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Izvlecek

sevanje je del standardnega zdravljenja bolnic z rakom dojk. ovor na zdravljenje z obsevanjem
Ob je je del standardnega zdravljenja bol akom dojk. Odg dravljenje z ob j
je pri vsakem posamezniku drugalen in je odvisen tudi od genetskih dejavnikov. Eden od novejsih
genetskih oznacevalcev odgovora na obsevanje je dolzina telomerov. Telomeri $¢itijo kromosome pred
krajSanjem in vzdrzujejo genomsko stabilnost.

Rezultati nase raziskave kazejo, da se dinamika spreminjanja dolzine telomerov takoj po zdravljenju z
obsevanjem in v Sestih mesecih po obsevanju pri bolnicah z neinvazivnim rakom dojk spreminja in bi
lahko sluzila kot bioloski oznacevalec odgovora na obsevanje. Molekularni mehanizmi, povezani s tem
procesom, ostajajo zaenkrat ve¢inoma neraziskani.

Uvod
Rak dojk je najpogostejsi rak pri zenskah. Dukrtalni karcinom iz situ (DCIS) je

neinvazivna oblika raka dojk, ki ga najpogosteje odkrijemo z mamografijo v okviru
presejalnih programov (1). Pojavnost DCIS se povecuyje in trenutno predstavlja priblizno
25 % na novo Qiagnosticiranih rakov dojk in 35 % rakov dojk, odkritih v presejalnih
programih (2). Ceprav ima DCIS zelo dobro prognozo, se lahko razvije tudi v invazivno
obliko raka dojk, ki lahko pomembno vpliva na prezivetje bolnic. Po drugi strani pa
pri nekaterih bolnicah bolezen ne bi nikoli napredovala, zato so lahko delezne preve¢
agresivnega in potencialno nepotrebnega zdravljenja (2).

Standardno zdravljenje DCIS temelji na ohranitveni operaciji dojk in dopolnilnem
obsevanju. Obsevanje ne vpliva znacdilno na prezivetje pri DCIS, vendar za 50 % zmanjsa
stevilo lokalnih ponovitev bolezni, pri ¢emer se rak v polovici primerov ponovi kot
invazivni rak dojk (1-3). Pri velikem delezu bolnic se po obsevanju pojavijo akutni ali
pozni nezeleni u¢inki. Akutni nezeleni u¢inki se pojavijo med obsevanjem ali 3 mesece po
obsevanju. Ve¢inoma so reverzibilni, a vseeno vplivajo na potek zdravljenja in kakovost
zivljenja. Pozni nezeleni u¢inki se lahko pojavijo ve¢ mesecev ali let po obsevanju, so
pogosto ireverzibilni ter se s ¢asom stopnjujejo (4). Kljub pomembnemu klini¢nemu
napredku v diagnostiki in zdravljenju DCIS prilagajanje pooperativnega zdravljenja z
obsevanjem posameznim bolnicam z DCIS trenutno $e ni mogoce. Novejse raziskave
pa so ze pokazale, da lahko kombinacija klini¢nih in molekularnih parametrov izboljsa

stratifikacijo bolnic z DCIS (5).
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Na molekularni ravni lahko obsevanje neposredno poskoduje razlicne makromolekule,
zlasti DNA. Vpliva na razli¢ne procese v celici, na primer na popravljanje napak na DNA
in prenos molekularnih signalov ter posledi¢no tudi na celi¢ni cikel in apoptozo. Prav
tako vpliva na medceli¢no signalizacijo preko razli¢nih dejavnikov, kot so na primer
citokini in nekodirajo¢e RNA. Nekatere raziskave so ze pokazale, da so genetski in
epigenetski dejavniki lahko povezani z odzivom tumorja in zdravih tkiv na obsevanje,
torej tudi s pojavom nezelenih uc¢inkov obsevanja. V nasih predhodnih raziskavah so bili
tako genetski polimorfizmi v poteh popravljanja napak na DNA in oksidativnega stresa
povezani z nezelenimi ué¢inki obsevanja na kozi in na srcu pri bolnicah z zgodnjim rakom

dojk (6.7).

Nov potencialen genetski oznacevalec odgovora na obsevanje je tudi dolzina telomerov.
Telomeri so nukleoproteinski kompleksi na koncih kromosomoyv, ki $¢itijo kromosome
pred krajsanjem in vzdrzujejo genomsko stabilnost. Z vsako celi¢no delitvijo se telomeri
skrajsajo za 20 do 200 baznih parov, kar vodi v celi¢no senescenco ali apoptozo (8). Na
krajsanje telomerov lahko vplivajo stevilni dejavniki, na primer staranje, oksidativni stres,
prehrana ter drugi okoljski dejavniki, pa tudi genetski in drugi molekularni dejavniki
(9). To krajsanje v dolocenih celicah upocasni telomeraza, klju¢ni encim za vzdrzevanje
telomerov (10). Spremembe v dolzini telomerov se odrazajo tudi v levkocitih v periferni
krvi, zato bi dolzina telomerov v levkocitih lahko predstavljala minimalno invaziven
bioloski oznacevalec (11).

