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REZIME

Detekcija | karakterizacija genomske nestabilnosti
tumora mozga glijalnog porekla

Glioblastomi (GBM) predstavljaju n&g&i i najmaligniji tip tumora mozga. lako imaju istu
histopatoloSku sliku, primarni i sekundarni glioditami se razlikuju po mehanizmu nastanka
i setu karakteristnih genetikih promena. lako je tokom poslednjih godina dodio
odreienog poboljSanja u sagledavanju njihove komplekgneode, glioblastomi i dalje
predstavljaju neizi@vu bolest. Osnovni cilj ove doktorske disertach® je detekcija i
kvantifikacija genomske nestabilnosti, kao i idBkdicija specifénin genettkih promena
odgovornih za promociju i progresiju malignih gliapa sa dugotmim ciljem da se definiSu
potencijalni molekularni markeri za dijagnozu i gn@zu bolesti. Sa tim u vezi, izvrSena je i
analiza najeih poznatih genetkih promena u gliomima: detekcija inaktivacije Kiuh
tumor supresor gen@%3 PTENI p16) i amplifikacije EGFRonkogena. Promene dva ili vise
navedenih gena su prisutne Wwiveé analiziranih uzoraka, Sto potiuje zn&aj viSestrukih
genskih alteracija u patogenezi glioma.

Uporeiivanjem AP-PCR DNK profila tumorskog i zdravog t&iypacijenata u@na su dva
tipa razlika: kvalitativne razlike koje nastaju eslpromena u sekvenci DNK molekula i
predstavljaju manifestaciju mikrosatelitske nedtadsti i nestabilnosti pojedidaih
nukleotida (MIN-PIN), kao i kvantitativne razlikeastale usled amplifikacija ili delecija
ve¢ih hromozomskih regiona, pokazatelj hromozomsketatdgaosti (CIN). Oba tipa
promena su prisutna u svim analiziranim uzorcinegrithioséi podjednako visokom stepenu
ukupne genomske nestabilnosti u oba histoloSkaigedtGBM. Detaljnija analiza DNK
profila je omogdila identifikaciju specifénih promena 11 novih gena, koji do sada nisu
povezani sa progresijom gliom&aHFPL3 SGCG HTR4 ITGB1, CPS1 PROS]1 GP2,
KCNG2, PDE4D, KIR3DL3 INPP5A Vetina identifikovanih gena ima ztanu ulogu u
procesima signalne transdukcijeglijske adhezije, koji su veoma ziagni za nastanak i
progresiju kancera. Prisustvo promena u identifthiomn genima je, dalje, korelisano sa
klinicko-patoloSkim parametrima, stepenom genomske ribgiath i prezivljavanjem
pacijenata, kao i sa status@b3 PTEN pl16i EGFRgena. Pokazane su statikiiznaajne
ko-alteracije nekih od identifikovanih gena 383, p16i EGFR genima, ali nije pokazana

statisttki znaajna povezanost izmia inaktiviranog PTEN-a i bilo kojeg novog



identifikovanog gena. Svi rezultati ove studije wdtju da se u osnovi glioma nalaze
izuzetno slozeni genéki mehanizmi, pricemu je nardito znaajan visok stepen genomske
nestabilnosti koji potencijalno predstavlja jedod osnovnih karakteristika ovog tipa
tumora. Osim toga, ova studija je prvaj& je ukazala na potencijalni ziag
identifikovanih gena u patogenezi gliomiego i na njihovu primenu kao potencijalnih
biomarkera za dijagnostiku i prognozu pacijenata g@marnim ili sekundarnim

glioblastomima.

KLJU CNE RECI: kancer, gliomi, anaplagti astrocitomi, glioblastomi, genomska

nestabilnostp53 PTEN pl16, EGFR biomarkeri

NAUCNA OBLAST: Biologija

UZA NAU CNA OBLAST: Kancer

UDK BROJ: [616-006.48:612.82]:[575.224.2::575.113]



RESUME

Detection and characterization of genomic instabili ty in
patients with malignant glioma

Glioblastoma is the most frequent and the mostgnaht human brain tumor. Despite a similar
histological appearance, primary and secondarbigisiomas are distinct tumor entities with
different genetic alterations but none being speehough to distinguish them. Despite better
insight in its complex genetic nature, glioblastomastill incurable disease, with extremely
short median survival. The purpose of this studg wedetect specific genetic changes, as well
as to quantify overall level of genomic instability samples of malignant glioma patients.
Besides, we analyzed genetic alterations of keyotusnppressorpb3 PTEN andpl6) and
EGFRoncogene, commonly aberrant in glioma samplegrafions of two or more genes were
present in majority of analyzed samples indicatingportance of multiple changes for
gliomagenesis.

AP-PCR DNA profiling revealed two types of gendlifferences between tumor and normal
tissue: qualitative changes which represent accationl of changes in DNA sequence and are
the manifestation of microsatellite and point migtatinstability (MIN-PIN) and quantitative
changes which represent amplifications or deletminexisting chromosomal material and are
the manifestation of chromosomal instability (CIpth types of alterations were present in
all analyzed samples contributing almost equallyhi total level of genomic instability, and
showing no differences between histological suldypeurther investigation of alterations in
DNA profiles revealed specific changes in the faflog 11 genes that were not previously
associated with glioma pathogenedisiFPL3, SGCG HTR4 ITGB1, CPS1 PROS]1 GP2,
KCNG2, PDE4D, KIR3DL3and INPP5A Most of identified genes have significant role in
signal transduction or cell adhesion, which aredrtgnt processes for cancer development and
progression.

The frequencies of observed alterations were aigelwith clinicopathologic parameters, the
level of genomic instability and patient survivak well as with presence of alterationpb8,
PTEN pl16andEGFRgenes. Some of the identified genes showed signifiassociation with
p53andpl6tumor suppressors, as well as WEBFR but there was no significant correlation
between loss dPTENand any of identified genes.

In conclusion, our results confirmed complexitygtibma genetic nature, emphasizing high

level of genomic instability as hallmark of thigriar type. Identified novel genes could be used



as potential biomarkers for diagnosis of primargt aacondary glioblastoma, as well as

predictors of patients’ outcome.

KEY WORDS: cancer, glioma, anaplastic astrocytoma, glioblastogenomic instabilty,

p53 PTEN pl16 EGFR biomarkers
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SKRACENICE

5-HT serotonin, 5-hidroksitriptamin

AA engl. Anaplastic astrocytoma, prev. anaptastastrocitomi
AlP1 engl. Actin-interacting protein 1

AMPK engl. AMP-activated Protein Kinases

APAF1 engl. Apoptotic Peptidase Activating Factor 1

APRT engl. Adenine phosphoribosyltransferase

AP-PCR engl. Arbitrarily Primed Polymerase ChagaBtion
AR Amfiregulin

ATM engl. Ataxia Telangiectasia Mutated

ATR engl. Ataxia Telangiectasia and Rad3-related
Bad engl. Bcl-2-associated death promoter

BAF engl. Bulky-adduct forming

BAX engl. BCL2-associated X protein

BCPC engl. Brain cancer propagating cells

Bim engl. Bcl-2-interacting mediator of cell deat
BSA engl. Bovine serum albumine, prev. albuminegeg seruma
BTC Betacelulin

CaMK C&*-kalmodulin-zavisna protein kinaza
CAMP 3'-5'-cikli¢ni adenozinmonofosfat

CCND1 Ciklin D1

CDK Ciklin zavisna kinaza

CDKN2A engl. Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
CENP-C engl. Centromere-specific binding protein C

CHIP engl. Chaperone-dependent E3 ligase

Chk1 engl. Checkpoint kinase 1

Chk2 engl. Checkpoint kinase 2

CIN engl. Chromosomal instability, prev. hromozka nestabilnost
CKI Cdk inhibitor

CNS Centralni nervni sistem

COP-1 engl. Constitutive Photomorphogenic 1

CpPS1 engl. Mitochondrial carbamoyl-phosphate staite 1
CREB engl. Cyclic AMP-response element-bindingtgin
ddATP Didezoksiadenozin-trifosfat

ddCTP Didezoksicitidin-trifosfat

ddGTP Didezoksiguanozin-trifosfat

ddNTP Didezoksiribonukleotid-trifosfat

ddTTP Didezoksitimidin-trifosfat

hDLG engl. Disk large gene

DNA-PK DNK zavisna protein kinaza

DNMT 5-citozin DNK metiltransferaza

dNTP Dezoksiribonukleotid-trifosfat

DNK Dezoksiribonukleinska kiselina

DSB engl. Double-stranded break, prev. dvééam prekid
EBV Epstein-Barr virus

EGF engl. Epidermal growth factor, prev. epidemmédktor rasta



EGFR
EGR1
EMT
EPR
ERK
FAK
FasL
FOXO
gadd45
GBM
GP2
GSK3
HB-EGF
HMEC
HRG
HRR
hTERT
HTR4
ICD-O
IDH1
ITGB1
IKK
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KCNG2
KIR3DL3
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MAGI
MAPK
MAST
MDC1
MDM2
MDR
MEK
MGMT
MIN
MMP
MMR
MNNG
MNU
MSI
MSS
mTOR
MTS1
MVP
NER
NES

engl. Epidermal growth factor receptor, preeeptor EGF-a
engl. Early growth regulated transcriptiaatér-1
Epitelijalno-mezenhimalna tranzicija

Epiregulin

engl. Extracellular signal-regulated protkimases

Fokalna adheziona kinaza

Fas ligand

engl. Forkhead box transcription factors

engl. Growth arrest and DNA-damage indacibl
Glioblastoma multiforme

glikoprotein 2

engl. Glycogen synthase kinase 3

Heparin-vezujii EGF

engl. Human mammary epithelial cells

Heregulin

engl. Homologous recombination DNA repair

engl. Human telomerase reverse transcriptase
5-hidroksiriptamin (serotonin) receptor 4

engl. International Classification of Diseagor Oncology
Izocitrat dehidrogenaza 1

Integrin beta 1
IkB kinaza

Inozitol polifosfat-5-fosfataza

engl. Insulin receptor substrate

engl. Potassium voltage-gated channel, subfa®) member 2
engl. Killer cell immunoglobulin-like recégr, three domains,
cytoplasmic tail, 3

engl. Lipoma HMGIC fusion partner-like 3

engl. Loss of heterozigosity, prev. gubitatdrozigotnosti
engl. Membrane-associated guanylate kinase
engl. Mitogen-activated protein kinase

engl. Microtubule-associated serine-threorkimase

engl. Mediator of DNA damage checkpoint prote
engl. Murine Double Minute 2

engl. Multidrug resistance

engl. Mitogen activated kinase-kinases
engl. O°-methylguanine-DNA methyltransferase
engl. Microsatellite instability, prev. miksatelitska nestabilnost
matriksna metaloproteinaza
engl. Mismatch repair
engl.N-methyl-N"-nitro-N-nitrosoguanine
engl.N-methylN-nitrosourea

engl. Microsatellite instability, prev. milsatelitska nestabilnost
Mikroatelitski stabilni tumori

engl. Mammalian target of rapamycin

engl. Multiple tumor suppressor 1

engl. Major vault protein

engl. Nucleotide excision repair

engl. Nuclear export signal
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engl. Nuclear factor-kappaB
engl. Nuclear localization signal
engl. NADH oxidase
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1 Uvod

1.1 Kancer — nastanak i osnovne odlike

Kancer predstavlja jedan od v@édeuzroka smrti, nardto u razvijenim delovima sveta. Za
razliku od veéine bolesti za koje je karakterigtia jedinstvena kligka slika kod svih
obolelih, kancer predstavlja heterogenu grupu ebgd] koja nastaju usled porefa@ u
osnovnim ¢elijskim procesima i dovode do promena udoeelijskim interakcijama. U
normalnim okolnostimacelijski ciklus svih¢elija viseelijskog organizma je pod strogom
kontrolom kojom se obezbigje pravilna organizacija i funkcionisanje celogtsma. Bilo
koja promena koja dovodi do ispoljavanja s$aebg ponaSanja pojeditrah celija
predstavlja ozbiljnu pretnju za opstanak organiztea,su razvijeni brojni mehanizmi
eliminacije “problematinih” ¢elija. | pored toga, progenitorskelije kancera uspevaju da
prevazdu ove mehanizme zahvaljdjugenettkim promenama kojima se obedboge
sticanje novih svojstava: nekontrolisanog rastaraliferacije. Na oshovu rezultata
dugogodisnjih istrazivanja, danas je prit@ao da je kancer gen&to oboljenje izazvano
akumulacijom dinantkih promena (mutacija) u genomima zdradalija (Hanahan i
Weinberg, 2000). Uzroci nastanka kancera su visldsir pored genetkih promena,
ukljuéuju i uticaj faktora zivotne sredine, kao icimazivota i klinicku istoriju. Zajednikim
dejstvom navedenildinilaca dolazi do progresije maligniteta, Sto ptadia dugotrajni
viSefazni proces. Za razliku od ciste fibroze i misine distrofije, genetkih oboljenja
koja nastaju usled mutacija pojedinéh gena, ne postoji jedinstven gé&fe su promene
dovoljne za nastanak i progresiju kancera. Napratiutacije nekoliko kljanih ,kancer*
gena su neophodne za prevazilazenje slozenih nestmaaiodbrane koji Stite zdratelije i
ceo organizam od potencijalno letalnog efekta kemcdri osnovne grupe gena su
odgovorne za proces kancerogeneze: onkogeni, twupresori i geni koji odrzavaju
stabilnost genoma. Promene onkogena i tumor sugresofizioloSkom nivou istovremeno
dovode do powanja stope proliferacije i inhibicij€elijske smrti. Sa druge strane,
inaktivacija gena odgovornih za odrzavanje staliingenoma uie na povéanje stope
mutacija, tj. ukupnog stepena genomske nestabiln@&igelstein i Kinzler, 2004).
Akumulacija mutacija uwelijama dalje utie na promenu u regulaciji kijaih celijskih

procesa, dodatno favorizdjuproces maligne transformacije. Postoje brojnigzakelji da
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je kancerogeneza viSestepeni proces tokom kojeagziddbd akumulacije genskih promena i
progresivne trasformacije normalriglija u maligne (slika 1).

Stem celije Celije u deobi Diferencirane celije

Normalno tkivo —
-4
Prva ‘,
mutacija o
‘0
.0
Neoplasti¢na transformacija '.'
*‘0
)y <

Premaligna lezija

Kaskada
mutacionih
dogadaja

Kancer — — <

Slika 1. Sematski prikaz procesa tokom normalne diferanij§éelija i kancerogeneze. U
normalnom tkivu regulisani procesi diferencijadij@vode do nastanka zrekiklija koje su
izgubile replikativni potencijal. Akumulacija gemgkih i epigenettkin promena welijama
(ozn&ene plavom i crvenom bojom) prvo dovodi do poréajee ucelijskim procesima, a
zatim do klonalne ekspanzije. Finalno nastaje bgtma tumorska masa sastavljena od
¢elija koje se drastno razlikuju od prekursorskiléelija (poslednja slika). (Preuzeto i
modifikovano od Valenta i saradnika, 2012)

Tokom maligne transformacij€elije tumora stiu odrelene karakteristike koje im

omoguavaju neometan rast, proliferaciju i invazivnosafidhan i Weinberg, 2011):
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1) Autonomna proliferacija nezavisna od spoljasnjih f&tora rasta — za razliku od
normalnihéelija koje zahtevaju mitogene signale za prelazakanje proliferacije,
tumorske celije razvijaju sopstvene mehanizme koji omémraju kontinuiranu
proliferaciju. To se obezideje autokrinom produkcijom faktora rasta,
pove&avanjem broja ili strukturnim promenama njihovih miganskih receptora,
kao i konstitutivnom aktivacijom nishodnih signdnputeva povezanih sa ovim
receptorima.

2) Neosetljivost na signale za zaustavljanjecelijskog rasta — inaktivacijom
negativnih povratnih sprega kojima se odrzava $mgnhomeostaza, maligréelije
sti¢u sposobnost izbegavanja supresije rasta.

3) lzbegavanje éelijske smrti — programiranacelijska smrt, apoptoza, predstavlja
prirodni mehanizam odbrane koji se aktivira kao mag na brojne fizioloSke
stresore od kojih su mnogi povezani sa malignomstamacijom. Izbegavanje
apoptoze predstavlja karakteristiku skoro svihugpkancera.

4) Neogranieni replikativni potencijal — za razliku od normalnitelija koje prolaze
kroz ogranten broj replikativnih ciklusa nakon kojih ulazearéi mirovanja (engl.
senescence) ili programiraalijsku smrt, Sto je regulisano sknganjem telomera
tokom svake deobe, tumorskedije sticu sposobnost neogréene replikacije.

5) Angiogeneza — neovaskularizacija, tj. proces stvaranja novilvnkr sudova
omogu«ava dotok nutritienata i kiseonika ra&y masi tumorskih celija i
predstavlja rani dogij u nastanku kancera.

6) Invazivnost i formiranje metastaza — ovi procesi, kao i formiranje primarne
tumorske mase, zavise od sticanja prethodno nairedebelezja, ali i od
epitelijalno-mezenhimalne tranzicije (EMT, engl. itBplial-mesenchymal
transition) i interakcija sa ekstrijskim matriksom, tj. stromom. Dok invazivnost
podrazumeva sposobnost Sirenja tumora u okolnaa,tkiermiranje metastaza
ukazuje na formiranje udaljene sekundarne tumons&ee, poreklom od pokretnih
¢elija primarnog tumora.

7) Reprogramiranje metabolizma — aerobna glikoliza predstavlja alternativni put
metabolizma glukoze koji je izuzetno zastupljeielijama kancera i povezan sa
aktiviranim onkogenima.

8) lzbegavanje imunskog odgovora- iako bi imunski sistem trebalo da predstavlja

barijeru za nastanak i progresiju tumora, maligiedije su razvile uspesSne
-3-
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mehanizme kojima se izbegava detekcija i uniStexjestrane komponenti ovog
sistema (slika 2).

NEOSETLIJIVOST NA
AUTONOMNA SIGNALE ZA
PROLIFERACIJA ZAUSTAVLJANIJE
CELIJSKOG RASTA

REPROGRAMIRANIJE [ZBEGAVANIJE

METABOLIZMA IMUNSKOG
ODGOVORA

IZBEGAVANIE kg NEOGRANICEN

CELIJSKE \ . ‘- REPLIKATIVNI
SMRTI QIS 5 80 POTENCIJAL

GENOMSKA
NESTABILNOST INFLAMACIA

INVAZIVNOST

ANGIOGENEZA I
FORMIRANJE METASTAZA

Slika 2. Sematski prikaz osnovnih karakteristika kanc®aed 8 osnovnih karakteristika (
1) autonomna proliferacija nezavisna od spoljadajitora rasta, 2) neosetljivost na signale
za zaustavljanjéelijskog rasta, 3) izbegavangelijske smrti, 4) neograten replikativni
potencijal, 5) angiogeneza, 6) invazivnost i foanje metastaza, 7) reprogramiranje
metabolizma, 8) izbegavanje imunskog odgovora)emai $u predstavljene karakteristike
koje leZe u osnovi nastanka kancera: genomska hilestst i inflamacija (Preuzeto i
modifikovano od Hanahan i Weinberg-a, 2011).

Kao Sto je prethodno navedeno, sticanje navedeaibkkeristika zavisi prvenstveno od
akumulacije mutacija u malignidelijama, tj. odréeni mutirani genotipovi daju selektivhu
prednost svojim nosiocima obedogu¢i im povetan rast i dominaciju u lokalnom
okruZenju. Genomska nestabilnost, stoga, lezi wwsmvedenih obeleZja kancera. Osim
nje, zn#&ajnu ulogu ima i proinflamatorna mikrosredina ko@ospeSuje proces

transformacijetelija (Hanahan i Weinberg, 2011).

lako ve&ina tumora nastaje od jedne progenitorsigdije koja je stekla sposobnost

nekontrolisane, kontinuirane proliferacije (Gagdsminger-Finger, 2005, Nowell, 1976),

tumorsku masu ipak ne treba posmatrati kao homog®pulaciju ¢elija. Naprotiv,

izraZzena heterogenost tumorske mase se ogledapkimzstvo velikog broja ragiitih

subpopulacija ¢elija, kao i regiona raglitog stepena diferencijacije, proliferacije,
-4 -
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vaskularizacije, inflamacije i invazivnosti u okwirsamog tumora (slika 3) (Hanahan i
Weinberg, 2011).

