ¢cDNK lanca koriS¢enjem PCR tehnologije. Za uspesnost ove
reakcije neophodna je izolovana RNK visokog kvaliteta, Sto podrazumeva upotrebu DEPC-om
tretirane vode za pripremu svih reagenasa. KoriS¢éenjem inhibitora RNaza moze se smanjiti
degradacija RNK i povecati prinos PCR produkta.

Efikasna reverzna transkripcija se odvija na temperaturi od 37-45°C u trajanju od 30-60 minuta.
Reakcija se zaustavlja inkubacijom na 85°C u trajanju od 5 minuta. Moguce je koristiti tri vrste
prajmera za sintezu cDNK:

» Oligo dT prajmeri se vezuju za poli-A rep koji se nalazi na 3’ kraju vecine eukariotskih
iRNK. Prilikom izbora oligo dT prajmera, moze se desiti da 5’ krajevi veoma dugih iRNK ne budu
prevedeni u svoje komplementarne sekvence.

» Random heksameri predstavljaju prajmere koji se nasumicno vezuju za razliite regione na
RNK molekulu kreiraju¢i smeSu cDNK razli¢itih duzina. Random heksameri ne razlikuju iRNK od
ostalih RNK.

* Gen specificni prajmeri se koriste za sintezu cDNK specifi¢nog gena od interesa i mogu biti
naroc¢ito korisni ukoliko se uzorak RNK nalazi u maloj koncentraciji.

Kombinacija oligo dT prajmera i random heksamera moze povecati efikasnost reverzne
transkripcije nekih iRNK. Nakon reverzne transkripcije, uzorci se ¢uvaju na temperaturi od -20°C
do dalje upotrebe.

Reverzna transkripcija je uradena koriS¢enjem kita za reverznu transkripciju Tetro™ cDNA
Synthesis Kit (Bioline, Velika Britanija), po uputstvu proizvodaca. U sastav reakcione smese ulazi:
do 500ng totalne RNK, 1ul prajmera, 1l 10mM dNTP miksa, 4pl 5XRT pufera, 1ul inhibitor
RNaze, 1l enzima reverzna transkriptaza i DEPC voda do finalne zapremine od 20ul. Reakciona
smesSa je pripremana na ledu 1 u RNase-free reakcionim tubicama, kako bi se sprecila aktivnost
RNaza, koje mogu degradovati molekule RNK. Reakcija reverzne transkripcije je izvedena na
aparatu T100TM Thermal Cycler (BIO-RAD, SAD).

3.2.4. Lancana reakcija polimeraze

Uspesnost reakcije reverzne transkripcije je proverena metodom lancane reakcije polimeraze i
amplifikacijom gena za konstitutivno eksprimirani B-aktin.

Osnovni princip PCR reakcije je imitacija replikacije DNK u in vitro uslovima. PCR reakcija se
odvija u mikrotubama zapremine 0,2 do 1,5ml gde se podvrgava preciznim cikliénim promenama
temperature, Sto za posledicu ima umnozavanje tacno odredenog gena ili dela gena. Jedan ciklus se
sastoji od denaturacije (proces raskidanja vodoni¢nih veza izmedu dva komplementarna DNK lanca
pod dejstvom visoke temperature), hibridizacije prajmera sa matricom (formiranje vodoni¢nih veza
izmedu prajmera, kojima se definiSe sekvenca koja ¢e se umnozavati, i komplementarne sekvence
na matrici) i elongacije (proces sinteze DNK pomoc¢u enzima Taq polimeraze).

Inicijalna denaturacija DNK molekula se odvija na temperaturi 94-95°C, najéesce u trajanju od
3 do 5 minuta. Za to vreme se kompletna DNK denaturise, kako bi prajmeri specificno pronasli
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odgovaraju¢u komplementarnu sekvencu. Hibridizacija prajmera se odvija na temperaturi 42-65°C,
u trajanju od 20 sekundi do 1 minuta. Temperatura hibridizacije prajmera zavisi od sekvence i
duzine samih prajmera i1 najceS¢e se empirijski utvrduje u odnosu na tacku topljenja prajmera.
Elongacija prajmera se odvija na temperaturi od 72°C i obi¢no traje od 20 sekundi do 2 minuta, u
zavisnosti od duzine 1 sekundarne strukture umnozenog fragmenta i takode se empirijski utvrduje.
Zagrevanjem uzoraka na 95°C u trajanju od 30 sekundi do jednog minuta, omogucéava se delimi¢na
denaturacija, odnosno denaturacija fragmenta koji je sintetisan u prethodnom koraku. Ponavljanjem
ovih ciklusa 25 do 45 puta dobija se eksponencijalno umnozavanje zeljenog DNK fragmenta.

U sastav reakcije za PCR ulazi: Taq polimeraza u koli¢ini 0,5 do 2,5 jedinica za finalni volumen
od 50ul, MgCI2 u koncentraciji 0,5-5mM, nukleotidi (dNTP-ovi) u koncentrciji 20-200uM i DNK
matrica (100-500ng). PCR reakcija se najcesce izvodi koris¢enjem komercijalnog miksa (eng.
Master mix) koji sadrzi sve komponente PCR smeSe osim prajmera i DNK matrice.Pri svakoj PCR
reakciji koris¢ena su pozitivna i negativna kontrola reakcije. Pozitivna kontrola podrazumeva DNK
uzorak za koji je pokazano da ¢e se umnoziti pri istim uslovima PCR reakcije i Koristi se za
detekciju lazno negativnih rezultata. Negativna kontrola je uzorak koji umesto DNK matrice sadrzi
vodu 1 koristi se za detekciju lazno pozitivnih rezultata.

Lancana reakcija polimeraze je uradena koris¢enjem komercijalnog kita, odnosno 2x
AmpliTagGold Master Mix (Applied Biosystems, SAD), po uputstvu proizvodaca, na uredaju
T100TM Thermal Cycler (BIO-RAD, SAD). Prajmeri kori$éeni sa amplifikaciju gena za B-aktin su
F:5-GCA CCACACCTTCTACAATG-3'i1R:5-TGC TTG CTG ATC CAC ATC TG-3.

3.2.5. Elektroforeza na agaroznom gelu

Uspesnost amplifikacije gena za [3-aktin je proverena elektroforezom na 2% agaroznom gelu.

Elektroforeza, kao metoda razdvajanja naelektrisanih Cestica pod dejstvom elektri¢nog polja,
koristi se za razdvajanje nukleinskih kieslina. Nukleinske kiseline su polianjoni-negativna
naelektrisanja koja su ravnomerno rasporedena duz polinukleotidnog lanca, tako da je ukupna
koli¢ina naelektrisanja molekula DNK proporcionalna njegovoj veli€ini. DNK molekuli se u
zatvorenom elektri¢nom polju usmereno kre¢u od katode ka anodi. Brzina kretanja kracih molekula
DNK je brza u odnosu na duze molekule DNK. Po zavrSetku procesa elektroforeze DNK molekuli
razli¢itih duzina se razdvajaju, formirajuci trake na gelu koje se mogu vizualizovati.

Agaroza je polisaharid koji rastvaranjem, kuvanjem 1 hladenjem formira gustu mreZu ¢ije pore
variraju od 100 do 300nm, u zavisnosti od koncentracije rastvora agaroze. Od gustine agaroznog
gela, odnosno od veli¢ine pora, od sastava i jonske jacine pufera za elektroforezu, kao i od jacine
elektrine struje zavisi brzina kretanja molekula DNK kroz agarozni gel. Brzina kretanja ispitivanog
molekula DNK se poredi sa brzinom kretanja molekula DNK poznate veli¢ine (npr. molekulski
markeri), na osnovu ¢ega se procenjuje veli¢ina ispitivanog molekula DNK.

Uspesnost PCR amplifikacije se proverava pomocu elektroforeze na 2% agaroznom gelu.
Agaroza u prahu (Serva, Nemacka) je rastvorena u 0,5 x TBE puferu (4,5mM Tris-baza, 10mM
EDTA, 87/mM borna kiselina; pH=8) i zagrevana do klju¢anja. U rastvor ohladen do oko 70°C je
dodaje etidijum-bromid u finalnoj koncentraciji od Sug/ml. Prohladen gel je izliven u kadicu za
elektroforezu, u kojoj su prethodno postavljeni ¢esljevi koji ¢e formirati bunarice, i ostavljen da
hladenjem polimerise. U bunarice gela je stavljeno po 5ul genomske DNK i 2pul boje (6 x loading
buffer: 0,25% brom fenol plavo, 0,25% ksilen-cijanol, 20% fikol 400). Za analizu amplifikata
neophodno je koristiti molekulski marker. Elektroforeza se odvija u 0,5 x TBE puferu pri naponu od
80V i struji od 35 - 40mA oko 40 minuta (Pharmacia LKB, Svedska). Gel je analiziran pod
kratkotalasnom UV svetlo§éu transiluminatora (Pharmacia LKB, Svedska).
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3.2.6. Kvantitativni PCR

Real-Time PCR (PCR u realnom vremenu) ili kvanitativni PCR, je metoda amplifikacije i
kvantifikacije DNK na specifi¢an, senzitivan i reproducibilan nacin. Sistem se zasniva na detekciji 1
kvantifikaciji fluorescentnog signala, koji je direktno proporcionalan koli¢ini PCR produkta u
reakciji. Kao i kod klasicne PCR metode, Real-Time PCR podrzumeva amplifkaciju ciljanog
segmenta usled cikli¢nog delovanja temperature, odnosno karakteristicnog temperaturnog profila.
Za razliku od klasi¢nog PCR-a, kod kojeg se analiza reakcije vr$i u zavrs$noj plato fazi reakcije,
Real-Time PCR-om se meri Kinetika reakcije u eksponencijalnoj fazi PCR reakcije, kada je
amplifikacija najbrza, a sama reakcija visoko specificna. Bazalni nivo flourescencije
amplifikovanog uzorka, koji je neophodno detektovati, kako bi se amplifikacija smatrala uspesnom,
se naziva linija praga fluorescencije (eng. treshold) i nalazi se u okviru eksponencijalne faze
reakcije. Ispitivani uzorci se medusobno razlikuju po broju ciklusa amplifikacije koji su im
neophodni za dostizanje zadate vrednosti fluorescencije. Ciklus amplifikacije u kojem je nivo
florescencije ispitivanog uzorka jednak nivou zadate florescencije, naziva se Ct vrednost. Sto je Ct
vrednost uzorka veca, to znaci da je neophodan veéi broj ciklusa da bi se dostigla zadata
fluorescencija, odnosno koli¢ina poéetnog materijala DNK je manja.

Kvantifikacija DNK moze biti apsolutna i relativna. Apsolutnom kvantifikacijom se odreduje
tacan pocetni broj kopija ispitivane DNK sekvence.

Relativna kvantifikacija odreduje promenu u nivou ekspresije gena u nekom uzorku u odnosu na
kontrolni uzorak. Da bi se ispitivala ekspresija bilo kog gena, kao pocetni materijal se koristi
molekul RNK, izolovan iz tkiva u kojem se ispituje ekspresija odredenih gena. Izolovana RNK se
pomocu enzima reverzne transkriptaze prevodi u komplementarnu cDNK, kako je prethodno
opisano. Relativna kvantifikacija za analizu podrazumeva koriS¢enje endogene kontrole i
kalibratora. Endogena kontrola predstavlja normalizator koli¢ine RNK u uzorku. Za endogenu
kontrolu se naj€esce uzima gen koji se tkivno i vremenski konstitutivno eksprimira. U zavisnosti od
eksperimenta, odnosno tkiva iz kojeg se izoluje RNK, za endogenu kontrolu naj¢esce se biraju geni
koji kodiraju GAPDH (gliceraldehid-3-fosfat), TBP (tata-blok vezujuéi protein), B aktin, rRNK.
Kalibrator je uzorak sa kojim se poredi ekspresija gena ciljnog uzorka. U slucaju da je dizajn
eksperimenta takav da su eksperimentalne grupe na neki nacin tretirane, kalibrator bi u tom slucaju
bila netretirana kontrolna grupa. Kao kalibrator se takode moze uzeti i neko drugo tkivo, ukoliko za
to postoji bioloski smisao.

Pri odredivanju relativne kvantifikacije, za detekciju PCR amplifikata moguce je koristiti
razlicite tehnologije, odnosno razli€ite tipove fluorescentnih boja.
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Slika 9. llustracija mehanizma a) TagMan i b) SYBR Green tehnologije. TagMan tehnologija
koristi TagMan probe, flourescentno obelezene oligonukleotide na ¢ijem 5 kraju se nalazi
reporterski, a na 3’ kraju molekul prigusivaca, koje hibridizuju sa specificnom sekvencom. Taq
polimeraza svojom 5’ egzonukleaznom aktivnoscu iseca reporter molekul i dovodi do emitovanja
fluorescencije. Intenzitet fluoresciranja proporcionalan je koli¢ini amplifikata u reakciji. Preuzeto i
modifikovano: Gulec i Turgut, 2019 (128)

SYBR Green tehnologija se zasniva na vezivanju fluorescentne SYBR green boje za dvolancanu
DNK, koja tako vezana emituje karakteristi¢an fluorescentni signal, koji se detektuje pomocu Real
Time PCR aparata. Jacina fluorescentnog signala proporcionalna je koli¢ini amplifikata. Ova boja
se nespecificno vezuje za dvolan¢anu DNK, tako da je pri analizi rezultata neophodno koristiti
krivu disocijacije. Pojava samo jednog pika govori o vezivanju boje samo za DNK matricu, dok
pojava vise pikova govori o mogucem formiranju dimera prajmera. Za analizu relativne
kvantifikacije koris¢en je 7500 System SDS Real Time PCR (Applied Biosystems, SAD).

U sastav reakcione smese finalne zapremine od 25pul ulazi: 2ul ¢cDNK (do 500ng), 12,5ul
Maxima SYBR Green gPCR master miks (2x), (Thermo Fisher Scientific, SAD), po 0,75ul svakog
prajmera u finalnoj koncentraciji 0,3uM i 9ul dH2O. Maxima SYBR Green gPCR master miks
koristi univerzalne uslove PCR reakcije, preporuCene od proizvodaca: 40 ciklusa reakcije,
temperatura inicijalne denaturacije 95°C 10 minuta, denaturacije 95°C 15 sekundi, anilinga i
elongacije 60°C 1 minut. Sekvence prajmera koriS¢enih za kvantitativni PCR u ovoj studiji su
predstavljeni u Tabeli 2.