Telomeri in mehanizmi, vklju¢eni v njihovo vzdrzevanje, imajo pomembno vlogo tudi
pri nastanku in napredovanju raka (10). Telomerazna aktivnost je na primer v rakavih
celicah pogosto povec¢ana (10).

Pri raku dojk je bilo v predhodnih raziskavah ugotovljeno, da je dolzina telomerov
povezana z invazivnostjo in stadijem bolezni (12,13). V edini raziskavi, v katero so bile
vklju¢ene bolnice z DCIS, so v primerjavi z zdravimi kontrolami pri bolnicah opazili
krajse telomere v prostocelicni DNA v plazmi (14). Vloga dolzine telomerov pa pri
raku dojk $e vedno ni povsem pojasnjena, saj nedavne raziskave kazejo, da so lahko tako
krajsi kot daljsi telomeri povezani s pove¢anim tveganjem za nastanek raka (15). Dolzina
telomerov bi lahko predstavljala tudi napovedni dejavnik pri razli¢nih oblikah raka, saj
so bili krajsi telomeri ob diagnozi ve¢inoma povezani s slabso prognozo, kljub nekaterim
razlikam med posameznimi raziskavami (16,17). Zal ve¢ina raziskav ni merila dinamike
dolzine telomerov, ki bi lahko bila bolj informativna (17). Kljub temu, da so dosedanje
raziskave pokazale, da lahko izpostavljenost sevanju tako zmanjsa kot poveca dolzino
telomerov (9), raziskav, ki bi preucevale vlogo telomerov pri odzivu na obsevanje, $e
vedno ni. Celice s krajsimi telomeri pred zdravljenjem bi bile lahko bolj obcutljive na
obsevanje (9,10).

Na dinamiko dolzine telomerov v rakavih celicah vplivajo razliéni molekularni
mehanizmi. Genetske in epigenetske spremembe lahko privedejo do aktivacije
prepisovanja katalitiéne podenote telomeraze (TERT), ki je v normalnih celicah obic¢ajno
neaktivna (13). Odkritih je bilo ve¢ polimorfizmov, povezanih z dolzino telomerov: v
genih, ki kodirajo komponente telomeraze (TERT in TERC), ter genih, ki sodelujejo
pri vzdrzevanju in regulaciji telomerov (npr. RTEL1, TRF1 in TRF2). V genu TERT
je bilo opisanih ve¢ pogostih potencialno funkcionalnih polimorfizmov posameznih
nukleotidov, kot so rs2736098, rs2736100 in rs10069690.
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Cilj nase raziskave je bil dolo¢iti dinamiko spreminjanja dolzine telomerov v levkocitih
pri bolnicah z DCIS, zdravljenih s pooperativnim obsevanjem, in oceniti povezavo
genetskih dejavnikov z dolzino telomerov v levkocitih.

Metode

Klini¢na raziskava

V' prospektivno longitudinalno klini¢no raziskavo smo vklju¢ili bolnice z DCIS,
zdravljene na Onkoloskem institutu Ljubljana med letoma 2019 in 2022 v okviru redne
klini¢ne prakse z ohranitveno operacijo in pooperativnim obsevanjem. Vse bolnice so v
raziskavo privolile prostovoljno in podale pisno soglasje, nacre raziskave pa je odobrila
Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko (KME 0120-54/2015-2 (39/05/15)
in 0120-54/2015-11). Pri bolnicah smo opravili klini¢ni pregled ter jim odvzeli vzorce
za krvne preiskave pred zac¢etkom obsevanja, ob koncu obsevanja ter ob kontrolnem
pregledu sest mesecev po obsevanju.

Molekularno-genetske metode

Genomsko DNA smo izolirali iz vzorcev periferne venske krvi, odvzetih pred zac¢etkom
obsevanja, po zakljucku obsevanja in Sest mesecev po zakljucku obsevanja s pomodéjo
komercialnega kompleta reagentov E.Z.N.A. SQ Blood DNA Kit II (Omega Bio-Tek)
in v skladu z navodili proizvajalca.

Zadoloc¢anje dolzine telomerov v levkocitih smo uporabili monokromatsko multipleksno
metodo s kvantitativnim PCR (monochrome multplex quantitative realtime PCR,
MMQPCR), ki so jo razvili Cawthon in sodelavci (18). Relativno dolzino telomerov
(T/S) smo izrazili kot razmerje med telomernim PCR produktom (T) in koli¢ino
referenénega gena za albumin (S) posameznega vzorca.

Za genotipizacijo polimorfizmov TERT rs2736098 (g.6077C > T, p.Ala305=),
152736100 (g.13647C > A) in rs10069690 (g.20373C > T) smo uporabili kompetitivni
alelno specificni PCR (KASP, LGC Genomics).

Statisti¢na analiza

Za opis kategori¢nih spremenljivk smo uporabili frekvence, za opis zveznih spremenljivk
pa mediano in interkvartilni razpon (25 %-75 %). Ker spremenljivke niso bile normalno
porazdeljene, smo za primerjavo dolzine telomerov v razli¢nih ¢asovnih tockah uporabili
Friedmanov in Wilcoxonov test za odvisne vzorce. Za primerjavo dolzine telomerov
med razli¢nimi skupinami smo uporabili Mann-Whitneyev in Kruskal-Wallisov test za
neodvisne vzorce.