A
Kancer stem celija
Fibroblast _-’F—f,l. &2 % Kancer celija
all ¢ o
Endotelijalna éelija NG N
. T % Imunske mflamatorne ¢elije
Pericit Bl 1
e W ol
| Lokalne celije. V@S
© | celye strome 1
g progenitorske éelije Invazivne celije kancera
B

Jezgro primarnog tumora Invazivii deo tumora Metastaza

Slika 2. Celije koje formiraju tumor. (A) Véna tumora se sastoji iz nekoliko radiih
podtipovacelija koje zajedno obezbgju progresiju i rast tumora. Prisutna su i oba tip
imunskih inflamatornih¢elija, tumor-promovisée i ¢elije ubice. (B) Tokom progresije
tumora dolazi do promena tumorske mikrosredine fi@me od ¢elija strome, Sto
omoguava invaziju u okolna tkiva i formiranje metastagareuzeto i modifikovano od
Hanahan i Weinberg-a, 2011).

Proces geneze kancera (kancerogeneza) je sloz&estepeni proces u okviru kojeg
razlikujemo tri faze - inicijaciju, promociju i pgoesiju (Pitot, 1993). Inicijacija je
ireverzibilna faza tokom koje dolazi do akumulacietacija u lancima DNK. Né&g&e se
javljaju tranzicije, transverzije i manje deleckeje pogdaju neke od osnovnih kancer
gena. U toku promocije ne dolazi do promena u strulDNK molekula, vé se menja
obrazac genske ekspresije. Tokom ove faze dolazeraitaja procesi selektivne klonalne
ekspanzije iniciranil€elija, pri ¢emu nastaju preneoplasie lezije. Faza promocije traje

duzi vremenski period i u svojim petnim stadijumima moze biti reverzibilna. Poslednja
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faza kancerogeneze naziva se progresija. Osnoviku ave faze predstavljaju strukturne
promene u kariotipdelije, koje dovode do povanog rasta i invazivnosti malignéelija, u
isto vreme obezldejuc¢i neosetljivost na lekove i izbegavanje imunskoggmara
domaina. Zbog promena u genomu maligrdiélija vrlo ¢esto dolazi do ekspresije gena
koji su normalno eksprimirani samo u odieaim fazama razéa, kao i do porentaja u
ekspresiji tkivno speciénih gena. Ireverzibilne promene koje nastaju tokmmogresije

tumora omogéavaju invaziju u okolna tkiva i formiranje metasagPitot, 1993).

1.2 Kancer — podela

Postoji vise od 100 raZitih tipova tumora, a u@na je dobila naziv prema organu ili tkivu
iz kojeg se razvija. Jedna od osnovnih podela tamjerprema njihovom invazivhom
potencijalu. Véina tumora ostaje lokalizovana na mestu nastark@osedujdi invazivna
svojstava i sposobnost metastaziranja, pa se gmateaignim tumorima. Ovi tumori se
lakSe odstranjuju jer formiraju kompaktnu masu, asl@ otklanjanja nagXe ne
recidiviraju. Ukoliko ¢elije tumora imaju sposobnost invazije tj. prodjsan okolna tkiva i
sposobnost metastaziranja, onda feaenalignom tumoru, tj. kanceru.

Tumori se mogu klasifikovati i prema tigelija iz kojih se razvijaju i prema ovoj podeli

razlikujemo sledée kategorije:

» Karcinomi — kanceri poreklom od epitelnielija. Karcinomi se pak mogu svrstati
u dve glavne kategorije: karcinome skvamozehja, koji nastaju od protektivnih
epitelijalnihéelija i adenokarcinome, koji se formiraju od seéreth ¢elija epitela.

» Sarkomi — maligni tumori mezenhimalnibelija vezivnih tkiva. U zavisnosti od
tipa ¢elija od kojih nastaju, nie1 sarkomima razlikujemo fibrosarkome (poreklom
od fibroblasta), osteosarkome (poreklom od ostesth)aliposarkome (poreklom od
adipocita), leiomiosarkome i rabdomiosarkome (planekod miocita koji formiraju
glatku odnosno skeletnu muskulaturu), kao i retkastupliene sarkome:
hondrosarkom (poreklom od hondrocita), angiosark@rareklom od endotela
krvnih sudova), sinovijalni sarkom (porekom éelija sinovijalne opne) i maligni
fibrozni histiocitom (poreklom od fibroznog tkiva)

* Leukemije, limfomi i mijelomi — kanceri koji nastaju odelija hematopoetskih
tkiva i dovode do pojave razitih abnormalnih krvnikeelija u cirkulaciji. Brojne su

vrste hematopoetskih maligniteta, doekojima su: akutne i hrotme limfocitne
-6 -
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leukemije, akutne i hrotine mijeloidne leukemije, eritroleukemija, multipni
mijelomi, ne-Hodzkinov limfom i Hodzkinova bolest.

» Tumori centralnog nervnog sistema— nastaju u mozgu i &menoj mozdini, a
vode poreklo odielija embrionalnog neuroektoderma. U ovu kategosipadaju
retinoblastomi, neuroblastomi, astrocitomi, menamgji, glioblastomi i drugi.

Melanomi, koji nastaju od melanocita, pigmentisaighja koze i retine, a vode poreklo od
nervne kreste ne spadaju ni u jednu od navedendgéarja (Weinberg, 2007). Tumori se
joS mogu podeliti i na solidne tumore, koji nastaj imobilisaninéelija, i leukemije i
limfome cije su prekursorske neoplaste ¢elije pokretne (Vogelstein i Kinzler, 2004).
Takode, pored daleko brojnijih spor&dih kancera, koji nastaju transformacijom
somatskihcelija, razlikujemo i nasledne forme kancera tj. lgarne sindrome izazvane
genskim promenama u germinativniéelijama. Kod familijarnih sindroma se javijaju
brojni tumori u razkitim organima i to u mnogo miam zivotnom dobu (Vogelstein i
Kinzler, 2002).

1.3 Mehanizam kancerogeneze

Kancerogeneza je sloZzen viSestepeni proces tokgey laolazi do formiranja tumorske
mase poreklom od jedne, diploidne progenitor&dge uzastopnim deobama i klonalnom
selekcijom (Venkatesan i saradnici, 2006). Tramsfarija normalnéelije u prekanceroznu

moze zapeeti spontano ili pod kancerogenim uticajem spojm3redine. Od nastanka
prekanceroznéelije pa do formiranja tumora moze proviSe od 20 godina, tokom kojih

se odvijaju procesi klonalne evolucije, tj. cikludonalne ekspanzije i selekcijeelija

odgovarajdeg fenotipa.

1.3.1 “Mutator” fenotip

Rezultati prodavanja pojave kancera kod ljudi u zavisnosti odrosta i razlgiti
laboratorijski modeli su pokazali da je za nastakakcera, u proseku, potrebdetiri do
sedam mutacija u Kljsnim genima (Armitage i Doll, 1954, Peto i saradnitB75).
Medutim, genomicelija kancera sadrze viSe od hiljadu promena, dih ksamo pojedine
pogataju speciféne gene. Loeb i saradnici (2001) su pretpostadilpcekanceroznéelije
ispoljavaju tzv. “mutator fenotip”, kojim se obezuge selekcija najprilagtenijih klonova
i evolucija tumora (Loeb, 2001). Prema hipotezi tatar fenotipa” nasunmine mutacije u

genima koji odrzavaju stabilnost genoma dovode t#mjs povéane mutageneze, tj.
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poveavaju frekvenciju nastanka novih mutacija koje disdmju pozitivhu selekciju
svojim nosiocima (Loeb i saradnici, 2003). lakarjeguwte da oStéenja usled nagomilanih
mutacija budu tolika da dovedu do apoptoze i sarmimnegativne klonalne selekcije,
odrzavanje “mutator fenotipa” tokom kancerogenezedstavlja verovatniji dogia;.
Postoji nekoliko argumenata protiv ove hipoteze ajinka se navodi da stanje tzv.
hipermutabilnosti nije neophodno za nastanak kan€Esmlinson i saradnici, 2002), kao i
da se promene u genima odgovornim za odrzavarggritéta sekvenci DNK javljaju sa
izuzetno niskom frekvencijom (Futreal i saradnk004). Kao Sto je ereceno, tumori
predstavljaju heterogenu populacijéelija, koje se, iako vode poreklo od jedne
prekursorskecelije, meiusobno razlikuju po stepenu i vrsti promena u gandsto
predstavlja otezavaju okolnost prilikom njihovog praiavanja. Zn&ajnu ulogu u
klonalnoj ekspanziji tumora imaju i mutacije u ndkajucim sekvencama genoma. Ove
promene mogu podati regulatorne elemente genacuéi direktno na njihovu ekspresiju,
menjati mesta iskrajanja egzona te dovesti do nkataberantnih proteina ili uticati na
stabilnost RNK molekula (Venkatesan i saradnici,0&0 Pretpostavlja se da do
uspostavljanja “mutator fenotipa” dolazi tokom¢ptnih faza nastanka kancera, kao i da ne
postoji t&an redosled mutacija odgovornih za njegovu pojsetion predstavlja posledicu
nasuménih promena u genomu (Loeb, 200Pxisustvo “mutator fenotip”-a dovodi do
pove&anja stope t&kastih mutacija, promena u kratkim ponavlian sekvencama DNK
(mikrosatelitske sekvence), kao i do kariotipskihomena, velikih hromozomskih
rearanzmana i gubitka heterozigotnosti brojnih gé@H) (Loeb i Loeb, 2003). Sve
navedene promene predstavljaju manifestaciju gek@mestabilnosti, jedne od osnovnih
karakteristika tumorskin¢elija i glavhog mehanizma pot@nja heterogenosti unutar
tumorske mase&iime se stvaraju uslovi za selektivnu klonalnu ekgpa u zavisnosti od

uticaja spoljasnje sredine (Cahill i saradnici, 2999

1.3.2 Genomska nestabilnost

Tokom kancerogeneze dolazi do akumulacije &ditli genetékin promena u genomima
malignih¢elija (Brenner i Duggan, 2004):
» Homozigotne delecije — delecije u rasponu od 1bpelmliko megabaza
» Tackaste mutacije — nukleodidne zamene i pojetiiealelecije i insercije
 Hromozomske aberacije (delecije, translokacije,eimje) — promene \h

segmenata DNK koje se ¢avaju na hromozomima
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* Amplifikacije — poveéanje broja kopija DNK

* Smanjenje broja kopija gena — gubitak heteroziggtino

* Promene metilacionog statusa — hipometilacija etigetilacija CpG dinukleotida.
U eukariotskiméelijama postoje brojni bioloSki i biohemijski mehami koji odrzavaju
strukturni integritet i nisku frekvenciju spontanimutacija, ispravljajéi navedena
osSt&enja. lako suweelije stalno izlozene Stetnim uticajima egzogenéndogeniktinilaca,
enzimi ukljeni u popravku DNK ostenja (engl. DNA repair) kao i sposobnost DNK
polimeraze da ispravlja greSke nastale tokom rapij& spréavaju akumulaciju oStenja
DNK molekula. Apoptoza, programirangelijska smrt, predstavlja dodatni mehanizam
zastite, jer se aktivira u 8hju kada stepen osEnja DNK prevazilazi modunost
popravke. Pow&ana ukupna frekvencija mutacija, kao i mutacionakiivacija “repair”
gena zaduzenih za ispravljanje éstga DNK molekula, uzrokuju genomsku nestabilnost u
¢elijama kancera. Genomska nestabilnost dovodi citat@izacije genoma i povanja
stope mutacija (Bayani i saradnici, 2007). lakgjema Loeb-ovom modelu (Loeb, 2001),
pojava mutator fenotipa i genomske nestabilnostkinastanka kancera, postoje misljenja
da je genomska nestabilnost posledica kancerogeftdeenando i saradnici, 2004).
Pretpostavlja se da ogre tumaenja nastaju zbog ragiiih mehanizama inicijacije
kancera, heterogenosti analiziranih uzoraka, kaoemena koje je proteklo od &ka
tumora (Bayani i Selvarajah, 2007). Razlikuju se ttpa genomske nestabilnosti.
Hromozomska nestabilnost (CIN) se karakteriSe prame u broju i strukturi hromozoma,
i definiSe kao powsana stopa hromozomskih promena koja dovodi do koménog rasta
¢elija (Rajagopalan i saradnici, 2004) Jos krajéinvkka udeno je da je kariotip nekih
¢elija kancera promenjen usled hromozomskih rearanamili aneuploidije (Gagos i
Irminger-Finger, 2005). Promene u broju hromozomeadstavljaju naje&e genetike
promene elijama kancera koje dovode do formiranja subpapjal&elija i direktno utéu
na klonalnu ekspanziju (Nowell, 1976). Izrazenanmwaomska nestabilnost, prisutna u
brojnim ¢elijskim linijama kancera (Lengauer i saradnici, 979 predstavlja adaptivni
odgovor na pritiske sredine (Jallepalli i Lengau#01). Razliiti mehanizmi dovode do
poremeéaja u kariotiputelija kancera:

» Multipolarna mitoza usled aberantnog broja cerdriol

» Gubitak hromozoma u anafazi zbog defekta u organizanetohora

* Nepravilno razdvajanje hromatida u anafazi deobe

-9-



DOKTORSKA DISERTACIJA Uvod

* Inhibicija mitoze ili citokineze préemu nastaju tetraploidréelije (Fenech, 2002).
S obzirom na zn@j pravilnog odvijanja mitoze i organizacije deogngetena, smatra se
da je za indukciju hromozomske nestabilnosti¢eip, dovoljna samo jedna dominantna
mutacija u genima koji kontroliSu ove procese (@alsaradnici, 1998). U skladu sa tim,
identifikovane su brojne mutacije u genima koji tohiSu razdvajanje hromozoma tokom
mitoze i indukuju raztiite tipove kancera (Draviam i saradnici, 2004).
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Slika 4. Numertka i strukturna hromozomska nestabilnost. (A) Prmoenes broju

hromozoma se wavaju i u interfazi, kao i u metafazi i predstaplj@dliku numertkog

CIN-a. (B) Citogenetkom analizom interfaznih nukleusa se netawaju strukturne
hromozomske aberacije. Analiza kariotipa ukazujepngustvo velikih hromozomskih
rearanzmana — (S)-CIN. (Preuzeto i modifikovand3aglani i saradnika, 2007)

Na osnovu vrste hromozomskih promena néegie razlikovati strukturnu ((S)-CIN) i
numertku hromozomsku nestabilnost (slika 4), koje nastkfio posledica raziitih
genetékih mehanizama (Bayani i Selvarajah, 2007).
Osim hromozomske nestabilnosti, koja sece@p srée, razlikujemo joS dva tipa
genomske nestabilnosti: mikrosatelitsku nestabilngMIN, MSI) i nestabilnost
pojedin&nih nukleotida (SNI, PIN).
Mikrosatelitska nestabilnost se karakteriSe promeiooja oligonukleotidnih ponovaka u
mikrosatelitima (Fishel i saradnici, 1993, Leackaradnici, 1993). Nastanak MIN-a se,
uglavnom, povezuje sa gubitkom funkcije sistemapepravku pogresSno sparenih baza
(engl. mismatch repair, MMR), usled mutacija u gemi ovog sistema, gubitka
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heterozigotnosti ili hipermetilacije njihovih promteoa (Diaz, 2005). MMR je odgovoran za
prepoznavanje i hidrolizu pogresSno sparenih baza, ikinsercija/delecija koje nastaju
tokom replikacije monotonih repetitivnin sekvenéirema méunarodnim standardima
(Bethesda Guidelines) za testiranje mikrosateliskstabilnosti koristi se najmanje 5
mikrosatelitskih lokusa. Na osnovu stepena detekiiv promena u tumorskom tkivu u
odnosu na normalno, moze se izvrSiti klasifikaana mikrosatelitski stabilne tumore
(MSS), tumore sa niskim stepenom mikrosatelitskstai@linosti (MSI-L) kod kojih je
promenjeno <30% analiziranih lokusa, i tumore ssokim stepenom mikrosatelitske
nestabilnosti (MSI-H), gde je promenjeno dva ilBevi mikrosatelitskih lokusa>80%)
(Umar i saradnici, 2004)ako se smatra da se CIN i MIN thesobno iskljduju, postoje
dokazi da je mogie detektovati oba tipa genomske nestabilnosti anmistumorskom
uzorku (Milinkovic i saradnici, 2012).

Dugo se smatralo da je mikrosatelitska nestabjkxini tip genomske nestabilnosti koji
nastaje usled akumulacijetkastih mutacija. Méutim, pokazano je da je stopa nastmiti
tackastih mutacija u genomu malignielija pove&ana 200 puta u odnosu na normalne
¢elije, Sto ukazuje na postojanje joS jednog tipaogeske nestabilnosti — nestabilnosti
pojedin&nih nukleotida (Bielas i Loeb, 2005, Watanabe iadaici, 2001). Ovaj tip
genomske nestabilnosti se javlja uporedo sa odtadaipa genomske nestabilnosti (CIN i
MIN), uticuéi na njihovo povéanje (Bielas i saradnici, 2006).

Breivik i Gaudernack (1999) su prvi ukazali na prasost epigengih i genetékih
promena elijama kancera, predstavljgjumodel genomske nestabilnosti koji ukijye
oba navedena tipa promena (Breivik i Gaudernack99)l9 Epigenetike promene
predstavljaju raztite obrasce DNK metilacije usled akumulacija megilpa na CpG
ostrvcima u genomu. S-adenozilmetionin, supstratitdzin DNK metiltransferaze
(DNMT), je osnovni donor metil grupe u organizmakd je teSko odrediti referentnu
.-hormalnu” ¢eliju za pordenje stepena metilacije, zac¢urmu tumora je karakterigtna
globalna hipometilacija, koja nggse dovodi do pousane ekspresije poznatih onkogena
(Counts i Goodman, 1995). Sa druge strane, kol fatnora je detektovana i regionalna
hipermetilacija, koja se javlja u delovima prometadumor supresor gena gde izaziva
njihovu inaktivaciju (Zingg i Jones, 1997). Kao &e iz navedenog zakuje, i hiper- i
hipometilacija dovode do ekspresije malignog fgmatia razvnoteza izrnie ova dva stanja

predstavlja zn&jan mehanizam odrzanja homeostaze.
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Zbog svog uticaja na pot@nje genetike varijabilnosti, genomska nestabilnost ubrzava
procese somatske evolucije. Osim toga, pod uticagaiititih selekcionih pritisaka dolazi
do favorizovanja MIN ili CIN fenotipa (Breivik i Galernack, 1999). Naime, pojedini
metiliraju¢i agensi (MNU, MNNG), kao i hipermetilacija DNK dogte do oSt&nja DNK
usled nekomplementarnog sparivanja baza, Sto prdstsignal za aktivaciju MMR i
zaustavljanje ¢elijskog ciklusa do popravke osenja. Ovo predstavlja svojevrsni
selekcioni pritisak kojim se favorizujéelije sa defektnim MMR, Sto direktno & na
poveanje stepena MIN-a u tumoru.

Sa druge strane, BAF (engl. bulky-adduct formikgycerogeni, ukljeujuci UV zraenje,
slobodne radikale i razita hemijska jedinjenja, izazivaju velike trodiménmine
promene u strukturi DNK, Sto predstavlja signaladivaciju NER-a (engl. nucleotide
excision repair), alternativnog mehanizma za pdpraidNK oSt€enja zasnovanog na
rekombinaciji hromozoma. Formiranje hromozomskibramzmana predstavlja signal za
aktivaciju MCP (engl. mitotic checkpoint), Sto @alodi zaustavljanjéelijskog ciklusa.
Ovako se favorizujitelije sa inaktiviranim MCP-om i promoviSe CIN ferptU oba
sluitaja, uspostavljanje MIN ili CIN fenotipa dovodi ddaljeg povéanja genetike

varijabilnosti i progresije tumora.