Tabela 2. Prikaz sekvenci prajmera koris¢enih za kvantitativnu analizu genske ekpresije

Gen Forward sekvenca (5°-3°) Revers sekvenca (5°-3°)

SIRT1 5>-TAGAGCCTCACATGCAAGCTCTA-3’ 5’-GCCAATCATAAGATGTTGCTGAC-3
SIRT3 5’-CATTCGGGCTGACGTGATG-3’ 5’-AACCACATGCAGCAAGAACCT-3’
SIRT6 5’-CCCGGATCAACGGCTCTATC-3’ 5°-GCCTTCACCCTTTTGGGGG-3’
SIRT7 5-CGTCCGGAACGCCAAATAC-3’ 5’-GACGCTGCCGTGCTGATT-3’
HDAC7 5’-GCTCAGCATGTGCATGTGGAACAC-3’ 5’-TGAGAGCCTGGTGTGTCTGGCT-3’
GAPDH 5’-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’ 5°-GCCCAATACGACCAAATCC-3’

Livakov metod analize relativne kvantifikacije, 222, se koristi u situacijama kada je efikasnost
amplifikacije i target gena i referentnog gena (endogene kontrole) priblizno jednaka i iznosi oko
100%. U tom slucaju za ra¢unanje nivoa relativne kvantifikacije koriste se slede¢e formule:

ACt(test) = Ct(GOI) - Ct(REF)
ACt(kalibrator) = Ct(GOI, kalibrator) - Ct(REF, kalibrator)
AACt = ACt(test) - ACt(kalibrator)

RQ=2"24¢t = normalizovani odnos ekspresije.
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Gde je:

GOl - gen od interesa

REF - referentni gen (endogena kontrola)

Ct - broj ciklusa u kojem signal dostize vrednost bazalne fluorescence
RQ - vrednost relativne kvantifikacije

U ovoj studiji koris¢en je Livakov metod, s obzirom da su efikasnosti amplifikacije ispitvanih
gena, kao i referentnog gena, odnosno endogene kontrole bile priblizno iste.

Pri izboru adekvatnog referentnog gena, ispitivali smo stabilnost ekspresije gena za GAPDH
(gliceraldehid-3-fosfat), ACTB (B-aktin), 18S (18S ribozomalna RNK), HPRT (hipoksantin-guanin-
fosforibozil-transferaza) i TBP (TATA boks vezuju¢i protein). Stabilnost ispitivanih referentnih
gena je evaluirana koriS¢enjem ACt metoda, kao i upotrebom dva softvera NormFinder (129) i
BestKeeper (130). NormFinder softver se koristi za evaluaciju varijacija izmedu grupa, kao i
varijacija u okviru iste ispitivane grupe, dok se BestKeeper softver koristi za ispitivanje stabilnosti
genske ckspresije. NasSa analiza je pokazala da GAPDH pokazuje najmanje varijacije izmedu
ispitivanih grupa kao i najmanje intravarijacije u okviru pojedinacnih grupa, te je dalje koriS¢en za
analizu genske ekspresije Livakovom 244¢t metodom. Rezultati su predstavijeni kao N-fold
promene genske ekspresije normalizovane u odnosu na ekspresiju GAPDH.

3.2.7. Statisticka analiza podataka

Statisticka analiza podataka je uradena koris¢enjem programa SPSS 20.0 (IBM Corporation,
SAD). Za uporednu analizu nivoa ekspresije gena SIRT1, SIRT3, SIRT6, SIRT7 i HDAC7
normalizovanih u odnosu na ekpresiju GAPDH gena, izmedu TNBC i ER+PR+HER2- pacijenata,
koriS¢en je neparametrijski Mann Whitney U test.

Evaluacija ekspresije ispitivanih gena kao potencijalnih biomarkera za pracenje toka i prognoze
ishoda bolesti pacijentkinja sa TNBC i ER+PR+HER2- kancerom dojke je uradena metodom ROC
krive (eng. Receiver Operating Characteristic) i analizom regiona ispod krive AUC (eng. Area
Under the ROC Curve). ROC kriva se koristi za ispitivanje diskriminacionog potencijala varijabli
koje imaju kvantitativnu prirodu. Ona predstavlja graficki prikaz senzitivnosti 1 specificnosti za
svaku moguéu grani¢nu vrednost isptivane kontinuirane varijable. Senzitivnost se odnosi na
identifikaciju osoba sa stvarno pozitivnim nalazom za ispitivanu varijablu i predstavlja odnos tacno
pozitivnih 1 zbira ta¢no pozitivnih 1 laZzno negativnih nalaza za ispitivanu vrednost. Specifi¢nost se
odnosi na identifikaciju stvarno negativnih nalaza za ispitivanu varijablu 1 predstavlja odnos tacno
negativnih i zbira ta¢no negativnih i lazno pozitivnih nalaza za ispitivanu varijablu. Rezultat ROC
analize definiSe vrednost povrsine koja se nalazi ispod ROC krive, tzv. AUC vrednost, kao i
statistiCka znacajnost razlike te vrednosti u odnosu na referentnu vrednost, odnosno povrsinu koja
se nalazi ispod referentne linije, tj. linije koja prolazi kroz sredinu koordinatnog sistema. Analiza
ROC krive kao i metod ,,Manhattan distance* (131) su dalje kori§¢eni za utvrdivanje optimalne
vrednosti koja bi se koristila kao grani¢na vrednost za dihotomizaciju genske ekspresije na nisku i
Vvisoku.
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Za ispitivanje povezanosti nivoa genske ekspresije analiziranih gena i klini¢ko-patoloSkih
karakteristika pacijentkinja koriséeni su Hi-kvadrat test (%) i Fiserov egzaktni test u slu¢aju kada je
oc¢ekivana ucestalost u grupi bila manja od 5%.

Analiza ukupnog preZivljavanja pacijentkinja izvrSena je Kaplan-Meier metodom. Krive su
medusobno poredene log-rank testom.

Analiza ispitivanja rizika, odnosno Hazard Ratio (HR) je uradena univarijantnom analizom,
odnosno Cox-proporcionalnom hazard regresionom analizom, sa intervalom poverenja od 95%.
Varijable koje su u univarijantnoj analizi imale statisticku znacajnost p<0,200 su ukljucene u
multivarijantnu analizu u svrhu ispitivanja nezavisnih prognosti¢kih parametara koji uticu na
ukupno prezivljavanje ispitivanih pacijentkinja sa TNBC i ER+PR+HER2- kancerom dojke.

p-vrednosti manje od 0,05 su smatrane statisticki znacajnim.
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4. Rezultati

4.1. Ekspresija SIRT1 gena kod pacijentkinja sa trostruko-negativnim i hormon receptor-
pozitivnim karcinomom dojke

Ekspresija SIRT1 gena je poredena u uzorcima pacijentkinja sa TNBC i ER+PR+HER2- tipom
karcinoma dojke. Pokazano je da ispitanice sa TNBC tipom imaju zna¢ajno nizu relativnu
ekspresiju SIRT1 gena u odnosu na ispitanice sa ER+PR+HER2- tipom kancera dojke. 1zmerena
srednja vrednost relativne kvantifikacije normalizovane u odnosu GAPDH je bila 2,017 + SEM
0,357 112,504 + SEM 2,202 redom, p=0,001, Slika 10.
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Slika 10. Relativna ekspresija SIRT1 gena kod pacijentkinja sa TNBC i ER+PR+HER2- tipom karcinoma
dojke; *** p<0,001.

Analizom ROC krive kod pacijentkinja sa TNBC tipom karcinoma dojke, odredena je optimalna
grani¢na vrednost kontinuirane varijable kojom se opisuje relativna ekspresija SIRT1 gena, koja je
iznosila 2,51-,fold change®. Za upotrebu 2,51-fold change kao grani¢ne vrednosti za
dihotomizaciju SIRT1 ekspresije na snizenu i povisenu, vrednost AUC krive iznosila je 0,63,
senzitivnost 41,7%, a specificnost 83,3%.

U grupi pacijentkinja sa ER+PR+HER2- tipom karcinoma dojke, na osnovu analize ROC krive,
predlozena grani¢na vrednost je iznosila 1,92-fold change, sa vrednostima AUC 0,58, senzitivnost
61,1% 1 specificnost 62,5%. Medutim, kako grani¢ne vrednosti manje od dvostruke promene u
nivou ekpresije, odnosno manje od 2-fold change, mogu biti efekat nesto slabije preciznosti SYBR
Green tehnologije, arbitrarno se u ovim slucajevima kao grani¢na vrednost uzima dvostruka
promena u genskoj ekspresiji, odnosno 2-fold change.
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U grupi ispitanica sa TNBC tipom karcinoma dojke, snizena SIRT1 ekspresija je registrovana
kod 77% (37/48) pacijentkinja, dok je povecana SIRT1 ekspresija registrovana kod 23% (11/48)
pacijentkinja. Kod ispitanica sa ER+PR+HER2- tipom karcinoma dojke, snizenu SIRT1 ekspresiju
je imalo 24% (15/63), a povecana ekspresija je zabelezena kod 76% (48/63) ispitanica. Rezultati su
prikazani na slici 11.

B Snizena SIRTI
ekspresija B Snizena SIRTI
ekspresija
u Povecana ® Povecana SIRTI
SIRT1 ekspresija
ekspresija
A) B)

Slika 11. Procentualna zastupljenost pacijentkinja sa snizenom i povecanom SIRT1 ekspresijom
kod A) TNBC pacijentkinja B) ER+PR+HER2- pacijentkinja

4.2. Ekspresija SIRT3 gena kod pacijentkinja sa trostruko-negativnim i hormon receptor-
pozitivnim karcinomom dojke

U ispitivanim grupama merena je i poredena ekspresija SIRT3 gena. Analizom rezultata je
ustanovljeno da postoji znacajna razlika u nivou relativne genske ekspresije SIRT3 u uzorcima
tumora pacijentkinja sa TNBC i ER+PR+HER2- karcinomom dojke. Naime, pacijentkinje sa TNBC
tipom karcinoma dojke su imale znacajno nizi nivo SIRT3 genske ekspresije u odnosu na
pacijentkinje sa ER+PR+HER2- tipom. lzmerene srednje vrednosti relativne kvantifikacije u
ispitivanim grupama pacijentkinja sa TNBC i ER+PR+HER2- tipom karcinoma dojke su bile 1,064
+ SEM 0,122 i 2,330 £ SEM 0,274, redom, p=0,0001, Slika 12.

Analizom ROC krive utvrdene su predloZzene grani¢ne vrednosti za obe grupe ispitivanih
pacijentkinja. S obzirom da su u oba slucaja te vrednosti bile manje od dvostruke promene u
ekspresiji, odnosno manje od 2-fold change, kao grani¢na vrednosti za dihotomizaciju SIRT3
ekspresije na sniZzenu i povecanu, uzeta je vrednost od 2-fold change i kod pacijentkinja sa TNBC i
sa ER+PR+HER2- tipom karcinoma dojke.
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Slika 12. Relativna ekspresija SIRT3 gena kod pacijentkinja sa TNBC i ER+PR+HER2- tipom karcinoma
dojke; *** p<0,001.

Analizirajuéi zastupljenost povecane odnosno smanjenje SIRT3 ekspresije kod ove dve
ispitivane grupe pacijentkinja sa karcinomom dojke, zapazeno je da kod pacijentkinja sa TNBC
tipom 87% (42/48) je imalo snizenu, a 13% (6/48) je imalo poveéanu SIRT3 ekspresiju (Slika 13A).
U grupi ispitanica sa ER+PR+HER2- tipom karcinoma dojke, 57% (36/63) je imalo snizenu, dok je
43% (27/63) imalo poveéanu SIRT3 ekspresiju (Slika 13B).

B Snizena SIRT3 B Snizena SIRT3
ekspresija ekspresija
B Povecana B Povecana
SIRT3 SIRT3
ekspresija ekspresija
A) B)

Slika 13. Procentualna zastupljenost pacijentkinja sa snizenom i pove¢anom SIRT3 ekspresijom kod A)
TNBC pacijentkinja B) ER+PR+HER2- pacijentkinja
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4.3. Ekspresija SIRT6 gena kod pacijentkinja sa trostruko-negativnim i hormon receptor-
pozitivnim karcinomom dojke

Uporedujuci relativni nivo SIRT6 ekspresije kod pacijentkinja sa TNBC i ER+PR+HER2- tipom
karcinoma dojke, nije utvrdeno postojanje statisti¢ki znacajne razlike u nivou SIRT6 ekspresije u
ove dve grupe ispitanica. Izmerene srednje vrednosti relatvine genske SIRT6 ekspresije za TNBC
grupu bile su 5,9 £ SEM 1,093, a za ER+PR+HER2- grupu 26,07 + SEM 12,35 (p=0,446), Slika 14.
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Slika 14. Relativna ekspresija SIRT6 gena kod pacijentkinja sa TNBC i ER+PR+HER2- tipom karcinoma
dojke

Dihotomizacija vrednosti relativne promene SIRT6 ekspresije na povecanu i snizenu je izvrSena
u odnosu na grani¢nu vrednost koja predstavlja dvostruku promenu u SIRT6 genskoj ekspresiji,
odnosno 2-fold change.

Ispitujuc¢i odnos zastupljenosti pove¢ane odnosno smanjenje SIRT6 ekpresije kod pacijentkinja
sa TNBC i ER+PR+HER2- tipom karcinoma dojke, rezultati su pokazali da u TNBC grupi 23%
(11/48) je imalo snizenu SIRT6 ekspresiju, dok 77% (37/48) je imalo povec¢anu SIRT6 ekspresiju. U
ER+PR+HER2- grupi ispitanica, 45% (24/63) je imalo snizenu, dok je 62% (39/63) imalo povecanu
SIRT6 ekspresiju, Slika 15.
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Slika 15. Procentualna zastupljenost pacijentkinja sa snizenom odnosno pove¢anom SIRT6 ekspresijom kod
A) TNBC pacijentkinja B) ER+PR+HER2- pacijentkinja

4.4. Ekspresija SIRT7 gena kod pacijentkinja sa trostruko-negativnim i hormon receptor-
pozitivnim karcinomom dojke

Analizom relativne SIRT7 ekspresije kod pacijentkinja sa TNBC i ER+PR+HER2- tipom
karcinoma dojke nije utvrdeno da postoji znacajna razlika u nivou SIRT7 genske ekspresije izmedu
ove dve ispitivane grupe. lzmerene vrednosti u grupi TNBC ispitanica su bile 11,74 £ SEM 3,004,
dok su izmerene vrednosti kod ER+PR+HER2- ispitanica bile 6,78 = SEM 1,805, p=0,297, Slika
16.
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Slika 16. Relativna ekspresija SIRT7 gena kod pacijentkinja sa TNBC i ER+PR+HER2- tipom karcinoma
dojke
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Evaluacijom ROC krive kod pacijentkinja sa TNBC i ER+PR+HER2- tipom karcinoma dojke,
utvrdene su grani¢ne vrednosti kontinuirane varijable kojom je izraZena relativna ekspresija SIRT7
gena. Vrednost na osnovu koje je izvrSena dihotomizacija SIRT7 ekspresije na povecanu i snizenu
kod TNBC pacijentkinja je iznosila 4,7-fold change, sa vrednostima AUC 0,71, senzitivnosti 70% i
specifi¢nosti 30%, dok je kod ER+PR+HER2- pacijentkinja ta vrednost iznosila 3,67-fold change,
sa vrednostima AUC 0,56, senzitivnosti 80% 1 specificnosti 43%.

