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1.UVvOD

Geni koji zaustavljaju rast tumora nazivaju se tumor supresorskim genima, prigusivac¢ima ili
koc¢niCarima raka. Ti geni djeluju kao antionkogeni i suprimiraju prekomjernu proliferaciju
stanica. Jedan od njih je i gen TP53. Gen TP53 jos se naziva i uvarom genoma, te je jedan od
najvaznijih tumor supresorskih gena. Njegov produkt je protein p53 koji sudjeluje u regulaciji
stani¢nog ciklusa. Posto je gubitak funkcije gena TP53 zabiljezen u viSe od polovice ljudskih
tumora, uloga ovog gena smatra se vrlo vaznom u proucavanju nastanka tumora. Genske se
promjene na TP53 mogu naci i u eksonima i u intronima gena, utjecati na tumor supresorsku
ulogu gena TP53 te povecati moguénost pojave tumora. U eksonima, genske promjene gotovo
uvijek dovode do pojave tumora zbog nefunkcionalnog genskog produkta, tj. proteina p53.
Najcesce se genske promjene zapravo nalaze u intronima, ali posljedice takvih promjena jos
uvijek su nepoznate i predmet su brojnih istrazivanja. U ovom radu proucavana je ucestalost
gubitka heterozigotnosti (LOH, od eng. Loss of Heterozygosity) gena TP53 kod meningeoma.
Meningeomi su iznimno ucestali tumori odraslih ljudi, a potjecu od mozdane ovojnice mozga
i ledne mozdine. Cine 15% svih tumora u sredi$njem Zivéanom sustavu. Iako se opéenito
smatraju benignim tumorima, meningeomi mogu prouzrociti ozbiljnu bolest zbog recidiva
tumora. U pojedinim istrazivanjima dokazano je kako su promjene u strukturi DNA introna 6
gena TP53 Ceste kod tumora Li-Fraumen spektra i raka jajnika. Medutim, za sad se jako malo
zna o ucestalosti promjena u strukturi DNA na intronu 6 kod meningeoma. U ovom radu za
detekciju promjena u strukturi DNA na intronu 6 gena TP53 koristena je analiza polimorfizma
u duljini restrikcijskin fragmenata (RFLP, od eng. Restriction Fragment Length

Polymorphism), pomocu restrikcijske endonukleaze Mspl.



2. TEORIJSKI DIO

2.1.TUMOR SUPRESORSKI GEN TP53

Sluzbeno ime ovog gena je ,,tumor protein p53“, a sluzbeni simbol TP53. Takoder je
poznat i kao P53, antigen NY-CO-13, TRP53, P53 tumor supresor (NLM, 2015).
Kodira za protein p53, koji sudjeluje u regulaciji stani¢nog ciklusa i djeluje kao tumor
supresor. Eksprimiran je u svim tjelesnim stanicama, ali u vec¢ini tkiva na vrlo niskom

nivou (Najman, 2002).

2.1.1.0TKRICE GENA TP53
Prve naznake o djelovanju tumor supresorskih gena dali su pokusi hibridizacije
somatskih stanica 1969. godine. Fuzijom normalnih i tumorskih stanica nastale
su hibridne stanice koje su sadrzavale kromosome obiju stani¢nih linija. Takve
hibridne stanice nisu, u veéini slucajeva, mogle stvarati tumore u zivotinjama.
Prema tome, ¢inilo se da geni iz normalne ishodi$ne stanice suprimiraju
nastanak tumora. Medutim, prepoznavanje ovih gena na molekularnoj razini
omogucio je jedan drugi pristup — analiza rijetkih nasljednih oblika raka u
ljudi. Do otkri¢a prvog tumorskog supresorskog gena dovela su istrazivanaja
retinoblastoma, rijetkoga djec¢jeg tumora oka. Retinoblastom je nasljedna bolest
te se zbog toga proucavao genom ispitanika. Godine 1971. postavljena je
pretpostavka prema kojoj su za nastanak ove bolesti potrebne mutacije na oba
alela gena odgovornog za nastanak retinoblastoma, koji je danas poznat kao
tumor supresorski gen Rb. Istrazivanja mapiranja gena pokazala su da tumor
nastaje zbog gubitka normalnih alela Rb u tumorskim stanicama potvrdivsi
pretpostavku da Rb djeluje kao tumor supresorski gen. Molekularnim
kloniranjem i izolacijom Rb, 1986. godine je nedvojbeno dokazano da u
retinoblastomima Rb nedostaje ili je mutiran. Pokusi prijenosa gena pokazali su
da stanice retinoblastoma, u koje je unesen normalan gen Rb, nisu sposobne

stvarati tumore $to je bio izravan dokaz da Rb djeluje kao tumorski supresor.

Drugi otkriveni tumor supresorski gen je TP53 (Cooper i Hausman, 2010).
Njegov produkt p53 identificiran je 1979. godine kao stani¢ni protein koji ulazi
u interakciju s onkogenim T antigenom virusa SV40 (Zori¢ i sur., 2010).

Kasnije je p53 naden u razli¢itim transformiranim mi$jim stani¢énim linijama,



kultiviranim humanim tumorskim stanicama i u misjim tumorima induciranim
kemijskim agensima, zracenjem ili virusima (Najman, 2002). Posto je bio
eksprimiran u mnogim tumorskim stanicama, smatrao se onkogenom. Veliku
paznju istraziva¢a poceo je privlaciti tek 1989. godine, kad su po prvi put
opisane genske promjene ovog gena kod ljudskih tumora (Stojanev i sur.,
2010).

2.1.2. POLOZAJ GENA TP53 NA KROMOSOMU

17p12
1712
172
1741
752

Slika 1. Polozaj gena TP53 u genomu (NLM, 2015).

Gen TP53 nalazi se na kratkom (p) kraku kromosoma 17 na polozaju 13.1.
Preciznije, nalazi se od 7,668,401. do 7,687,549. para baza na kromosomu 17
(NLM, 2015).

2.1.3.STRUKTURA GENA TP53
Navedeni gen sadrzi 11 eksona (WHO, 2015) i obuhvaca DNA od 16 do 20 kb
(Surekha i sur., 2011). Ima dva promotora: P1 smjesten je uzvodno od eksona
1, a P2 je smjesten unutar eksona 4. Gen TP53 sadrzi i interni ekson unutar

introna 9, koji se naziva ekson 9b (Khoury i Bourdon, 2011).

2.1.4.STRUKTURA PROTEINA p53
Gen TP53 kodira za proten p53. Protein p53 je protein od 53 kDa (NLM,
2015). Sastoji se od 393 aminokiseline (Najman, 2002). Podijeljen je u tri
domene: amino-terminalnu domenu koja sadrzi transaktivacijsku regiju,
centralnu domenu koja se specifiéno veze na DNA, te karboksi-terminalnu
domenu (Surekha i sur.,, 2011). Karboksi-terminalna domena je
multifunkcionalna tj. sadrZi tetramerizacijsku regiju i regulatornu regiju koja se

moze vezati na centralni dio proteina i tako onesposobiti specificne protein-


http://ghr.nlm.nih.gov/dynamicImages/chromomap/TP53.jpeg

DNA interakcije (Loyo i sur., 2012). Protein p53 ima i 9 serinskih
aminokiselinskih ostataka za fosforilaciju (Najman, 2002). Nalaze sa na
karboksi-terminalnom kraju proteina. U blizini fosforilacijskog mjesta Ser316,
izmedu DNA-vezne domene i multifunkcionalne domene (Zori¢ i sur., 2010),
nalazi se regija preko koje se vrS§i nuklearna translokacija, odnosno
premjestanje proteina pS53 iz citoplazme stanice u njezinu jezgru (Najman,
2002). Kofaktor ovog proteina je cinkov ion (Zn?*) (GCS, 2015).

Slika 2. Struktura p53 (Goodsell, 2002).