1.3.3 “Kancer” geni

Analiziraju¢i promene u genomiméelija kancera, Loeb i saradnici (2001) su zakljuda
njihova frekvenca prevazilazi udajenu stopu mutacija, te da postoje alternativni
mehanizmi koji dovode do akumulacije ovih promeReema Vogelsteinovom modelu,
pov&ana stopa mutacija u genomima kanéelija nastaje usled promena u genima
“Cuvarima” koji su odgovorni za odrzavanje stabilnggnoma (engl. caretaker genes) ili
mutacija u genimadiji proteinski produkti reguliSuc¢elijski ciklus i apoptozu (engl.
gatekeeper genes) (Kinzler i Vogelstein, 1997).tdtngki produkti gena cuvara”
odrzavaju stabilnost genoma na nukleotidnom i hmomwskom nivou, vrSe popravke
oStetenja DNK molekula (“repair” geni) i reguliSu staflst telomera. Druga kategorija
gena (engl. gatekeeper genes) kodira proteineatgatelijskog ciklusa, deobedelijske
smrti. U ovu grupu gena se ubrajaju onkogeni i tusupresor geni (Kinzler i Vogelstein,
1997). Nasledne ili spontane promene gena iz obeedamme kategorije dovode do
viSestrukog pov&anja stope mutacija, izazivgjukaskadu mutacionih dodaja u celom
genomu, tj. “mutator fenotip”.
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1.3.4 Onkogeni i tumor-supresor geni

Prema linearnom modelu klonalne selekcije (FearoWogelstein, 1990), nasutme
mutacije u genomu pojediniéelija pod odgovarajgim uslovima sredine daju selektivnhu
prednost svojim nosiocima, Sto dovodi do brzegarasirenja pojedinih klonova u odnosu
na ostale. Osnovna hipoteza ovog modela je da kamredstavlja posledicu
nekontrolisanog rast&elija zbog akumuliranih mutacija koje aktiviraju kmgene i
inaktiviraju tumor-supresor gene. ldentifikacija tacija u genima Kkoji popravijaju
oSteenja DNK, kao i zn&j genomske nestabilnosti u nastanaku tumora, deueblo
revizije linearnog modela kancerogeneze (Breivil)2).

Maslede, uticaj sredine Maslede, uticaj sredine

T i sluéajne greske 1 islugajne greske
2 Mutacije u genima
“Euvarima”
Mutacije u onkogenima i +
tumor supresor genima 3 Genomska i
epigenetitka nestabilnost
l 4 Mutacije u onkogenima i 4
3 Nekontrolisan rast tlim supresor genima
l 5 MNekontrolisan rast
\j

Kancer sa genomskom i

4 Kancer B epigenetitkom nestabilnodtu

(A)

Slika 5. Model kancerogeneze. (A) Prema staroj verziji ned@ncerogeneze ¢elijama
dolazi do akumulacije mutacija (1), koje izazivaktivaciju onkogena i inaktivaciju tumor
supresora (2) Sto dovodi do nekontrolisane pralifge (3) i nastanka kancera (4). (B)
Nova verzija: Akumulacija mutacija u genomiréaija (1), nargito u genima ¢uvarima”
(geni koji popravljaju oSteenja DNK i reguliSu DNK replikaciju) (2) dovodi dmvetanja
genomske nestabilnosti (3). Poeea stopa mutacija uzrokuje promene u “gatekeeper
genima (onkogeni i tumor supresori) (4), Sto kao prethodnom modelu, dovodi do
nekontrolisane proliferacije (5) i progresije karac€6). (Preuzeto i modifikovano od
Breivika, 2005)

Prema novom modelu, promene koje se akumulirajuemoghu mogu biti nasledne,

posledica uticaja faktora spoljasnje sredine ibrganih greSaka replikativih ili repativnih

mehanizama. Mutacije u genimauVvarima” dovode do pojave genomske nestabilnosti i
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poveavaju ukupnu frekvencu mutacijaceliji, Sto dalje izaziva promene u onkogenima i
tumor supresor genima (engl. gatekeepers) kojili@guast i deobeéelija. Ova kaskada
dogataja vodi, kao i u Vogelstein-ovom modelu ka nekolganoj proliferaciji i
formiranju tumorske mase sa izrazenom geéketn i epigenetikom nestabilna&i (slika
5). Osim navedenih promena, na razvoj tumorske raéige i interakcije saelijama u
okruzenju, kao i proces vaskularizacije kojim sezii®iuje neophodan dotok nutritienata.
Promene u onkogenima i tumor supresor genima @d@gu kljutne dogdaje u oba
navedena modela. Onkogeni su aktivirane forme pritogenagiji su proteinski produkti
pozitivni regulatori ¢elijskog rasta i proliferacije i negativni reguldatgrocesa apoptoze.
Protoonkogeni su visoko konzervirani geni, prisutrsivim viSéelijskim organizmima. Njihovi
proteinski produkti su citokini, faktori rasta, mismembranski receptori faktora rasta, brojni
signalni proteini, transkripcioni faktori i protéinklju¢eni u kontrolu DNK replikacijePrvi
onkogeni, otkriveni u genomima RNK virusa, tokommimafaza littkog ciklusa, imaju
sposobnost transformacije inficiranéelija. Do sada je otkriveno viSe od 30 retrovirusa
koji nose razltite onkogene, mi# kojima su i polioma, papiloma i adeno virusi, kao
virus Epstein-Barr. Jedan od prvih identifikovarohkogena pripada familijras gena
Harvey i Kirsten sarcoma virusa, koji indukuje raéizé tipove kancera (kancer mokree
besSike, plda,...) (Vogelstein, 2002).

Mehanizmi loji dovode do powsanja ekspresije i aktivnosti protoonkogena su (€roc
2008):

» Tackaste mutacije, delecije ili insercije u okviru kagucih sekvenci ili
promotorskih regiona protoonkogena koje p@w@ju stopu transkripcije i menjaju
aktivnost proteina

* Amplifikacija protoonkogena, ptiemu se pow&ava ukupan broj kopija u genomu

» Hromozomske translokacije koje dovode do @ave ekspresije protoonkogena ili
do formiranja fuzionih proizvoda sa onkogenom aks&u.

Translokacije i mutacije protoonkogena se cegie javljaju tokom inicijacije
kancerogeneze, dok se njihove amplifikacije pregaveezuju za fazu progresije kancera
(Croce, 2008). Za razliku od onkogena, koji nastaa posledica funkcionalne aktivacije
protoonkogena, tokom kancerogeneze dolazi do wedije tumor supresor gena i do
potpunog gubitka njihove funkcije u maligniéelijama. Ovo je u potpunosti u skladu sa
funkcijom tumor supresora, kojicastvuju u glavniméelijskim procesima, kao Sto su

regulacija ¢elijskog ciklusa i apoptoze, regulacija diferencij@ oiuvanje stabilnosti
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genoma, popravka o$enja DNK, signalna transdukcijacelijska adhezija (Oliveira i
saradnici, 2005). Tumor supresori, za razliku odtgmnkogena inhibirajéelijski rast i
deobu i promoviSuéelijsku smrt. | dok aktivacija onkogena &exe predstavlja posledicu
samo jednog mutacionog dalgga, za inaktivaciju tumor supresor gena su poadiar dva
mutaciona dog#aja. Prema Knudsonovoj “two-hit” hipotezi (Knudsobh971) koja je
postavljena na modelu retinoblastoma, pored nasledtacije u jednom aleRb gena, za
inaktivaciju ovog tumor supresora neophodna jeledaja preostalog alela. Kod naslednih
formi kancera prva mutacija je naddma i prisutna joS u optenoj jajnojceliji, dok se
drugi mutacioni dog#aj javlja nasumino u somatskingelijama tokom Zivota. Sa druge
strane kod sporagtih kancera oba mutaciona ddgf se deSavaju u genomima somatskih
¢elija (Yu i Shen, 2002)Molekularni mehanizmi inaktivacije tumor supressearazlikuju
medu tumorima, i zavise od gena koji se inaktivirajd¢&e su to mutacije u samom genu
koje dovode do sinteze aberantnog proteina, hromeke delecije (gubitak
heterozigotnosti, LOH) ili epigenéko utiSavanje. Inaktivaciju tumor supresora mogu da
izazovu i postranslacione modifikacije (ubikvitifja¢ fosforilacija) i razléite proteinske
interakcije. Brojni kompleksni mehanizmi inaktivgcitumor supresora ukazuju da se

klasikian Knudsonov model ne odnosi na sve tumor supEsa.

1.3.4.1p53 tumor supresor

p53 tumor supresor gen, lokalizovan na hromozomu 1pX3Yy, kodira multifunkcionalni
transkripcioni faktor veiine 53-kDa, koji reguliSe ekspresiju gena uédjnih u kontrolu
¢elijskog ciklusa, apoptoze, popravke @éstga DNK (engl. DNA repair) i angiogeneze
(Vogelstein i saradnici, 2000). lako se p53 intenaiprogava jos od otktia 1979. godine,
njegova uloga u procesu kancerogeneze i daljepaijpuno razjasnjena, a brojni rezultati
su ¢esto kontroverzni i zbunjufii p53 protein se sastoji iz pet glavnih domena: N-
terminalni transaktivirajti domen na kome se deSavaju posttranslacione rkadije i
odgovoran je za interakciju sa drugim regulatorproteinima, prolinom bogat region koji
sadrzi pet kopija ,PXXP* motiva i taki® ima regulatornu ulogu, centralni DNK-veztiju
domen sa evolutivno visoko konzerviranim sekvencamfigomerizacioni domen
neophodan za stvaranje funkcionalnih tetrameraar@inalni domen koji ima regulatornu
funkciju i takaie trpi brojne posttranslacione modifikacije (Moyr002). p53 se&esto

ozn&ava kaocuvar genoma (Lane, 1992) jer putem transkripcie@gulacije preko 150
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gena kontroliSe osnovnéelijske procese, pre svega popravku DNK é&Stga, celijski
ciklus, apoptozu ¢elijsko mirovanje (Levine i saradnici, 2006).
Prilikom prowavanja uloge p53 proteina moraju se uzeti u obierakcije brojnih
komponenti signalnih puteva u koje je on u&§n, tj. posmatrati takozvana “p53 mreza”.
Aktivacija p53 mreze predstavlja fizioloSki odgoveoa celijski stres, tj. mehanizam
uklanjanja oSt&enih celija spréavanjem njihove proliferacije i udenjem u apoptozu
(Vogelstein i Lane, 2000). Postoje tricirea aktivacije p53 mreze:
» Oste&enja DNK dovode do aktiviranja protein kinaza ATKtgxia Telangiectasia
Mutated) i Chk2 koje poktel dalju kaskadu dodaja (Carr, 2000)
» Pove&ana ekspresija faktora rasta, usled aktivacije gaka Ras i Myc dovodi do
aktivacije p53 mreze posredstvom p14(Lowe i Lin, 2000)
» Hemioterapeutici, UV zkgenje i kinazni inhibitori aktiviraju p53 mrezu pateATR
(Ataxia Telangiectasia and Rad3-related) i kazéwaze |l (Meek, 1999).
Navedeni mehanizmi spf@vaju degradaciju p53 proteina, 5to dovodi do pang
njegove koncentracije teliji. U normalnim fizioloSkim uslovima, ovaj prateje slabo
zastupljen usled kratkog poluzivota (20-30 minui2ggradacija p53 proteina je ubikvitin
zavisna i regulisana povratnom spregom preko MDM@r{ne Double Minute 2) proteina.
Vezivanje MDM2 proteina za p53 predstavlja signal jegovu ubikvitinaciju i dalju
proteolizu, ali i blokira njegovu transkripcionutaost (Fuster i saradnici, 2007). Osim
MDM2, identifikovane su joS 3 ubikvitin ligaze CAR-PIRH-2 i CHIP koje su takie
ukljucene u degradaciju p53 proteina. Ekspresiju svih enizima reguliSe sam p53 tumor
supresor, mehanizmom negativhe povratne spregela(Mil saradnici, 2009). Pored
ubikvitinacije, na stabilnost p53 proteina i njegoaktivaciju utéu razlcite kovalentne
modifikacije (acetilacija, metilacija, sumoilaciianedilacija lizinskih rezidua, pre svega u
okviru C-terminalnog domena), brojne protein-pnoteinterakcije i unutaelijska
lokalizacija (Carter i Vousden, 2009, Prives i HalB99). Svi mehanizmi kojima se
reguliSe aktivnost p53 su kompromitovani prilikonankerogeneze, a identifikovane
mutacije u samom genu &ti na smanjenje njegove uloge u transkripcionojvakiji
brojnin gena. p53 kontroliSecetiri kategorije celijskin procesa, transkripcionom
regulacijom brojnih gena:
« Zaustavljanjecelijskog ciklusa — p53 stimulide ekspresiju P27 inhibitora
ciklin zavisnih kinaza (CDK) Sto dovodi do inhigeiG1/S i G2/M tranzicije

(Rozan i El-Deiry, 2007).
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» Apoptoza — p53 aktivira sintezu pro-apoptotskintgirea BAX, APAF1, PUMA,
p53AIP1, NOXA i PIDD (Gasco i saradnici, 2002).

» Odrzavanje stabilnosti genoma — p53 reguliSe DNpairegenegadd45i p53r2,
kao i brojne gene ukljiene u procese popravke @&eja DNK (NER, HRR,...)
(Wahl i saradnici, 1997)

* Inhibicija angiogeneze - maspin, serin proteaznhibimor, je jedan od
antiangiogenih i antimetastatskin gena regulisa® p®teinom (Maass i saradnici,
2000).

Zahvalju«i navedenim funkcijama (slika 6) p53 predstavijawglu ka&nicu u razvoju
tumora, Sto objaSnjava visok stepen njegove inakij@ u skoro svim tipovima tumora. U
nagege mehanizme inaktivacije p53 tumor supresora spa@&gaste mutacije u samom
genu, gubitak kratkog kraka hromozoma 17 i amgiila MDM2 (Baker i saradnici,
1989), Sto dovodi do redukcije njegove unédtifske koncentracije, ali i do akumulacije
aberantnog p53 proteina (Marin i saradnici, 2000).

Zahvaljujti brojnim rezultatima viSe od 2000 studija, do sgdaidentifikovano oko
22.000 mutacija u ovom genu, objedinjenih u bazeéapaka sa mogmou proSirivanja

novim podacima (Hamroun i saradnici, 2006).
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Slika 6. p53 signalna mreza. DNK ostmja, UV zr&enje ili onkogeni aktiviraju p53

mrezu preko enzima koji modifikuju p53 protein €gpv negativni regulator, MDM2.
Pove&anje koncentracije aktiviranog p53 proteina dowdmliranslacije brojnih gena koji
spre&avaju progresiju tumora zaustavljanjéelijskog ciklusa, spr&avanjem angiogeneze

ili uvodenjemcelije u apoptozu. Pored ovoga, aktivacija p53 dignanreZe utie na
poveanje stabilnosti genoma, reguliSe diferencijad{an i obnavljanje ekstéalijskog
matriksa, citoskeleta i sinteze sekretornih praedubitak funkcije p53 tumor supresora je
detektovan u skoro svim humanim kancerima. (Preuzetodifikovano od Vogelstein i
saradnika, 2000)

DO<OQOUO —RWe—r—mMmO

Za razliku od ostalih tumor supresora, koji se rogt@om inaktivacijom eliminiSu izelija
kancera, mutacije koje podmu p53 gen ne spr&vaju njegovu sintezu (Soussi i Beroud,
2001), vé obezbduju dominantno negativnu inhibiciju “wild-type” p53roteina koji se
sintetiSe sa preostalog alela, kao i tzv. “gairfewofetion” osobine, préemu mutirani p53
protein dobija onkogena svojstva (Soussi, 20030 Imutacije pogdaju ceo p53 gen,
najfrekventnije je promenjena sekvenca koja koDINK vezujwti region p53 proteina, i to
egzoni 5-9, prtemu su na poziciji svakog baznog para u ovom regidentifikovane bar
tri alteracije (Soussi i Beroud, 2001).
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1.3.4.2PTEN tumor supresor

PTEN (MMAC1Y, TEP) je identifikovan 1997. godine, kao tumor supregen lociran na
hromozomu 10 (10923), inaktiviran u brojnim spo&adin tumorima, ukljdujuci i
maligne gliome. Nasledne mutacije u ovom genu ugrokpojavu razlkiitih oboljenja
(Cowdenov sindrom, Lhermitte-Duclos-ova bolest, @Bayan-Riley-Ruvalcaba sindrom,
retki juvenilni polipozni sindromi) koja, iznde ostalog, imaju i izrazenu predispoziciju za
pojavu viSestrukih tumora (Knobbe i saradnici, 200&ktivnost PTEN-a je oddena
njegovim tirozin fosfataznim domenom koji pokazdjestruki afinitet, te funkcioniSe kao
lipidna i proteinska fosfataza. Promotorski reg®dFEN gena sadrzi regulatorne elemente i
CpG ostrvca, a na njegovu transkripcijucutibrojni transkripcioni faktori, ukljgujuéi i
p53, TGHP (tumor growth factoB) i Egrl (early growth response 1 transcriptiontdac
Osim toga, hipermetilacija promotora ovog gena gt@dja &estali mehanizam njegove
inaktivacije. Deo N terminalnog domena ovog pragmhomolog tenzinu i auksilinu, a na
ovom kraju proteina se nalazi i fosfatazni doméitas kao kod ostalih protein fosfataza
ali sa uvéanim aktivnim centrom, zbog supstratne spé&aedsti za fosfoinozitole (Lee i
saradnici, 1999). C terminalni region nema katditi aktivnost, ali ima zr@jnu ulogu u
regulaciji stabilnosti, poluzivota i lokalizacijey@g proteina. U ovom regionu se nalaze: C2
domen odgovoran za interakciju éalijskom membranom i pozicioniranje katalikog
domena, PDZ-vezufi domen odgovoran za interakciju sa brojnim memskan guanilat
kinazama (MAGI2, MAGI3, hDLG) i serin/treonin kinama (MAST205), kao i brojna
mesta fosforilacije, koja ute na povéanje stabilnosti PTEN-a i regulaciju aktivnostiag!
konformacionih promena (Knobbe i Merlo, 2002). Osmo ¢elijske funkcije PTEN-a
zavise od njegove fosfatazne aktivnosti, tj. defokfcije fosfoinozitol substrata. Naime,
PTEN ima veliki afinitet za fosfatidilinozitol foate, nareéito fosfatidilinozitol 3,4,5-
trifosfat (PIP3), zbogiega je ovaj tumor supresor i negativni regulator PI3K/Akt

signalnog puta.
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Slika 7. PTEN kao negativni regulator PI3K/Akt signalnogauVezivanje faktora rasta
dovodi do aktivacije receptor tirozin kinaze (RTkQja fosforiliSe brojne supstrate i preko
signalnih molekula Ras i IRS (engl. insulin receobstrate) aktivira PI3K, koja prevodi
fosfatidilinozitol 4,5 bisfosfat (PIP2) u fosfatigiozitol 3,4,5 trisfosfat (PIP3). PIP3
izaziva translokacionu aktivaciju PDK1 i Akt kinazéto dovodi docelijskog rasta,
proliferacije i prezivljavanja, zbog smanjenja kentracije proapoptotskih proteina Bad,
Fas L, Bim i p53, i aktivacije NF-kB signalnog pu@sim toga, Akt promoviséelijski rast
aktiviranjem mTORCL1 signalnog puta. PTEN vrSi dé&dataciju PIP3 u PIP2, te ima
ulogu u negativnoj regulaciji PI3K/Akt signalnogtpu(Preuzeto i modifikovano od Liu i
saradnika, 2008)

PIP3 je zn&ajan sekundarni glasnik koji, izhe ostalog, aktivira Akt kinazu (protein
kinazu B), dovodé&@ do njene translokacije i vezivanja Zalijsku membranu, kao i do
aktivacije PDK1, koji fosforiliSe Akt na pozicijiréonin 308 (Vanhaesebroeck i Alessi,
2000). Akt je jedna od klgnih serin-treonin kinaza koja reguliSe brogw®dijske procese:
¢elijski ciklus, prezivljavanje, pokretljivost i adhivnost, proteinsku sintezu i rast,
metabolizam glukoze, kao i angiogenezu (slika 7ktikana Akt kinaza podste
proliferaciju jer inhibira tumor supresorne sigr&almolekule kao Sto su Bad (engl. Bcl-
XL/Bcl-2-associated death promoter), FOXO3 (englkfhiead box 0O3), GSK3 (engl.
glycogen synthase kinase 3) i TSC2 (engl. tubesmlsrosis complex?2); aktivira brojne
onkogene: MDM2, PDK1 i IKK (IkB kinaza), i inhibiraapoptozu 1) snizavaju

koncentraciju proapoptotskih proteina Bad, Fasads(kgand), Bim (engl. Bcl-2-interacting
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mediator of cell death) i p53 i 2) pomvajti antiapoptotski signalni put preko NF-kB
(engl. nuclear factor-kB) (Manning i Cantley, 200@)fizioloSkim uslovima PTEN dovodi
do snizavanja nivoa PIP3, njegovom defosforilacijaiime se inhibira kompletan Akt
signalni put. Gubitak funkcije PTEN-a predstavigdan od kljdnih dogaaja tokom

kancerogeneze jer, dovdile do pove€anja unutaielijske koncentracije PIP3 i
hiperaktivacije Akt-a, direktno u#e na prezivljavanje i izbegavanje apoptoze (Stambol
saradnici, 1998). Fosforilacijom Chkl (engl. chemikt kinase 1), kljinog regulatora
DNK replikacije i kontrolnih téaka G1, S i G2 fazéelijskog ciklusa, Akt kinaza dovodi
do indukcije genomske nestabilnosti (Puc i sarad005). Osim ovoga Akt kinaza
inaktivira FOXO3 i GSK3 kinazu, Sto dovodi do snmema ekspresije ciklina D1, i
inhibicije Myc-a (Manning i Cantley, 2007). Na osmonavedenog moze se zakifuda je

PTEN, negativni regulator Akt signalnog puta, uk$§o u regulacijucelijskog ciklusa i

apoptoze (Di Cristofano i saradnici, 1999). Posejgnan&ajna uloga protein fosfatazne

aktivnosti PTEN-a u regulaciji procesealijske adhezije i migracije preko defosforilacije

fokalne adhezione kinaze (FAK) i adapternog praesinc (slika 8) (Tamura i saradnici,
1998).