Kod ispitanica sa TNBC tipom karcinoma dojke, 58% (28/48) je imalo snizenu SIRT7
ekspresiju, dok je 42% (42/48) imalo povecanu SIRT7 ekspresiju. U grupi ispitanica sa
ER+PR+HER2- tipom karcinoma dojke, 54% (34/63) je imalo snizenu, a 46% (29/63) je imalo
povecéanu ekspresiju SIRT7 gena. Rezultati su prikazani na Slici 17.

B Snizena SIRT7
ekspresija W SniZena SIRT7
ekspresija
B Povecana ® Povecana SIRT7
SIRT7 ekspresija
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Slika 17. Procentualna zastupljenost pacijentkinja sa snizenom odnosno pove¢anom SIRT7 ekspresijom kod
A) TNBC pacijentkinja B) ER+PR+HER2- pacijentkinja

4.5. Ekspresija HDAC7 gena kod pacijentkinja sa trostruko-negativnim i hormon receptor-
pozitivnim karcinomom dojke

Relativna genska ekspresija je evaluirana kod dva razli¢ita molekularna tipa karcinoma dojke,
TNBC i ER+PR+HER2-, Slika 18. Poredenjem HDAC?7 ekspresionog nivoa, utvrdeno je da postoji
znacajno niza ekspresija HDAC7 gena kod pacijentkinja sa TNBC tipom, u odnosu na
ER+PR+HER2- molekularni tip karcinoma dojke. Izmerene srednje vrednosti i standarne greSke
bile su 8,23 SEM+1,66 i 21,39 SEM=5,09, redom, p=0,005.

Za evaluaciju prognostickog potencijala HDAC7 ekspresije, koris¢ena je ROC analiza. Na
osnovu analize ROC krive, utvrdene su vrednosti na osnovu kojih je uradena dihotomizacija
HDACT7 ckspresije na poveéanu (+HDAC7) i smanjenu (-HDAC7). Ove vrednosti su pokazale
razli¢it diskriminacioni potencijal. Za TNBC tip karcinoma dojke, ROC analiza je pokazala da
vrednost 2,35 ima optimalni diskriminacioni potencijal sa vrednostima za AUC 0,66, senzitivnost
92,9%, specifi¢nost 47,8%, dok je kod ER+PR+HER2- tipa karcinoma dojke ta vrednost 7,1, sa
vrednostima za AUC 0,60, senzitivnost 80%, specificnost 49,3% .
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Slika 18. Relativna ekspresija HDAC7 gena kod pacijentkinja sa TNBC i ER+PR+HER2- tipom karcinoma

dojke; *** p<0,001.

Povecana ekspresija HDAC7 je zapazena kod 62% pacijentkinja sa TNBC tipom karcinoma
dojke (38/61), dok je kod pacijentkinja sa ER+PR+HER2- tipom zastupljenost poveé¢ane odnosno
snizene HDACT ekspresije bila priblizno ista (53% (39/74) i 47% (35/74), redom), Slika 19.

u Snizena HDAC7
ekspresija

B Povecana
HDAC7
ekspresija

A) B)

u Snizena HDAC7

ekspresija

m Povecana

HDAC7
ekspresija

Slika 19. Procentualna zastupljenost pacijentkinja sa snizenom odnosno pove¢anom HDAC7 ekspresijom

kod A) TNBC pacijentkinja B) ER+PR+HER2- pacijentkinja
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Rezultati

4.6. Analiza povezanosti ekspresije SIRT1 gena sa klini¢ko-patoloskim karakteristikama
pacijentkinja sa trostruko-negativnim i hormon receptor-pozitivnim karcinomom dojke

U svrhu ispitivanja povezanosti SIRT1 ekspresije sa klinicko-patoloskim karakteristikama
pacijentkinja sa TNBC i ER+PR+HER2- tipom karcinoma dojke izvrSena je dihotomizacija SIRT1
ekspresije na povecanu (+SIRT1) i snizenu (-SIRT1). Kako je ranije opisano, analizom ROC krive
je definisana grani¢na vrednost dihotomizacije.

Utvrdeno je postojanje znacajne povezanosti SIRT1 ekspresije i veli¢ine tumora kod
pacijentkinja sa ER+PR+HER2- tipom karcinoma dojke (p=0,036). Snizena SIRT1 ekspresija je
povezana sa ve¢om veli¢inom tumora kod ER+PR+HER2- tipa karcinoma dojke, Tabela 3.

Nije utvrdena povezanost izmedu SIRT1 ekspresije 1 klinicko-patoloskih karakteristika
pacijentkinja sa TNBC tipom karcinoma dojke, Tabela 3.
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Rezultati

Tabela 3. Povezanost ekspresije SIRT1 gena sa klini¢ko-patoloskim karakteristikama pacijentkinja

sa trostruko-negativnim i hormon receptor-pozitivnim karcinomom dojke

Ekspresija gena TNBC ER+PR+HER-
Karakteristike -SIRT1 +SIRT1 -SIRT1 +SIRT1
Duktalni 25 6 7 19
Lobulari 3 3 8 23
Histoloski tip -
Drugi 9 2 0 5
p NZ NZ
Starost <60 godina 16 6 9 29
(medijana) > 60 godina 21 5 6 19
P NZ NZ
Premenopauza 6 0 3 18
Menopauza Menopauza 31 11 11 31
P NZ NZ
<2cm 11 2 4 16
Veli¢ina tumora | 2-5cm 24 7 9 32
(cm) >5cm 2 2 2 0
p NZ 0,036*
Histoloski hG1/2 15 5 15 47
gradus hG3 22 6 0 1
D NZ NZ
nG1/2 12 4 15 48
Nuklusni gradus | nG3 23 6 0 0
P NZ NZ
Pozitivno 15 10 7 24
Nodalni status Negativno 18 5 8 24
P NZ NZ
Pozitivno 9 3 1 7
Metastaze Negativno 28 8 14 31
P NZ NZ

NZ-p vrednosti koje nemaju statisti¢ku znaéajnost; *p<0,05; TNBC-trostruko-negativni karcinom dojke;
ER+PR+HER2- hormon receptor-pozitivni, HER2- karcinom dojke; -SIRT1-snizena ekspresija; +SIRT1-
poveéana ekspresija; hG-histoloski gradus; nG-nukleusni gradus
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Rezultati

4.7. Analiza povezanosti ekspresije SIRT3 gena sa klinicko-patoloskim karakteristikama
pacijentkinja sa trostruko-negativnim i hormon receptor-pozitivnim karcinomom dojke

Ispitivanje povezanosti SIRT3 genske ekspresije i klini¢ko-patoloskih karakteristika
pacijentkinja sa TNBC i ER+PR+HER2- tipom karcinoma dojke je pokazalo da kod TNBC
pacijentkinja postoji znacajna povezanost izmedu SIRT3 ekspresije i histoloSkog gradusa tumora
(p=0,027), a takode postoji i tendencija povezanosti SIRT3 ekspresije i nukleusnog gradusa
(p=0,05). Naime, kod TNBC pacijentkinja je utvrdeno da postoji povezanost povecane genske
ekspresije SIRT3 i veceg histoloskog gradusa tumora ovih pacijenatkinja. Takode, postoji i
tendencija povezanosti poveéane SIRT3 genske ekspresije i viSeg nukleusnog gradusa tumora,
Tabela 4.

U grupi ER+PR+HER2-, ispitanice sa lobularnim histoloskim tipom karcinoma dojke imaju
znacajno nizu ekspresiju SIRT3 gena u odnosu na ostale histoloske tipove ER+PR-+HER2-
karcinoma dojke (p=0,047). Kod ove grupe ispitanica je uoc¢eno postojanje tendencije povezanosti
smanjene SIRT3 ekspresije i starosne dobi. Konkretno, kod pacijentkinja mladih od 60 godina je
zapazena snizena vrednost SIRT3 ekspresije, ali ova povezanost nije bila statisticki znacajna
(p=0,087).
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Rezultati

Tabela 4. Povezanost ekspresije SIRT3 gena sa klini¢ko-patoloskim karakteristikama pacijentkinja
sa trostruko-negativnim i hormon receptor-pozitivnim karcinomom dojke

Ekspresija gena TNBC ER+PR+HER-
Karakteristike -SIRT3 +SIRT3 -SIRT3 +SIRT3
Duktalni 26 5 13 14
] _ Lobulari 6 0 22 9
Histoloski tip
Drugi 10 1 1 4
p NZ 0,047*
< 60 godina 19 3 25 13
Starost i
. > 60 godina 23 3 11 14
(medijana)
p NZ 0,087
Premenopauza 5 1 14 7
Menopauza Menopauza 37 5 22 20
p NZ NZ
<2cm 10 3 12 8
Veli¢ina tumora | 2-5cm 29 2 22 19
(cm) >5cm 3 1 2 0
p NZ NZ
Histoloski hG1/2 20 0 36 26
gradus hG3 22 6 0 1
p 0,027* NZ
nG1/2 16 0 36 27
Nukleusni
nG3 23 6 0 0
gradus
p 0,05 NZ
Pozitivno 21 2 18 13
Nodalni status Negativno 21 4 18 14
p NZ NZ
Pozitivno 11 1 4 4
Metastaze Negativno 31 5 5 41
p NZ NZ

NZ-p vrednosti koje nemaju statisticku znacajnost; *p<0,05; TNBC-trostruko-negativni karcinom dojke;
ER+PR+HER2- hormon receptor-pozitivni, HER2- karcinom dojke; -SIRT3-snizena ekspresija; +SIRT3-
povecéana ekspresija; hG-histoloski gradus; nG-nukleusni gradus
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Rezultati

4.8. Analiza povezanosti ekspresije SIRT6 gena sa klinicko-patoloSkim karakteristikama
pacijentkinja sa trostruko-negativnim i hormon receptor-pozitivnim karcinomom dojke

Nije potvrdeno postojanje znacajne povezanosti SIRT6 genske ekspresije i ispitivanih

parametara kako kod pacijentkinja sa TNBC tipom karcinoma dojke, tako ni kod pacijentkinja sa
ER+PR+HER2-, Tabela 5.
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Rezultati

Tabela 5. Povezanost ekspresije SIRT6 gena sa klini¢ko-patoloskim karakteristikama pacijentkinja
sa trostruko-negativnim i hormon receptor-pozitivnim karcinomom dojke

Ekspresija gena TNBC ER+PR+HER-
Karakteristike -SIRT6 +SIRT6 -SIRT6 +SIRT6
Duktalni 7 24 10 17
_ ) Lobulari 2 4 11 20
Histoloski tip i
Drugi 2 9 3 2
p NZ NZ
< 60 godina 7 15 14 24
Starost i
. > 60 godina 4 22 10 15
(medijana)
p NZ NZ
Premenopauza 3 3 7 14
Menopauza Menopauza 8 34 15 27
p NZ NZ
<2cm 2 11 9 11
Veli¢ina tumora | 2-5cm 9 22 14 27
(cm) >5cm 0 4 1 1
p NZ NZ
Histoloski hG1/2 4 16 23 29
gradus hG3 7 21 1 0
p NZ NZ
) nG1/2 4 12 24 39
Nukleusni
nG3 6 23 0 0
gradus
p NZ NZ
Pozitivno 6 17 13 18
Nodalni status Negativno 5 20 11 21
p NZ NZ
Pozitivno 2 10 2 6
Metastaze Negativno 9 27 32 23
p NZ NZ

NZ-p vrednosti koje nemaju statisti¢ku znaéajnost; *p<0,05; TNBC-trostruko-negativni karcinom dojke;
ER+PR+HER2- hormon receptor-pozitivni, HER2- karcinom dojke; -SIRT6-snizena ekspresija; +SIRT6-
povecéana ekspresija; hG-histoloski gradus; nG-nukleusni gradus
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Rezultati

4.9. Analiza povezanosti ekspresije SIRT7 gena sa klini¢ko-patoloskim Kkarakteristikama
pacijentkinja sa trostruko-negativnim i hormon receptor-pozitivnim karcinomom dojke

Rezultati analize povezanosti dihotomizirane SIRT7 genske ekspresije sa klinicko-patoloSkim
parametrima ispitivanih pacijentkinja su pokazali da u grupi pacijentkinja sa TNBC tipom
karcinoma dojke postoji zna¢ajna povezanost smanjene SIRT7 ekspresije i veli¢ine tumora od 2 do
5cm, dok kod tumora koji su manji od 2cm i veéi od 5cm, postoji povezanost sa pove¢anom SIRT7
genskom ekspresijom (p=0,010), Tabela 6.