2.1.5. ALTERNATIVNI TRANSKRIPATI GENA TP53
Koristenjem dvaju promotora i alternativnim izrezivanjem mRNA nakon
transkripcije gena TP53 sintetiziraju se razli¢ite izoforme proteina p53.
Prepisivanjem gena s promotora P1 nastaju izoforme koje imaju
transaktivacijsko podrucje. Prepisivanjem s alternativnog promotora P2 unutar
introna 4 nastaju izoforme bez transaktivacijskog podrucja kojima nedostaje
dio amino-terminalne domene. Nedavno je utvrdeno da gen TP53 kodira za niz
razli¢itih izoformi, jo§ uvijek nerazjasnjenih bioloskih funkcija. Izoforme
A133p53 prepisuju se s alternativnog promotora P2 unutar introna 4, dok se
izoforme A40p53 (p47) prepisuju s prvog promotora P1, ali nemaju isto

inicijacijsko mjesto kao divlji tip p53 ili pak nastaju alternativnim izrezivanjem



introna 2. 1zoforme A133p53 i A40p53 zajednicki se nazivaju ANp53 jer im
nedostaje dio ili cjelovito transaktivacijsko podrucje. Vecina alternativnog
izrezivanja, medutim, dogada se na 3’ kraju, od eksona 10 do 13, ¢ime nastaju
izoforme koje se razlikuju na svom C-kraju. Alternativnim izrezivanjem
introna 9 gena TP53 nastaju tri razliite izoforme: p53, pS3p i p53y, od kojih
p53pB i p53y nemaju karboksi-termnalnu domenu. Za sada je ukupno poznato
devet varijanti proteina p53: p53, p53pB, p53y, A133p53, A133p53pB, A133p53y,
A40p53, A40p53P | A40p53y (Zorié i sur., 2010).

2.1.6. KONTROLA FUNKCIJE p53 POMOCU PROTEINA MDM?2
U normalnim uvjetima, odnosno kada stanica nije pod stresom, kao §to je
oste¢enje DNA, hipoksija, skrac¢ivanje telomera i aktivacija onkogena, p53 je
veoma nestabilan protein s vremenom poluzivota od 5 do 30 minuta, $to se
oCituje njegovom malom koli¢inom u stanicama koje nisu pod stresom. Za
nestabilnost i kratko vrijeme poluZivota ovog proteina zasluzan je gen MDM2,
Ovaj gen kodira za protein MDM2. Gen MDM2 je izvorno identificiran na
dvostrko-minutnim kromosomima spontano transformiranih misjih 3T3
fibroblasta, a protein MDM2 je kasnije naden u fizickom kontaktu s p53. U
preZivjeli su samo oni koji nisu imali aktivan p53. Ovo je bio dokaz kako je
kontrola funkcije p53 proteinom MDM2 veoma vazana. Transkripcija gena
MDM?2 inducirana je upravo proteinom p53. Tako su ove dvije molekule
povezane preko mehanizma negativne povratne sprege, ¢ime se omogucava
odrzavanje niske razin p53 u stanicama koje nisu pod stresom. U principu,
protein MDM2 je E3 ligaza i potice degradaciju p53 preko ubikvitin-ovisnog
puta na 26S proteosomima iz jezgre i citoplazme. Protein p53 se modificira
tako $to se na njega veZe ubikvitin, a kovalentnim vezanjem poliubikvitinskog
lanca na lizinske ostatke p53, zapoCinje razgradnja p53 u proteosomima.
MDM2 nosi E3 ubikvitin ligaznu aktivnost, specifi¢nu za njegove interakcije s
p53, u kojoj se nalazi evolucijski o¢uvana COOH terminalna domena koja je
kljucna za E3 ligaznu aktivnost. MDM2 prenosi monoubikvitinske oznake na
lizinske aminokiselinske ostake p53, najceS¢e na njegovom COOH kraju.
Vezanje ubikvitina na p53 posredovanjem protein MDM2 dogada se u jezgri u

kompleksu s p300/CREB-veznim proteinima (CBP), koji sluze kao veza. Dok



MDM2 katalizira vezivanje monoubikvitinske oznake, kompleksi p300/MDM2
kataliziraju kona¢no vezanje poliubikvitinskog lanca na p53. Takav p53 odlazi
na razgradnju u proteosomima. MDM?2 takoder blokira transkripcijsku
aktivnost p53, i to kad je u kompleksu s p53 i p300 u jezgri, tako §to time
blokira acetilaciju p53, koja bi aktivirala njegovu transkripcijsku aktivnost,

koja je katalizirana s p300.

Ukoliko dode do nekog od stresnih uvjeta za stanicu, potrebna je veca
aktivnost p53. Ukoliko primjerice dode do oStecenja DNA, dolazi do
fosforilacije 1 p53 i MDM2, ¢ime se onemogucava njhova interakcija, a
istovremeno se i stabilizira struktura p53. Ako dode do aktivacije onkogena,
oni aktiviraju ARF protein, koji se veze za MDM2 u jezgri stanice, kako bi se
onemogucila degradacija p53 (Moll i Pretenko, 2003).

DNA damage
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Slika 3. Kontrola funkcije p53 (Moll i Pretenko, 2003).

2.1.7. ULOGA PROTEINA p53

2.1.7.1. ULOGA PROTEINA p53 U NESTRESNIM UVJETIMA

Protein p53 je ukljucen u regulaciju stani¢nog ciklusa i jedan je od glavnih

kontrolora koji dopusta prelazak stanici iz G1 u S fazu (Damjanov i sur., 2014).



Cyclin A
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Slika 4. Prikaz stani¢nog ciklusa (AHA, 2001).

Stani¢ni ciklus predstavlja slijed dogadaja koji se ciklicki ponavljaju u
stanicama koje se dijele. Sastoji se od interfaze i mitoze. U interfazi stanica
raste i duplicira broj kromosoma da bi se pomocu procesa mitoze podijelila na
dvije stanice kéeri. Tijekom interfaze kromosomi su dekondenzirani. Interfaza
se sastoji od GI1, S 1 G2 faze. Gl faza predstavlja interval izmedu mitoze i
pocetka replikacije DNA. Tijekom ove faze stanica je metabolicki aktivna i
neprestano raste. Na G1 fazu nadovezuje se S faza tijekom koje se replicira,
odnosno sintetizira DNA. Dovrsenjem sinteze DNA zapocinje G2 faza u kojoj
se nastavlja stanicni rast i sinteza proteina potrebnih za mitozu. Nakon G2 faze
slijedi mitoza tj. proces u kojem se tijekom profaze, metafaze, anafaze i
telofaze odvajaju kromosomi udvostruceni u S fazi interfaze i ravnomjerno
rasporeduju u stanice kéeri. Ova faza zavrSava citokinezom, odnosno podjelom

citoplazme (Cooper i Hausman, 2010).

Kao kontrolor stani¢nog ciklusa, protein p53 ima sposobnost da prepozna
oste¢enje DNA te ostale nepovoljne uvjete u stanici (hipoksija, osmotski Sok,

nedostatak nutrijenata i sl.); stanicama koje imaju normalnu DNA p53



omogucava prelazak u S fazu, dok onima kojima je DNA oste¢ena p53 blokira
taj prelazak (Damjanov i sur., 2014). Stanice koje pate od osmotskog Soka,
hipoksije, nedostatka nutrijenata i sl., upuéuju se putem apoptoze. Protein p53
isto tako kontrolira prelazak stani¢nog ciklusa iz G2 faze u mitozu u G2/M
kontrolnoj toéci (Taylor i Stark, 2001). Takoder, kontrolira i prelazak stani¢nog
ciklusa iz metafaze u anafazu u mitozi, kontrolom diobenog vretena (Ha i sur.,
2007).

2.1.7.2. ULOGA PROTEINA p53 U STRESNIM UVJETIMA

Gen TP53, kao sto je ve¢ spomenuto, kodira za protein zvan tumor protein p53.
Ovaj protein se ponaSa kao tumor supresor, $to znaci da regulira dijeljenje
stanica tako §to onemogucéava njihov prebrz i nekontrolirani rast i dijeljenje i
time sprje¢ava nastanak tumora. Zbog svoje uloge, p53 se jos§ naziva i cuvarom
genoma (NLM, 2015). Njegova se koncentracija povecava u stanici ukoliko
dode do pojave osteCenja DNA, jednolanéane DNA, skracivanja telomera,
neregulirane aktivacije onkogena, ili nekih drugih stresnih uvjeta za stanicu,
kako bi mogao vrsiti svoju proliferacijsko supresorsku ulogu (Goodsell, 2002).
Na primjer, ako dode do o$te¢enja DNA, najprije se p53 stabilizira
fosforilacijom serinskih ostataka p53 te fosforilacijom i inhibicijom MDM2,
pomoc¢u kinaza aktiviranih u stresnim uvjetima (Loyo i sur., 2012). To su
kinaze ATM i Chk2. Kinaza ATM stimulirana je oste¢enjem DNA, a kinaza
Chk2 stimulirana je kinazom ATM. Koncentracija p53 se u stanici takoder
povecava, kao $to je veé reCeno, ukoliko dode do neregulirane ekspresije
onkogena, kao §to su Ras ili Myc. U ovom se slucaju stabilnost p53 osigurava
pomoc¢u ARF proteina koji veze MDM2 i time stabilizira p53. Tre¢i nacin
stabilizacije p53 je induciran osteCenjem DNA od strane kemoterapeutskih
lijekova, UV zracenja i inhibitora protein-kinaza. Ukljucuje aktivnost kinaze
ATR i kazein kinaze Il (Vogelstein i sur., 2002).