Integrini

Receptori faktora

Plazma

| |
membrana

Adhezija
i Prezivljavanje,
migracija proliferacija,
migracija

Slika 8. Uloga PTEN-a u defosforilaciji membranskih supstré&osfatazni domen PTEN-a
(crveno) defosforiliSe i inaktivira lipidne i proteske supstrate (crvene linije). Pored
afiniteta ka PIP3, PTEN pokazuje slabu proteinzindosfataznu aktivnost ka FAK i Shc
proteinima, regulisti tako i druge signalne puteve. (Preuzeto i modifi&no od Yamade i
Araki, 2001).
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Pored svega navedenog, PTEN inhibira intergin navektivaciju MAPK (engl. mitogen-
activated protein kinase) i reguliSe aktivhost V¥rgnalnog puta i p53 mreze (Weng i
saradnici, 2001). Do inaktivacije PTEN-a delijama kancera n&Xe dolazi zbog
pojeding&nih mutacionih dog#aja u okviru gena, delecije jednog alela - gubitak
heterozigotnosti (LOH) ili epigenékog utiSavanja, hipermetilacijom promotora (Dabhia,
2000). Vise od pola detektovanih¢kastih mutacija dovodi do preranog zaustavljanja
translacije i sinteze aberantnih proteina. ,Misg&nsnutacije uglavnom podaju
konzervirane regione i dovode do promene u struldintetisanih proteina, kao i do
gubitka funkcije. Pored navedenih mehanizama, raktivaciju PTEN-a i promociju
kancerogeneze ti i poreméaji u regulaciji transkripcije ovog gena, pdeea
degradacija, raalite posttranslacione modifikacije i interakcije saugim proteinima
(Salmena i saradnici, 2008).

Uticaj lokalizacije PTEN-a na funkciju

Unutakelijska lokalizacija predstavlja joS jedan mehamzagulacije aktivhosti PTEN-a
koji utice na modulaciju neoplagtie transformacije (Planchon i saradnici, 2008).
Pokazano je da lokalizacija zavisi od famdijskog ciklusa, pricemu su vée nukleusne
koncentracije PTEN-a karakterigte za GO/G1 fazu, a nize za S faalijskog ciklusa
(Ginn-Pease i Eng, 2003). lako PTEN ne sadrzi NbdSgng. nuclear localization signal) i
NES (nuclear export signal) motive, pretpostav§jala se nukleo-citoplazméti transport
ovog proteina obavlja 1) difuzijom, 2) zahvaljéiju prisustvu citoplazmatnog
lokalizujuceg signala, 3) aktivnim transportom RAN GTP-azanviV/P (engl. major vault
protein), 4) zavisno od fosforilacije i 5) zaviswd monoubikvitinacije na poziciji 289
(Planchon i Waite, 2008). PTEN lokalizovan u nukkeuima ulogu u zaustavljanju
¢elijskog ciklusa na prelasku iz GO u G1 fazu (Chunggradnici, 2006), odrzavanju
hromozomske stabilnosti (Shen i saradnici, 2007@gulaciji apoptoze (Gil i saradnici,
2006). Uloga PTEN-a u odrzavanju hromozomske stabil je izuzetno zrajna za
proces kancerogeneze. Naime, u normalééiijama je neophodna asocijacija PTEN-a i
CENP-C proteina za odrzanje stabilnosti centromPaed toga, PTEN interaguje i sa
promotorom Rad51 gena, reguliSe njegovu ekspresiju i timéestvuje u reparaciji
dvolartanih prekida DNK.

Gubitak funkcije PTEN-a u nukleusu dovodi do izre@ehromozomske nestabilnosti i
poremeéaja u regulacijicelijskog ciklusa. Odrzavanje odnosa nukleusnedptazmattne

koncentracije PTEN-a je izuzetno 2afmo za pravilno funkcionisanjéelija. Poreméaj
-22.



DOKTORSKA DISERTACIJA Uvod

ove ravnoteze zgajno utte na tumor supresorska svojstva ovog proteinafiS&dno
moze dovesti do neoplagtie transformacije (Planchon i Waite, 2008).

lako je pokazano da je inaktivacija PTEN-a kasnjataej u nastanku pojedinih tipova
tumora, na primer glioblastoma, postoje indicijesgaovo ne odnosi na sve tumore, jer su
ove promene prisutne &al prekanceroznim lezijama endometrijalnih tumaviaxwell i
saradnici, 1998).

1.3.4.3p16 tumor supresor

pl6 (INK4A, CDKN2A, MTS-1) tumor supresor je ciklzavisni kinazni inhibitor (CKiI),
kodiran genom lociranim u okviru INK4A/ARF/INK4B kusa na poziciji 9p21 u
humanom genomu (Serrano i saradnici, 1993). Osif) ptaj 35kb veliki genski lokus
kodira jos dva tumor supresora: p15 i P14 za razliku od p15, koji je odvojen i ima
zaseban okvititanja (ORF), p16 i pI&" nastaju alternativnim iskrajanjem egzona (slika

9), pri¢cemu imaju zajedki drugi i treti egzon (Kim i Sharpless, 2006).

_— >

p15INKAB P16INKAA
~10 Kb / /\
Hromozom 9 I = | =1 =9
El E2 E1p e & \/ e
o
pL4ARF

Slika 9. Alternativna obrada transkripta p16™ i p'**~". Egzon E&, zajedno sa E2 i E3
formira pl6 transkript, dok se egzon [Ealternativho kombinuje sa egzonima E2 i E3
formiraju¢i pl4 transkript. Ova dva transkripta imaju réitd okvire ¢itanja prilikom
translacije, pa pl4 i pl6é nemaju homologiju na grsgkom nivou. (Preuzeto i
modifikovano od Agarwal i saradnika, 2012).

Pretpostavlja se da su svianovi INK4 familije ciklin zavisnih kinaza (pl6/IK4A,
p15/INK4B, pl8/INKAC i pl9/INK4D) nastali duplikgom jednog pred&og gena.
Procesi translokacije i hromozomskih rearanZzmanal®teli do razdvajanja dupliranih
gena, pa séNK4C i INK4D nalaze na razlitim hromozomima, dok siNK4A i INK4B
locirani na istom hromozomu (Agarwal i saradni@12). Svi¢lanovi INK4 familije CKI
vrSe inhibiciju meéusobnih interakcija ciklin-zavisnih kinaza (CDK)akb Sto vezuju
CDK4 ili CDK6 (Sherr and Roberts, 1995), dok se eunsupresorska svojstva pid
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zasnivaju na inhibiciji MDM2, Sto dovodi do stahkdicije p53. Humani pl6 je 156
aminokiselina dug protein, molekulske mase oko D&-KSerrano i saradnici, 1993). On
poseduje 4 ankirinska ponovka odgovorna za prqiestein interakcije, koji su i@
zajednéka karakteristika svih CDK inhibitora INK familijeFunkcionalni domen p16
proteina, odgovoran za interakcije sa CDK4 i CDK®idl. cyclin dependent kinase) se
nalazi na njegovom C terminalnom kraju. Osnovngalpl6 je regulacijéelijskog ciklusa

i G1/S tranzicije (slika 10). U zdravinelijama INK4A genski lokus je uodajeno
reprimiran, a do njegove aktivacije dolazi tokorarshja, kao i pod uticajem onkogenih
stimulusa i stresa (Matheu i saradnici, 2009). Tok81 fazecelijskog ciklusa, CDK4 i
CDK®6 formiraju kompleks sa ciklinom D1 Sto dovody €bsforilacione inaktivacije RB
proteina i oslobdanja E2F transkripcionog faktora iz RB/E2F kompéek®Veinberg,
1995). Slobodni E2F transkripcioni factor aktiviranskripciju gena koji su neophodni za
S fazucelijskog ciklusa (DNK polimeraze, timidin kinazeihdirofolat reduktaze). p16
inhibira interakciju CDK4/6 sa ciklinom DEjme se spréava fosforilacija RB proteina i
oslobatanje E2F, sto finalno dovodi do zaustavljaégdijskog ciklusa (Haddad i saradnici,
1999, Serrano i Hannon, 1993). Pored ovoga, pltbimhi onkogenu aktivhost c-myc
blokirajuwi formuiranje ciklin D1/CDK4 kompleksa (Haas i sdnéci, 1997). pl6 ima
ulogu i ucelijskoj diferencijaciji, nardito tokom razvta mozga (Lois i saradnici, 1995).
Ova funkcija je u skladu sa prethodnom, inéaju vidu da se procesi proliferacije i
diferencijacije méusobno iskljduju. Do trajnog zaustavljanjéelijskog ciklusa (engl.
senescence) dolazi tokom starenja pod uticajem Déiikativhog stresa ili aktivacije
onkogena. Akumulacija pl6 je povezana sa stanjeroviamja izazvanim replikativnim
stresom, pouana ekspresija p16 izaziva prevremen ulazak u axu (Chebel i saradnici,
2007). p16 smanjuje transkripciju hTERT telomersizedovodi do skiavanja telomera i
inhibicije ¢elijskog rasta (Bazarov i saradnici, 2010). Osinga;, p16 smanjuje invazivni
potencijal tumora, negativhom regulacijom transéijgomatriksne metaloproteinaze MMP-
2, cink-zavisne endopeptidaze koja ra#dgia komponente ekstralijskog matriksa
(Chintala i saradnici, 1997).
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Slika 10. Funkcije i interakcije proteina kodiranih INK4A/ARokusom. p16 interaguje sa
CDK4/6, sto dovodi do inaktivacije RB proteina iugtavljanjacelijskog ciklusa. pl4
poveava stabilnost p53 tumor supresora, inhibicijom MBNPreuzeto i modifikovano od
Romagosa i saradnika, 2011).

pl6 je zndajan tumor supresoktjji gubitak funkcije dovodi do nastanka brojnih diya
kancera (Koh i saradnici, 1995). Promene u struktuunkciji p16 tumor supresora
predstavljaju drugu n&&u promenu u tumorskiméelijama, zaostagi samo za
frekvencom promena koje patgu p53 tumor supresor (Baylin i saradnici, 1988)lecije
jednog (LOH) i oba alela (homozigotne delecije) gE®a, kao i hipermetilacija promotora
predstavljaju nd&e&i n&tin inaktivacije ovog tumor supresora u genomima ckaa
(Agarwal i saradnici, 2012). Pored navednih mehami, u odréenim tipovima kancera
(glioblastomi, adenokarcinomi pankreasa, melanomhgtektovane su i mutacije u
kodirajutiem regionu ovog gena koje dovode do sinteze nefon&lih proteina ili
onemogdavaju interakcije sa CDK4 i CDK6. Unutatijska lokalizacija p16 proteina,
takade, odrduje njegovu funkciju i zn@mjno utte na proces maligne transformacije.
Naime, u normalnintelijama, pl6 se transportuje u nukleus, gde obdulpkciju CKI

regulisui ¢celijski ciklus. Do povéane koncentracije pl6 u citoplazmi dolazi tokom
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progresije tumora, pa se smatra da citoplazmatiokalizacija predstavlja mehanizam

njegove inaktivacije (Evangelou i saradnici, 2004)

1.3.4.4EGFR

EGFR (ErbB1, HER1) je transmembranski proteincuedi 180-kDa, koji zajedno sa ErbB2
(HER2, Neu), ErbB3 (HER3) i ErbB4 (HER4) pripadanfii EGFR (ErbB) receptorskih
tirozin kinaza. Svacetiri ¢lana ove familije imaju sthu strukturu: ligand-vezugi
ekstr&elijski N-terminalni domen, jedan hidrofobni transmbranski region,
citoplazmaténi tirozin kinazni domen koji izostaje kod ErbB&iterminalni region (Wells,
1999). lako je za sv&anove ErbB familije zajedoki mehanizam aktivacije i prenoSenja
signala, svaki od njih pokazuje karaktetisti ligand-specitinost, tkivhu ekspresiju i
trajanje signalne transdukcije (Hynes i MacDon&@09). Aktivaciju ErbB receptora
izaziva vezivanje brojnih ligandalanova EGF familije peptidnih faktora rasta (engl.
epidermal growth factor) (Yarden, 2001), koji sermpa afinitetu za receptore podeljeni u
tri grupe. Prva grupa ukljuje ligande EGFR-a: EGF (epidermalni faktor rasied,Fo
(transformisSdi faktor rastaa) i AR (amfiregulin). U drugu grupu spadaju BTC
(betacelulin), HB-EGF (heparin-vezdju EGF) i epiregulin (EPR), koji pokazuju
specifcnost za EGFR i ErbB4, a te grupu formiraju ligandi ErbB3 i ErbB4: NRG
(nuregulini) i HRG (heregulini). Vezivanje ligandavodi do homo- ili hetero-dimerizacije
receptora i aktivacije citoplazmatiog tirozin kinaznog domena, Sto finalno dovodi do
auto- ili trans-fosforilacije tirozina na C-termlinam kraju preceptora (Yarden, 2001).
Fosforilisani tirozini postaju mesta vezivanja Imibjproteina, tzv. efektora koji sadrze SH2
(engl. Src homology 2) ili PTB (engl. phosphotyresibinding) domene i nastavljaju
signalnu transdukciju. Nishodna signalna mrezaudyjg preko 100 razlitih proteina i
brojne signalne puteve kojima se reguliSu proceslifpracije, diferencijacije, adhezije,
migracije, angiogeneze i sgeva apoptoza (slika 11) (Baselga i Hammond, 2002).
Vezivanje EGF za EGFR dovodi do aktivacije Ras/RAPK i PI3K/Akt signalnih
puteva, kao i aktivacije protein kinaze C (PKC),A3Tsignalnog puta, c-Jun kinaze, p38
MAP kinaze i C&'-kalmodulin-zavisne protein kinaze (CaMK) (Huan@hang, 2011).
EGFR ima zné&ajnu fizioloSku ulogu u procesu ragaii odrzavanju homeostaze (Jorissen i
saradnici, 2003) Osim Sto dovodi do aktivacije, ivegje EGF-a predstavlja signal za
internalizaciju, ubikvitinaciju i endocitozu EGFR-ato u zdraviméelijama predstavlja
mehanizam zaustavljanja nekontrolisane signalmesdakcije (Citri i Yarden, 2006). Pored
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uloge u aktivaciji signalnih kaskada u citoplazé;FR &estvuje i u regulaciji procesa u
nukleusu, gde dospeva direktnom translokacijomdtawam ¢elijama dolazi do pov&nja
nukearne ekspresije EGFR-a tokom proliferacije.

B EGFR signaini put u nukleusu

A EGFR signalni put 4 EG_F Zralenje, cisplatin,
u citoplazmi vitamin D EGF vodonik peroksid
/- EGFFI -\ EGFR EGFR EGFR

.//\\ \

PLC-;  PI-3K Ras STATs / \
v v
Lyt

v —

Targeti u nukleusu i * ¢ *
] Ciklin D1 B-Myb INOS popravka DNK osteéenja.
* X /
N ¥ v v
kancerogeneza
profiferacije G1/8 progresija proliferacija rezistencija na
metastaze profiferacija metastaze radio-terapiju

rezistencija na
hemio- ili radio-terapiju

Slika 11. Signalni put EGFR-a u citoplazmi i nukleusu. (Ajdplazmaténi prenos signala
se ostvaruje prekdetiri modula: PL@-PKC, Ras-Raf-MAPK, PI3K-Akt-GSK i STAT.
Aktivacija ovih puteva dovodi do proliferacije tunag formiranja metastaza i sticanja
rezistencije na radio- i hemioterapiju. (B) Do aktije signalne kaskade u nukleusu moze
dovesti vezivanja liganda, vitamin D, Zemje, cisplatin i vodonik-peroksid. EGFR u
nukleusu interaguje sa transkripcionim faktorimaFE2 STAT3, reguliSéi transkripciju
brojnih gena Sto dovodi do ubrzavargalijskog ciklusa, proliferacije i rezistencije na
terapiju zrgenjem. (Preuzeto i modifikovano od Lo i Hunga, 2006

Osnovne funkcije EGFR-a u nukleusu su: regulacignsge ekspresije fosforilacija
tirozinskih rezidua ciljanih proteina i protein-pe interakcije koje aktiviraju mehanizme
popravke DNK oSt&enja (Gururaj i saradnici, 2011). Lin i saradnici pokazali da
prolinom bogat C-terminalni region EGFR-a ima tettszacionu funkciju i dovodi do
pove&anja transkripcije ciklina D1, vezuyjuse za ATRS region promotora ovog gena.
Posto EGFR ne poseduje DNK veziijdomen, pretpostavlja se da aktivaciji promotora
prethodi asocijacija sa transkripcionim faktorimajcinom 1 ili RNA helikazom A (Huo i
saradnici, 2010). Pored uloge transkripcionog kolegra u modulaciji genske ekspresije,

EGFR ima i kinaznu aktivnost, kojom se reguliSe\aldija razltitih faktora u nukleusu i
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nivo ekspresije oddenih gena. Jedini, do sada, identifikovani supd@FR-a je PCNA
(engl. proliferating cell nuclear antiger)ja fosforilacija na poziciji Tyr211 dovodi do
poveanja stabilnosti i afiniteta prema hromatinu (Warggaradnici, 2006). Translokacija
aktiviranog EGFR-a u nukleus predstavlja mehanizajpm se izbegava degradacija
receptora u uslovima stresa izazvanog jonidmjuzraienjem, temperaturom, vodonik
peroksidom ili cisplatinom (Rodemann i saradni€i02). Pri navedenim uslovima, EGFR
u nukleusu aktivira DNK-zavisnu kinazu (DNA-PK) foslacijom na poziciji Thr2609, Sto
dovodi do popravke DNK o&tenja (Bandyopadhyay i saradnici, 1998). Osim ovoga,
EGFR stupa u interakcije sa p53 i MDC1 proteinirodpvornim za popravku DNK
oStetenja uzrokovana zéanjem.

Jedan od osnovnih mehanizama regulacije EGFR sigriednsdukcije je endocitoza, koja
moze biti nezavisna ili zavisna od klatrina, St@&g&i slucaj. Vezivanje liganda za EGFR
receptor dovodi do translokacije ligand-receptomgieksa duz plazma membrane, do
regiona gde postoje akumulacije klatrina. Invagioat plazma membrane nastaju
unutactelijske vezikule oblozene klatrinom koje sadrzeatid-EGFR komplekse. Potom
dolazi do odvajanja klatrina u citoplazmi i formrmja prelaznih vezikula, koje se fuzioniSu
sa ranim endozomima. Dalji put razgradnje vodi pré&ksnih endozoma do lizozoma u
kojima se vrSi proteazna degradacija liganda i ptwa (Ceresa, 2011). Svaka od
navedenih endocitotskih organela se karakteriSgstseemom pH vredndsi, Sto dovodi do
formiranja opadajéeg gradijenta pH pogodnog za razgradnju ligandptecekompleksa.
TGFu, se razlikuje od ostalih liganda, jer obedige recikliranje receptora, tj. njegovo
vracanje u plazma membranu gde ponovesivuje u signalnoj transdukciji (McClintock i
Ceresa, 2010). Pretpostavlja se da je ovo uzrokoveid vrednostima vezivanja i
disocijacije koje su spectine za svaki ligand. 1z svega navedenog moze sguziikba
endocitoza predstavlja mehanizam negativne regelsiginalne transdukcije preko
EGFR-a.