Analiza nije pokazala povezanost SIRT7 ekspresije sa drugim klinicko-patoloskim
karakteristikama pacijentkinja sa TNBC tipom karcinoma dojke. Takode, nije utvrdeno postojanje
znacajne povezanosti SIRT7 ekspresije i1 klini¢ko-patoloskih karakteristika pacijentkinja sa
ER+PR+HER2- tipom karcinoma dojke.
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Rezultati

Tabela 6. Povezanost ekspresije SIRT7 gena sa klini¢ko-patoloskim karakteristikama pacijentkinja
sa trostruko-negativnim i hormon receptor-pozitivnim karcinomom dojke

Ekspresija gena TNBC ER+PR+HER-
Karakteristike -SIRT7 +SIRT7 -SIRT7 +SIRT7
Duktalni 18 15 13 12
) _ Lobulari 2 1 17 15
Histoloski tip
Drugi 8 4 4 2
p NZ NZ
< 60 godina 12 7 18 17
Starost i
. > 60 godina 16 13 16 12
(medijana)
p NZ NZ
Premenopauza 4 2 9 7
Menopauza Menopauza 24 18 25 22
p NZ NZ
<2cm 4 9 12 8
Veli¢ina tumora | 2-5cm 23 8 21 20
(cm) >5cm 1 3 1 1
p 0,010* NZ
Histoloski hG1/2 14 5 34 29
gradus hG3 14 15 0 0
p NZ NZ
nG1/2 11 5 34 29
Nukleusni
nG3 17 15 0 0
gradus
p NZ NZ
Pozitivno 14 9 17 20
Nodalni status Negativno 14 11 17 9
p NZ NZ
Pozitivno 7 4 5 3
Metastaze Negativno 21 16 29 26
p NZ NZ

NZ-p vrednosti koje nemaju statisti¢ku znacajnost; *p<0,05; TNBC-trostruko-negativni karcinom dojke;
ER+PR+HER2- hormon receptor-pozitivni, HER2- karcinom dojke; -SIRT7-snizena ekspresija; +SIRT7-
povecéana ekspresija; hG-histoloski gradus; nG-nukleusni gradus
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Rezultati

4.10. Analiza povezanosti ekspresije HDAC7 gena sa klini¢ko-patoloSkim karakteristikama
pacijentkinja sa trostruko-negativnim i hormon receptor-pozitivnim karcinomom dojke

Asocijacija HDACT7 ekspresije i klinicko-patoloskih karakteristika pacijentkinja sa TNBC i
ER+PR+HER2- tipom karcinoma dojke je prikazana u tabeli 7. Nije utvrdeno postojanje znacajne
povezanosti razlic¢ite HDAC7 ekspresije sa klini¢ko-patoloskim karakteristikama ni kod ispitanica
sa TNBC, ni kod ispitanica sa ER+PR+HER2- tipom karcinoma dojke.
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Rezultati

Tabela 7. Povezanost ekspresije HDAC7 gena

pacijentkinja sa trostruko-negativnim i hormon receptor-pozitivnim karcinomom dojke

sa klini¢ko-patoloSkim karakteristikama

Ekspresija gena TNBC ER+PR+HER-
Karakteristike -HDAC7 +HDAC7 -HDAC7 +HDAC7
Duktalni 13 26 14 20
) _ Lobulari 5 2 20 15
Histoloski tip
Drugi 5 10 1 4
p NZ NZ
< 60 godina 10 12 20 20
Starost i
N > 60 godina 13 26 15 19
(medijana)
p NZ NZ
Premenopauza 2 4 10 8
Menopauza Menopauza 21 34 25 31
p NZ NZ
<2cm 6 13 5 12
Veli¢ina tumora | 2-5cm 16 23 28 27
(cm) >5cm 1 2 2 0
p NZ NZ
Histoloski hG1/2 13 14 35 38
gradus hG3 10 24 0 1
p NZ NZ
nG1/2 10 13 35 39
Nukleusni
nG3 13 25 0 0
gradus
p NZ NZ
Pozitivno 12 18 14 18
Nodalni status | Negativno 12 19 21 21
p NZ NZ
Pozitivno 18 27 32 34
Metastaze Negativno 5 11 3 5
p NZ NZ

NZ-p vrednosti koje nemaju statistiCku znacajnost; *p<0,05; TNBC-trostruko-negativni karcinom dojke;
ER+PR+HER2- hormon receptor-pozitivni, HER2- karcinom dojke; -HDAC7-snizena ekspresija; +HDACT7-
poveéana ekspresija; hG-histoloski gradus; nG-nukleusni gradus
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Rezultati

4.11. Analiza ukupnog prezivljavanja pacijentkinja sa trostruko-negativnim i hormon receptor-
pozitivnim karcinomom dojke u odnosu na ekspresiju SIRT1 gena

Povezanost SIRT1 ekspresije i ukupnog prezivljavanja kod pacijentkinja sa TNBC i
ER+PR+HER2- analizirana je Kaplan-Meier krivom, a krive su medusobno poredene log-rank
testom. Ukupno vreme pracenja ispitanica je bilo od 8 do 87 meseci, sa medijanom prac¢enja 80
meseci. Vreme pracenja ispitanica je definisano od datuma uspostavljanja dijagnoze pa do datuma
poslednje kontrole ili egzitusa.

Analiza Kaplan-Meier kriva je pokazala da kod pacijentkinja sa TNBC postoji tendencija loseg
prezivljavanja i povecane SIRT1 ekspresije (p=0,057). Pacijentkinje koji su imale povec¢anu SIRT1
ekspresiju su imale prose¢nu duzinu ukupnog prezivljavanja 41 mesec, dok su pacijentkinje sa
snizenom SIRT1 ekspresijom imale prose¢no vreme prezivljavanja 47 meseci. Kod ispitanica sa
ER+PR+HER2- tipom karcinoma dojke, Kaplan-Meier analiza i log-rank test su pokazali da postoji
asocijacija snizene SIRT1 ekspresije i loSeg prezivljavanja (p=0,006). ProseCeno vreme
prezivljavanja ovih pacijentkinja je bilo 77 meseci, dok je kod pacijentkinja sa pove¢anom SIRT1
ekspresijom prosecno vreme prezivljavanja bilo 84 meseca. Kaplan-Meier krive prezivljavanja su
za obe grupe ispitanica prikazane na Slici 20.
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Slika 20. Kaplan-Meier krive ukupnog preZivljavanja pacijentkinja sa (A) TNBC i (B) ER+PR+HER2-
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Rezultati

4.12. Analiza ukupnog prezivljavanja pacijentkinja sa trostruko-negativnim i hormon receptor-
pozitivnim karcinomom dojke u odnosu na ekspresiju SIRT3 gena

Ispitivanjem povezanosti SIRT3 genske ekspresije sa ukupnim prezivljavanjem pacijentkinja sa
TNBC i ER+PR+HER2- negativnim tipom karcinoma dojke, utvrdeno je da postoji povezanost
poveéane SIRT3 ekspresije i loSeg prezivljavanja pacijentkinja sa TNBC tipom karcinoma dojke
(p=0,040), Slika 21. Pacijentkinje sa pove¢anom SIRT3 ekspresijom su imale prose¢no kra¢e vreme
prezivljavanja (41 mesec), u odnosu na ispitanice sa snizenom SIRT3 ekspresijom (47 meseci). U
grupi ispitanica sa ER+PR+HER2- tipom karcinoma, nije uofena povezanost nivoa SIRT3
ekspresije 1 ukupnog vremena prezivljavanja.
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Slika 21. Kaplan-Meier krive ukupnog prezivljavanja pacijentkinja sa (A) TNBC i (B) ER+PR+HER2-
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4.13. Analiza ukupnog prezivljavanja pacijentkinja sa trostruko-negativnim i hormon receptor-
pozitivnim karcinomom dojke u odnosu na ekspresiju SIRT6 gena

U ispitivanim grupama pacijentkinja sa karcinomom dojke uocena je znaCajna povezanost
snizene SIRT6 ekspresije i loSeg preZivljavanja pacijentkinja sa ER+PR+HER2- karcinomom dojke.
ER+PR+HER2- pacijentkinje sa snizenom SIRT6 ekspresijom su imale krace vreme ukupnog
prezivljavanja (80 meseci) u odnosu na one sa pove¢anom SIRT6 ekspresijom. Kaplan-Meier krive
su prikazane na slici 22.
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Slika 22. Kaplan-Meier krive ukupnog prezivljavanja pacijentkinja sa (A) TNBC i (B) ER+PR+HER2-
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4.14. Analiza ukupnog prezivljavanja pacijentkinja sa trostruko-negativnim i hormon receptor-
pozitivnim karcinomom dojke u odnosu na ekspresiju SIRT7 gena

Rezultati Kaplan-Meier analize su pokazali da kod obe grupe ispitivanih pacijentkinja postoji
povezanost povecane SIRT7 ekspresije i loSeg prezivljavanja (p=0,037), Slika 23. TNBC
pacijentkinje sa pove¢anom SIRT7 ekspresijom su imale prose¢no vreme prezivljavanja 39 meseci u
odnosu na pacijentkinje sa snizenom SIRT7 ekspresijom, koje su imale prose¢no vreme
prezivljavanja 52 meseca. ER+PR+HER2- pacijentkinje sa pove¢anom SIRT7 ekspresijom su imale
prose¢no vreme prezivljavanja 79 meseci, dok je ono iznosilo u proseku 83 meseca u slucaju
pacijentkinja sa snizenom SIRT7 ekspresijom.
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Slika 23. Kaplan-Meier krive ukupnog prezivljavanja pacijentkinja sa (A) TNBC i (B) ER+PR+HER2-
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4.15. Analiza ukupnog prezivljavanja pacijentkinja sa trostruko-negativnim i hormon receptor-
pozitivnim karcinomom dojke u odnosu na ekspresiju HDAC7 gena

Analiza Kaplan-Meier kriva prezivljavanja u dvema grupama pacijentkinja u odnosu na HDAC7
ekspresiju, kao i njihovo poredenje, pokazalo je postojanje povezanosti povec¢ane SIRT7 ekspresije i
losijeg prezivljavanja pacijentkinja sa TNBC tipom karcinoma dojke, Slika 24A. lIspitanice sa
pove¢anom HDAC7 ekspresijom su imale krac¢e vreme prezivljavanja (40 meseci) u odnosu na one
sa smanjenom HDACT7 ekspresijom (55 meseci). Kod pacijentkinja sa ER+PR+HER2- nije
utvrdeno postojanje veze HDACT ekspresije i prezivljavanja, Slika 24B.
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Slika 24. Kaplan-Meier krive ukupnog prezivljavanja pacijentkinja sa (A) TNBC i (B) ER+PR+HER2-
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4.16. Ispitivanje prognosti¢kih faktora za prezivljavanje pacijentkinja sa trostruko-negativnim i
hormon receptor-pozitivnim karcinomom dojke univarijantnom analizom

Univarijantna Cox regresiona analiza je pokazala da kod TNBC pacijentkinja veli¢ina tumora
(HR=2,917, CI 95% [1,030-8,260], p=0,044), metastaze (HR=5,169, CI 95% [1,595-16,755],
p=0,006), recidiv (HR=7,334, Cl 95% [2,133-25,217], p=0,002) i povecana HDAC7 ekspresija
(HR=11,460, CI 95% [1,502-87,428], p=0,019), predstavljaju faktore rizika loSeg preZivljavanja
ovih pacijentkinja. Kod ER+PR+HER2- smanjena SIRT1 ekspresija predstavlja rizik za loSe
prezivljavanje ispitanica sa ovim tipom karcinoma dojke (HR=11,83, Cl 95% [1,23-111,940],
p=0,033. Rezultati univarijantne analize su prikazani u tabeli 8.

Tabela 8. Univarijantna Cox regresiona analiza kod pacijentkinja sa trostruko-negativnim i hormon
receptor-pozitivnim karcinomom dojke

TNBC ER+PR+HER2-
Varijable

HR [95% CI] p | HR[95% CI] p
?gg)r ostzmedijana | 4 677 19505.5572] | 0,399 0,503 [0,052-4,840] 0,552
Menopauza 1,408 [0,180-11,016] | 0,745 1,528 [0,159-14,688] 0,714

Histoloski gradus 1,684 [0,507-5,601] 0,395 1,732 [0,028-105,608] 0,793

Nukleusni gradus | 1,104 [0,323-3,775] | 0,875 21,666 [0-126,000] 0,765
Velitina tumora 2,917 [1,030-8,260] | 0,044* 0,456 [0,070-2,989] 0,413
Nodalni status 0,511 [0,154-1,703] | 0,275 1[0,141-7,098] 1
Metastaze 5,169 [1,595-16,755] | 0,006 | 6,946 [0,980-49,340] 0,053
Recidiv 7,334 [2,133-25,217] | 0,002* 4,73 [0,66-33,55] 0,121
SIRT1 sniZena 0,349 [0,110-1,103] | 0,073 11,83 [1,23-111,940] | 0,033*
ekspresija
SIRT3 poveéana

r 3,622 [0,972-13,501] | 0,055 0,433 [0,045-4,162] 0,468
ekpresija
SIRTG sniZena 0,251 [0,032-1,947] | 0,186 170,189 [0,018-inf ] 0,270
ekspresija
SIRT7 povecana 3,753 [0,984-14,797] | 0,051 4,977 [0.556-44,539] 0,151
ekspresija
HDACT poveéana | 11 1611 502.87,428] | 0,019% | 3,804 [0,425-34,034] 0,232
ekpresija

*p-vrednost <0,05
HR-hazard ratio; Cl-interval poverenja (eng. confidence interval).
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4.17. Ispitivanje nezavisnih prediktivnih faktora prezivljavanja pacijentkinja sa trostruko-

negativnim

hormon

regresionom analizom

receptor-pozitivnim karcinomom dojke multivarijantnom Cox

Svi parametri iz univarijantne regresione anlize koji su imali p>0,200 su uvrSteni U
multivarijantnu regresionu analizu, Tabela 9. Utvrdeno je da pojava recidiva i pove¢ana HDAC7
ekspresija predstavljaju nezavisne prognosti¢ke parametre loSeg prezivljavanja TNBC pacijentkinja.
Kod ER+PR+HER2- pacijentkinja smanjena SIRT1 ekspresija predstavlja nezavisni prognosticki
parametar prezivljavanja.

Tabela 9. Multivarijantna Cox regresiona analiza kod pacijentkinja sa trostruko-negativnim i hormon
receptor- pozitivnim karcinomom dojke

Tip karcinoma

T 0,
dojke Varijabla HR [95% ClI] p
Recidiv 7,334 [2,133-25,217] 0,002**
TNBC
HDACT7 povecana 9,287 [1,203-71,677] 0,033*
ekspresija
ER+PR+HER2- SIRT1 smanjena ekspresija | 11,765 [1,234-100] 0,033*

*p-vrednost <0,05
**p-vrednost <0,01

HR-hazard ratio; Cl-interval poverenja (eng. confidence interval).
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5. Diskusija

Karcinom dojke se poslednjih godina posmatra kao grupa tumora koji se medusobno razlikuju
po molekularnom tipu, klinickim 1 patoloskim karakteristikama, kao 1 razli¢itim terapeutskim
pristupom i ishodom bolesti (132-133). Otkrice razli¢itih molekularnih profila karcinoma dojke, kao
i mehanizama koji se nalaze u osnovi ove heterogenosti je od izuzetnog znacaja za izbor
adekvatnog principa leCenja pacijenata sa ovim malignitetom.

lako se u osnovi inicijacije i progresije kancera prevashodno nalaze genske mutacije i
hromozomske aberacije, sve se vise uvida znacaj koji epigeneti¢ki mehanizmi imaju U procesu
kancerogeneze (134). Epigeneticki mehanizmi poput DNK metilacije, modifikacije histona i
nekodiraju¢ih RNK, regulisu gensku ekspresiju i na taj nacin, posredno, reguliSu brojne celijske
procese. U njih spadaju regulacija metabolizma, popravka ostecenja DNK, celijski rast i apoptoza,
kako u normalnim fizioloskim uslovima, tako i u brojnim patoloskim stanjima, kao S$to Su
neurodegenerativna i kardiovaskularna oboljenja, dijabetes i kancer. Danas je prihvac¢ena ¢injenica
da epigeneticke promene predstavljaju jedno od vaznih obelezja kancera.