Tom stabilizacijom omoguceno je vezanje p53 na DNA, tj. p53 se ,,aktivira“
(Loyo i sur., 2012). Protein p53 se najprije translocira u jezgru gdje se veze na
DNA kao homotetramer (GCS, 2015) i djeluje na nju. Njegovo djelovanje na
DNA se opisuje preko vise mehanizama. Prema jednoj teoriji p5S3 djeluje kao
transkripcijski faktor za gene koji djeluju supresivno na rast stanice. Druga

teorija inhibicijsko djelovanje ovog proteina na transkripciju objasnjava time



da p53 sprjecava vezanje TATA box vezujucih proteina na DNA, odnosno na
promotore gena, zbog ¢ega se ne dogada transkripcija navedenih gena. Postoji i
objasnjenje da protein p53 direktno stupa u interakciju sa replikacijskim
aparatom te time sprjecava replikaciju DNA (Najman, 2002).

Tokom stani¢nog ciklus u kontrolnoj tocci G1/S, ukoliko dode do oStecenja
DNA, protein p53 stupa u interakciju s oStecenom DNA, nakon ¢ega dolazi do
aktivacije nekoliko mogucih efektora. Moguca je aktivacija inhibitora kinaza
ovisnih o ciklinima, CDK (Damjanov i sur., 2014). Ciklini su proteni koji
kontroliraju ulazak i izlazak u mitozu. Clanovi porodice CDK udruZuju se sa
odredenim ciklinima kako bi omogudili napredovanje kroz razliCite faze
stanicnog ciklusa. Preciznije, p53 zaustavlja stani¢ni ciklus inducirajuci
transkripciju gena za CDK inhibitor p21 Kkoji zaustavlja napredovanje
stani¢nog ciklusa u G1 fazi inhibiraju¢i komplekse CDK2/ciklinE, koji sluze
da stanica prijede kontrolnu tocku G1/S (Cooper i Hausman, 2010), kao i
kontrolnu to¢ku G2/M i kontrolnu tocku metafaza/anafaza (Novak i sur.,
2002). Tako se zakoCi stani¢ni ciklus i omoguéi popravak DNA, te nakon
popravka stanica nastavlja s mitotiCkim ciklusom. Time p53 vrsi ulogu
kontrole stani¢nog ciklusa. Ako je popravak nepotpun ili defektan, stanica se
upucuje na put koji vodi u apoptozu, Cime zapocinje njegovo tumor
supresorsko djelovanje. Alternativno, stanice ostanu trajno zakoCene. Treca
mogucnost je da p53 prepozna defekt DNA kao nepopravljiv i odmah uputi
stanicu putem apoptoze (Damjanov i sur., 2014).

Protein p53 isto tako blokira 1 prelazak stani¢nog ciklus iz G2 faze u mitozu
stanicama s oSte¢enom DNA. Isto kao i u kontrolnoj tocci G1/S, ukljucuje
inhibiciju CDK2. Kako bi stanica iz G2 faze usla u mitozu klju¢na je 1
ekspresija ciklina B1. Protein p53 takoder vrs$i represiju gena ciklin B1 i gena
CDKZ2, ¢ime dodatno doprinosi blokiranju ulaska stanice s oste¢enom DNA u
mitozu (Taylor i Stark, 2001).

Tijekom mitoze, protein BubR1 kontrolira pravilno prihvac¢anje mikrotubula na
kinetohore u metafazi. Ukoliko dode do nepravilnosti u diobenom vretenu,
BubR1 stupa u interakcije s p53 te ga fosforilira kako bi ga stabilizirao. Nakon
toga se stanice $alju putem apoptoze posredovanjem p53 (Ha i sur., 2007).
Protein p53 takoder ima i vaznu ulogu u apoptozi. Apoptoza je fizioloski

programiran oblik stani¢ne smrti pri kojoj tkiva i organi odrzavaju svoj



normalan oblik i obujam (Damjanov i sur., 2014). To je kompleksan proces
koji se odvija preko najmanje dva glavna puta, vanjskog i unutarnjeg, a oba se
mogu regulirati na viSe razina. Protein p53 sluzi kao regulator apoptoze tako
Sto kontrolira klju¢ne toCke apoptoze u oba navedena puta. Proapoptotska
aktivnost p53 povezana je s njegovom transaktivacijskom sposobnosti. Dakle,
p53 moze aktivirati transkripciju proapoptotskih gena. Najveca veza izmedu
transaktivacije 1 apoptoze posredovane preko p53 je mogucénost p53 da
kontrolira transkripciju proapoptotskih ¢lanova Bcl-2 obitelji, a to su
multifunkcionalni Bax, Puma, Noxa te Bid, ¢ime zapocinje unutarnji put
apoptoze. Proteini koji se dobiju nakon transkripcije navedenih gena zatim
uzrokuju otpustanje proapoptotskih proteina iz mitohondrija, aktivaciju
kaspaze, te apoptozu. Postoje i pretpostavke prema kojima p53 regulira i
vanjski put apoptoze. Prema tim pretpostavkama Fas/CD95 i DR5, geni za
,,death® receptore na stanici koji sudjeluju u vanjskom putu apoptoze, kao i gen
koji kodira za Fas ligand, TNFSF6, pod direktnom su kontrolom p53 (Fridman
i Lowe, 2003).

2.2.MENINGEOMI

10

Meninge su tek tanke prozirne ovojnice mozga, zbog Cega se mogu Ciniti
beznacajnima. Medutim, one su osnova za nastanak posebnih, patoloSki vaznih
tumora. Meningeomi su jedni od najduze poznatih mozdanih tumora. | prije pojave
klasi¢ne patologije privukli su paznju lije¢nika i laika zato $to ponekad proizvedu

razli¢ite deformacije (Forempoher, 2005).

Meningeomi (lat. meningeoma) su uglavnom benigni tumori koji nastaju od stanica
arahnoideje mater. Arahnoidea mater je jedna od triju mozdanih ovojnica koja je

smjestena izmedu dure mater i pije mater (Damjanov i sur., 2014).
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Slika 5. Polozaj meningeoma (Mastumae, 2008).

Meningeomi ¢ine oko 15% svih tumora u srediSnjem zivéanom sustavu (Damjanov i
sur., 2014), sa stopom godiSnje incidencije 6/100 000 stanovnika. Mnogi se ni ne
otkriju za zivota jer su mali, a nadu se na autopsiji u 1,4% slucajeva. Za razliku od
vecine intrakranijalnih tumora rastu sporo i obi¢no ne infiltriraju mozak (Forempoher,
2005). Meningeomi se mogu pojaviti u bilo kojem dijelu mozdanih ovojnica. NajceSce
su tumori locirani na konveksitetu cerebralnih hemisfera, u podruéju kavernoznoga
sinusa, oko turskog sedla i kribrozne lamine, te oko velikog foramena. Oko 2% svih
meningeoma nalazi se u kraljezni¢nom kanalu (Damjanov 1 sur., 2014). Prema
jednostavnijoj klasifikaciji, mogu se razlikovati ¢etri tipa meningeoma: fibroblastni,
sincicijski, tranzicijski i angioblastni, ali se nalaze i1 mjeSoviti tumori. Danas se
upotrebljava sustav histoloske podjele prema WHO (engl. World Health Organization)
iz 1993. godine, koji ujedno omogucuje stupnjevanje meningeoma u klasi¢ne (I
stupnja), atipi¢ne (II stupnja) i anaplasti¢ne ili maligne (IIT stupnja) (Forempoher,
2005).