Poreméaji EGFR signalne transdukcije mogu imati ozbilpusledice paeliju, i nage&e
se javljaju tokom kancerogeneze. Peea ekspresija receptora, aktivikggumutacije
tirozin-kinaznog domena i smanjena endocitoza pastiaju osnovne mehanizme
aktivacije EGFR-a welijama kancera (Hynes i MacDonald, 2009). Rawa ekspresija
moze biti posledica epigenéte regulacije, amplifikacije gena ili onkogenihusa (Hirsch

i saradnici, 2009). Mutacije podaju speciftne regioneEGFR gena, odgovorne za

funkciju i regulaciju receptora, Sto dovodi do kuitugivne aktivacije receptora (slika 12).
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Slika 12. Onkogene varijante EGFR-a. Sematski prikaze®éjh mutacija/varijanti EGFR-
a koje imaju onkogena svojstva. (Preuzeto i modifédno od Zhang i saradnika, 2010).
Delecije u delu gena koji kodira ekstracelularnmém EGFR-a dovode do gubitka ligand-
vezujuteg regiona i u zavisnosti od wglie zahvéenog regiona i pozicije delecije
razlikujemo EGFRvI, EGFRvII i EGFRvVIIl (Nicholas saradnici, 2006). Mutacije u
citoplazmaténom jukstamembranskom regionu promoviSu dimerimadij dovode do
konstitutivne aktivacije kinaznog domena. U ovongioau su detektovane “missense”
mutacije V689M i L703F. Delecija u egzonu 19 (LRHEAotiv), i tatkasta mutacija
(L858R) u egzonu 21 predstavljaju &&e onkogene promene tirozin-kinaznog domena.
Pored navedenih, detektovane su i broji&aste mutacije i insercije u okviru egzona 19 i
20 koje dovode do rezistencije na EGFR inhibitosenanjuju efikasnost terapije (Zhang i
Stiegler, 2010). U gliomima su detektovane i d¢ée€i-terminalnog domena (EGFRVIV i
EGFRVV) koje dovode do gubitka inhibitornog efekta kinaznu aktivnost (Nicholas i
Lukas, 2006). Pojmna aktivhost EGFR-a i aktivacija nishodnih sigitalputeva uu na
procese transkripcije i translacije, stimuliSiproliferaciju, kancerogenezu, migraciju,

adheziju i angiogenezu, i inhibir&juapoptozu (Huang i saradnici, 2009).
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1.4 Tumori centralnog nervnog sistema

Postoji preko 100 ragiitih tipova tumora koji nastaju u mozgu i ostalinelavima
centralnog nervnog sistema (CNS). Tumori centralmeynog sistema obuhvataju tumore
mozga, mozdanih ovojnica,cknene mozdine, kranijalnih nerava i ostalinh delowSza, i
predstavljaju n&e&i uzrok smrti od kancera kod dece. Ovi tumori mdmtil invazivni
(maligni) i neinvazivni (benigni), primarni i sekdarni, tj. metastaze primarnih tumora iz
drugih tkiva, ali se podela r@Xe zasniva na histopatoloSkim i morfoloSkim
karakteristikama tumora.

Prema aktuelnoj klasifikaciji Svetske zdravstvemgaaizacije (WHO) (Louis i saradnici,
2007) postoji sedam grupa tumora CNS-a sa brojmidkg@tegorijama:

1) Tumori neuroepitelnog tkiva

Astrocitni tumori

Oligodendroglijalni tumori

Oligoastrocitni tumori

Ependimalni tumori

Tumori horioidnog pleksusa

Ostali neuroepitelijalni tumori

Neuronalni i meSani neuronalno-glijalni tumori
Tumori pinealnog regiona

Embrionalni tumori

TS@mePooTw

2) Tumori karnijalnih i perifernih nerava
a. Svanomi
b. Neurofibromi
Perineuriomi
Maligni tumori perifernih nerava (MPNST)

oo

3) Tumori mozdanih ovojnica (meningealni tumori)
a. Meningiomi
b. Mezenhimalni tumori
c. Primarne melanocitne lezije
d. Ostale meningealne neoplazme

4) Limfomi i ostali tumori hematopoetskog tkiva
a. Maligni limfomi
b. Plazmacitomi
c. Granulocitni sarkomi
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5) Tumori embrionalnih ¢elija
a. Germinomi
b. Embrionalni karcinomi
c. Tumori Zumancetne kese
d. Horiokarcinomi
e. Teratomi
f. MeSoviti tumori germinativnittelija

6) Tumori podru ¢ja turskog sedla
Kraniofaringiomi

Tumori granularnil€elija
Pituicitomi

Onkocitomi adenohipofize

oo

7) Metastatski tumori

lako tumori CNS-a ne spadaju duwenajfrekventnije tipove tumora (oko 2% ukupnogjaro
tumora), zbog visoke stope smrtnosti obolelelihdsjpia meéu najagresivnije jer ¢estvuju
sa 7% u ukupnoj smrtnosti od kancera. Prema st&iist podacima, godiSnje se registruje
20 novih sldajeva obolelih na svakih 100.000 ljudi, édga 7,3 malignih (Dolecek i
saradnici, 2012). U svetu je, tokom 2008. godinbeiZeno oko 445.000 obolelih i
175.000 umrlih od posledica tumora CNS-a. U okviree heterogene grupe tumora,
benigni meningiomi predstavljaju najzastupljeniptégoriju, sa viSe od 35% zabelezenih
slucajeva. Na drugom mestu p@astalosti su maligni gliomi, kojéine oko 30% svih
tumora CNS-a, a 80% malignih tumora CNS-a (slika 13

Tumori CNS-a se mogu klasifikovati i premaduoaarodnoj klasifikaciji onkoloskih bolesti
(engl. The International Classification of Diseages Oncology (ICD-0-3)), pricemu
kodovi 0,1 i 3 ozn&vaju benigne, prelazne i maligne tumore. Premg klasifikaciji

tumori CNS-a formiraju kategorije 9380 — 9589.
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Ostali neuroepitelijalni Sistais Glioblastomi
tumori 11.5% 15.8%
0.5% '

Astrocitomi
6.3%

Ependimalni tumori
2.0%

Limfomi
2.2%
Tumori nervnih
ovojnica
8.3%

Oligodendrogliomi
1.8%

Embrionalni tumori
1.2%

Kraniofaringiomi

0.9% Gliomi (ICD-0-3: 9380-9384,

9391-9460, 9480) predstavljaju
29% ukupnog broja tumora CNS-a,

Tumori hipofize i 80% malignih tumora CNS-a

14.1% Meningiomi

35.5%

Slika 13. Zastupljenost raalitih tipova tumora centralnog nervnog sistema. fibstija je
odreiena na osnovu uzorka wghie n=311.302. Meningiomi su najzastupljeniji (35%9k

su gliomi na drugom mestdine¢i 29% ukupnog broja tumora CNS-a. (Preuzeto i
modifikovano od Dolecek i saradnika, 2012).

HistopatoloSka klasifikacija tumora se zasniva r@agenama u morfologijgelija tumora u
odnosu na normalno tkivo, ukfuju¢i razlike u velEini i obliku nukleusa, kao i
zastupljenostcelija u deobi. Na osnovu mikroskopskog pregledaolpat klasifikuju

tumore u pet grupa:

* Gx - nije mogde odrediti gradus tumora
* Gl - dobro diferenciraneelije

* G2 - umereno diferencirardelije

* G3 - slabo diferencirangelije

* G4 - nediferenciranéelije

Tumori koji su svrstani u grupu G3 i G4 imaju tendigu brZzeg rasta i Sirenja u odnosu na
tumore iz grupe G1 ili G2. Klasifikacija prema guatma je tumor-specifna i veoma
zna&ajna za pravilnu terapiju i prognozu. Prema Svgtsdltavstvenoj organizaciji (WHO)

tumori mozga se klasifikuju u graduse sk@bearakteristika:
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WHO gradus | — lezije niskog proliferativnog potencijakelije skoro normalnog izgleda,
hrurSko odstanjivanje dovodi do potpunog éelieja — benigni tumor

WHO gradus Il — lezije slabe mitotske aktivnosti, ali imaju splsost infiltracije okolnog
tkiva i progresije u tumore viSih gradusa.

WHO gradus Il - maligne lezije pov&ane mitotéke aktivnosti,celije su promenjene,
anaplastine i imaju sposobnost invazije okolnih tkiva

WHO grade IV — lezije sa izrazenom mit@ékom aktivnogu, tumor raste brzo, Sifese u
okolne regione, izraZzena je angiogeneza, u centnoia su prisutni nekr@ii regioni.

Prosé€na petogodiSnja stopa prezivljavanja pacijenatabsezr83,8%, méutim postoje
izraZzene varijacije usled histoloskih razlika, at#@u sl¢aju pilociticnih astrocitoma, do
manje od 5% u sbaju glioblastoma (Dolecek i Propp, 2012). Na stgpezivljavanja

negativno ute visi gradus tumora, kao ié&eestarost pacijenata prilikom prve dijagnoze.

1.4.1 Gliomi — karakteristike i podela

Gliomi predstavljaju brojnu grupu neuroektodermaltumora, vode poreklo od glijalnih
¢elija i cine preko 80% svih tumora mozga (Kleihues i Sok2®00). Detaljnija
histolopatoloska klasifikacija glioma se zasniva marfoloskim kriterijumima i stepenu
diferencijacije ¢elija, kao i izgledu nukleusa, mitokioj aktivnosti, prolifraciji ¢elija
endotela i stepenu nekroze (Furnari i saradnid720Na osnovu tip&elija iz kojih se
razvijaju, u okviru glioma razlikujemo astrocitonmigodendrogliome, oligoastrocitome i
ependimome, koji se prema WHO kriterjumima, dak&sifikuju prema stupenu
malignosti u graduse I-1V (slika 14).

WHO Il Astrocitomi Oligoastrocitomi Oligodendrogliomi
(3-10 godina; ? %) (5-12 godina; ? %) (8-20 godina; ? %)
WHO Il Anaplasticni Anaplasti¢ni Anaplasti¢ni
astrocitomi oligoastrocitomi oligodendrogliomi
(2-5 godina; 10-30%) (2-8 godina, 20-60%) (2-10 godina; 40-80 %)
WHO IV Glioblastomi

(1-2 godine; 10%)

Slika 14. WHO Kklasifikacija glioma. Na levoj strani su ozeai WHO gradusi. Ispod
svako tipa tumora je navedeno prése prezivljavanje i frekvenca odgovora na terapiju.
(Preuzeto i modifikovano od Louis i saradnika, 2001
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Niskogradusni gliomi obuhvataju tumore gradusalll (difuzni), uklju¢ujué¢i astrocitome,
oligoastrocitome i oligodendrogliome. U grupu visgkadusnih glioma spadaju tumori
gradusa Il i IV, tj. anaplasihi astrocitomi, anaplasti oligoastrocitomi, anaplaghi
oligodendrogliomi i glioblastomi (Louis i saradnicR001). Preko 76% gliom&ine
astrocitomi, od kojih su najbrojniji astrocitomiaglusa IV — glioblastomi (GBM) (slika 15).
lako imaju identinu histoloSku sliku, glioblastomi se razlikuju p@hanizmu formiranja i
genetékim promenama, i mogu biti primarni, koji nastaja novo i sekundarni koji su
manje zastupljeni u populaciji (10% GBM), nastajiogresijom iz astrocitoma nizih
gradusa i javljaju se kod pacijenata diteod 45 godina. Primarni glioblastomi se javljaju
kod starijih pacijenata. Ovo su izuzetno agresiwgoma invazivni tumori, Sto potduje
podatak da dve téme pacijenata ima kligku istoriju kra&u od 3 meseca (Ohgaki i
saradnici, 2004).

Ostali gliomi Astrocitomi i glioblastomi

Maligni gliomi, NOS
1.9% ine 76% glioma

7.2%

Ependimomi
6.7%

Oligodendrogliomi
6.2%

Pilociti¢ni astrocitomi Glioblastomi

5.1% 54.0%
Difuzni astrocitomi
9.5%
Anaplasticni
astrocitomi
5.9%
Oligoastrocitomi
3.3% T ICD-0O-3kodovi= 9380-9384,9391-9460,9480

Slika 15. Zastupljenost podtipova glioma. Distribucija jeratbna na osnovu uzorka
velicine n=90.828. Najbrojniju kategorigine glioblastomi (astrocitomi gradusa 1V), koji
zajedno sa astrocitomima gradusa Il idihe 76% glioma. (Preuzeto i modifikovano od
Dolecek i saradnika, 2012).

-34 -



DOKTORSKA DISERTACIJA Uvod

lako se histopatoloska klasifikacija tumora i dgdj@gmenjuje za postavljanje dijagnoze i
odreiivanje terapije, ovaj subjektivni metod ne oméaua preciznu predikciju ponasanja
tumora, odgovora na terapiju i prezivljavanja pamgta (Louis i Holland, 2001). Take,
na osnovu histopatoloskih kriterijuma nije moégurazdvojiti primarne i sekundarne
glioblastome. Pratavanjem genatke osnove nastanka i progresije glioma dobijeni su
brojni podaci o specinim genettkim promenama karakterigtiim za ove malignitete.
Pored toga, poznavanje osnovnih getkdti promena je omodilo primenu adekvatnih
metoda za dijagnostiku ovih oboljenja, kao i ciilfaterapeutika za njihovo denje. Do
sada su utdene promene u broju kopija gena i hromozoma (deleamplifikacije), kao i
odraiene tg&kaste mutacije, na osnovu kojih su identifikovandjbi onkogeni i tumor
supresor geni karakteri&ti za inicijaciju i progresiju raaitih podtipova glioma
(Dahlback i saradnici, 2009). Metodoloski razvgrimena mikroereja (engl. microarray)
su omogdili proucavanje ekspresije velikog broja gena, i primenu ijdaih
transkripcionih profila za integrisanu molekularrdasifikaciju tumora i predikciju
odgovora na terapiju. Ovakav pristup je pokazaswdki analizirani tumor ima jedinstven
ekspresioni profil, te da se mora teziti persommai@om pristupu u &enju pacijenata. Na
osnovu rezultata projekta Atlas genoma kanceraGA@ngl. The Cancer Genome Atlas),
zasnovanog na ideji molekularnog pristupa u terdg@ipcera, izvrSena je dalja podela
primarnih glioblastoma na klasii, mezenhimalni, neuralni i proneuralni podtipkal16)
(Van Meir i saradnici, 2010). Svaki od navedenildlfgmva se karakteriSe odgovar@jmu
setom genetkih promena, Sto dovodi do radtih odgovora na terapiju, koja se prema

tome mora prilagoditi.
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Progenitorske ¢elije Poedtipovi primarnih glioblastoma

r -.\ L EGFR mutacije/amplifikacije/povetana ekspresija
Nervna stem éelija Klasiéni PTEN delecija/mutacija

—_— CDKN2A deleclja
~ NES povetana ekspresija
0 Notch & Shh aktivacija puteva

Prelazna éelija

NF1 delecija/mutacije
Q lez n  TP53 delecija/mutacije
PTEN

delecija/mutacije
Neuronalni/Glijalni __ﬁt__r&ﬁﬂsl.l CD44, MERTK povetana ekspresija
progenitor TIC BCPC _ NFKB aktivacia puteva

CG V> > _}@ » > & pa— EGFRSHPIHMWW«W‘&
I :_.,T(' geneticke promene Neuralni Ekspresija neuronskih marke
i i Klonalna evolucija > (NEFL, GABRA1, SYTH, W&!&j

Astrocit

Proneuralni EﬂHﬁFmﬁ]iﬂm]a
————————>  PIK3APIK3R1 mutacije
TP53, COKNZA & PTEN delecija/mutacije
- EKM‘& h markera
Oligodendrocit > BCPC ~ Sekundarni {5ax, Dc:‘;-nm ?I&;mmh
Astrocitomi 6 glioblastomi 5  (PDCFRA, OLIGS, TOFS, NIX2.2)
gradusa I/l HIF, PI3 kinaza & PGFFRA aklivacija puteva

Slika 16. Podela glioblastoma prema getikitn mehanizmima patogenezeéelije iz kojih
nastaje tumor, TIC (engl. tumor-initiating cellagstaju od normalnih mozdaniklija pod
uticajem genetkih promena. Dalja akumulacija gertéth i epigenetikih alteracija
dovodi do transformacije TIC u propagirételije, BCPC (engl. brain cancer propagating
cells) prekursore glioblastoma. Na osnovu gekitipromena razlikujemdaetiri podtipa
primarnih glioblastoma. (Preuzeto i modifikovano\tah Meir i saradnika, 2010)
Stope prezivljavanja pacijenata obolelih od maliggiioma su veoma niske, bez obzira na
zna&ajan napredak u dijagnostici i terapiji tokom pogthih decenija, koji je doveo do
pove&anja prezivljavanja pacijenata sa skoro svim astdalpovima tumora. Prognoza je
loSija za visokogradusne tumore i starije pacijeNajveu stopu prezivljavanja imaju
pacijenti sa tumorima gradusa Il koji zive, u pitase5-8 godina, zatim pacijenti sa
anaplastinim astrocitomima (progeo 3 godine), dok je u siaju glioblastoma progeo
prezivljavanje 12-18 meseci (Gladson i saradnifil®. Standardno ¢enje glioblastoma
podrazumeva hirurSko uklanjanje tumora,éereo radioterapijom i hemioterapijom DNK
alkiluju¢im agensima (temozolomidom) (Stupp i saradnici, 3300Na osnovu rezultata
brojnih epidemioloSkih studija utdeno je da powaan rizik za razvoj ove bolesti imaju
starije osobe muskog pola kavkaske rase (Bondyendéah, 1996). Pretpostavlja se da
pojedini spoljasnjtinioci dovode do pou&anja rizika za nastanak glioma, ali jos uvek nisu
identifikovani pouzdani markeri. U faktore rizikpaglaju nikotin, konzumiranje alkohola i
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kafe, izlozenost infekcijama (polioma i citomegalousi, influenca, Varicella Zoster,
Toxoplasma gondij pojedini vitamini (vitamin C, vitamin ), kozmetéki proizvodi
(proizvodi za bojenje i ispravljanje kose), indyski agensi (proivodnja gume, benzina,..),
mobilni telefoni, elektromagnetno zenje, kao i raztiti genski polimorfizmi (Efird,
2011).

1.4.2 Gliomi — molekularni mehanizmi nastanka

Gliomi, kao i ostali tumori, nastaju usled akumijecgenetékin promena (t&aste
mutacije, translokacije, amplifikacije i delecijegpigeneitkih modifikacija, koje menjaju
fenotip ¢elija i uticu na regulaciju brojnih signalnih puteva. lako nij@gite definisati
tacan broj i redosled promena tokom kancerogenezeyagafuci projektu TCGA,
identifikovani su klj@gni geni odgovorni za nastanak i progresiju gliorsi&ké 17). Brojne
razlike u genetkim promenamaak i u okviru istog gradusa glioma, uklazuju nazanu
heterogenost tumora, koja je prisutna i u okvirzliédih regiona pojedinéih tumora, Sto
je posebno izrazeno u hipoksim regionima i regionima prekida krvno-mozdaneijbes
(Gladson i Prayson, 2010) Za oligodendrogliome dgsa |l i anaplastne
oligodendrogliome gradusa Il je karaktedsim gubitak heterozigonosti (LOH)
hromozoma 1p i 19q, koji se javlja u 40% do 90%cajeva i predstavlja pozitivan
prognostéki faktor, kao i inaktivacijdPTENgena, metilacijom promotora (Louis, 2006).
Amplifikacija PDGFRx se javlja u oko 7% ovih tumora (Smith i saradnizD00).
Najce¥a promena u genomima astrocitoma gradusa Il je ikagija PDGFRx i
PDGFRS gena (3-33% sliajeva), kao i gubitalp53 gena (Louis, 2006). Anaplastie
astrocitome (gradus lll) karakteriSe gubifak gena koji se javlja u oko 30% ovih tumora
usled delecije hromozoma 13qg13, i inaktivacija tunsmpresorapl6™ *YCDKN2A,
detektovana u oko 50% uzoraka. Mutagf8 gena su zastupljene sa istom frekvencijom,
dok je amplifikacijaMDM2 gena detektovana u 13% do 43%. (Reifenbergeraidsaui,
1993).

Gubitak hromozoma 22q i amplifikacija 7q regiona musutni kod 20% anaplastiih
astrocitoma, ali jos uvek nisu poznati geni kojirsgaze u ovim regionima, kao ni uloga

ovih hromozomskih aberacija (Ino i saradnici, 199&hrock i saradnici, 1996).
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Gen/lokus Efekat PreZivljavanje ASTROCIT.