Brojne studije su pokazale da promene histonskih modifikacija imaju vaznu ulogu patogenezi
karcinoma dojke. Sporadi¢ni nenasledni tip karcinoma dojke ¢ini 0ko 85-90% svih tipova i narocito
se odlikuje promenama na nivou epigenoma (42). S obzirom da modifikacije histona imaju direktan
uticaj na ekspresiju gena povezanih sa kancerom, a da se razli¢iti tipovi kancera dojke odlikuju
razli¢itim ekspresionim obrascima, promene histonskog epigenoma su verovatno jedan od prvih
dogadaja u procesu onkogene transformacije u tkivu dojke. Deregulacija histonskog epigenoma,
zajedno sa drugim epigeneti¢kim promenama, ima klju¢nu ulogu u procesima inicijacije i progresije
karcinoma dojke (42).

Novija ispitivanja pokazuju da epigeneti¢ke promene imaju veliki prognosti¢ki potencijal, dok
ih njihova reverzibilna priroda ¢ini potencijalnim kandidatima za nove terapeutske pristupe u
lecenju malignih oboljenja (134). U ovoj doktorskoj disertaciji je ispitivana povezanost ekspresije
gena za histon-deacetilaze 111 (SIRT1, SIRT3, SIRT6 i SIRT7) i Il (HDAC7) klase sa klinicko-
patoloskim karakteristikama 1 ukupnim prezivljavanjem pacijentkinja sa dva fenotipski i
prognosticki razlicita tipa karcinoma dojke, odnosno sa trostruko-negativnim i hormon receptor-
pozitivnim tipom karcinoma dojke.

5.1. Povezanost SIRT1 genske ekspresije sa klini¢ko-patoloskim karakteristikama i prognosti¢kim
znaCajem pacijentkinja sa trostruko-negativnim i hormon receptor-pozitivnim tipom
karcinoma dojke

SIRT1, histon-deacetilaza dominantno lokalizovana u jedru, sa ulogama u regulaciji genomske
stabilnosti, metabolizmu, ¢elijskoj proliferaciji i diferencijaciji, apoptozi i angiogenezi se nalazi u
fokusu brojnih novijih istrazivanja (67). Posebnu paznju privlaci dvojaka uloga SIRT1 u procesu
kancerogeneze. Naime, u zavisnosti od tipa kancera, stadijuma, ali i ¢elijskog konteksta, SIRT1 u
malignoj ¢eliji moze imati kako ulogu onkogena tako i tumor-supresora. Razliciti ekspresioni
obrasci SIRT1 su pronadeni u razli¢itim tipovima kancera, pa je tako povecana ekspresija SIRT1
povezana sa loSom prognozom pacijenata sa karcinomima jetre i pluca, dok je pak smanjena
ekspresija SIRT1 primecena kod drugih vrsta karcinoma, kao $to su glioblastom, karcinom jajnika,
besike, prostate i kolorektalni karcinom (135).
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Prema rezultatima ove doktorske disertacije, ekspresija SIRT1 gena je bila znacajno niza kod
pacijentkinja sa TNBC u odnosu na pacijentkinje sa ER+PR+HER2- karcinomom dojke. Nasi
rezultati su u saglasnosti sa prethodnim studijama (136). Evidentno je da razli¢ite molekularne
tipove karcinoma dojke, TNBC i ER+PR+HER2- tip, odlikuju razliciti obrasci ekspresije SIRT1.
Prethodno je pokazano da kod hormon receptor-pozitivnih karcinoma, odnosno kod luminalnog A i
luminalong B tipa, kao i kod HER2+ tipa karcinoma dojke dolazi do povecane ekspresije SIRT1, za
razliku od TNBC tipa, kod kojeg je primeceno smanjenje SIRT1 ekspresije (136). Moguce
objasnjenje razli¢itog nivoa SIRT1 ekspresije u ova dva molekularno razlicita tipa karcinoma dojke
se moze prona¢i u samim mehanizmima regulacije SIRT1 ekspresije. Poznati regulatori ekspresije
SIRT1 su BRCAL protein i p53 transripcioni faktor (137-139). Poznato je da mutacije u BRCAL
genu povecavaju rizik za nastanak karcinoma dojke. BRCA1 je protein sa ulogom u DNK
reparaciji, kontroli ¢elijskog ciklusa, regulaciji transkripcije i apoptozi. Karcinomi dojke koji imaju
mutaciju u BRCA1 genu su istovremeno imali i nizu SIRT1 ekspresiju (137). BRCAL vezujuéi se za
promotorsku sekvencu SIRT1 gena, deluje kao pozitivan regulatorni faktor. SIRT1 dalje putem
epigenetickih modifikacija na histonu H3 inhibira SURVIVIN, negativni regulator apoptoze visoko
eksprimiran u razli¢itim kancerima (137). Kod BRCAL1 mutiranih kancera dolazi do redukcije SIRT1
ekspresije (137), a od svih tipova karcinoma dojke, TNBC pokazuje upravo najvecu stopu BRCAL
mutacija (140). lako identifikacija mutacija u BRCAL genu kod TNBC pacijentkinja nije bila
predmet naSe studije, literaturni podaci o visokoj ucestalosti ovih mutacija kod pacijenata sa TNBC
tipom kancera idu u prilog naSim rezultatima.

Mutacije u p53 genu su najcesca genetiCka promena u humanim malignitetima. Kod karcinoma
dojke, mutacije u p53 su povezane sa agresivnim fenotipom i lo§im ukupnim prezivljavanjem
pacijenata. Medutim, iako u odnosu na ostale solidne tumore, ucestalost p53 mutacija kod kancera
dojke je nesto niza (139), TNBC tip karcinoma dojke se odlikuje visokom ucestalo§éu mutacija u
p53 genu (141). Visoka mutaciona stopa p53 u TNBC bi mogla da objasni nizu SIRT1 ekspresiju
kod ovog tipa kancera dojke u odnosu na ER+PR+HER2- tip. Zanimljivo je da SIRT1 pozitivho
reguliSe aktivnost kako BRCAL1 tako i p53 (67, 142).

U kompletnoj grupi ispitivanin pacijentkinja nase studije, smanjena SIRT1 ekspresija je
korelisala sa loSim ukupnim prezivljavanjem ispitanica sa karcinomom dojke. Nakon stratifikacije
ispitivane grupe u odnosu na molekularni tip, smanjena SIRT1 ekspresija se pokazala kao nezavisan
prediktivni faktor loSeg prezivljavanja pacijentkinja sa ER+PR+HER2- tipom kancera (HR 11,83;
95% CI [1,23-111,940], p=0,033), dok kod TNBC pacijentkinja pove¢ana SIRT1 ekspresija ukazuje
na tendenciju ka loSem preZivljavanju (p=0,057). Smanjena SIRT1 ekspresija, koja je u korelaciji sa
losim prezivljavanjem pacijentkinja sa ER+PR+HER2- tipom kancera, sugeriSe na potencijalnu
tumor-supresorsku ulogu SIRT1. Ovi rezultati su u saglasnosti sa prethodno objavljenom studijom u
kojoj je pokazano da povecana SIRT1 ekspresija kod hormon-pozitivnog tipa kancera dojke je
povezana sa manjim rizikom za nastanak metastaza i op$tim klinickim ishodom (143). Osim u
kanceru dojke, tumor-supresorska uloga je do sada pretpostavljena u razli¢itim tipovima kancera,
ukljucujuéi gliom, kancer beSike, prostate i jajnika (79). Potencijalna tumor-supresorska uloga
SIRT1 je potkrepljena rezultatima studija u kojima je pokazan efekat SIRT1 supresije procesa
epitelno-mezenhimske tranzicije i formiranja metastaza kod miSeva (144), kao i efekat negativne
regulacije c-MYC onkogena (145).

Izvesne studije ukazuju na potencijalnu onkogenu ulogu SIRT1 u procesu kancerogeneze
luminalnih tipova karcinoma dojke (136, 146), Sto nije u skladu sa naSim rezultatima. Onkogeni
potencijal SIRTL je pretpostavljen na osnovu povezanosti smanjene ekspresije SIRT1 koja je bila u
korelaciji sa povecanom agresivno$¢éu kancera kao i sa loSom prognozom pacijentkinja sa ovim
tipom kancera dojke (136). SIRT1 pozitivno reguliSe estrogenom-indukovani rast kancera dojke, s
obzrom da inaktivacija SIRT1 indukuje eliminaciju estrogen/ERa-indukovanog celijskog rasta,
supresiju razvoja tumora i apoptozu (146). Kod ER-pozitvnih Celijskih linija kancera dojke je
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utvrdeno da se vezivanjem SIRT1 za ER-a uzrokuje transkripciona represija p53, kao i ciklina G2,
Sto dalje indukuje ¢elijski rast, a inhibira apoptozu (146).

TNBC tip karcinoma dojke je pokazao obrnuti obrazac SIRT1 ekspresije, odnosno ispitanice sa
povec¢anom SIRT1 ekspresijom pokazuju tendenciju ka nepovoljnom klini¢kom ishodu (p=0,057),
Sto implicira potencijalnu onkogenu ulogu SIRT1 u TNBC tipu karcinoma dojke. Nasi rezultati koji
govore o potencijalno razli¢itom efektu SIRT1 na preZivljavanje pacijentkinja sa TNBC i
pacijentkinja sa ER+PR+HER2- tipom su podrzani studijom koja je pokazala da pove¢ana SIRT1
ekspresija smanjuje rizik za nastanak nodalnih metastaza i loSe prezivljavanje kod hormon receptor-
pozitivnih kancera. Time je sugerisana tumor-supresivna uloga SIRT1 u ovom tipu kancera, za
razliku od TNBC tipa gde je negativna korelacija SIRT1 ekspresije i prisustva nodalnih metastaza
kao i loseg prezivljavanja, ukazivala na onkogenu ulogu SIRT1 u TNBC tipu karcinoma dojke
(143).

Inhibicija SIRT1 u in vitro uslovima je rezultovala redukcijom ¢elijskog rasta, proliferacije i
vijabilnosti malignih ¢elija, §to ukazuje na onkogeni potencijal SIRT1 (79). Ranije je pokazana
asocijacija SIRTI sa invazijom kancerskih ¢elija, metastazama limfnih ¢vorova, kao i sa kra¢im
vremenom prezivljavanja do pojave relapsa kod TNBC pacijenata (147). Takode, inhibicija SIRT1
ekspresije malim interferiSu¢éim RNK suprimira invaziju tumora u MDA-MB-23 ¢elijskoj liniji
veoma agresivnog i invazivnog tipa karcinoma dojke (147). Suprotno tome, SIRT1 bi u TNBC tipu
karcinoma dojke mogao imati i tumor-supresorsku ulogu, inhibisuci ¢elijsku proliferaciju i rast p53-
posredovanim putem (148-149).

Nasi rezultati, koji impliciraju potencijalnu tumor-promoviSu¢u ulogu SIRT1 kod TNBC tipa,
su u saglasnosti sa studijama koje su pokazale povezanost povecane ekspresije SIRT1 i loSih
prognoza kod TNBC pacijenata (147, 149), kao i pokazanim efektom siRNK-suprimirane ekspresije
SIRT1 na invaziju tumora kod TNBC C¢elijske linije (143). SIRT1 takode pospesuje rast tumora u in
vitro i u in vivo uslovima kod ER-negativnog tipa kancera dojke preko GPER i posledi¢ne
aktivacije EGFR/ERK/c-fos/AP-1 signalnog puta (150). Meta-analiza je ukazala da je SIRT1
ekspresija nepovoljan prognosticki parametar kod pacijenata sa kancerom dojke (135).

Brojne studije su potvrdile povezanost SIRT1 sa procesima inicijacije i progresije nekoliko
razli¢itih tipova malignih tumora, a in vitro eksperimenti ukazuju da inhibicija SIRT1 smanjuje
Celijski rast, proliferaciju i vijabilnost malignih ¢elija (79). Povecana ekspresija SIRT1 je povezana
sa loSim prezivljavanjem 1 ve¢im gradusom tumora pacijenata sa hepatocelularnim karcinomom
(151). Onkogena uloga SIRTI u hepatocelularnom kanceru se ogleda kroz povezanost povecane
ekspresije SIRT1 i telomeraza-reverzne transkriptaze (TERT) sa jedne strane, i povecane ekspresije
c-Myc onkogena, sa druge strane. U oba slucaja je pokazano da inhibicija SIRT1 dovodi do
smanjenja proliferacije tumorskih celija. Dodatno, pokazano je da bi SIRT1 mogao da bude
nezavisan prognosti¢ki parametar negativnog ishoda pacijenata sa ovim tipom kancera (151-152).
Kod nesitnocelijskog karcinoma plu¢a 1 kancera Zeluca, povec¢ana SIRT1 ekspresija je takode
korelisana sa loSim prognozama i losijom klinickom slikom pacijenata sa ovim oboljenjima (135)
(153). Na celijama kancera pankreasa i kolorektalnog karcinoma je pokazana veza izmedu
povecane SIRT1 ekspresije i maligne transformacije, proliferacije i migracije ovih celija (154)
(155). Takode, kod epitelnog kancera jajnika, pove¢ana SIRT1 ekspresija doprinosi rezistenciji na
hemioterapiju i loSim prognozama (156).