Meningeomi se najceSée javljaju u osoba srednje i starije dobi, s vrhuncem
pojavljivanja za vrijeme Sestog i sedmog desetlje¢a zivota. No, mogu se javiti i u
djecjoj dobi, te u dubokoj starosti. Kod djece se, medutim, javljaju mnogo agresivniji
oblici meningeoma (Forempoher, 2005). Meningeomi se ¢e$¢e pojavljuju u Zena nego
u muskaraca u omjeru 3:2 (Damjanov i sur., 2014). Od meningeoma u podrucju ledne

mozdine ¢esce oboljevaju zene. Meningeomi koji su udruzeni s nasljednim tumorskim



bolestima opcenito se javljaju u mladih bolesnika i to podjednako u Zena i muskaraca
(Forempoher, 2005). Makroskopski se tumori ocituju kao oStro ograni¢ene, Cvrste,
okrugle tvorbe koje mogu biti male poput ljesnjaka ili velike, promjera vise od 10 cm.
S jedne strane ¢vrsto se drze za tvrdu mozdanu ovojnicu, dok s druge strane prodiru u
mozgovinu. Simptomi i klinicki nalazi ovise 0 lokalizaciji tumora. Najcesce se
pojavljuju senzoricki i motoricki ispadi zbog kompresije kore (Damjanov i sur., 2014).
Simptomi su glavobolja, poremecaj vida te zari$ni epilepti¢ni napadi (Forempoher,
2005). Na primjer, ako tumor pritiS¢e opticki zivac, pacijent moze izgubiti vid.
Otprilike 90% meningeoma su benigni tumori (Chang, 2007). Prognoza je za
bolesnike s dobroc¢udnim meningeomima uglavnom dobra (Damjanov i sur., 2014),
iako se oko 25% bolesnika zapravo ne moze izlijeciti jer im tumor nije na povoljnoj
poziciji za odstranjivanje (Chang, 2007), dok maligni meningeomi najces$ce

recidiviraju i metastaziraju (Damjanov i sur., 2014).

2.3.GENSKE PROMJENE NA GENU TP53

12

2.3.1.NAJCESCE GENSKE PROMJENE NA GENU TP53
TP53 je jedan od tumor supresorskih gena koji djeluje kao antionkogen i
suprimira prekomjernu proliferaciju stanica. Do pojave tumora moze doci
ukoliko se jedan od tumor supresorskih gena, pa tako i TP53, izgubi delecijom
ili prestane normalno funkcionirati zbog mutacije ili neke manje delecije. U
takvim stanicama kontrola stani¢nih signala izostaje, pa se slobodno mogu
umnozavati i stanice s defektnom DNA. Stanice koje imaju oSteCenu DNA tako

postanu neoplasténe i nastave se nekontrolirano dijeliti (Damjanov i sur.,
2014).

Preko 50% ljudskih tumora ima nekakvu gensku promjenu u TP53 (Najman,
2002). Postoje najmanje tri strukturna i funkcionalna utjecaja genskih promjena
na genu TP53. Najprije, to je utjecaj na strukturu proteina p53. Nadalje, to je i
utjecaj na transaktivacijsku aktivnost, tj. dolazi do njezinog gubitka ili
smanjenja. Takoder, javlja se 1 dominantni negativni efekt 1 efekt dobitka
funkcije (engl. gain-of-function effect) (Magali i sur., 2010). Dominantni

negativni efekt ostvaruje se heterooligomerizacijom stabilnijeg mutantnog p53
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sa divljim tipom p53 kojeg eksprimira normalni preostali alel (Stojanev i sur.,
2010), ¢ime se inhibira djelovanje p53 divljeg tipa (Willis i sur., 2004). Protein
p53 nakon §to izvrsi jednu od svojih funkcija, veze se na ubikvitin i degradira u
proteosomima. Mutirani genski produkt gena TP53 je otporan na degradaciju i
zato se zadrzava dulje u stanicama (Damjanov i sur., 2014). Tako nakupljeni
pS3 u tumorskim stanicama moze sudjelovati s onkogenima, u procesu maligne
transformacije stanica, Sto se naziva efekt dobitka funkcije (Magali i sur.,
2010). Kao primjer moze se navesti mi§ji model u kojem ekspresija
promijenjenog p53 u stanicama limfoblasti¢ne leukemije ili misjih fibroblasta
rezultira u vecoj tumorogenezi i tkivnoj invaziji u odnosu na stanice koje

nemaju nikakvu ekspresiju p53 (Willis i sur., 2004).

Najces¢e genske promjene na genu TP53 su mutacije krivog smisla (eng.
missense) i to u pojavnosti od 75%. Ostale genske promjene koje se javljaju su
insercije i delecije koje uzrokuju pomak okvira ¢itanja (eng. frameshift) (9%),
besmislene (eng. nonsense) mutacije (7%), istovjetne (eng. silent) mutacije
(5%) te ostale promjene koje se pojavljuju u manje slucajeva (Petitjean i sur.,
2007). Vece delecije su u vecini slu¢ajeva tumora rijetke (Stojanev i sur.,
2010). Medutim, postoje tipovi tumora kod kojih su one izuzetno ceste.
Primjerice, to je multipli mijelom (Drach i sur., 1998). Multipli mijelom je
zlocudna plazmastani¢na, multifokalna neoplazma koja zahvaca koStanu srZ 1
time razara dijelove skeleta, a najéeS¢e one u kojima se odvija hematopoeza,
dakle kosti lubanje, kraljeznice, zdjelice i1 krajeve dugih kostiju udova
(Damjanov i sur., 2014). Kod ovog su tipa tumora, dakle, delecije na
kromosomu 17p u plazma stanicama jako Ceste, pa su tako Ceste 1 delecije gena
TP53, kao i njegovog veceg dijela. Ovakve delecije povezan su i sa niskom
stopom preZivjenja pacijenata lijeCenih s kemoterapijom, ali i s pojavom
recidiviranja multiplih mijeloma, posto su veée delecije nadene u plazma
stanicama viSe od polovice ovakvih pacijenata (Drach 1 sur., 1998). Vece
delecije na kromosomu 17p takoder povecavaju i rizik razvitka kroni¢ne
limfocitne leukemije (Chang i sur., 2010). Kroni¢na limfocitna leukemija
najcesca je vrsta leukemije u odraslih i ¢ini oko 30% svih leukemija u dobi od

20 do 90 godina (Damjanov i sur., 2014).



U literaturi je opisano preko 34 000 genskih promjena na genu TP53. Uz to je
takoder dokazano da samo 35 od sveukupnih 34 453 genskih promjena
predstavljaju genske promjene koje ne utje¢u na nastanak tumora, odnosno ne
doprinose njegovom razvoju (engl. passenger mutations) (Edlund i sur., 2012).
Oko 280 od 393 kodona TP53 gena biva pogodeno mutacijama, ali se one
uglavnom grupiraju na DNA-vezujucoj domeni koja obuhvaca eksone 5-8
(Stojanev i sur., 2010) tj. od kodona 125 do 300 (Magali i sur., 2010) i to u
80% slucajeva (Zori¢ 1 sur., 2010). Vecina promjena u strukturi DNA u ovom
podrucju (87,9%) su mutacije promjene smisla (eng. missense). No, izvan ovog
podrucja, samo 40% genskih promjena predstavljaju takve promjene u
redosljedu baza u DNA (Magali i sur., 2010). Promjene na kodonima 175, 248
i 273 odnose se na 19% svih do sada opisanih promjena na TP53, te se ova
kodonska mjesta smatraju ,,vru¢im to¢kama“ za promjene u sljedu baza u
DNA. Novija istrazivanja pokazuju kako ova kodonska mjesta, kao i mjesta
245, 249 i 282 predstavljaju najpromjenjivije lokuse na ovom genu (Stojanev i
sur., 2010). Vazno je napomenuti i da CpG dinukleotidi mutiraju deset puta

vise od ostalih nukleotida (Magali i sur., 2010).

2.3.2.GENSKE PROMJENE GENA TP53 I NJJHOVA UCETALOST U

RAZLICITIM OBLICIMA TUMORA
Genske promjene gena TP53 u somatskim stanicama najce$¢e su od svih
promjena TP53 prisutnih u tumorskim stanicama. Prisutne su kod gotovo svih
tumora i to u rasponu od 38% do 50% kod raka jajnika, jednjaka, debelog
crijeva, glave i vrata, grkljana te plu¢a. Promjene gena TP53 u zametnoj liniji,
odnosno genske promjene koje osoba ima u spolnim i zametnim stanicama, a
nasljeduju 1th potomci takve osobe, rjede su prisutne u tumorima, ali
predstavljaju predispoziciju za razvitak tumora (tumori mozga, raka dojke,
sarkoma i Li-Fraumen sindroma) u ranoj zivotnoj dobi (Magali i sur., 2010).
Vecina ovakvih promjena je naslijedena; to¢nije, u prosjeku, samo dvije od 18
promjena su de novo promjene gena TP53 koje nastaju tijekom embriogeneze
ili u spolnim stanicama roditelja (Avigad i sur., 1997). Ovakve genske
promjene gena TP53 javljaju se u oko 1 na 5 000 do 1 na 20 000

novorodencadi. Takoder se, kao i genske promjene u somatskim stanicama,
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najéeSce javljaju u eksonima 5-8, te su to najceS¢e mutacije promjene smisla

(Magali i sur., 2010).