— GLIJALNI PREKURSOR,
Gradus II: Astrocitomi I NERVNA STEM CELIJA
Progresivna e e
pS53mutacije  wmerena proliferacija . akumulacija f
PDGFR ~ invazivnost 5-10 godina genetickih
l promena
4+
Gradus I11: Anaplastiéni astrocitomi I
CDK4/6 proliferacija
Rb mutacije invazivnost 23 godi de novo
19q delecije angiogeneza i
11p delecije
1 Gen/lokus Efekat Prezivljavanje
Gradus IV: Sekundarni glioblastomi (10%) i l Gradus IV: Prunarm glioblastomi (90%) ]
INK4a/ARF mutacije/delecije
izrazena proliferacija EGFR amplifikacije (36%) -
10q delecije  invazivnost, CyclinD1/3 # izrazena proliferacija,
PTEN mutacije  angiogeneza, P P MDM2/4 /  iwvazivnost, o o o
(10%) nekroza, LOH 10pi 10q (70%)  Aanglogeneza,
rezistencija PTEN mutacije (25%) ~ nhekroza,
Bel2L12 (95%) rezistencija
Mladi pacyenti (<45 godina) Stariji pacijenti (>45 godina)

Slika 17. Genetéke promene koje dovode do nastanka glioblastomea&i prikaz
prezivljavanja pacijenata, fenotipa tumora i gefkéti alteracija tokom nastanka primarnih
(de nov9 i sekundarnih glioblastoma. lako su histoloSlgnttni, ova dva podtipa GBM
pogataju razltite starosne kategorije i imaju razte mehanizme nastanka. (Preuzeto i
modifikovano od Furnari i saradnika, 2007).
Najce&e promenjeni geni u genomima glioblastomapsa (40%), EGFR (37%) i PTEN
(30%). Genetike promene karakterigtie za primarne i sekundarne glioblastome se
medusobno razlikuju, jer ova dva tipa GBM imaju réité mehanizme nastanka (Ohgaki i
Kleihues, 2007). AmplifikacijegEGFRa i LOH 10qg regiona na kome se nalaz?TEN
tumor supresor, predstavljaju kijue promene u genomima primarnih glioblastoma, dok s
mutacije p53 gena osnovna karakteristika sekundarnih gliobhaat¢Gladson i Prayson,
2010). Pored navedenih promena, prema rezultatintfjes iz 2008. godine identifikovana
je speciftna mutacija u aktivnom centru izocitrat dehidrogena (IDH1) karakteristha
za sekundarne glioblastome (Parsons i saradnifB)28ipermetilacija promotora MGMT
gena se javlja i u primarnim (36%) i u sekundariif®%) GBM i predstavlja pozitivan
prognostéki faktor u terapiji temozolomidom (Hegi i saradni2005). Pored promena u
pojedin&nim genima, izrazena genomska nestabilnost, acimarGIN, predstavlja jednu
od glavnih karakteristika GBM. Delecije zahvatajo® sve hromozome, a kage 1p,
6q, 9p, 10p, 10q, 13q, 14q, 15q, 17p, 18q, 19q,i22gromozom (Kanu i saradnici, 2009).
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Gubitak heterozigotnosti (LOH) hromozoma 10 predganajfrekventniju genetku
promenu koja se javlja sa podjednakotesialogu (60-80% ) u oba tipa GBM, Sto ukazuje
na prisustvo brojnih tumor supresora u ovom regi@arlbom i saradnici, 1993). Neke od
navedenih genetkih promena direktno dovode do progresije gliomak ddruge
pove&avaju genomsku nestabilnost quiii na procese popravke DNK oéémja, DNK

replikaciju i razdvajanje hromozoma toka@mlijske deobe.

1.4.2.1EGFR/PTEN/Akt/mTOR signalni put

EGFR/PTEN/Akt/mTOR signalni put ima kfjou ulogu u razvoju primarnih glioblastoma.
(Kita i saradnici, 2007). Konstitutivnom aktivaaip PI3K i MAPK mitogenih signalih
puteva obezhiije se autonomna proliferacija nezavisna od spgljagaktora rasta, Sto
predstavlja jednu od osnovnih karakteristika madi¢glije (slika 18) (Hanahan i Weinberg,
2011). Povéana ekspresijgaGFRa je detektovana kod viSe od 60% primarnih, i reag
10% sekundarnih GBM (Biernat i saradnici, 2004 yedcamplifikacija, odréene mutacije,
od kojih su najfrekventnije zastupljene delecijezamp 2-7 (EGFRvIIl), dovode do
konstitutivne aktivacije EGFR-a i aktivacije PI3K{A signalnog puta (Mellinghoff i
saradnici, 2005).

EGFR/PTEN/AKt

|

EGFR ERBE2 PDGFRA MET
signalni put ) B ar
promenjen u
88% GBM : ) = = =5
Mutacije, amplifikacija Mutacije Amplifikacija Amplifikacija
45% 8% 13% 4%

homozigotne delecije @ —1 -.‘\H_RAS /.l —_— - I-— @ —

Mutacije Mutacije,
z:galne delecije
% Mulacije Ml:lﬁﬂ;"e
2%
l E AKT ) Amplifikaciija
el A e 2
Proliferacija . Mutacii

=/ \l la

| S P

Slika 18. NajceXe promene EGFR/PTEN/Akt signalnog puta u gliomi@azenom bojom
Su oznaene aktivirajde, a plavom inaktivirajte promene koje dovode do gubitka
funkcije. Pored svakogcesnika signalne kaskade su navedeni mehanizmikvdreije
promena karakterigtnih za gliome. U 88% glioblastoma su detektovanemane bar
jednog gena iz ovog signalnog puta. (Preuzeto iiflkodano od Van Meir i saradnika,
2010).
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Zbog svoje uloge u promovisanfelijske proliferacije, EGFR ima ztajan doprinos u
patogenezi glioma, i predstavlja primarni ciljni kekul za terapiju razitim inhibitorima.
Odgovor na terapiju EGFR kinaznim inhibitorima zwd status@®TENa. Inaktivacija
ovog tumor supresora je karaktedsa za primarne glioblastome, kod kojih dovodi do
rezistencije na EGFR kinazne inhibitore (MellinghidfVang, 2005). Homozigotne delecije
PTEN gena se retko javljaju, za razliku od metilacijmotora, LOH-ova i té&astih
mutacija, malih insercija i delecija, koji preddfaju osnovne mehanizme njegove
inaktivacije (Ohgaki i Dessen, 2004). PI3K aktivibkha kompleksa serin/treonin kinaze
MTOR (MTORC1 i mTORC2), Sto pozitivno reguligelijski rast, proliferaciju i
prezivljavanje i podste razvoj glioma (Akhavan i saradnici, 2010). lako rezultati
preklini¢kih ispitivanja pojedinih inhibitora mTOR-a, n&rw rapamicina, pokazali njihov
efekat u indukciji apoptoze, zaustavljangelijskog ciklusa i smanjenju angiogeneze,
njihova primena je izostala usled plaststi tumorskinéelija i alternativnih mehanizama

aktivacije preostalih signalnih puteva, kao StMgPK (Carracedo i saradnici, 2008).

1.4.2.2p53/MDM2/p14°7F signalni put

Inaktivacija p53 tumor supresora predstavlija raoigataj u nastanku sekundarnih
glioblastoma (Louis, 1994). Zwaj p53 u nastanku glioma poflen je povéanom
frekvencijom pojave ovih tumora kod pacijenata s&taumeni sindromom, uzrokovanim
naslednim mutacijama p53 genu (Malkin i saradnici, 1990). Do inaktivacp®3 gena u
gliomima dolazi usled tkastih mutacija koje podaju DNK vezuj¢i domen ili zbog
gubitka heterozigotnosti hromozoma 17p. Ovaj tuswgoresor je inaktiviran kod vise od
dve tre&ine sekundarnih GBM, kod kojih se 57% mutacija nalakodonima 248 i 273, u
poreienju sa primarnim GBM kod kojih se mutacije jawljaga manjom g&estalogu
(<30%) i uniformnijom distribucijom u svim egzoninf@hgaki i Dessen, 2004). Pa@ana
ekspresija negativnih regulatora p38DM2 i MDM4, predstavlja alternativni mehanizam

inaktivacije ovog tumor supresora u primarnim GBMistaktnimp53 Glika 19).
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Slika 19. Najce&e promene p53 signalnog puta u gliomima. Crvenojorbsu oznéene
aktivirajuce, a plavom inaktivirajfe promene koje dovode do gubitka funkcije. Pored
svakog u@esnika signalne kaskade su navedeni mehanizamekvédncije promena
karakteristénih za gliome. U 87% glioblastoma su detektovamen@ne bar jednog gena iz
ovog signalnog puta. (Preuzeto i modifikovano odh Wéeir i saradnika, 2010).

Smanjena ekspresijpl4*"" gena izazvana homozigotnim delecijama ili metitawij
promotora, se javlja u 76% uzoraka glioblastomapadjednakom zastupljenas u oba
tipa (Nakamura i saradnici, 2001). Aberantna regjslap53 signalnog puta dovodi do
poremeéaja u regulacijicelijskog ciklusa, odgovorgelija na oStéenja DNK, apoptoze,

diferencijacije i neovaskularizacije (Bogler i sén&i, 1995).

1.4.2.3p16M*?/RB1 signalni put

Pored p53 mreze, i RB signalni put ima veoma vailogu u regulacijiéelijskog ciklusa,
kontroliSwi prelazak iz G1 u S fazu, a njegova inaktivacijavatli do progresije i
primarnih i sekundarnih glioblastoma. Ovaj put foaju CDKN (ciklin zavisni kinazni
inhibitori), ciklin-zavisne protein kinaze CDK4 i0K6, E2F familija transkripcionih
faktora iclanovi RB-familije: RB, p107, p130 (Knudsen i Warz§10).
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Slika 20. NajceZe promene RB signalnog puta u gliomima. Crvenonormogu oznéene
aktiviraju¢e, a plavom inaktiviraje promene koje dovode do gubitka funkcije. Pored
svakog u@esnika signalne kaskade su navedeni mehanizamekvédncije promena
karakteristénih za gliome. U 77% glioblastoma su detektovamen@ne bar jednog gena iz
ovog signalnog puta. (Preuzeto i modifikovano oah Wéeir i saradnika, 2010).

lako promene u ekspresiji svakog od navedeniihegmmatimaju zn&yjan uticaj na proces
kancerogeneze jer dovode do poréaje u signalnoj kaskadi, i@se su pogdeni Rbl,
p16N 4 | CDK4 geni (slika 20). Smanjena ekspresiRbl gena, karakteristha za
astrocitome viSih gradusa, predstavlja kasni dageokom progresije ovih tumora (Biernat

i saradnici, 1997) . Pored mutaciRbl gena koje su prisutne u oko 25% uzoraka
astrocitoma viSih gradusa, gubitak 13q hromozonmaetilacija promotora dovode do
inaktivacije ovog gena (Ohgaki i Kleihues, 2007)o Qubitka aktivnosti RB proteina
dovodi i inaktivacija p18*“?, usled homozigotnih delecija i metilacije promatobelecije
INK4a/ARF lokusa, na kome se nalazi ovaj tumor sapr, zajedno spl4"‘genom, su
prisutne kod preko 50% malignih glioma gde dovodepdreméaja u regulaciji kako RB,
tako i p53 signalnog puta. Ztg inaktivacije RB signalnog puta za nastanak géaoe
evidentan, iako samo ovaj daigq nije dovoljan za transformacijtelija, Sto ukazuje na
prisustvo kompleksne mreze signalnih puteva kégistvuju u regulacijéelijskog ciklusa
(Xiao i saradnici, 2002).
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Nazna&ene kompleksne interakcije koje se uspostavljakorio kancerogeneze, kao i
izrazena intra- i inter-tumorska heterogenost, si@djaju nepremostivu barijeru za
uspeSnu prevenciju, dijagnostiku i terapiju glionfRazjasnjenje slozenih molekularnih
mehanizama koji dovode do nastanka i progresijeotammozga glijalnog porekla
predstavlja preduslov za uspesniji terapeutskiygisGenetikom analizom tumora mozga
razlicitih gradusa mogu se detektovati promene karakit@res za odgovarafe faze
tumorigeneze, kao i njihov uticaj na prezivljavap&cijenata. Takie, na ovaj nén se
mogu identifikovati potencijalni molekularni bionkari za dijagnostiku, terapiju i
prognozu ovog oboljenja. Bolje poznavanje promergemomimacelija kancera raalitih
gradusa bi omodtilo precizniju identifikaciju razlika u mehanizminmastanka primarnih i
sekundarnih glioblastoma, kao i njihovu lakSu diasfiku. Pored ovoga, identifikacija
novih gena ukljgenih u specitine faze procesa evolucije glioma, moze imati velikd&aj
za preciznije objasnjenje redosleda dizga tokom inicijacije, promocije i progresije

glioma.
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2 Ciljevi

Osnovni cilj ove doktorske disertacije je molekakar karakterizacija glioma i
identifikacija potencijalnih markera promocije, gresije i prognoze bolestda bi se to

realizovalo postavljeni su sledleadaci:

1. Odrediti stepen ukupne, hromozomske i mikrosataitpenomske nestabilnosti u

uzorcima 30 pacijenata obolelih od tumora mozgalglg porekla.

2. ldentifikovati nove gene odgovorne za nastanakogmsiju glioma analizom

razlika izmetu AP-PCR DNK profila tumorskog i zdravog tkiva.

3. Analizirati promene p53 PTEN pl16i EGFRgenima i to:
a. mutacioni status i gubitak heterozigotngeiBtumor supresor gena
b. gubitak heterozigotnosBTENtumor supresor gena
c. gubitak heterozigotnosti i prisustvo homozigotnibletija p16 tumor
supresor gena

d. amplifkacioni statuE GFRonkogena.

4. Utvrditi doprinos alteracija identifikovanih i amaranih gena u inicijaciji,
promociji i progresiji primarnih i sekundarnih dhlastoma, korelacijom
ucestalosti detektovanih promena sa histopatoloSkarampetrima i stepenom

genomske nestabilnosti.

5. Ispitati meiusobnu povezanost promena u identifikovanim i airalhim genima.

6. Odrediti uticaj analiziranih genékih promena na prezivljavanje pacijenata i
utvrditi da li neki od analiziranih gena moZe daegstavlja potencijalni

molekularni marker za dijagnostiku i prognozu owhgljenja.
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3 MATERIJAL | METODE

3.1 Uzorci tkiva

Uzorci tumorskog tkiva i krvi za potrebe izrade odisertacije su prikupljeni od 30
pacijenata kojma je prvi put dijagnostikovan i Inkim putem odstranjen primarni tumor
mozga glijalnog porekla. Svi pacijenti su operisaaiKlinici za neurohirurgiju Klinikog
centra Srbije. Uzoci su zamrzavani @rtem azotu neposredno po hirurskoj intervenciji,
gde su icuvani do izolacije DNK. Uzorci su sakupljani i amzahani nakon dobijanja
dozvole Ettkog odbora Klinikog centra Srbije i pisane saglasnosti pacijerataskladu
sa ettkim standardima HelsinSke deklaracije donete 19§ddine. HistopatoloSka
klasifikacija svih 30 uzoraka tumora je izvrSena krderijumima Svetske zdravstvene
organizacije (engl. World Health Organization, WHi2)2007. godine (Louis i Ohgaki,
2007).

Na osnovu dobijenih nalaza kod 8 pacijenta je pijstaa dijagnoza ,anaplastii
astrocitom gradusa IlI“, dok je kod preostalih 2&cipenta dijagnostikovan ,glioblastom
multiforme gradusa IV*. Od 30 pacijenata ukiumih u studiju, 19 su bili muskog, a 11
Zzenskog pola. Pro&ea starost pacijenata u trenutku operacije je36l8 godina, préemu

je najmlati pacijent imao 20, a najstariji 84 godine. Pregldohi ckopatoloSkih parametara
svakog pacijenta kao i njihova sveukupna distrijpuaati su u tabeli 1Prosé€no
prezivljavanje pacijenata je 11 meseci po operadiji jedan pacijent nije primio ni
radioterapiju ni hemioterapiju pre operacije.
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Tabela 1.Pregled klinikopatoloskih parametara 30 pacijenata obolelihlmorg

Redni broj Oz_r_laka Godine Pol H'StOpat.0|OSk' Gradus Pusaki
pacijenta podtip status

1 1 62 M GBM \Y; Ne
2 2 66 M GBM \Y; Da
3 6 59 M GBM \Y;

4 8 30 z AA M

5 11 60 M GBM \Y; Da
6 22 20 z AA 11 Ne
7 25 51 z GBM \Y; Ne
8 27 47 z AA 1 Da
9 30 63 M GBM \Y, Da
10 32 71 z GBM \Y Ne
11 34 60 M GBM \Y,

12 35 75 z GBM \Y Ne
13 38 63 M GBM \Y,

14 40 55 M AA 11 Da
15 41 56 M GBM \Y,

16 42 50 M AA n Ne
17 45 60 z GBM \Y4 Ne
18 46 64 M AA n Da
19 52 54 M GBM \Y; Ne
20 53 51 M GBM \Y, Ne
21 54 38 z AA 1

22 55 84 M GBM \Y, Ne
23 59 58 M GBM \Y; Da
24 82 57 M GBM \Y; Da
25 83 71 M GBM \Y, Ne
26 84 59 z GBM v

27 85 71 M AA n

28 86 48 z GBM \Y

29 87 41 M GBM \Y,

30 89 64 z GBM v Ne

M-muski pol, Z-Zzenski pol, GBM-glioblastoma multifoe, AA-anaplastini astrocitom
3.2 lzolacija nukleinskih kiselina

3.2.1 lzolacija genomske DNK iz tumorskog tkiva

Genomska DNK je izolovana iz tumorskog tkiva, kae kontrolnih uzoraka krvi svih 30
pacijenta po proceduri koju su opisali Sambrookradnici (1989). Postupak izolacije se
sastoji iz sled&h koraka:
DAN |

» Ise&ti do 100mg tkiva, préemu se ceo postupak obavlja Sto brze i na ledu.

* 100 mg tkiva lizirati u 1,2 ml digestionog pufetE00 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI,

25 mM EDTA pH=8) . SmeSu homogenizovati stakleniapgem.
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U resuspendovano tkivo dodati finalno 0,5% SDS@16 mg/ml proteinaze K i

inkubirati preko néi na temperaturi od 5G.

DAN I

Dodati istu kol€inu proteinaze K, kao i prethodnog dana i inkubirbh na
temperaturi od 5T uz mesSanje

Ekstrakcija DNK zapéinje dodavanjem smesSe fenol/hloroform/izoamil-alioh
odnosu 25:24:1 u zapremini u kojoj je dodat digestpufer prethodnog dana.
Celokupnu smesu inkubirati 20 minuta na sobnoj tewoiri, a zatim centrifugirati
na 10000rpm 10 minuta. Pazljivo odvojiti gornju ¢emu) fazu u nove tube i
postupak ekstrakcije ponoviti jos 2 puta.

Ceo postupak ponoviti sa smeSom hloroform/izodkaleol (24:1). SmeSa se
dodaje u zapremini izd&ne vodene faze.

Centrifugirati na 10000 rpm 10 minuta, potom odaornju fazu u novu tubu i
izmeriti njenu zapreminu.

Dodati RNA-zu A u finalnoj koncentraciji 100 pg/rihalno i inkubirati 1h na 37
°C.

Dodati proteinazu K u finalnoj koncentraciji 0,1 fmi inkubirati joS 1h na 37 °C.
Ponoviti organsku ekstrakciju prvo sa smeSom fémmbform/izoamilalkohol
(25:24:1), a potom i sa smeSom hloroform/izoamdatd (24:1). Obe smeSe se
dodaju u zapremini izdvojene vodene faze.

Odvojiti vodenu fazu u novu tubu.

Precipitacija DNK se vrsi istovremenim dodavanje@¥3zapremine 3M natrijum
acetata i 2 zapremine 100% etanola, uz lagano needak se ne pojave koidi
DNK. Ovako ekstrahovana DNK moZe se neodgramd dugocuvati na -20 °C.
Umesto 30% zapremine 3M natrijum acetata moze gstkbi %2 zapremine 7,5 M
amonijum-acetata.

Staklenim stagem izvaditi DNK, isprati je u 70% etanolu i rastioru
autoklaviranoj dejonizovanoj vodi ili TE puferu.

Koncentracija potpuno rastvorene DNK se ddje spektrofotometrijski

(Biophotometer, Eppendorf, Nekia).

-47 -



DOKTORSKA DISERTACIJA Materijal i metode

3.2.2 lzolacija genomske DNK iz krvi

Izolacija DNK iz krvi pacijenata vrSi se po proceidkoju su opisali Sambrook i saradnici

(1989) i sastoji se iz sle¢ié koraka:

DAN |

1. Epruvete u kojima je smeSa krvi i antikoagulansaE(TA) energéno promesati
okretanjem nekoliko puta.

2. U 3ml smesSe krvi i antikoagulansa dodati 3 ml ala@kanog TE pufera (10mM Tris

HCl i 1ImM EDTA pH=8).

Centrifugirati na 10000 rpm 2 minuta.