U zakljucku, nasom studijom je potvrdeno da pacijentkinje sa TNBC tipom imaju nizi nivo
ekspresije SIRT1 u odnosu na pacijentkinje sa ER+PR+HER2- tipom, Sto implicira na razliitu
ulogu SIRT1 u procesima kancerogeneze u ova dva razlidita tipa kancera dojke. Kod pacijentkinja
sa ER+PR+HER2- tipom snizena SIRT1 ekspresija predstavlja negativan prognosticki parametar
prezivljavanja ovih ispitanica, dok kod TNBC povecana SIRT1 ekspresija pokazuje tendenciju ka
losem prezivljavanju. Nasi rezultati pretpostavljaju da uloga SIRT1 u procesu kancerogeneze ne
zavisi samo od tipa kancera dojke, ve¢ verovatno 1 od stadijuma bolesti, odnosno da se kod TNBC
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tipa sa povecanjem stepena agresivnosti, menja i obrazac ekspresije SIRT1 gena. Studije koje su
pokazale pozitivan efekat inhibicije SIRT1 na usporavanje procesa kancerogeneze, ukazuju na
snazan terapeutski potencijal koris¢enja SIRT1 inhibitora u strategiji leCenja TNBC tipa kancera
dojke, za koji do sada ne postoji adekvatna terapija.

5.2. Povezanost SIRT3 genske ekspresije sa klinicko-patoloskim karakteristikama i prognostickim
znaCajem pacijentkinja sa trostruko-negativnim 1 hormon receptor-pozitivnim tipom
karcinoma dojke

SIRT3 je najznacajnija mithohondrijska NAD+ zavisna deacetilaza sa brojnim ulogama kako u
normalnim fiziolo§kim uslovima, tako i u procesima inicijacije i progresije kancera. SIRT3 histon-
deacetilaza je posebno interesantna jer pored uloga u regulaciji procesa karakteristicnih za
odrzavanje malignog fenotipa, u zavisnosti od tipa i ¢elijskog konteksta pokazuje 1 svoju tumor-
supresorsku ulogu (157). Studije povezanosti ekspresije SIRT3 sa prognostickim i klinicko-
patoloskim karakteristikama razli¢itih tipova kancera je do sada dala nekonzistentne i Cesto
suprotne rezultate. Nasa studija je imala za cilj ispitivanje povezanosti SIRT3 ekspresije sa klini¢ko-
patoloskim karakteristikama pacijentkinja sa TNBC i ER+PR+HER2- kancerom dojke, kao i
ispitivanje potencijalnog prognosti¢ckog znacaja SIRT3 ekspresije kod ovih pacijentkinja.

Do sada poznati rezultati sugerisu da je kod kancera dojke generalno snizena ekspresija SIRT3 u
odnosu na normalno tkivo dojke, gde ¢ak do 72% in situ i 74% invazivnog kancera dojke ima
snizenu ekspresiju SIRT3 (158). Nasa studija je jedna od prvih koja se bavi poredenjem nivoa SIRT3
genske ekspresije kod razli¢itih molekularnih tipova karcinoma dojke. Pacijentkinje sa TNBC su
imale znacajno nizu ekspresiju SIRT3 u poredenju sa pacijentkinjama sa ER+PR+HER2-
karcinomom dojke. Ovi rezultati su u saglasnosti sa prethodnom studijom koja je pokazala povisenu
ekspresiju u MCF7 (ER+PR+HER2-) celijskoj liniji (159). Povisena SIRT3 ekspresija kod
ER+PR+HER2- ispitanica je u saglasnosti sa studijom Desouki i saradnika, koji su takode utvrdili
da je visa ekspresija SIRT3 gena ucestalija kod ER+ nego kod ER- karcinoma dojke (158).

Nasi rezultati pokazuju da je povecana SIRT3 ekspresija u okviru grupe pacijentkinja sa TNBC
povezana sa ve¢im histoloskim gradusom tumora, $to implicira da u ovom tipu tumora, SIRT3 moze
imati ulogu u Celijskoj dediferencijaciji. S obzirom da su promene u nivou produkcije slobodnih
radikala jedan od glavnih dogadaja u Celiji koje prethode procesu ¢elijske dediferencijacije, SIRT3
kao glavni regulator produkcije slobodnih radikala u ¢eliji bi posledicno mogao imati ulogu u
procesima dediferencijacije ¢elija tumora (160). Nivo slobodnih radikala kod malignih ¢elija je
tkivno specifi¢an, a novija studija je pokazala da se TNBC karakteriSe izuzetno visokim niovoom
slobodnih radikala, u odnosu na ER+PR+ karcinome dojke (161). U istoimenoj studiji je potvrdeno
postojanje razlika u funkciji mitohondrija kod razli¢itih tipova karcinoma dojke i mitohondrije su
identifikovane kao glavni izvor slobodnih radikala u TNBC ¢elijskim kulturama (161). lako je
primarna uloga SIRT3 u regulaciji slobodnih radikala preko deacetilacije i aktivacije superoksid-
dismutaza takva da smanjuje njihovu produkciju, pretpostavlja se da zapravo odrzavanjem
odredenog nivoa slobodnih radikala u ¢eliji kancera, SIRT3 omogucava Celijsko preZivljavanje, a
time 1 proliferativni i argesivni fenotip Celija kancera (162). S druge strane, moguce je da upravo
slobodni radikali u TNBC stimuliSu povecanu ekspresiju SIRT3 u ovim ¢elijama i mehanizmom
negativne povratne sprege i SIRT3-posredovanom aktivacijom SOD2 odzavaju odgovarju¢i nivo
slobodnih radikala povoljan za prezivljavanje ovih tumorskih ¢elija (163).

lako su rezultati pokazali da je u ER+PR+HER2- grupi pacijentkinja povec¢ana SIRT3 ekspresija
zastupljena kod slabo diferenciranog invazivnog duktalnog karcinoma, analiza ukupnog
prezivljavanja nije pokazala povezanost SIRT3 ekspresije sa prezivljavanjem ovih pacijentKinja.
Takode, nije pokazana ni povezanost SIRT3 ekspresije sa drugim klini¢ko-patoloskim
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karakteristikama ovog tipa karcinoma dojke. Medutim, prethodne studije su pokazale da kod
pacijenata sa hormon receptor-pozitivnim karcinomom dojke, povecana ekspresija SIRT3 je
povezana sa loSijim ukupnim prezivljavanjem pacijenata sa uznapredovalim stadijomom bolesti
(164). Takode je pokazano da primenom hemioterapije dolazi do povecanja ekspresije SIRT3, Koji
redukcijom slobodnih radiakala povecava rezistentnost ovih celija kancera na tretman
hemioterapijom, konkretno tamoksifenom (164).

Analizom povezanosti SIRT3 ekspresije i ukupnog prezivljavanja pacijentkinja sa TNBC,
utvrdeno je da su ispitanice sa povecanom SIRT3 ekspresijom imale loSije ukupno vreme
prezivljavanja. Kod ER+PR+HER2- ispitanica, ekspresija SIRT3 nije uticala na ukupno vreme
prezivljavanja. Nasi rezultati su u saglasnosti sa literaturnim podacima prema kojima je povecana
SIRT3 ekspresija povezana sa metastazama limfnih ¢vorova, gradusom i veli¢inom tumora, sa
vremenom prezivljavanja do remisije kao 1 ukupnim prezivljavanjem pacijenata sa kancerom dojke
(162). Pokazano je da nakon transfekcije ¢elijskih linija MDA-MB231 i BT-549 (¢elijske linije sa
fenotipskim karakteristikama TNBC) malim interferiSu¢im RNK, dolazi do znacajne inhibicije
proliferativnih migracionih sposobnosti ovih ¢elija, odnosno utiSavanjem SIRT3 se znacajno
smanjuje invazivnost MDA-MB231 i BT-549 ¢elijskih linija (162).

Rezultati nase studije su takode podrzani rezultatima novijih istrazivanja koja impliciraju da kod
karcinoma dojke SIRT3 ima i tumor-promovisu¢u ulogu (164). Za razliku od nase studije, studija
Desouki i saradnika je pokazala povezanost snizene SIRT3 ekspresije i loSeg preZivljavanja
pacijenata sa karcinomom dojke, nezavisno od molekularnog tipa, isticu¢i SIRT3 kao tumor-
supresorki gen (158).

Dihotomija ekspresije SIRT3 u zavisnosti od tipa karcinoma dojke je potvrdena u studiji u kojoj
je izvrsena transfekcija MCF-7 (ER+) i MDA-MB-231 (TNBC) ¢elijskih linija SIRT3-plazmidom i
simulacija normoksi¢nih i hipokis¢nih uslova. Rezultati ove stuije su pokazali da je povecana
ekspresija SIRT3 kod MCF-7 ¢elija povezana sa smanjenjem celijskog rasta, dok je kod MDA-MB-
231 celija povezana sa znacajnim rastom tumorskih ¢elija, sugerisuéi da tumor-supresorska odnosno
onkogena uloga SIRT3 u razli¢itim tipovima karcinoma dojke moze zavisiti od same invazivnosti
tih tipova karcinoma (165).

Studija koja je ispitivala povezanost klinickog znacaja SIRT3 ekspresije kod nesitnocelijskog
karcinoma pluca je pokazala da se SIRT3 ekspresija moze koristi kao nezavisan prognosticki faktor
loSeg prezivaljavanja ovih pacijenata. Pokazana je jaka korelacija izmedu povecane SIRT3
ekspresije 1 kraeg ukupnog vremena prezivljavanja, prisutstva metastaza u limfnim ¢vorovima, kao
i sa vis§im klinickim stadijumom bolesti pacijenata sa nesitnocelijskim karcinomom pluéa (166).
Pretpostavlja se da se u osnovi ove asocijacije nalazi SIRT3-posredovana aktivacija Akt signalnog
puta (167). Onkogena uloga SIRT3 je pretpostavljena takode i kod oralnog, kao i kod
ezofaringealnog kancera, gde je pokazana korelacija visoke ekspresije SIRT3 sa poveéanom
proliferacijom (168) i kra¢im vremenom ukupnog prezivljavanja ovih pacijenata (169). Kod
karcinoma kolona takode je pokazana asocijacija visoke SIRT3 ekspresije i prisustva metastaza, kao
i sa viSim stadijumom bolesti, prikazujuc¢i povezanost SIRT3 ekspresije sa poveéanim stepenom
proliferacije 1 migracije ¢elija tumora, ali je takode pokazano da SIRT3 utiSavanje stimuliSe
produkciju slobodnih radikala, kao i apoptozu (170). Kod cervikalnog kancera, pokazano je da
SIRT3 aktivira AMPK/PPAR signalni put, koji je odgovoran za regulaciju metabolizma lipida,
¢ime se znacajno povecava intracelularna sinteza triglicerida. Pove¢an metabolizam masnih kiselina
je izmedu ostalog i karakteristika brzo proliferiSu¢ih invazivnih tumora, te se smatra da bi SIRT3
preko AMPK/PPAR signalnog puta mogao stimulisati migraciju 1 invaziju celija cervikalnog
kancera 1 tako uticati na losu prognozu i visoku stopu smrtnosti kod pacijenata (171). Jedan od
moguc¢ih mehanizama kojim SIRT3 ispoljava svoju onkogenu prirodu je taj $to u uslovima
oksidativnog i genotoksi¢nog stresa, Stiti malignu celiju od apoptoze. Naime, vezujuéi se za
deacetilujuci protein Ku70, SIRT3 stimuliSe interakciju Ku70 i BAX i time sprecava translokaciju
BAX ka membrani mitohondrija i na taj naSin inhibira apoptozu u ¢elijama kancera (172).
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Tumor-supresorska uloga SIRT3 je pokazana kod hepatocelularnog karcinoma, gde je povecana
SIRT3 ekspresija povezana sa pove¢anom apoptozom i direktnim smanjenjem Mdm?2-posredovane
degradacije p53 molekula (173). Kod adenokarcinoma pluc¢a, povecana ekspresija SIRT3 povecava
interakciju BAX/Bcl-2 indukuju¢i apoptozu, povecava nivo p53 i p21 molekula, i smanjuje
produkciju slobodnih radikala (174). Kod kancera zeluca, nivo SIRT3 inverzno korelira sa
stepenom infiltracija tumora, diferencijacijom, stadijumom bolesti kao i sa prezivljavanjem
pacijenata, implicirajuci na njegovu tumor-supresorsku ulogu, verovatno preko povecane ekspresije
I stabilizacije HIF-1a (175).

Sumirajuéi rezultate razlicitih studija ispitivanja SIRT3 ekspresije i uloge kod razlic¢itih tipova
kancera, ali i razli¢itih podtipova istih kancera, moze se zakljuciti da SIRT3 ekspresija i funkcija
zavise od tipa kancera, kao i od celijskog konteksta. Dokazi o onkogenom potencijalu SIRT3
upucuju na to da bi SIRT3 mogao biti znac¢ajan terapeutski target, ali velika heterogenost uloge u
malignoj ¢eliji implicira da bi razvoj takve terapije trebao da ide u smeru personalizovanog
pristupa. Nasi rezultati pokazuju da SIRT3 ima svoj prognosti¢ki potencijal kod u grupi TNBC
pacijentkinja. Velika diskrepanca u rezultatima objavljenim u razli¢itim studijama se moze objasniti
koriS¢enjem razliCitih grani¢nih vrednosti pri definisanju povecane/smanjene ekspresije. Takode,
neke od studija su radene na relativno malom broju uzoraka ili na ¢éelijskim linijama, tako da su
nepohodna dalja ispitavnja u svrhu klinicke primene SIRT3 kao prognosti¢kog faktora kod razlic¢itih
tipova karcinoma dojke.

5.3. Povezanost SIRT6 genske ekspresije sa klini¢ko-patoloskim karakteristikama i prognosti¢kim
znaCajem pacijentkinja sa trostruko-negativnim i hormon receptor-pozitivnim tipom
karcinoma dojke

SIRT6 je NAD+zavisna deacetilaza i ADP-riboziltransferaza sa regulatornom ulogom u brojnim
¢elijskim procesima, kao $to su odrzavanje genomske stabilnosti i integriteta telomera, reparacija
DNK, metabolizam glukoze, apoptoza, inflamacija i imunski odgovor. Uloga SIRT6 u procesu
kancerogeneze je heterogena i zavisi od vrste kancera. Kao pozitavan regulator genomske
stabilnosti, SIRT6 je definsana kao tumor-supresor i njena aktivnost kao tumor-supresora je
primecena kod karcinoma kolona, pankreasa, jetre i jajnika (176-179). Prethodne studije su
pokazale kontroverzne rezultate po pitanju ekspresije SIRT6 kod karcinoma dojke (180-182).