Opéenito, genske promjene na genu TP53 dokazano utje¢u na pojavu nekoliko
tipova tumora. Genske promijene na TP53 u spolnim i zametnim stanicama
povecavaju rizik od pojave raka dojke. Medutim, kao Sto je 1 prethodno
navedeno, mnogo su ¢e$¢e one mutacije koje su nenaslijedene, i pojavljuju se u
20 do 40% svih slucajeva raka dojke. Genske promjene na TP53 takoder su
povezane i s pojavom raka mokra¢nog mjehura i nadene su u gotovo 50% svih
osoba oboljelih od karcinoma plocastih stanica glave i vrata. Nadalje, razvoj
Li-Fraumen sindroma bi takoder mogao biti posljedica, ko §to je ve¢ receno,
promjene gena TP53 u zametnim i spolnim (NLM, 2015). Uz to, kod osoba
oboljelih od Li-Fraumen sindroma, ukupno je nadeno 635 razli¢itih genskih
promjena gena TP53 u zametnoj linij, te 29,575 promjena TP53 u somatskim
stanicama (Brock i sur., 2013), pa je vidljivo i da je velik broj promjena u
somatskim stanicama prisutan u ovom obliku tumora. Genske varijacije TP53
povezane su i s pojavom tumora mozga, raka debelog crijeva, karcinoma jetre,
raka pluca, osteosarkoma, rabdomiokarcinoma te karcinoma nadbubrezne

slijezde (NLM, 2015).

Neke su genske promjene ¢eS¢e od ostalih kod pojedinih tumora. Na primjer,
tumori pluca sadrZze bazne transverzije i tranzicije, ali tumori debelog crijeva
primarno imaju tranziciju baza C u T. Dinukleotidi CpG su vrlo ¢esta mjesta
mutacija. Posebno je visoka ucestalost transverzije G u T u genu TP53u
tumora kao $to su tumori pluéa i tumori jednjaka koji su vezani uz
konzumiranje duhana. Benzopiren (BP), koji je komponenta duhanskog dima,
pridonosi pojavi od oko 70% transverzija G u T u induciranim tumorima koZze
misa. Sli¢nu frekvenciju mutacija, ali s nizom stopom transverzija G u T, imaju
tumori koze inducirani 7,12-di-metilbenz[a]antracenom. Takoder, tumori koze
misa inducirani UV zra¢enjem uzrokuju u najve¢oj mjeri C u T tranzicije. 1z
svega navedenoga se moze zakljuc¢ak da razli¢iti karcinogeni djeluju razlicito

na gen TP53 (Najman, 2002).



2.3.3. PROMJENE U INTRONSKOJ REGIJI GENA TP53 I NJIHOVA
UCESTALOST U RAZLICITIM OBLICIMA TUMORA
Promjene u slijedu baza u DNA u kodiraju¢éem dijelu gena TP53 direktno
utjecu na redoslijed aminokiselina 1 opcenito predstavljaju povecanu

mogucénost pojave tumora kod osoba s takvim promjena gena TP53 (Surekha i

sur., 2011).

Varijjacije u intronima na genima vrse utjecaj na ekspresiju i transkripciju gena
te na stabilnost MRNA dobivene nakon transkripcije ovakvih gena (Surekha i
sur., 2011). Promjene u intronskoj regiji mogu inicirati netipi¢no cijepanje pre-
mRNA, ¢ime nastaje mRNA koja translacijom dovodi do nastanka defektnog
p53 proteina, te time onemoguciti tumor supresorsku ulogu p53 (Sailaja i sur.,
2012). Neki introni sadrze regulatorne sekvence kao $to su prigusivaci i
pojacivaci tj. mjesta za vezanje elemenata koji reguliraju ekspresiju gena i tako
utjecu na sintezu produkta gena. Intronske varijacije mogu takoder utjecati na
regulaciju gena preko abnormalnog spajanja ili prekida znacajnih DNA-protein
interakcija. Ovakve promjene u slijedu baza u DNA u intronskoj regiji mogu
dovesti do novog mehanizma regulacije ekspresije gena, koji isto tako utjece na
pojavu tumora. Medutim, jo§ uvijek je nepoznat mehanizam kojim ovakve

genske promjene dovode do nastanka tumora (Surekha i sur., 2011).

Polimorfizmi u intronskoj regiji imaju snaZan utjecaj na napredovanje kronicne
mijeloidne leukemije (Sailaja 1 sur., 2012). Kroni¢na mijeloidna leukemija je
bolest pluripotentnih mati¢nih stanica, koja pretezno zahvaca granulocitnu lozu
(Damjanov 1 sur., 2014). U istrazivanju u kojem se direktno Kkoristilo
sekvencioniranje od 7 do 9 eksona, dokazano je kako su polimorfizmi na
intronu 6 1 7 Cesti kod ove bolesti, te da pacijenti koji imaju ovakve

polimorfizme imaju i slab odgovor na lijeCenje (Sailaja i sur., 2012).

Proucavana je povezanost izmedu polimorfizama na intronu 6 i raka jajnika.
Polimorfizam koji je u ovom slucaju bio proucavan je prijelaz baze G u A ¢ime
je ukinuto mjesto za rekstrikciju s enzimom Mspl unutar introna 6 gena TP53.
Ovo istrazivanje ukazalo je na znacajan udio alela sa izmijenjenim
rekstrikcijskim mjestom u bolesnica koje boluju od raka jajnika (Marvidou i
sur. 1998). Dokazano je da su polimorfizmi u intronu 6 gena TP53 cesti kod
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tumora Li-Fraumen spektra kod pacijenata koji nemaju dodatne promjene gena
TP53. Medutim, jo$ je nejasan mehanizam kojim bi ove promjene mogle
dovesti do pojave tumora. Takoder, proucavan je i utjecaj promjena na intronu
6 gena TP53 u zametnoj liniji na razlicite tipove tumora kod djece, koja nisu
imala nikakvu drugu gensku promjenu na TP53. Radilo se o Sest pacijenata, od
kojih su pet imali promjenu u zametnoj liniji. Svi tumori spadali su u skupinu
Li-Fraumen sindroma. Jedno dijete je bolovalo od tumora mozga, dvoje od
rabdomiosarkoma, a ostalo troje djece bolovalo je od akutne limfoblasti¢ne
leukemije. Zaklju¢ak ovog istrazivanja bio je da promjene na intronu 6
stabiliziraju protein p53, tj. dovode do njegove vece ekspresije, ¢ime dolazi do
njegovog nakupljanja u stanici, §to efektom dobitka funkcije (engl. gain-of-
function effect) i dominantnim negativnim efektom pospjeSuje nastanak
tumora. Ovim istraZzivanjem namece se zakljucak da su promjene u strukturi
DNA, posebno u zametnoj liniji, u nekodirajucoj regiji vrlo Ceste pojave u
djec¢jih tumora. Sli¢an slucaj je bio i sa majkom i kéeri koje su imale rak dojke,
medutim nisu imale nikakvu promjenu na proteinu p53 te su takoder imale

veliku razinu p53 u svojim stanicama. Takoder su imale mutaciju u intronskoj

regiji (Avigad i sur., 1997).

Takoder je objavljeno da su polimorfizmi unutar introna 6 gena TP53 snazno
povezani sa poveéanim rizikom od pojave gastrointestinalnih tumora, raka

dojke kao 1 raka Stitne Zlijezde (Sailaja i sur., 2012).

2.3.4DRUGI NACINI INAKTIVACIJE p53

Osim genskih promjena na TP53, postoje i ostali na¢ini inaktivacije proteina
p53. Jedan od tih nacina je i metilacija promotora. Abnormalna metilacija
promotora gena TP53 promatrana je u mnogo tipova tumora i povezana je s
transkripcijskom inaktivacijom 1 priguSivanjem tumor supresorskog gena.
Vecina istrazivanja su pokazala povezanost izmedu metilacije TP53 promotora
I pada transkripcijske aktivnosti u kultiviranim stanicama s takvim TP53
promotorom. Zbog pada ili prestanka transkripcijske aktivnosti ovog gena,
onemoguceno je djelovaje p53, pa je ovakav nacin inaktivacije p53 povezan s
nastankom razlic¢itih tipova tumora (rakom debelog crijeva, dojke, bubrega i
zeluca) (Kang i sur., 2001).