Pazljivo odliti supernatant, a talog resuspendav&iml| TE pufera.

Ponoviti ispiranje ( koraci 3 i 4) sve dok talog postane beo (4-6 puta).

Talog resuspendovati u 135DTE pufera i izmeSati na vorteks aparatu.

Dodati SDS u finalnoj koncentraciji 2% i snaznorpesati.

Dodati 0,15 mg/ml proteinaze K i proikati.

© © N o g &~ w

Inkubirati 2h na temperaturi od %5, pa preko né na 37°C.

DAN I

1. Ekstrakcija DNK zap&inje dodavanjem 150Qu smeSe fenol/hloroform/izoamil-
alkohol u odnosu 25:24:1.

2. Centrifugirati na 7000 rpm 7 minuta.

3. Pazljivo odvojiti gornju (vodenu) fazu i prebaciii novu tubu. Ponoviti postupak

(koraci 10-12) dva puta.

Dodati 2000ul smese hloroform/izoamil-alkohol (24:1).

Centrifugirati na 8000 rpm 7 min.

Pazljivo odvaoijiti gornju (vodenu) fazu i prebaaithovu tubu.

N o o &

Precipitacija DNK se vrsSi istovremenim dodavanje®f63 zapremine 3M natrijum
acetata i 2,2 zapremine rastdaog 100% etanola, uz lagano meSanje dok se neepoja
korci¢i DNK. Ovako ekstrahovana DNK moZe se neogfamd dugaiuvati na -20 °C.
Umesto 30% zapremine 3M natrijum acetata moze sstitoi 10% zapremine 0,1 M
natrijum hlorida

8. Staklenim stagiem izvaditi DNK, isprati je u 70% etanolu i rastition autoklaviranoj

dejonizovanoj vodi ili TE puferu.
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9. Koncentracija potpuno rastvorene DNK se ddie spektrofotometrijski
(Biophotometer, Eppendorf, Netka). Odréuje se koncentracija iz bar dva réaih
razblazenja da bi se sa sigurélw$otvrdilo da je DNK rastvorena.

3.2.3 Provera kvaliteta izolovane DNK

Provera kvaliteta izolovane i potpuno rastvoreneKDIEi se vizuelizacijom na agaroznom
gelu. Za potrebe provere kvaliteta DNK potrebno pepremiti 0,8% agarozni gel
rastvaranjem 0,8 g agaroze (AppliChem GmbH, N&@mpu 100 ml 1X TBE pufera,
pH=8.2(0.09 M Tris-borat, 0.02 M EDTA) uz zagrevanje. &as rashladiti do 58 pa dodati
finalno 0,4 pg/ml etidijum bromida, a zatim izliti u kadicu zdektroforezu i ostaviti da
polimeriSe. Uzorak DNK se priprema tako Sto g€ Eastvora DNK pomesa saul boje (0,4%
bromfenol plavo u 50% glicerolu) i zatim se nanas polimerizovan agarozni gel.
Elektroforeza se vrSi u 1X TBE puferu na 80-100 Mrajanju od 35 do 45 minuta. Nakon
elektroforeze DNK se vizuelizuje na Gel Doc sistgi@el Doc 1000, Bio Rad, SAD). Intaktna
DNK je vidljiva kao oStra traka, dok degradirani lelauli formiraju razmaz duz gela.

35T 42T SZIV 85N 86N 87N

Slika 21. Proverakvaliteta izolovane genomske DNK na 0,8% agarozmyaha. Strelica
pokazuje uzorak u kojem je dosSlo do degradacije DNK

Pored izgleda na agaroznom gelu, ¢ajan podatak o kvalitetu DNK se dobija prilikom
spektrofotometriskog oddesanja koncentracije DNK, gde se na osnovu odndsaréancija
na talasnim duzinam260/280nm i 260/230nm odteje relativna koncentracija proteina i
soli u analiziranom uzorku. Proteini i soli preddj@u inhibitore ve&ine reakcija u kojima

se analizira DNK, stoga je njihovo prisustvo dive koncentracijama nepoZzeljno.
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3.3 DNK profilisanje metodom AP-PCR-a

3.3.1 Kvantifikacija genomske nestabilnosti

DNK profilisanje tumorskog tkiva i krvi svih 30 pgmnata je izvrSeno metodom lksame
reakcije polimeraze sa naswmd izabranim prajmerima (engl. Arbitrarily Primed
Polymerase Chain Reaction, AP-PCR). AP-PCR je DNK#ilsanje bazirano na l&anoj
reakciji polimeraze (engl. Polymerase Chain ReactRCR) u kome se koriste proizvoljno
odabrani prajmeri za amplifikaciju mnogobrojnihezavisnih sekvenci pod uslovima koji
omoguavaju manju specifhost vezivanja prajmera tokom prvih ciklusa. Ovonig&u prvi
put su opisali Welsh i McClelland (1990) koji sudizajnirali da bi umnozili mnogobrojne
DNK fragmente iz nasurénih regiona genoma bez prethodnog poznavanja DXiesei.
Genomska nestabilnost se atire upordivanjem DNK profila tumorskog i kontrolnog
tkiva (krvi) istog pacijenta i kvantifikacijom wenih razlika. Prvo se pristupi odieanju
ukupnog broja traka u DNK profilima kontrolnog\i (krvi), a zatim brojanju ukupnih i
specifenih razlika izméu tumorskog i kontrolnog DNK profila istog pacijantStepen
genomske nestabilnosti predstavlja odnos broja pnpemih traka u tumorskom DNK
profilu i ukupnog broja traka u kontrolnom uzorkoptimizacija uslova AP-PCR reakcije
uradena je prema Cobb-u (1997) za ukupno 9 testirandimera, od kojih su 4 dali
informativhe AP-PCR profile kojima se razlikuje tareko od normalnog tkiva i davaju
individualne razlike méu pacijentima. Optimizacija se izvodi kroz 9 AP-P@&akcija
(Taguchi i Wu, 1980) u kojima se variraju konceaij@ MgChL, dezoksiribonukleotid
trifosfata (ANTP), prajmera i DNK (Tabela 2).

Tabela 2.Optimizacija uslova AP-PCR reakcije
Reakcija MgCl, dNTPs  Prajmer DNK

1 15mM 0,2mM uM 25 ng
2 15mM 0,4 mM M 50 ng
3 15mM 0,6 mM 5M 100 ng
4 25mM  02mM M 100 ng
5 25mM 0,4 mM M 25 ng
6 25mM 0,6 mM uM 50 ng
7 35mM  0,2mM 5M 50 ng
8 35mM 0,4 mM M 100 ng
9 35mM 0,6 mM KT 25 ng
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Na osnovu izgleda DNK profila svih reakcija optiaige izabrani su uslovi AP-PCR
reakcije u kojoj nastaju umereno slozeni DNK pipfkoji sadrze od 30 do 50 jasno
uacljivin traka, pogodnih za dalju analizu. Sekvemeajmera, uslovi AP-PCR reakcija i

sastav reakcionih smeSa su predstavljeni u tabeli 3

Tabela 3.Sekvence prajmera i uslovi AP-PCR reakcija

Prajmer

Sekvenca

Uslovi za prva 4
ciklusa

Uslovi za preostalih
35 ciklusa

AP-PCR reakciona
smeSa

CCNAl

LRP a

MDR a

P53 E8s

5’-AAG AGG ACC AGG
AGA ATA TCA-3’

5-GCT TCC GAG GTC
TCA AAG C-3'

5-GTT CAAACT TCT
GCT CCT GA-3

5-TAA ATG GGA CAG
GTA GGA CC-3

95°C 30" 45°C 2 72°C
l/

95°C 30" 40°C 2 72°C
1!

95°C 30" 40°C 2 72°C
l/

95°C 30" 40°C 2 72°C
l/

95°C 30" 6°C 1 72C I

95°C 30'58C 1 72C I

95°C 30'58C 1 72C 1

95°C 30'58C 1 72C 1

0,2mM svakog dNTP-a;
3,5mM MgCh; 5uM
prajmera; 1U Tag DNK
polimeraze

0,2mM svakog dNTP-a;
3,5mM MgCh; 5uM
prajmera; 1U Tag DNK
polimeraze

0,4mM svakog dNTP-a;
2,5mM MgCh; 5uM
prajmera; 1U Tag DNK
polimeraze

0,4mM svakog dNTP-a;
2,5mM MgCh; 5uM
prajmera; 1U Tag DNK
polimeraze

U svakom eksperimentu su analizirani DNK uzorcive doncentracije (25 ng i 50 ng u
finalnom volumenu od 2%l) za svakog pacijenta da bi se isklju artefakti koji se
pojavljuju zbog né&istoca prilikom pripremanja DNK. Reakcije su se sastjal p@etnog
koraka denaturacije (5 min na 95 °C), 4 ciklusa petbvima koji omogéavaju nisku
specifénost vezivanja prajmera za Stoévéroj mesta u genomu, 35 ciklusa pod visoko
specifenim uslovima i finalne elongacije (7 min na 72 °Gyaki eksperiment je bio pren
izvodenjem kontrolne reakcije u kojoj se umesto uzdkRéK upotrebljava dvostruko
dejonizovana (engl. MQ) voda (engl. no-templatectiea). Reproducibilnost rezultata
proveravana je izwtenjem barem tri nezavisne reakcije u aparatu Gemp&/RER System
9700 (Applied Biosystems, USA). Kompleti reagenaaaPCR reakciju nabavljeni su od
firme Fermentas Life Sciences, Litvanija.
Vizuelizaciia AP-PCR DNK profila izvrSena

je na 6 8% nedenaturifim

poliakrilamidnim gelovima (PAA)iji je sastav naveden u tabeli 4.
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Elektroforeza nanetih uzoraka vrSena je na 150tN\janju od 5 sati (SE 600 Vertical Slab
Gel Unit, Hoefer Scientific Instruments, SAD). Nakdoga uzorci su vizualizovani
bojenjem srebro-nitratom. U proceduri bojenja uzaec gelu su najpre fiksirani u etanolu
(EtOH, GHs0OH) u trajanju 5-10 minuta uz meSanje, a potom % l¥otnoj kiselini
(HNOs) u trajanju od 3 minuta. Nakon dvostrukog ispieanjdejonizovanoj vodi uzorci su
bojeni 20—30 minuta srebro nitratom (AgB®@ponovo ispirani dejonizovanom vodom. Na
kraju je boja razvijana rastvorom natrijum karben@tiaCQO;) i formaldehida. Reakcija je
prekinuta 10 % sétetnom kiselinom (CECOOH).

Tabela 4.Sastav PAA gelova

Supstanca 6%ng\A 8% PAA gel
40% Akrllazrfglczzll-;)lsakrllamld 3,75 ml 5ml
10 X TBE 2,5 ml 2,5ml
MO H,0 18,75 m 17,5 mi
APS 230yl 230yl
TEMED 20l 200

Slike gelova dobijene su na Multi-Analyst/PC Softevdmage Analysis System (Bio Rad
Gel Doc 1000) (TIFF format). Digitalne slike su hngane pomdéu specijalizovanog
kompjuterskog programa ,Image J* (National Ins#@tutof Health, USA,

www.rsb.info.nih.gov/jj upotrebom funkcije ,adapthisteq. Na ovaj¢ima se dobija

graficki prikaz intenziteta traka analiziranih AP-PCR DNifofila pacijenata. Dobijeni
grafici tumorskog tkiva i krvi se mogu preklapat #i se lakSe ude i kvantifikovale

razlike izmeu njih koje predstavljaju stepen genomske nestasiitumorskih uzoraka.
3.4 Identifikacija izmenjenih traka iz AP-PCR DNK p  rofila

3.4.1 Kloniranje

Uporednom analizom AP-PCR profila tumorskog tkivkani svakog pacijenta odabrane su
elektroforetske trake koje se razlikuju po pokretisti ili intenzitetu, a karakterigine su

za vé&i broj pacijenata. Ove trake su zatim paZzljivo ieme sa PAA gelova iglom (engl.
hypodermic 22-gauge needle) prethodno pokvaseR@R reakcionoj smesi. Igla je, zatim

uronjena u reakcionu smesu i ostavljenja u njojis ACR proizvodi su reamplifikovani sa
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istim prajmerom kori&nim za AP-PCR prema delu AP-PCR programa kojidséja pod
visoko specitnim uslovima za oddene prajmere.Ponovno amplifikovan materijge
pretiséen iz gela upotrebom kompleta za ekstrakciju DNK e&ag(DNA Extraction Kit,
Fermentas Life Sciences, Litvanija) po proceduniprodaca:
1. Uzorke razdvoijiti elektoforezom na 1,5 % agarozngetu u 1X TBE puferu na
100V u trajanju od 75 minuta
2. Po zavrSenoj elektroforezi pazljivo skalpelomtideomadt agaroznog gela u kome
se nalazi odgovaraga traka, prebaciti u novu tubu i izmeriti masu
3. U tubu dodati 4,5 zapremine rastvora za vezivagjgl( binding solution) i/,
zapremine pufera za koverziju (engl. TBE converdiaffer) i inkubirati na 5%C u
trajanju od najmanje 5 minuta, dok se agarozatogiis
4. Dodati 5l silikatnog praha koji ima visok afinitet za veanje DNK pri visokim
koncentracijama soli
5. Inkubirati na temperaturi od 58 u trajanju od 8 minuta uz povremeno mesanje
6. Centrifugirati na 13000 rpm u trajanju od 15 seku&dipernatant odbaciti a talog
isprati sa 500l pufera za ispiranje (engl. wash buffer).
7. Centrifugirati na 13000 rpm u trajanju od 15 seku@tibaciti supernatant, pa ceo
postupak ponoviti jos dva puta.
8. Ostaviti talog da se osusSi na vazduhu 20 minuta.
9. Resuspendovati talog u 10 MQ vode, inkubirati na 55C 5 minuta, a zatim
centrifugirati na 13000 rpm u trajanju od 30 sekund
10. Pazljivo odvoijiti supernatant u kome se nalazg@na DNK u novu tubu, a korak
9 ponoviti sa jos 1@l i 5 ul MQ vode.
Presiséeni amplikoni su zatim klonirani upotrebom komplegakloniranje CloneJBf PCR
Cloning Kit (Fermentas Life Sciences, LitvanijajoBes kloniranja se sastojao iz pripreme
reakcione smeSe za dobijanje inserta sa tupimnage(engl. blunting) i reakcione smesSe
ligacije. Sastav reakcione smeSe za dobijanje tmsa tupim krajevima je dat u tabeli 5.

Cela procedura se izvodi na ledu.
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Tabela 5.Reakciona smeSa za dobijanje inserta sa tupimvinage

Komponenta Volumen
2X pufer za kloniranje 10l
precis¢en proizvod PCR-a al
MQ voda, bez nukleaze Sl
DNK ,blunting” enzim 1pl
Ukupna zapremina 18 pl

Kratko vorteksovati i centrifugirati 3-5 s. Inkubtr smeSu na 70 °C 5 min. Kratko ohladiti

na ledu i dodati komponente navedene u tabeli 6.

Tabela 6.Reakciona smeSa ligacije (dodati u reakcionu snze$abele 5)

Komponenta Volumen
pJET1.2/blunt cloning vector (50ngf) 1l
T4 DNK ligaza (5udl) 1
Ukupna zapremina 20l

Kratko vorteksovati i centrifugirati 3-5 s. Inkubtr reakcionu smesSu ligacije na sobnoj
temperaturi (22°C) u trajanju od 5 minuta. Inkulmsie moze produziti do 30 min ako je
potreban maksimalan broj transformisanih baktetijgaciona smeSa se moze Koristiti za

transformaciju bakterija odmah duvati na temperaturi -20°C do upotrebe.

3.4.2 Transformacija bakterija

Pre transformacije bakterija potrebno je priprerkitimpetentne bakterije sofgscherichia

coli GM2163 upotrebom kompleta TransformAfd Bacterial Transformation Kit

(Fermentas Life Sciences, Litvanija). Proceduradf@macije se sastojala u sléem:

1. Inokulisati 2 ml TransformAid” C-Medium bakterijama iz smrznutog S$toka ili
kolonije. Inkubirati kulturu na 37 °C preko ¢io

2. U prethodno zagrejanih 1,5 ml TransformAldC-Medium-a (na 37 °C) dodati 150
zapremine kulture koja je stajala porek@inénkubirati tubice na mesalici na 37 °C u

ttrajanju od 20 minuta.
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3. Pripremiti TransformAid" T-Solution me$anjem istih zapremina T-Solution {AJ-
Solution (B) prema uputstvu proizdaa. Drzati na ledu.

4. Centrifugiraticelije na 11000rpm u trajanju od 1 minut na sobaojgeraturi.

5. Odliti supernatant i resuspendovatelije u 300 ul TransformAid™ T-Solution.
Inkubirati tube na ledu 5 min. Postupak centifugjagelija i ponovno resuspendovanje
ponoviti sa 12Qul istog rastvora. Ostaviti na ledu 5 minuta.

6. U novu tubu sipati %l plazmida sa insertom (ligation mixture) i inkuddirna ledu 2
min. Dodati 50ul resuspendovanitelija svakoj tubi sa DNK, promeSati i inkubirdti i
na ledu 5 minuta. Zasejatelije u prethodno zagrejane Petri Solje sa LB-Antfipic
agarom (Fermentas Life Sciences, Litvanija). Inkatbplejtove preko n@ na 37 °C.

Ukoliko su bakterije uspeSno transformisane ondastekle rezistenciju na antibiotik

prisutan u podlozi (selektivha pologa) i neometémoasti na podlozi.

3.4.3 lzolacija plazmida

Izolacija 1 pre&iScavanje plazmida iz uspesno transformisanih baktekipje su
inkubirane preko né izvréena je upotrebom kompleta GeneJEPlasmid Miniprep Kit
(Fermentas Life Sciences, Litvanija). Po jedna Ridoje prebaena steriinom ezom iz
Petri Solje u 6 ml LB &nog medijuma (Fermentas Life Sciences, Litvanij&pme je bio
prisutan ampicilin. Inkubacija je vrSena na 37 8kom 12-16 sati. Nakon toga, bakterije
su istalozene centrifugiranjem na 8.000 rpm u no&ndrifugi 2 minuta na sobnoj
temperaturi, a supernatant odliven. Dalja izolaqgilezmida se odvija po uputstvu
provadaca:

1. Dodati 250 ul rastvora za liziranje (engl. lysis solution) ik¢a promesati
okretanjem tube dok se ne razbistri.

2. Dodati 350ul rastvora za neutralizaciju (engl. Neutralizatswiution) i odmah
promesati okretanjem 4 do 6 puta da bi se izbegloifanjecelijskih agregata.

3. Centrifugirati 5 minutaCelije i hromozomska DNK ostaju u talogu.

4. Prebaciti supernatant u GeneJet spin kolonicu adjem ili pipetiranjem.
Izbeti prebacivanje taloga.

5. Centrifugirati 1 minut i odbaciti sve Sto je pro&imz kolonicu.

6. Dodati 500ul rastvora za ispiranje (engl. wash solution) itaé&mgirati 30-60

sekundi.
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7. Ponoviti korak 6 sa jos 504 rastvora za ispiranje. Dodatno centrifugirati oS
minut da bi se uklonio preostali rastvor.

8. Prebaciti kolonicu u novu tubu, pazljivo dodati plOelucionog pufera (engl.
elution solution), inkubirati na sobnoj temperaturitrajanju od 2 minuta, pa
centrifugirati 2 minuta. Ponovljena elucija sa dodan zapreminom elucionog
pufera dovodi do powanja prinosa plazmida od 10-20%.

Pretis¢eni plazmidi setuvaju zamrznuti na -20 °C. Pre sekvenciranja vr§engrovera
prisustva inserta u plazmidu restrikcijom, upotmbrestrikcionih enzima Pstl i Hindlll
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nertka). U smeSu za restrikciju finalnog volumena od
18l (1 pl Pstl, 1ul Hindlll, 2 pl 10X pufera za restrikciju, 0,2 BSA i 13,8ul MQ vode)
dodato je 2ul plazmidne DNK i inkubirano na 8 u trajanju od 2 sata. Provera reakcija je
vrSena vizuelizacijom na 0,8 % agaroznom gelu (&@aroze rastvriti u 100ml 1XTBE

pufera).