Ucestala pojava gubitka heterozigotnosti na lokusu 19p13.3 predstavlja jednu od karakteristika
genetickog profila karcinoma dojke, a delecija SIRT6 sugerise tumor-supresorsku ulogu SIRT6
(183). Kao primer sinergistickog delovanja razli¢itih epigenetickih mehanizama, pretpostavlja se da
bi SIRT6 mogao da bude jedan od najbitnijih faktora regulacije epigenoma u malignim ¢elijama, s
obzirom da odsustvo SIRT6 uti¢e na globalnu hipometilaciju i poremecaj u ekspresiji velikog broja
gena (184).

Nasi rezultati su pokazali da je snizena ekspresija SIRT6 povezana sa loSijim ukupnim
prezivljavanjem pacijentkinja sa ER+PR+HER2- karcinomom dojke. Ovi rezultati, koji sugerisu
potencijalnu tumor-supresorsku ulogu SIRT6 u hormon receptor-pozitivnom tipu karcinoma dojke,
su podrzani saznanjima prethodnih studija, koja su pokazala da povecana SIRT6 ekspresija
suprimira proliferaciju i progresiju tumora kako u in vivo, tako i u MCF7 ¢elijskoj liniji karcinoma
dojke (113). Jedan od mogué¢ih mehanizama koji se nalaze u 0Snovi supresije rasta tumora je
SIRT6-posredovana apoptoza (115). U skladu sa nasim rezultatima, druga studija je pokazala da
pacijenti sa karcinomom dojke koji imaju povecanu ekspresiju SIRT6 imaju bolje vreme ukupnog
prezivljavanja u odnosu na pacijente sa snizenom SIRT6 ekspresijom (185). U ovoj studiji je takode
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prime¢eno da samo nefosforilisani oblik SIRT6 enzima ima tumor-supresorsku ulogu, dok je
fosforilisana forma SIRT6 povezana sa loSim prezivljavanjem pacijenata sa karcinomom dojke
(185).

Jedan od mehanizama kojim SIRT6 ispoljava tumor-supresorsku ulogu je inhibicija PI3K
signalnog puta na transkripcionom nivou, posledicno smanjujuci celijski rast, progersiju, ali i
gradus karcinoma dojke u miSijem modelu (113). S druge strane, studija uradena od strane Bae i
saradnika sugeriSe da povecana SIRT6 ekspresija povecava proliferaciju i predstavlja negativan
prognosti¢ki faktor kod pacijenata sa karcinomom dojke (180). Pretpostavljeni mehanizam
onkogene aktivnosti SIRT6 je regulacija ekspresije P-katenina i posledi¢na proliferacija usled
aktivacije B-katenin- zavisnog signalnog puta (180).

SIRT®6 inhibira progresiju karcinoma kolona preko modulacije PTEN/AKT signalnog puta. Kod
pacijenata sa kolorektalnim karcinomom, smanjena ekspresija SIRT6 povezana je sa losom
prognozom i ukupnim prezivljavanjem pacijenata. Rezultati ove studije pokazali su da povecana
ekspresija SIRT6 kod ovih pacijenata inhibira ¢elijsku proliferaciju, invaziju i migraciju, dok u isto
vreme pojacava apoptozu (176). Kod duktalnog adenokarcinoma pankreasa, oboljenja koji se
karakteriSe visokom stopom mortaliteta, SIRT6 inaktivacija dovodi do hiperacetilacije histona u
nivou promotora LIN28b, negativnog regulatora let-7 mikroRNK, sinteze HMGAZ2, IGF2BP1 i
IGF2BP3 i regrutovanja Myc-a, neophodnih za celijsko prezivljavanje, progresiju i formiranje
metastaza kod ovog tipa kancera (177). Ova epigeneticka regulacija korelira sa loSim
prezivljavanjem pacijenata sa duktalnim adenokarcinomom pankreasa (177). Kod kancera jajnika je
detektovano smanjenje SIRT6 ekspresije u poredenju sa normalnim tkivom. Povecana ekspresija
SIRT6 u ¢elijama karcinoma jajnika inhibira proliferaciju usled SIRT6-posredovane inhibicije
Notch3, kako na nivou transkripcije, tako i na nivou proteina (179).

Medutim, kod odredenih tipova kancera, SIRT6 pospesuje proces kancerogeneze. Kod
hepatocelularnog karcinoma, koji se odlikuje visokom stopom mortaliteta, SIRT6 ispoljava svoju
onkogenu ulogu kroz regulaciju prolifercaije 1 apoptoze preko ERK1/2 signalnog puta. Povecana
ekspresija SIRT6 povezana je sa povecanom proliferacijom i smanjenom apoptozom celija
hepatocelularnog karcinoma usled poveéane ekspresije Bcl-2 i fosforilacije ERK-kinaze, §to ga Cini
kandidatom za isptivanje svojstava kao terapeutskog targeta (186). U ¢elijama kancera prostate
inhibicija SIRT6 redukuje vijabilnost ¢celija kancera 1 povecava senzitivnost na hemoterapeutike
(187). Kod kancera koze, SIRT6 ucestvuje u epidermalnoj kancerogenezi kao okogen, tako §to
indukuje ekspresiju proinflamatornih i ,,prosurvival® proteina inhibiraju¢i AMPK signalni put. Na
taj nacin stimuliSe ¢elijsko prezivljavanje i proliferaciju (188).

Hroni¢na inflamacija je jedan od faktora rizika za incijaciju procesa kancerogeneze.
Inflamatorne celije sintetiSu faktore rasta i Cesto infiltrirajué¢i tumore stvaraju¢i pogodno
mikrookruzenje, pospeSuju rast tumora, stimuliSu¢i angiogenezu, remodelovanje ekstracelularnog
matriksa, invaziju 1 metastaze (61). SIRT6 ima dvojaku ulogu u procesu inflamacije.
Proinflamatorna uloga SIRT6 ogleda se u pojacavanju ekspresije proinflanmatornog citokina
faktora nekroze tumora (TNF) (189). U c¢elijskim linijama kancera pankreasa, SIRT6 pozitivno
reguliSe ekspresiju citokina IL-8 i TNF i time stimuliSe Celijsku migraciju (102). S druge strane,
SIRT6 suprimira NF-kB signalni put i ekspresiju pro-apoptotskih gena (114).

U nekoliko studija je ispitivana potencijalna povezanost aktivnosti SIRT6 i odgovara na terapiju
pacijenata sa karcinomom dojke. U razli¢itim ¢elijskim linijama je zapaZena fosforilacija SIRT6 od
strane kinaze AKTI, $to uzrokuje MDM2-zavisnu ubikvitinaciju SIRT6, a potom i degradaciju
SIRT6, dovode¢i do tumorigeneze 1 stvaranja rezistencije na hemioterapiju (konkretno herceptin)
(185). Prezivljavanje pacijenata sa karcinomom dojke pozitivno korelira sa prisutnoséu SIRT6, a
negativno sa fosforilacijom SIRT6 (185). Jedna studija je pokazala da snizena ekspresija SIRT6 kod
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hormon receptor-pozitivnih pacijenata koji su primali terapiju tamoksifenom, je povezana sa ve¢im
rizikom za pojavu relapsa kod ovih pacijenata (190). S obzirom da je pokazano da gubitak SIRT6
dovodi do pojave rezistentnosti na herceptin, moguce je da se u osnovi rizika za pojavu relapsa kod
pacijenata sa terapijom tamoksifenom, nalazi i stvaranje rezistentnosti na tamoksifen usled
smanjene ekspresije SIRT6. Iako je moguce da SIRT6 smanjuje rizik od inicijacije tumora, moguce
je takode da kod ve¢ postojec¢ih kancera ometa delovanje hemioterapije.

Potencijal SIRT6 kao terapeutskog targeta je jo$ uvek nedovoljno ispitan. U pogledu na njegovu
tumor-supresorsku ulogu u malignim oboljenima, studije za sada idu u smeru ispitivanja molekula
koji bi bili potencijalni modulatori aktivnosti SIRT6 (99).

5.4. Povezanost SIRT7 genske ekspresije sa klinicko-patoloskim karakteristikama i prognostickim
znaCajem pacijentkinja sa trostruko-negativnim 1 hormon receptor-pozitivnim tipom
karcinoma dojke

Kao i ostali ¢lanovi familije sirtuina, SIRT7 pokazuje potencijalno dvostruku ulogu u procesu
kancerogeneze. Nekoliko studija je pretpostavilo onkogenu ulogu SIRT7 u procesu celijske
proliferacije (191). S druge strane, SIRT7 bi mogao da ima i tumor-supresorsku ulogu, s obzirom na
njegov znacaj u regulaciji procesa popravke DNK ostecenja i odrzavanju integriteta genoma (125).

U ovoj doktorskoj disertaciji je ispitivano postojanje razlike u ekspresiji SIRT7 kod dva klinicki
razli¢ita tipa karcinoma dojke, TNBC i ER+PR+HER2-. Nasi rezultati pokazuju visu ekspresiju
SIRT7 kod TNBC pacijentkinja u odnosu na ER+PR+HER2- pacijentkinje, ali bez statisticke
znacajnosti.

U ovoj studiji je ispitivana povezanost SIRT7 genske ekspresije sa klini¢ko-patoloskim
karakteristikama pacijentkinja sa TNBC i ER+PR+HER2- tipom karcinoma dojke. Nasi rezultati su
pokazali znacajnu povezanost SIRT7 povecane ekspresije i veli¢inom tumora ispitanica sa TNBC
tipom. Utvrdena je veca ucestalost povecane SIRT7 ekspresije kod tumora manje veli¢ine, §to
implicira da bi SIRT7 ekspresija mogla biti povezana sa ranim dogadajima u procesu inicijacije
karcinoma dojke. Nasi podaci su u saglasnosti sa studijom koja je ispitivala SIRT7 ekspresiju kod
pacijenata sa razli¢itim stadijumima karcinoma dojke (191). Ova studija je takode pokazala
povezanost povecanog nivoa SIRT7 i ranog stadijuma kancera dojke, isticu¢i znacaj SIRT7
ekspresije u ranom stadijumu onkogeneze, ali i potencijalno vaznu ulogu u medijaciji mitogenih
odgovora na hemioterapiju (191).

Prethodne studije su pokazale da je smanjena SIRT7 eckspresija Kkarakteristicna za
neproliferativna tkiva poput mozdanog, sr¢anog i tkiva skeletnih misi¢a, dok je povecana SIRT7
ekspresija karakteristi¢na za proliferativna tkiva poput tkiva jetre, testisa i slezine, a naroCito za
¢elijske linije karcinoma dojke i Stitaste zlezde (192, 159). Povecan nivo SIRT7 ekspresije je takode
utvrden kod karcinoma jetre, zeluca, jajnika i pluca (193, 120, 194-195). Povecana SIRT7 ekspresija
je povezana sa povecanom transkripcijom rRNK, koja je karakteristicna za metabolicki aktivne
¢elije sa visokom proliferativnom stopom (196). Takode, potreba za sintezom rRNK je u skladu sa
povecanom sintezom ribozoma u brzo-rastu¢im ¢elijama kancera (192).

Analizirajuci potencijalni uticaj SIRT7 ekspresije na stopu ukupnog prezivljavanja pacijentkinja
sa TNBC i ER+PR+HER2- tipom karcinoma dojke, rezultati nase studije su pokazali da postoji
znaCajna povezanost povecane SIRT7 ekspresije i loSeg prezivljavanja kako u grupi TNBC
pacijenkinja, tako i u grupi ER+PR+HER2- pacijentkinja. Ranije studije su prijavile povecanu
SIRT7 ekspresiju kod pacijenata sa prisustvom nodalnih metastaza, u odnosu na pacijente na
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negativnim limfnim ¢vorovima (159). Rezultati nase studije su u skladu sa rezultatima studije
koja je pokazala da kod karcinoma dojke, SIRT7 ima veliku ulogu u ¢elijskom prezivljavanju
tako S$to pospeSuje Celijsku proliferaciju i inhibira apoptozu. Takode je pokazano da gubitak
SIRT7 znacajno inhibira c¢elijsku invaziju, time Sto blokira progresiju celijskog ciklusa i
indukuje apoptozu (197). Nasi rezultati potvrduju rezultate studije u kojoj je pokazano da SIRT7
predstavlja nezavisan prognosticki faktor loseg ishoda pacijenata sa karcinomom dojke (198)

SIRT7 utice na proliferaciju celija i aktivacijom RAS-RAF-MEK-ERK signalnog puta. U
¢elijama kolorektalnog karcinoma SIRT7 pospesuje Celijsku proliferaciju, aktivacijom RAS-RAF-
MEK-ERK signalnog puta, indukuju¢i fosforilaciju ERK1/2 i povecavajuéi nivo ciklina D1 (199).
SIRT7 takode utice i na regulaciju Celijske invazije 1 metastaza, dve najbitnije karakteristike
malignog fenotipa. Naime, SIRT7 putem aktivacije MAPK signalnog puta, utice na regulaciju EMT
i to tako $to smanjuje ekspresiju epitelijalnih markera E-kadherina i B-katenina, dok povecava nivo
mezenhimskih markera, odnosno fibronektina i1 vimentina (199). U (¢elijama humanog
hepatocelularnog karcinoma dokazan je onkogeni potencijal SIRT7. UtiSavanje SIRT7 pomocu
miR-125a-5p i miR-125b, dovelo je od zaustavljanja Celijskog ciklusa ¢elija kancera jetre u G1/S
fazi represije ciklina D1 (120). SIRT7 takode epigeneti¢ki reguliSe i ekspresiju miR-34a, ¢lana
familije mikro RNK koje u ¢elijama kancera imaju ulogu u zaustavljanju ¢elijskog ciklusa, starenju
¢elija i programiranoj ¢elijskoj smrti (138). Naime, u ¢elijama karcinoma zeluca, deacetilacijom
H3K18ac u nivou promotora gena za miR-34a, SIRT7 inhibira apoptozu (193).

S druge strane, jedna studija je pretpostavila tumor-supresorski potencijal SIRT7
impliciraju¢i da SIRT7 deacetilazna aktivnost modulacijom TGF-B, glavnog regulatora EMT,

inhibira nastanak metastaza na plu¢ima i povecava prezivljavanje pacijenata sa karcinomom
dojke (200).