Takoder je dokazano da interakcije MDM2 proteina s korepresorom KAP1
dovode do inaktivacije p53 (Wang i sur., 2005). KAP1 je protein koji moze
ostvariti interakciju s mnogo faktora u stanici. Ekspresija gena KAP1 povecéana
je u mnogo tipova tumora (lyenger i sur., 2011). KAP1 sam ne pokazuje
nikakav utjecaj na p53. Medutim, kada je njegova ekspresija povecana, ulazi u
interakcije s MDM2, stimulira formaciju p53-HDAC1 kompleksa i inhibira
acetilaciju i aktivaciju p53. Takoder u kompleksu s MDM2 omogucava vezanje
ubikvitina na p53 i njegovu degradaciju. Time KAP1 doprinosi inaktivaciji p53
(Wang i sur., 2005).

Prisutnost razli¢itih mikroRNA isto tako moze inaktivirati p53. mikroRNA
(miRNA) su male nekodiraju¢ée RNA molekule koje igraju klju¢nu ulogu u
regulaciji ekspresije gena na post-transkripcijskoj razini. Istrazivanja su
pokazala da miRNA stupaju u interakcije s p53 1 njegovom mrezom. p53
regulira ekspresiju transkripcije i sazrijevanje skupine miRNA. S druge strane,
miRNA mogu regulirati aktivnost i funkciju p53 putem izravne represije p53 ili
njegovih regulatora u stanici. Mnoga su istrazivanja otkrila vaznu ulogu
miRNA u tumorogenezi. Ukidanjem endogene ekspresije 90 razli¢itih miRNA,
pokazalo se da u tumorskim stanicama miRNA mogu regulirati stani¢nu
proliferaciju 1 apoptozu, S$to ukazuje da miRNA mogu sudjelovati u

tumorogenezi mijenjajuci ekspresiju gena TP53 (Feng i sur., 2011).

| struktura kromatina ima utjecaj na djelovanje p53. Kromatin ponekad mora
izmijeniti svoju strukturu kako bi se omogucéila transkripcija odedenih gena.
Posto p53, izmedu ostalog, ima funkciju transkripcijskog faktora, struktura
kromatina je jako vazna kako bi p53 omogucio transkripciju zeljenih gena i

tako sprijecio prekomjernu proliferaciju stanica (Allison i Milner, 2004).

2.4.PCR I NACIN RESTRIKCIJE INTRONA 6 GENA TP53 S
RESTRIKCIJSKIM ENZIMOM Msp I
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U ovom radu, za detekciju promjena u strukturi DNA introna 6 gena TP53 koristena

je analiza polimorfizma u duljini restrikcijskih fragmenata (RFLP, od eng. Restriction
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Fragment Length Polymorphism) pomocu restrikcijske endonukleaze Mspl, koja
spada u restrikcijske enzime II skupine. Prije restrikcije umnozen je fragment DNA
koji predstavlja dio introna 6 koji sadrzi restrikcijsko mjesto za Mspl. Umnozen je
pomocu PCR-a, tj. lan¢ane reakcije polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction).
Lancana reakcija polimerazom je brzi enzimski postupak kojim se male koli¢ine DNA
mogu in vitro selektivno amplificirati, ¢ak milijun puta u kratkom vremenu, na
koli¢inu potrebnu za analizu. PCR se temelji na opetovanim ciklusima triju reakcija:
denaturacije nukleinske kiseline zagrijavanjem PCR smjese, hibridizacije primera ili
pocetnica hladenjem PCR smjese te ekstenzije pocetnica s DNA polimerazom koja
dodaje nuklotide svakoj pocetnici. Ishod reakcija je sinteza dviju kopija ciljne
sekvence. U prvom stadiju PCR-a grijanje uzrokuje kidanje vodikovih veza izmedu A-
T i G-C DNA izdvojene iz stanice. Kidanje vodikovih veza ima kao posljedicu
odvajanje lanaca. U drugom stadiju snizavanjem temperature omoguceno je dvjema
pocetnicama spajanje na ciljnu sekvenciju DNA. Pocetnice su komplementarne
krajevima suprotnih lanaca DNA koje treba kopirati. Pri nizoj temperaturi dolazi do
ponovne tvorbe vodikovih veza, i to izmedu pocetnica i komplementarnih
nukleotidnih sekvencija lanca DNA. Treéi je stadij sinteza komplementarnoga lanca
nove DNA. Za sintezu lanca potrebni su DNA-polimeraza i supstrat nukleotida. Svaka
pocetnica spojena na molekulu jednolan¢ane DNA uzrokuje tvorbu nove molekule
jednolan¢ane DNA. Nova molekula lanca na jednome kraju sadrzava pocetnicu na
koju je spojen niz nukleotida komplementaran prema nasuprot smjeStenom lancu
DNA. Vazno obiljezje PCR-a je mogucnost koriStenja lancima iz prvog ciklusa kao
kalupima za sintezu novih lanaca u drugom ciklusu reakcije. Od jedne izvorne
molekule DNA tijekom jednog sata tijeka reakcije nastaje viSe od milijuna

novonastalih kopija, jer svaki ciklus traje do 15 sekundi (Kaleni¢ i sur., 2013).
*
CCGG CCGG CCGG
IND cc.cc YONNY ¢ c.cc YONN .. cc NN
*

Mspl l

*

Slika 6. Restrikcijsko mjesto za Mspl (Concept of Genetics, 2008).
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Kao §to je vidljivo iz slike, restrikcijsko mjesto za enzim Mspl je palindromska
sekvenca CCGG. Ovakvo mjesto moze postojati i u intronu 6 gena TP53. Duljina
fragmenta introna 6 umnozenog lan¢anom reakcijom polimerazom iznosi 107 pb.
Restrikcijom umnoZzenog dijela introna 6 alela koji sadrzi restrikcijsko mjesto za Mspl
nastaju dva fragmenta; jedan od 63 pb, a drugi od 44 pb. Osoba moze biti homozigot s
dva alela bez restrikcijskog mjesta, homozigot s dva alela sa restrikcijskim mjestom i
heterozigot imajuc¢i jedan alel sa restrikcijskim mjestom i jedan alel bez restrikcijskog
mjesta. Ukoliko se na ovom mjestu u intronu 6 u normalnih stanica nalazi restrikcijsko
mjesto za Mspl, a u tumorskom alelu postoji mutacija u tom restrikcijskom mjestu,
ne¢e do¢i do navedenog cijepanja u fragmentima DNA umnoZenima iz tumorskog
tkiva. Takoder nece doci do restrikcije ako je ovaj ili neki veci dio introna 6 koji sadrzi
ovu sekvencu deletiran (McDaniel i sur., 1991). Moguca je i potpuna delecija introna
6. Upravo su ova svojstva koriStena u ovo radu kako bi se uvidjelo u kolikoj su mjeri
zastupljene izmjene u strukturi DNA introna 6 u stanicama meningeoma u odnosu na

zdravo tkivo.



3.EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.MATERIJALI | KEMIKALIJE ZA ANALIZU
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3.1.1. DNA UZORCI

Uzorci DNA dobiveni su izolacijom genomske DNA iz meningeoma, a takoder
i iz leukocita istih pacijenata. DNA uzorak iz leukocita je koriSten kao
kontrola, tj. koristen je kako bi se mogla usporediti razlika u nacinu cijepanja
PCR produkta izmedu DNA iz meningeomima i DNA iz zdravih stanica. Za
izolaciju DNA iz meningeoma uzet je dio tkiva meningeoma te je iz njegovih
stanica izolirana DNA. Za izolaciju DNA iz leukocita uzeta je krv istih

pacijenata. Ukupno je bilo 19 pacijenata.

3.1.2.MATERIJALI I KEMIKALIJE KORISTENE ZA PCR

PCR smjesa sastoji se od 1x koncentriranog Flexi reakcijskog pufera
(Promega, Madison, WI, SAD), 2 mM MgCl, (Promega, Madison, WI, SAD),
0.2 mM svakog dNTP-a (Promega, Madison, WI, SAD), 0.2 uM svake
pocetnice (Operon Biotechnolohies, Huntsville, SAD), ¢iji su sljedovi 5'-
AGGTCTGGTTTGCAACTGGG-3'i 5-GAGGTCAAATAAGCAGCAGG-3.
U PCR smjesu dodaje se i 0.5 U Go Taq G2 Hot Start polimeraze (Promega,

Madison, W1, SAD) te deionizirana i sterilizirana voda i 5 pL uzorka.