Rezultati

V raziskavo je bilo vklju¢enih 89 bolnic z DCIS, zdravljenih z operacijo in pooperativnim
obsevanjem. Mediana starost bolnic je bila 56 let (interkvartilni razpon 50 - 63 let).

Relativna dolzina telomerov v levkocitih je bila 0,47 (0,41 - 0,58) pred obsevanjem, 0,72
(0,63 - 0,88) takoj po obsevanju in 0,68 (0,56 - 0,79) 6 mesecev po obsevanju. Takoj po

obsevanju se je dolzina telomerov statisti¢no znacilno povisala pri 81 (91,0 %) bolnicah
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z DCIS (P < 0,001). Po sestih mesecih pa se je v primerjavi z vrednostmi po obsevanju
dolzina telomerov statisticno znacilno znizala pri 52 (58,4 %) bolnicah z DCIS
(P = 0,043). Vrednosti po 6 mesecih so bile pri 69 (77,5 %) bolnic $e vedno visje kot
pred obsevanjem (P < 0,001).

Frekvenca redkejsega alela je bila 27,0 % za rs2736098, 51,7 % za rs2736100 in
21,3 % za rs10069690. Nosilci vsaj enega polimorfnega alela T TERT rs2736098 so
imeli statisti¢no znacilno visjo relativno dolzino telomerov v levkocitih pred obsevanjem
kot nosilci dveh C alelov (P = 0,020). Polimorfizma rs2736100 in rs10069690 nista bila
povezana z dolzino telomerov (Tabela 1).

Tabela 1. Vpliv polimorfizmov TERT na relativno dolzino telomerov pred obsevanjem

pri bolnicah z DCIS.

Relativna dolzina
[ i telomerov
Mediana (25 % - 75 %)
rs2736098 CcC 0,44 (0,37 - 0,56) Padd=0,007
CT 0,52 (0,46 -0,63)
TT 0,45 (0,38 - 0,47)
CT+TT 0,51 (0,44 - 0,6) Pdom=0,020
rs2736100 CcC 0,47 (0,41-0,55) Padd=0,813
CA 0,48 (0,41 - 0,61)
AA 0,49 (0,36 - 0,59)
CA+AA 0,48 (0,40 - 0,59) Pdom=0,646
rs10069690 cC 0,50 (0,39 - 0,59) Pdom=0,594
CT+TT 0.47 (0,41 - 0,55)

*P: primerjava dolzine telomerov med razliénimi genotipi z Mann-Whitneyevim in Kruskal-Wallisovim testom;
Padd: P-vrednost za aditivni model, Pdom: P-vrednost za dominantni model

Razprava in zakljuc¢ek

Rezultati nase raziskave so pokazali, da se relativna dolzina telomerov v levkocitih poveca
takoj po zdravljenju z obsevanjem pri vecini bolnic z DCIS, a se po $estih mesecih spet
delno zmanjsa. Podobne rezultate so opazili v manjsi raziskavi pri raku prostate, kjer
je bila povpre¢na dolzina telomerov po obsevanju daljsa (9). Po treh mesecih pa je bila
povpre¢na dolzina telomerov ponovno blizu vrednosti pred zdravljenjem (9), ¢esar pav
nasi raziskavi na raku dojk nismo opazili, saj je bila pri ve¢ini bolnic dolzina telomerov
Se vedno nekoliko daljsa. Predvidevajo, da lahko navidezno podaljsanje telomerov po
obsevanju vsaj delno pripisemo celi¢ni smrti in spremembam v populacijah limfocitov,
medtem ko mehanizmi, ki vplivajo na nadaljnje spremembe dolzine telomerov $e niso
povsem raziskani (9).

V nasi pilotni raziskavi je bil pri bolnicah z DCIS, zdravljenih s pooperativnim
obsevanjem, TERT 52736098 znacilno povezan z razlikami v dolzini telomerov v
levkocitih pred zdravljenjem z obsevanjem. V predhodni raziskavi na raku dojk so prav
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tako pokazali, da je rs2736098 povezan z dolzino telomerov (19). V meta-analizah je bil
ta polimorfizem povezan tudi s povecanim tveganjem za razvoj kateregakoli raka, vendar
z manjsim tveganjem za razvoj raka dojk (20).

Predpostavlja se, da bi lahko bili bolniki ob povecanem delezu celic s krajsimi telomeri
po zdravljenju z obsevanjem bolj ogrozeni zaradi poznih nezelenih ué¢inkov zdravljenja,
bolniki z daljsimi telomeri pa bi lahko imeli povec¢ano tveganje za nastanek sekundarnega
raka (9). Za natan¢nejSo pojasnitev pomena dinamike spreminjanja dolzine telomerov
po obsevanju in oceno vloge genetskih in drugih molekularnih dejavnikov na dolzino
telomerov, so potrebne dodatne prospektivne raziskave.
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