Tumor-supresorsku ulogu SIRT7 pokazuje kroz regulaciju popravke ostecenja DNK nastalih
usled genotoksi¢nog stresa. Naime, SIRT7, zajedno sa SIRT1 i SIRT6 ucestvuje u regulaciji
reparacije dvolancanih prekida molekula DNK (125). Sirtuni verovatno na dva razli¢ita naéina
moduliSu proces DNK popravke. Ucestvovanjem u remodeliranju strukture hromatina, olaksavaju
pristup i regrutaciju proteina zaduZenih za popravku DNK na mesto nastalog oSteCenja. S druge
strane, oni direktno regulisu aktivnost proteina ukljucenih u popravku DNK ostecenja (125). Kao
odgovor na nastalo o$tecenje na molekulu DNK, nekoliko razli¢itih histon-acetilaza i deacetilaza se
regrutuje na mesto oSte¢enja. SIRT7-zavisna deactilacija H3K18ac je jedan od prvih dogadaja koji
nastaju nakon indukcije DNK oStecenja, Sto sugeriSe na vaznu ulogu SIRT7 u procesu odrZavanja
integriteta genoma (126).

Medutim, selektivna H3K18ac deacetilacija je takode povezana 1 sa onkogenom
transformacijom, agresivnim fenotipom kancera i loSim prognozama pacijenata usled transkripcione
represije gena ukljuéenih u supresiju tumora (201-202). Takode, pokazano je da SIRT7-zavisna
H3K18ac deacetilacija neophodna za odrzavanje osnovnih karakteristika ¢elija kancera, kao §to su
nezavisan celijski rast i gubitak kontaktne inhibicije ¢elija (202). Moguce je da SIRT7 u pocetnim
fazama kancerogeneze pospesuje onkogenu transformaciju i rast tumora, dok u kasnijim fazama
inhibira diseminaciju, migraciju 1 invaziju malignih ¢elija.

SIRT7 je najmanje ispitivani ¢lan familije sirtuina, ali s obzirom na znacajnu povezanost
njegove ekspresije sa losom klinickom slikom i negativnim ishodom pacijenata sa razlicitim
onkoloSkim oboljenjima, a narocito sa karcinomom dojke, neophodna su dalja isptivanja kako
njegove bioloske uloge, tako i njegovog potencijalnog prognosti¢kog i terapeutskog znacaja.
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5.5. Povezanost HDAC7 genske ekspresije sa klinicko-patoloskim karakteristikama i
prognosti¢kim znacajem pacijentkinja sa trostruko-negativnim i hormon receptor-pozitivnim
tipom karcinoma dojke

Histon-deacetilaza 7 ucestvuje u regulaciji velikog broja procesa koji se nalaze u osnovi
kancerogeneze, kao $to su proliferacija, invazija, metastaze i apoptoza (50). Promena u regulaciji
ekspresije HDACY je utvrdena kod nekoliko razli¢itih tipova karcinoma (54, 59, 203), ukljuéujuci i
karcinom dojke (204, 60, 205). Ta¢na uloga u patofiziologiji karcionoma dojke, kao i potencijalni
uticaj na prezivljavanje pacijenata sa razli¢itim tipovima ovog karcinoma jo$ uvek nije potpuno
rasvetljen. Uloga HDAC7 u kompleksnoj mrezi drugih histon-deacetilaza, kao i transkripcioni
odgovor njihovih ciljnih gena u karcinomu dojke jos uvek je velikim delom nepoznat.

Do sada je mali broj studija ispitivao potencijalni prognosticki znacaj ekspresije HDAC7. Po
naSim saznanjima, ova studija je jedna od prvih koja se bavi ispitivanjem i poredenjem
prognostickog potencijala HDAC7 u klinicki i1 prognostic¢ki razli¢itim tipovim karcinoma dojke,
TNBC i ER+PR+HER2-. Nasi rezultati su pokazali da TNBC ispitanice sa povisenom HDAC7
ekspresijom imaju znacajno losije ukupno prezivljavanje, za razliku od ER+PR+HER2- ispitanica,
kod kojih ekspresija HDAC7 nije imala efekat na ukupno prezivljavanje. Prethodne studije su
pokazale da povecana ekspresija HDAC7 korelira sa loSim klinickim ishodom pacijenata sa
kancerom pluca, jajnika, Zeluca, kao i nazofaringealnim kancerom (59, 206-207, 54, 208). Osim
povezanosti HDAC?7 ekspresije sa ukupnim prezivljavanjem TNBC pacijentkinja, nasi rezultati nisu
pokazali znacajnu asocijaciju sa drugim klinicko-patoloskim parametrima ovih pacijentkinja.
Pove¢ana HDAC?7 ekspresija bi mogla biti nezavisan prognosticki faktor loseg prezivljavanja ovih
pacijenata.

Nasi rezultati su pokazali da, iako ER+PR+HER2- pacijentkinje imaju vecu ekspresiju HDAC7
u odnosu na TNBC pacijentkinje, prognosti¢ki znacaj povecane HDAC7 ekspresije je primecen
jedino kod TNBC pacijentkinja, sto ukazuje na to da HDAC7 mozZe imati potencijalno razlicite
uloge u zavisnosti od tipa karcinoma dojke. Povezanost pove¢ane HDAC7 ekspresije i loSeg
prezivljavanja do sada je pokazan kod pacijenata sa akutnom limfoblastnom leukemijom (203),
kancerom jajnika (206), zeluca (207), pluca (54, 59) i kolorektalnim karcinomom (209).

Iako je pretpostavljena onkogena priroda HDAC7 kod TNBC tipa kancera, tatan mehanizam
kojim HDACT7 utice na prezivljavanje kod TNBC pacijenata jo§ uvek nije potpuno rasvetljen. U
razli¢itim tipovima karcinoma, HDAC?7 stimulise proliferaciju ¢elija indukcijom aktivacije c-Myc
onkogena (50-51). Kao jedan od potencijalnin mehanizama kojim HDAC7 pokazuje svoju
onkogenu ulogu je i regulacija migracije endotelijalnih ¢elija i stimulacija procesa angiogeneze.
Pokazano je da HDAC?7 utice na vaskularni integritet i angiogenezu tako Sto inhibira ekspresiju
matriksne metaloproteinaze 10 (MMP10) (57), kao i PDGF i njegovog receptora, glavne medijatore
naprednih stadijuma angiogeneze (53). Sta vise, utisavanje HDAC7? je dovoljno da bi se in vitro
inhibirao proces angiogeneze (53). Osim toga, u ¢elijama karcinoma plu¢a, HDAC7 pospesuje
kancerogenezu inhibiraju¢i STAT3 (54), kao i tumor-supresor plakoglobin, §to posledi¢no vodi
proliferaciji i invaziji ¢elija karcinoma pluca (59). Ova saznanja upucuju na to da bi HDAC7 mogao
da bude potencijalni molekularni target anti-angiogenih i anti-proliferativnih terapeutika u le¢enju
kancera.

U ovoj doktorskoj disertaciji nije utvrdena povezanost HDAC7 ekspresije i klini¢ko-patoloskih
karakteristika pacijentkinja sa ER+PR+HER2- tipom karcinoma dojke. Prethodne studije su
pokazale da inhibitori histon-deacetilaza, valproi¢na kiselina i entinostat, mogu da izvrse konverziju
ER-negativnih u ER-pozitivne ¢elijske linije (210-211), Sto implicira da bi histon-deacetilaze mogle
da imaju bitnu ulogu u regulaciji ekspresije estrogenskog receptora. Pretpostavlja se da HDAC7 ima
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jedinstvenu ulogu u represiji transkripcije ERa i regulaciji ekspresije gena koji su pod kontrolom
ERa, ukljucujuéi i inhibitor ¢elijskog ciklusa, Reprimo (56). Interakcija HDAC7, ERa i FoxAl
indukuje transkripcionu represiju Reprimo inhibitora, sto posledi¢no vodi celijskoj proliferaciji
(56).

Utvrdeno je da HDACI, ali i druge histon-deactilaze, poput HDACS3, regulisu aktivnost
HDACY7 (60). Pretpostavlja se da HDAC7 ima vaznu ulogu u inicijaciji i odrZzavanju mati¢nih Celija
karcinoma dojke upravo putem regulacije velikog broja gena povezanih sa nastankom i progresijom
kancera. Nedavna studija je pokazala da su aktivnosti HDAC1 i HDAC7 neophodne za
uspostavljanje i odrzavanje specifiénih osobina mati¢nih éelija karcinoma dojke i jajnika (205). Sta
viSe, pove¢ana HDAC?7 ekspresija je dovoljna kako bi se istakao fenotip karakteristi¢an za maticne
¢elije kancera (205). U mati¢nim celijama karcinoma dojke, HDAC7 se vezuje za regione
promotora i pojacivaca reguliSuci transkripciju gena povezanih sa razvojem kancera, kao §to su c-
MYC, CD44, CDKN1B, SMAD3, VEGFA, HIFla i p21 (50, 60). Inhibicija HDAC1 i HDAC3
razli¢itim HDAC inhibitorima dovodi do smanjenja aktivnosti HDAC?7, ali i do povecanja globalne
H3K27 acetilacije i hipoacetilacije u nivou promotora i enhensera kancer-specifi¢nih gena (60).

Sve vise studija upucuje na moguénost koris¢enja HDAC inhibitora kao obecavajuéi princip
terapije u leCenju TNBC pacijenata (212-213), ER+PR+HER2- pacijenata sa uznapredovalim
stadijumom bolesti (214), kao i pacijenata kod kojih se razvila rezistencija na primenjenu terapiju
(215). lako je od nedavno poznata jedna klasa selektivnin HDAC inhibitora koji smanjuju
ekspresiju HDACT7 na proteinskom nivou, lekovi koji specifi¢no inhibiraju HDAC?7 jo§ uvek nisu
dostupni (205). Pokazano je da HDAC inhibitori uti¢u na enzimsku aktivnost cele familije histon-
deacetilaza, medutim, jedino u slu¢aju HDAC7 ta inhibicija Se ogleda i na proteinskom, ali i na
nivou genske ekspresije (51). Ovi rezultati sugeriSu da bi upravo HDAC7 mogao da bude mesto
konvergencije inhibicije histon-deacetilaza, odnosno nizvodni target cele HDAC familije (51).

Novija saznanja upuéuju na to da bi HDAC7 specifi¢ni inhibitor potencijalno bio bolji
terapeutski target u odnosu na opste HDAC inhibitore, naroCito kad su u pitanju mati¢ne Celije
kancera. Inhibicija HDAC7 bi mogla imati viSestruki inhibitorni efekat na proces kancerogeneze, s
obzirom na potencijalnu represiju velikog broja mogu¢ih HDAC?7 targetnih onkogena. Dalja
ispitivanja tacne uloge HDAC7 u razli¢itim tipovima kancera dojke bi mogla da doprinesu
razumevanju klinickog znacaja HDAC?7, kako u smislu prognostickog pokazatelja, tako i kao
kandidata za tretman selektivnim inhibitorima kao terepeutski pristup u le¢enju karcinoma dojke.
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6. Zakljudci

Na osnovu analize dobijenih rezultata prikazanih u ovoj doktorskoj disertaciji izvedeni su sledeci
zakljucci:

» Kaod pacijentkinja sa TNBC tipom karcinoma dojke uocen je nizi nivo ekspresije SIRT1, SIRT3 i
HDAC7 gena u odnosu na pacijentkinje sa ER+PR+HER2- tipom. Razli¢it ekspresioni profil
SIRT1, SIRT3 i HDAC7 gena ukazuje na njihove moguce razliite uloge kod razliitih
molekularnih tipova karcinoma dojke.

» Nije utvrdena razlika u nivou ekspresije SIRT6 i SIRT7 izmedu dve ispitivane grupe
pacijentkinja sa karcinomom dojke.

» Uocena je povezanost poveéane SIRT1 ekspresije i manje veli¢ine tumora kod ispitanica sa
ER+PR+HER2- karcinomom dojke, §to moze da ukaZe na potencijalnu protektivnu ulogu SIRT1
kod ovog tipa karcinoma dojke.

» Kod TNBC ispitanica, pove¢ana SIRT3 ekspresija je povezana sa vec¢im histoloskim gradusom
tumora ovih pacijentkinja, sto upucuje na negativan efekat SIRT3 u procesu dediferencijacije
tumorskih ¢elija ovog tipa karcinoma dojke.

» Uocena je povezanost povecane SIRT7 ekspresije 1 veli¢ine tumora kod pacijentkinja sa TNBC
kancerom dojke. Ovi rezultati ukazuju na potencijalnu ulogu SIRT7 u procesu proliferacije
tumorskih celija.

» Kaplan-Meier analiza je pokazala povezanost snizene SIRT1 ekspresije i loSeg prezivljavanja
pacijentkinja sa ER+PR+HER2- karcinomom dojke. Snizen nivo SIRT1 ekspresije predstavlja
negativan prognosticki faktor loSeg prezivljavanja ovih pacijentkinja, ukazujuéi na potencijalnu
tumor-supresorsku ulogu SIRT1 gena u ovom tipu karcinoma dojke.

» Pokazana je povezanost povecane SIRT3 ekspresije i loSeg prezivljavanja ispitanica sa TNBC
karcinomom dojke, sugeriSu¢i onkogenu ulogu SIRT3 gena u ovom molekularnom tipu
karcinoma dojke koji se inace odlikuje najnepovoljnijim prezivljavanjem.

» Uocena je povezanost snizene SIRT6 ekspresije i loseg prezivljavanja ispitanica sa
ER+PR+HER2- karcinomom dojke, ukazuju¢i na potencijlano tumor-supresorski potencijal
SIRT6 u ovom tipu karcinoma dojke.

> Kod obe ispitivane grupe pokazana je povezanost poveéane SIRT7 ekspresije i loSeg ukupnog
prezivljavanja, implicirajuc¢i onkogenu ulogu SIRT7 u ovim tipovima karcinoma dojke.

» Kod TNBC pacijentkinja pokazana je povezanost pove¢ane HDAC7 ekspresije i loSeg ukupnog
prezivljavanja. Pove¢ana HDACT ekspresija predstavlja negativan prognosticki parametar loseg
prezivljavanja ovih pacijentkinja. Ovakav rezultat ukazuje na onkogeni potencijal HDAC7 u
TNBC tipu karcinoma dojke.

» Kod ER+PR+HERZ2- pacijentkinja smanjena SIRT1 ekspresija predstavlja nezavisan prediktivni
faktor negativnog klinickog ishoda ovih pacijentkinja.

» Kod TNBC pacijentkinja povecana HDAC7 ekspresija predstavlja nezavisan prediktivni faktor
negativnog klinickog ishoda ovih pacijentkinja.
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