3.1.3.MATERIJALI I KEMIKALIJE KORISTENE ZA RESTRIKCIJU

Restrikcijska smjesa sastoji se od 10 uL PCR uzorka, 0.2 uL restrikcijskog
enzima Mspl aktivnosti 2.0 U (Fermentas, Vilnius, Litva), 2.5 pL 10x
koncentriranog Tango pufera (Fermentas, Vilnius, Litva) te 12.3 uL destilirane

i sterilizirane vode.

3.1.4 MATERIJALI I KEMIKALIJE KORISTENE ZA ELEKTROFOREZU

Koristeni DNA marker za elektroforezu je 50 pb DNA step Ladder (Promega,
Madison, WI, SAD). Koncentracija markera u gelu je bila 0.51 pg/pL.
KoriSteno je trokomponentno bojilo. Gel koji se koristio za provjeru PCR
reakcije bio 2%-tni agarozni gel pripravljen tako da se u 100 mL 1x
koncentriranog TAE pufera doda 2 g agaroze. 1x koncentrirani TAE pufer
dobije se razrijedivanjem 50x koncentriranog TAE pufera koji je pripravljen od
242 g Tris, 57.1 mL octene kiseline, 18.61 g EDTAdiNa tj. 100 mL 0.5 M



EDTA pH 8.0, te 1 L deionizirane vode. Gel koji se koristio za razdvajanje

vrpci nakon restikcije bio je 4%-tni agarozni gel.

3.1.4MATERIJALI I KEMIKALIJE KORISTENE ZA BOJANJE GELA
Za bojanje gela nakon elektroforeze koristen je etidij bromid. Otpina etidij
bromida napravljena je tako da se u 1L vode doda 50 uL otopine koja sadrzi 10

mg/mL etidij bromida.

3.2.LABORATORIJSKI PRIBOR | APARATURA

Koristeni laboratorijski pribor bile su mikrokivete, pipetori, menzure, odmjerna tikvica
te laboratorijske ¢aSe. Aparatura koja je bila koriStena je PCR uredaj (Eppendorf
MasterCycler), uredaj za elektroforezu (ESP 200 Pharmacia Biotech) te

transiluminator za vizualizaciju vrpci (LKB 2011 Maerovue) i laboratorijska vaga.

3.3.METODE ANALIZE

22

3.3.1.UMNAZANIE DIJELA GENOMA PCR REAKCIJOM
Kao uzorci koristene su genomska DNA iz meningeoma oboljelih osoba
paralelno s genomskom DNA iz leukocita istih osoba koja je sluzila kao
kontrola, odnosno koristena je kako bi se usporedilo da li se cijepanje alela
razlikuje izmedu tumorske DNA 1 DNA iz leukocita. UmnoZavan je dio
genoma koji je varijabilan u populaciji i povezan je s pojavom tumora, a to je
dio introna 6 gena TP53 s restrikcijskim mjestom za Mspl endonukleazu.
Zeljeni dio introna 6 umnoZen je postupkom landane reakcije polimerazom
(PCR). Odredena koli¢ina DNA uzorka dodana je u PCR smjesu. PCR smjesa
sadrzi pufer i MgClz koji su neophodni za aktivnost polimeraze, pocetnice,
deoksiribonukleotid tri-fosfate (1ATP, dGTP, dCTP i dTTP) koji su kljucni za
umnazanje DNA i enzim Taq DNA polimerazu te vodu. PCR smjesa s

uzorkom se stavlja u PCR uredaj koji kontrolira uvjete umnazanja introna 6.

Najprije je temperatura podeSena na 95°C kroz 5 minuta za pocetnu
denaturaciju DNA. Nakon toga slijedi ciklus u kojem se najprije na 95°C
tijekom 45 sekundi DNA denaturira, potom se komplementarno sparuju
pocetnice na 51°C tijekom 45 sekundi te se na kraju ciklusa temperatura podize

na 72°C koja je optimalna za aktivnost Taq polimeraze kroz 45 sekundi radi



23

umnazanja zeljenog dijela introna 6. Postupak se ponavlja u 30 ciklusa, pri
¢emu se korak umnazanja DNA produzuje za 1 sekundu u svakom slijede¢em

ciklusu, nakon ¢ega slijedi zavr$na sinteza DNA na 72°C tijekom 3 minute.

Nakon PCR reakcije uzima se manji dio smjese i provjerava se uspjesnost PCR
reakcije elekroforezom na 2%-tnom agaroznom gelu, vizualizacijom dobivenih
PCR produkata na UV transiluminatoru nakon bojanja s etidij bromidom.

Ostatak smjese se koristi u daljnjem radu.

3.3.2.RESTRIKCIJA
Restrikcija uzorka se, dakle, vr$i s Mspl uz dodatak Tango pufera, koji je
neophodan za aktivnost enzima Mspl. Restrikcija se odvija tijekom noéi na
37°C.

3.3.3.ELEKTROFOREZA
Nakon restrikcije izvrSena je analiza prisutnosti restrikcijskog mjesta u DNA iz
stanica meningeoma u odnosu na DNA iz leukocita elektroforezom u 4%-tnom
agaroznom gelu pri 80V i 62 mA. Elektroforeza je trajala oko 2h. Nakon
elektroforeze, DNA vrpce su vizualizirane pomocu etidij bromida. Nakon
inkubacije 10 minuta u etidij bromidu, gel je ozraen UV svjetlom na
transiluminatoru kako bi vrpce postale vidljive. Na dobivenim gelovima moze

se jasno vidjeti da li je doslo do restrikcije introna 6.



4 REZULTATI

Rezultati su bili ocitavani na snimkama agaroznog gela nakon elektroforeze i
vizualizacije vrpci. Sifre pacijenata i raspored uzoraka na gelovima dan je u tablici ispod

svake slike.
PRIMJER 1.

Na gelu se u prvoj jazici nalazi standard veli¢ine DNA fragmenata Kkoji se sastoji od niza
fragmenata Cija se veli¢ina povecava serijski za 50 pb. U ostalim jaZicama nalazi se genomska
DNA nakon restrikcije. Uzorci DNA pacijenata oznaceni su Sifrom. ,,0 oznacava kontrolu,
odnosno genomsku DNA iz leukocita, a ,,T* oznacava genomsku DNA iz stanica tumora,
odnosno meningeoma. Kao §to je ve¢ reeno, sama umnozena DNA dijela introna 6, odnosno
PCR produkt, ima 107 pb, PCR produkt pocijepan s restrikcijskim enzimom Mspl daje
fragmente velicine 44 pb i 63 pb. Prema poloZaju dobivenih vrpci na gelu nakon restrikcije u

odnosu na marker veli¢ine, moze se odrediti da li je doslo do cijepanja ili ne.

Na ovom gelu je vidljivo da je u bolesnika pod Sifrom 262 kontrola, odnosno PCR produkt iz
leukocita, pocijepan na dva fragmenta. Na ovom je gelu doslo do slabijeg razdvajanja vrpci
veli¢ine manje od 100 pb, posto je agarozni gel bio 2%-tni, pa je vidljiva samo jedna vrpca
Cija veli¢ina odgovara veli¢ini dvaju fragmenata pocijepanog PCR produkta. 1z toga se moze
zakljuciti da je ova osoba homozigot sa restrikcijskim mjestom za Mspl na oba alela gena.
Kod ove je osobe na gelu, kod uzorka, odnosno PCR produkta iz meningeoma, vidljiva samo
jedna vrpca koja odgovara pocijepanom PCR produktu. Kod osobe pod Sifrom 263 su u
kontrolnom uzorku na gelu vidljive dvije vrpce, od kojih jedna odgovara nepocijepanom PCR
produktu, a druga odgovara pocijepanom PCR produktu, sto znaci da je doslo do restrikcije
tako da je jedan alel gena pocijepan, dok je drugi ostao nepocijepan. Iz toga prozlazi da jedan
alel sadrzi restrikcijsko mjesto, a drugi nema restrikcijsko mjesto. Ova je osoba, dakle, za ovo
svojstvo heterozigot. Za ovu osobu su za uzorak iz meningeoma vidljive dvije vrpce od kojih
jedna svojom veli¢inom odgovara nepocijepanom, a druga pocijepanom PCR produktu.
Osobe pod siframa 264, 266 i 267 su, kao i osoba pod Sifrom 262, homozigoti s DNA koja
sadrzi restrikcijsko mjesto na oba alela gena. | kod ovih je osoba, isto tako, kod uzorka DNA

iz meningeoma vidljiva samo jedna vrpca koja odgovara pocijepanom PCR produktu.
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heterozigot

standard
velicine
50 pb
pocjepanai PCR produkt nepocjepanai PCR produkt
Slika 7. Gel 1.

Tablica 1. Polozaj uzoraka u jazicama na gelu 1

jazica 1. 2. 3. 4. S. 6. 7. 8. 9. 10. 11.

uzorak | standard | 262 | 262 | 263 | 263 | 264 | 264 | 266 | 266 | 267 | 267

PRIMIJER 2.

Na gelu 2 je rezultat za osobe pod Siframa 251, 12, 21 i 24 jednak. Kod DNA iz leukocita
doslo je do cijepanja PCR produkta restrikcijskom endonukleazom Mspl na dva fragmenta u
oba alela, $to znaci da su ove osobe homozigoti sa restrikcijskim mjestom na oba alela gena.
Na ovom su gelu, zbog veceg udjela agaroze (4%), vidljive odvojene vrpce za oba fragmenta
pocijepanog PCR produkta. Takoder su za sve navedene pacijente vidljive dvije vrpce za
uzorak iz meningeoma. Kod osobe 258, vidljiva je samo vrpca za kontrolni uzorak koja
odgovara nepocijepanom PCR produktu. Zbog toga se moze zakljuciti da je ova osoba
homozigot bez restrikcijskog mjesta na oba alela. Zbog pretpostavke da zapravo u ovoj

kontroli postoji alel sa restrikcijskim mjestom, analiza ovog uzorka je ponovljena.
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standard
velicine

50 pb

pocjepani PCR produkt  pocjepani PCR. produkt
veliine 63 pb veli¢ine 44 pb
nepocjepani PCR produkt

Slika 8. Gel 2.

Tablica 2. Polozaj uzoraka u jazicama na gelu 2

jazica 1. 2. 3. 4. S. 6. 7. 8. 9. 10. 11.

uzorak | standard | 251 | 251 258 | 258 12 12 21 21 24 24

PRIMIJER 3.

| ovdje su vrpce vizualizirane na 2%-tnom gelu. Na ovom primjeru gela je vidljivo, da je
osoba pod Sifrom 255 homozigot, tj. da oba alela gena imaju restrikcijsko mjesto, posto se na
gelu nalazi samo jedna vrpca ¢ija veli¢ina odgovara veli¢ini dvaju fragmenata pocijepanog
PCR produkta. U uzorku iz meningeoma na gelu je vidljiva samo jedna vrpca koja odgovara
pocijepanom PCR produktu. Isti je rezultat dobiven i za osobe pod Siframa 259 i 260. Kod
osobe pod Sifrom 258, u kontroli, PCR produkt je pocijepan endonukleazom samo u jednom
alelu, dok je drugi alel ostao nepocijepan, pa je ova osoba stoga heterozigot za ovo svojstvo,
tj. sadrzi jedan alel sa restrikcijskim mjestom i jedan alel bez restrikcijskog mijesta. Kod ove
osobe su za uzorak iz meningeoma dobivene isto tako dvije vrpce na gelu. Iz gela je takoder
vidljivo da osoba 256, kao i 258, u svojem kontrolnom uzorku ima dvije vrpce, od kojih jedna
odgovara za pocijepani, a druga za nepocijepani PCR produkt, pa se moze zakljuciti da je ova
osoba heterozigot. Kod ove osobe su za uzorak iz meningeoma vidljive dvije vrpce, kao i kod

kontrolnog uzorka ove osobe.
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standard

pocijepani PCR. produkt nepocijepani PCR produkt

Slika 9. Gel 3.

Tablica 3. Polozaj uzoraka u jazicama na gelu 3

jazica 1. 2. 3. 4. S. 6. 7. 8. 9. 10. 11.

uzorak | standard | 255 | 255 | 256 | 256 | 258 | 258 | 259 | 259 | 260 | 260

PRIMJER 4.

Za oboljele osobe pod Siframa 240, 241 i 243 dobiven je jednak rezultat. Na gelu su, za
kontrolni uzorak, vidljive dvije vrpce od kojih jedna odgovara pocijepanom PCR produktu
veli¢ine 63 pb, dok druga odgovara pocijepanom PCR produktu veli¢ine 44 pb. Stoga se moze
zakljuciti da su ove osobe homozigoti, tj. da oba alela gena sadrze restrikcijsko mjesto za ovu
endonukleazu. Za ove osobe su za uzorak iz meningeoma isto tako dobivene dvije vrpce od
kojih jedna odgovara pocijepanom PCR produktu veli¢ine 63 pb, dok druga odgovara
pocijepanom PCR produktu veli¢ine 44 pb. Kod kontrolnog uzorka osobe pod Sifrom 244 na
gelu su vidljive 3 vrpce; prva odgovara nepocijepanom PCR produktu, druga odgovara
pocijepanom PCR produkru veli¢ine 63 pb, a tre¢a vrpca odgovara pocijepanom PCR
produktu veli¢ine 43 pb. Prema tome mozZe se zakljuciti da je ova osoba heterozigot, $to znaci
da posjeduje jedan alel gena koji sadrzi restrikcijsko mjesto i jedan alel gena koji ne sadrzi
restrikcijsko mjesto. Za uzorak iz meningeoma je za ovu osobu na gelu dobiven jednak

rezultat kao i za kontrolni uzorak. Kod uzorka DNA iz leukocita kod osobe pod Sifrom 242
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doslo je najvjerojatnije do pogreske tijekom PCR-a ili restrikcije jer vrpce koje odgovaraju
DNA leukocita nisu vidljive.

nepocijepani
PCR. produkt
standard

pocijepani PCR pocijepani PCR
__ produkt produkt
velidine 63 pb velitine 44 pb

Slika 10. Gel 4.

Tablica 4. Polozaj uzoraka u jazicama na gelu 4

jazica 1. 2. 3. 4. S. 6. 7. 8. 9. 10. 11.

uzorak | standard | 240 | 240 | 241 | 241 | 242 | 242 | 243 | 243 | 244 | 244

UKUPNI REZULTATI

Od ukupno 19 osoba ¢iji je uzorak iz leukocita i meningeoma analiziran, 4 osoba su
heterozigoti, koji dakle, sadrze jedan alel s restrikcijskim mjestom, a drugi bez restrikcijskog
mjesta za Mspl. Sve osobe koje su homozigoti sadrze oba alela gena koja imaju restrikcijsko
mjesto za Mspl. Od ova 4 heterozigota, svi su pokazali naéin restrikcije PCR produkta u

meningeomima, koji je isti kao onaj u kontroli.
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5.RASPRAVA I ZAKLJUCAK

Kako bi se utvrdila ucestalost promjena u strukturi DNA introna 6 gen TP53 u
meningeomima, koristena je metoda analize polimorfizma u duljini restrikcijskih fragmenata.
Uzorci koji su nosili informaciju o ucestalosti ovakvih promjena bili su uzorci DNA kod
heterozigotnih pacijenata, kojih je ukupno bilo Cetiri. Heterozigotni pacijenti imaju jedan alel
gena koji u PCR produktu, koji predstavlja dio introna 6, ima restrikcijsko mjesto za Mspl,
dok drugi alel nema to restrikcijsko mjesto u PCR produktu. Od ova 4 pacijenta, da je neki
pacijent pokazao razli¢it uzorak cijepanja PCR produkta i raspored vrpci u gelu izmedu DNA
iz meningeoma i leukocita, mogli bi re¢i kako je takav rezultat posljedica gubitka
heterozigotnosti (LOH, od eng. Loss of Heterozygosity). Do gubitka heterozigotnosti doslo bi
uslijed delecije dijela introna 6 na kojem se nalazi restrikcijsko mjesto za Mspl ili neke vece
delecije unutar gena TP53 kojom se gubi ovo restrikcijsko mjesto. Do gubitka
heterozigotnosti je moglo do¢i i zbog mutacije u restrikcijskom mjestu ili zbog pojave
polimorfizma. Da li je do gubitka heterozigotnosti doslo zbog delecije, mutacije ili se radi o

polimorfizmu nije moguce utvrditi ovom metodom.

Dakle, vidljivo je kako je u ovoj populaciji samo 21,05% pacijanata bilo informativno za ovaj
genski marker. U niti jednog pacijenta nije uoCen gubitak heterozigotnosti. Medutim, udio
heterozigotnih pacijenata je u izvodenju ovog rada bio nizak, te bi se stoga analizu trebalo

ponoviti na ve¢em broju pacijenata.
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