3.4.4 Sekvenciranje kloniranih inserta

Ukoliko je prisusutvo inserta poteno, pordenjem molekulske tezine plazmida sa
insertom i markera molekulske tezine, pristupalo Bgegovom sekvenciranju.
Sekvenciranje je obavljeno u oba smera i to primeneodifikovane metode po Sanger-u
(engl. dye-terminator sequencing). Ova modifikasgazasniva na primeni fluorescentno
obelezenih dideoksinukleotida (ddATP, ddTTP, ddC@BGTP; po jedna fluorescentna
boja za svaki tip ddNTP) koji se u jedinstvenojk@p sinteze DNK ugrduju u rastdi
lanac i prekidaju sintezu. Dobijeni fragmenti, agdvajaju automatskom elektroforezom a
tip inkorporiranog ddNTP tj. sekvenca se€itava prema talasnoj duZzini emitovanog
fluorescentnog signala nakon pdixanja laserom u automatskom sekvenatoru. Za samu
proceduru sekvenciranja upotrebljen je kompletedvanciranje BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing KitApplied Biosystems, SAD)Sastav PCR smeSe za sekvenciranje je
dat u tabeli 7.
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Tabela 7.PCRReakciona smeSa za sekvenciranje

Komponenta Volumen
Reakcioni miks (engl. Ready Reaction Mix) u4
5X Pufer 2 ul

2 uM prajmer iz kita za kloniranje (pJET 1.2 primer) ul2
Plazmidska DNK (nesena restrikcionim enzimom) 18
MQ voda, bez nukleaze 4l
Ukupna zapremina 20l

Program PCR-a za sekvenciranje se sastoji iz ah@j denaturacije DNK na temperaturi

od 96°C u trajanju od 1 minut, a zatim od 25 ciklusa (@& trajanju od 10 sekundi, 60

0
u trajanju od 4 minuta), i na kraju@ neogranieno dugo. Dobijeni PCR proizvodi su
istalozeni. Ukratko, PCR proizvodima su dodati ED@5 mM finalno) i EtOH (70-75%

finalno). Smesa je inkubirana 15 min na sobnoj erauri a potom centrifugirana 30-45

0
min na 6000 rpm i temperaturi od €4 Odliven je supernatant i dodata novadoh 70%

EtOH i smeSa ponovo centrifugirana ali ovog putar2® na 5000 rpm na istoj temperaturi

0 0
od +4 C. Supernatant je ponovo odliven a dobijeni talbggusen na 9Q. Fragmentima u

talogu je dodato 1fl Hi-dye formamida (Applied Biosystems, SAD) kakose efikasno

denaturisali na 905: u trajanju od 2 minuta. 10 amplikona rastvorenih u formamidu je
potom podvrgnuto automatskoj elektroforezicitavanju sekvence na aparatu ABI Prism
3130 (Applied Biosystems, SAD). Dobijene sekvengaliairane su BLAST softverom u

bazi podataka NCBI GenBank database.

3.5 Analiza mutacionog statusa p53 gena

3.5.1 PCR SSCP metoda

Da bi se odredio mutacioni status petcedje mutiranih egzona p53 gena (egzoni 5-9)
tumorska DNK svih 30 pacijentata je prvo umnozef@&RkRnetodom, a zatim analizirana
primenom SSCP metode (engl. single strand confaomgiolymorfism). Paralelno sa
tumorskim uzorcima, uzorak krvi je koéen kao kontrola. Amplimeri i uslovi PCR
reakcija korigeni u eksperimentu su prikazani u tabeli 5. PaSanoj amplifikaciji, PCR

produkti su analizirani na prisustvo mutacija. ME0SSCP se zashiva na detekciji
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mutacija na osnovu raglte pokretljivosti razkitih konformacija denaturisane
jednolartane DNK tokom elektroforeze na poliakrilamidnomugeh koje su posledica
razlika u primarnoj strukturi DNK, tj. baznog sasta Prethodno denaturisani DNK
molekuli putuju razititom brzinom kroz PAA gel ukoliko se razlikuju u imparnoj
strukturi, tj. ukoliko su prisutne mutacije. Zahwgli¢i razlicitoj pokretljivosti lanaca iz
istog uzorka koji se razlikuju po baznom sastavlazlodo njihovog razdvajanja u
poliakrilamidnom gelu, Sto se uspeSnocama bojenjem gela. Primenom ove metode
mogute je uditi razlike na nivou pojedinmih nukleotida. Metoda je izvedena po
proceduri opisanoj u radu Orita i saradnika (198%astoji se iz pripreme uzoraka,
elektroforeze na poliakrilamidnom gelu i bojenjalagesrebrom. Uzorci, prethodno
umnozeni PCR reakcijom, su pripremljeni tako Sto jen dodata boja bromfenol
plavo/ksilencijanol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Naika) pomeSana sa formamidom u
odnosu 1:4 (7.5l uzorka i 10ul boje) i potom su termiki obraieni 5 minuta na ge i
stavljeni na led. Na ovaj tim se vrSi hemijska i terfka denaturacija i spava
renaturacija dvolafanih DNK molekula pre njihovog nanoSenja na geltektno sa leda
uzorci su nanoseni na prethodno pripremljeni neteisaci poliakrilamidni gel i to pod
voltazom (80 V) kako bi se spiita renaturacija uzoraka. Koncentracije gelova spoenu
od 8-12% sa ili bez glicerola (5-10%) zavisile sbemzona koji je analiziran. Elektroforeza
nanetih uzoraka je vrSena na 150V u trajanju othaaje 5 sati (SE 600, Vertical Slab Gel
Unit, Hoefer Scientific Instruments, SAD). Nakorg#je gel bojen srebro-nitratom, po
prethodno opisanoj proceduri (strana 54). Vizuelngporednom analizom prisustva tj.
odsustva traka iznde tumorskih uzoraka i kontrole odieno je koji su egzorp53 gena

mutirani i kod kojih pacijenata.

3.5.2 DNK sekvenciranje

Po zavrSenoj analizi rezultata dobijenih PCR SSGRodom, svi uzorci u kojima su
detektovane mutacije su pripremljeni za péivanje metodom automatskog sekvenciranja.
Priprema uzoraka za sekvenciranje podrazumeva wjiremplifikaciju pod uslovima
navedenim u Tabeli 4, kao i giscavanje dobijenih PCR produkata iz 1,5% agaroznog
gela upotrebom kompleta za ekstrakciju DNK iz JEIAIA Extraction Kit, Fermentas Life
Sciences, Litvanija) po prethodno opisanoj procedstrana 55). Kvalitet pt#Séenih
fragmenta je proveren na 2% agaroznom gelu nare®emg gel 3 uzorka smesSanog sa 1
ul boje uporedo sa 2,hl DNK markera (Fermentas, Litvanija). U odnosu n&emnzitet
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traka i sadrzaj DNK markera denzitometrijski su eddne koncentracije pEgScenih
uzoraka. Sekvenciranje je potom obavljeno u obaaifte i 3') upotrebom odgovarajin
prajmera za dati egzon (tabela 4) i kompleta zasesmtiranje BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, SAD), meeprotoklu proizvéaca sa 10 ng
predis¢enin DNK amplikona i 4 pmol finalne koncentracijgajmera pod sledan
amplifikacionim uslovima: inicijalna denaturacija ®6C 1 min, 25 ciklusa na 86 10 s,

5 s na 56C i 60C 4 min, i na kraju % neogranieno dugo. Dobijeni amplikoni su zatim
istaloZeni prema proceduri opisanoj na strani 59.1® ul amplikona rastvorenih u
formamidu je potom podvrgnuto automatskoj elektrefoi ccitavanju sekvence na aparatu
ABI Prism 3130 (Applied Biosystems, SAD). Na kraju dobijene sekvence analizirane i
uporeienje sa "wild type” sekvencom p53 gena kéegjem BLAST programa u NCBI

GenBank bazi podataka.

3.6 Analiza gubitka heterozigotnosti (LOH) p53, PTE N i pl6 gena

DNK izolovana iz tumorskog tkiva i krvi svih 30 pgnata je koriena za detekciju
gubitka heterozigotnosti (engl. Loss of heterozytypd OH) p53 PTEN i p16 tumor
supresora. LOH analiza se zasniva na kerifi visoko polimorfnih mikrosatelitskih
markera vezanih za odgovar&jutumor supresor gen, njihovoj PCR amplifikaciji i
kapilarnoj elektroforezi. Ukoliko su prisutna dvazlicita alela analiziranog lokusa u
kontrolnom uzorku, a detektovan zagn gubitak usled delecija jednog od njih u
tumorskom tkivu, govorimo o gubitku heterozigotna$atog lokusa. Pravilnim izborom
mikrosatelitskih markera, lociranih u blizini ili @kviru samog tumor supresor gena
omoguava se prezizna i visoko spe¢ifa LOH analiza.. Za svaki od analiziranih gena
izabran je set odgovardjh polimorfnih markera. Tako su za LOH analizu p§éna
izabrani TP53pentanucleotide, TP53dinucleotide, 1687 i D17S786¢iji su uzvodni
amplimeri bili obelezeni na 5’ kraju fluorescentnbmmjama i to redom Fam, Pet, Ned i Vic
(Galipeau i saradnici, 1999, Reid i saradnici, 208ekvence prajmera, duzina PCR

proizvoda, uslovi reakcije i sastav PCR smeSe aki suikrosatelit su prikazani u tabeli 8.

-59 -



DOKTORSKA DISERTACIJA

Materijal i metode

Tabela 8.Sekvence prajmera, duzina PCR proizvoda, uslo¥icigai sastav PCR smeSe za
mikrosatelitske markeng53lokusa

PCR reakciona

Prajmer Cbny e PCR profil smesa
(25ul)
. 0,2mM svak:
TP53pentanucleotide- 5-FAM- dN'rI'nP- as'vzam(li/?
=5 TAAAAAGGGAGAAGGAGGGG-3' 95°C (45s) %
MgCly; 1uM
62°C (45s) imera:
“ 72°C(60s) 4 5DUTJa DNK
TP53pentanucleotide- 5-GGAAGGGTCAACATCTTTTACA- 35 ciklusa ’ oIimeqraze'
RP 3 72°C(1h) P ’
150 ng
DNK/reakciji
5'-PET- 0,2mM svakog
TP53 dinucleotide-F GTCCTGCTTGCTTACCTCGCTTAGT- dNTP-a; 3mM
3 95°C (455)  "M1aCly: 1uM
6000C (45s) praj?ﬁera'
20609 1 Stag ok
TP53 dinucleotide-R ACCTGATTTCCTTACTGCCTCTTGC- 0 polimeraze;
, 72°C(1h)
3 150 ng
DNK/reakciji
, 0,2mM svakog
D17S1537-F 2"-NED- dNTP-a: 2,5mM
CTTTAGTCTGGGCACCAAGA-3 95°C (455) P e
MgCly; 1uM
62°C (45s) ) :
175- 72°C(60s) prajmera;
205 35 ciklusa  1UTag DNK
D17S1537-R 5'-CCATCTTAGTCTCCCAAGCA-3' 0 polimeraze;
72°C(1h)
150 ng
DNK/reakciji
5.\V/IC- 0,2mM svakog
D17S786-F TACAGGGATAGGTAGCCGAG-3'  95°C (455)  ANTP-a; SmM
MgCl,; 1uM
60°C (45s) . ,
125- 72°C(60s) prajmera,;
160 35 ciklusa  1'PUTad DNK
D17S786-R 5-GGATTTGGGCTCTTTTGTAA-3' 0 polimeraze;
72°C(1h)
150 ng
DNK/reakciji

Za odrdivanje gubitka heterozigotnostPTEN gena izabrano je i analizirano pet

polimorfnih mikrosatelitskih lokusa koji okruzujdi ise nalaze u okviru ovog gena:
D10S579, D10S1765, D10S215, AFM086wg9 i D10S541dfer i saradnici, 1998, Hahn

i saradnici, 1999). Sekvence prajmera, duzina P@iRyoda, uslovi reakcije i sastav PCR

smeSe za svaki mikrosatelit su prikazani u taheli 9
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Tabela 9.Sekvence prajmera, duzina PCR proizvoda, usl@akaige i sastav PCR smeSe za mikrosatelitske
markerePTENIokusa

Duzina

PCR reakciona smeSa

Prajmer Sekvencaprajmera PCR profil
: (bp) »ral P (25u)
D10S1765.E 5'-VIC- 95°C (30s) 0,2mM svakog dNTP-a;
" 166  ACACTTACATAGTGCTTTCTGCG-3'  55C(45s)  1,5mM MgCh; 1,24M
184 72°C(45s) prajmera; 1U Taq DNK
D10S1765-R 5-CAGCCTCCCAAAGTTGC-3' 40 ciklusa polimeraze;
72°C(1h) 150 ng DNK/reakciji
D10S541.F 5'-FAM- 95°C (30s) 0,2mM svakog dNTP-a;
" 108- TTTTGAGTTTCTGTACCCATCCC-3'  55°C (459) 1,5mM MgCh; 1uM
130 72°C(45s) prajmera; 1U Taq DNK
D10S541-R 5-ATCCACAAGTAACAGAAAGCC-3’ 40 ciklusa polimeraze;
72°C(1h) 150 ng DNK/reakciji
95°C (60s) 0,2mM svakog dNTP-a;
D10S215-F 5-NED-TGGCATCATTCTGGGGA-3'  55°C (60s) 1,5mM MgCh: 1,2uM
12%28 72°C(60s) prajmera; 2U Taq DNK
D10S215-R 5-GCTTTACGTTTCTTCACATGGT-3'  40ciklusa  polimeraze; 0,1mg/ml BSA;
72°C(1h) 200 ng DNK/reakciji
95°C (30s) 0,2mM svakog dNTP-a;
D10S579-F 5-FAM-CCGATCAATGAGGAGTGCC-3' 55 (455) 1,5mM MgCh; 1uM
2267% 72°C(45s)  prajmera; 1,5U Taq DNK
D10S579-R 5-ATACACCCAGCCAATGCTGC-3’ 40 ciklusa polimeraze;
72°C(1h) 150 ng DNK/reakciji
AFMO086wg9- 5-PET-AAATGTACGGTTCATTGACTT-  95°C (30s) 0,2mM svakog dNTP-a;
F 154 3 55°C (45s) 1,5mM MgCh; 1,2uM
162 72°C(45s) prajmera; 2U Taq DNK
AFMO86wg9- 5-GACTGACTACAAATGGGCA-3’ 40 ciklusa  polimeraze; 0,1mg/ml BSA,
R 72°C(1h) 200 ng DNK/reakciji

Gubitak heterozigotnosti je analiziran i kod plénts supresor gena tj. INK4a/ARF

lokusa. Za ovu analizu su kofeéna tri polimorfna mikrosatelitska markera i todatgem

redom od centromernog ka telomernom regionu hromez8p21-23 u kome se nalazi i
pl6 gen: D9S171, D9S1748 i D9S162 (Mead i saradb@97, Okami i saradnici, 1998).

Uzvodni amplimer za svaki mikrosatelitski lokus géelezen na 5 kraju jednom od

komercijalnih fluorescentnih boja koje su zajedro sekvencama amplimera, opsezima

ocekivanih duzina proizvoda, uslovima reakcije i saasth PCR smeSa za svaki

mikrosatelit prikazane u tabeli 10.
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Tabela 10. Sekvence prajmera, duzina PCR proizvoda, usl@akaige i sastav PCR smeSe za mikrosatelitske
markerepl6lokusa

. Duzina . . PCR reakciona smeSa
Prajmer Sekvencaprajmera PCR profil
J (bp) apra) P (25ul)
DOS171E 5'- NED- 95°C (45s) 0,2mM svakog dNTP-a;
) 158. AGCTAAGTGAACCTCATCTCTGTCT-3'  55°C (45s) 1,5mM MgCh; 1uM
177 72°C (45s) prajmera; 1U Taq DNK
D9S171-R 5-ACCCTAGCACTGATGGTATAGTCT-3' 40 ciklusa polimeraze;
72°C (1h) 100 ng DNK/reakciji
, . 95°C (45s) 0,2mM svakog dNTP-a;
D9S162-F 170. 5-VIC-GCAATGACCAGTTAAGGTTC-3 55°C (45s) 1,5mM MgCl; 1uM
196 72°C (45s) prajmera; 1U Taq DNK
D9S162-R 5-AATTCCCACAACAAATCTCC-3’ 40 ciklusa polimeraze;
72°C (1h) 100 ng DNK/reakciji
, . 95°C (45s) 0,2mM svakog dNTP-a;
D9S1748-F 114, 5-PET-CACCTCAGAAGTCAGTGAGT-3 55°C (45s) 1,5mM MgCl; 1uM
148 72°C (45s) prajmera; 1U Taq DNK
D9S1748-R 5-GTGCTTGAAATACACCTTTCC-3' 40 ciklusa polimeraze;
72°C (1h) 100 ng DNK/reakciji

Provera uspesnosti PCR reakcija se vrSi vizuelmaciproizvoda elektroforezom na 2%
agaroznom gelu na 80V u trajanju od 30 minuta, pstypku opisanom na strani 5.
Dobijeni PCR proizvodi su, u zavisnosti odife signala na gelu, razblazeni 50-400 puta,
zatim denaturisani ponmda Hi-Dye formamida (AppliChem GmbHh, Netha) na
temperaturi 9% u trajanju od 5 minuta, i na kraju razdvajarpikernom elektroforezom u
ABI Prism 3130 automatskom sekvenatoru. ¥eh fragmenata je odievana na osnovu
GeneScan-500 LIZ standard (Applied Biosystems, SRkd})je dodat svakom uzorku pre
denaturacije. Mikrosateliti su na kraju analiziraeimau GeneMapper programa (Applied
Biosystems, SAD). Ukratko, kao referentni uzoraktamorsku DNK svakog pacijenta
koris¢ena je odgovarafa DNK izolovana iz uzorka krvi istog pacijenta. ider je
definisan kao neinformativan ukoliko je detektovsamo jedan alelski pik u DNK uzorku
krvi (homozigot). S druge strane, marker je posarakao informativan i dalje je analiziran
kada su postojala dva glavna alelska pika u refeoem uzorku (heterozigot). Ukoliko kod
informativnih sl¢ajeva u tumorskom uzorku dolazi do potpunog ilim&lnog gubitka
jednog od alelskih pikova onda se taj uzorak sniaralidatom za gubitak heterozigotnosti
analiziranog lokusa.
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Kao meru stepena gubitka heterozigotnosti progratonaatski izrgunava “LOH skor”

prema jednéni:

(visina pika normalnog alela %)
(visina pika normalnoga alela 1)

LOH Score

(visina pika tumorskog alela %«)
(visina pika tumorskog alela 1)

Smatra se da je kod tumorskog uzorka dosSlo do lqulhieterozigotnosti ukoliko je ovaj
odnos maniji od 0,67 ili veod 1,35.

3.7 Detekcija homozigotnih delecija INK4a/ARF LOKUS A

Homozigotne delecije predstavljaju gubitak oba algldnog genskog lokusa. Ovaj vid
mutacionog dogtaja se detektuje komparativnom PCR amplifikacijoemay od interesa i
kontrolnog gena iz genomske DNK i odinanjem relativnog odnosa njihovih intenziteta
izmedu tumorskog i normalnog tkiva istog pacijenta.

Za analizu homozigotnih delecija INK4a/ARF loku§apl6 gena, u istoj PCR reakciji je
umnozen egzon 2 ovog lokusa zajedno $&PRT genom (engl. adenine
phosphoribosyltransferase) kao internom kontroletay@ashi i saradnici, 2001APRTgen

je izabran za kontrolu jer nisu detektovane promkaopija ovog gena u tumorskim
uzorcima, a pored toga on se nalazi na hromozdintelispitivane delecije INK4a/ARF
lokusa na hromozomu 9 ne mogu uticati na njega.odav prajmeri za oba gena su
obelezeni FAM fluorescentnom bojom na 5' kraju kdkose proizvodi reakcije mogli
analizirati na automatskom sekvenatoru. Sekvenggnera za oba genatekivane duzine
PCR proizvoda, uslovi PCR reakcije i sastav PCRSsnse predstavljeni u tabeli 11.
Uspesnost amplifikacija je proverena vizuelizacijdabijenih proizvoda na 2% agaroznom
gelu po proceduri opisanoj na strani 5. DobijeniRP@oizvodi su razblazeni 200 puta i
potom pripremljeni za kapilarnu elektroforezu u cematskom sekvenatoru kao Sto je

opisano u prethodnom poglavlju.

- 63 -



DOKTORSKA DISERTACIJA Materijal i metode

Tabela 11.Sekvence amplimera za detekciju homozigotnih deléfdK4a/ARFlokusa i @ekivane duzine
PCR proizvoda

. Duzina . , PCR reakciona smeSa
Prajmer Sekvencaprajmera PCR profil
: (bp) prel P (25nl)
INK42£ARF_ 5-FAM-AGCTTCCTTTCCGTCATGC-3
204
INK4a/ARF- , , 95°C (45s) 0,2mM svakog dNTP-a;
R® 5-GCAGCACCACCAGCGTG-3 55°C (45s)  1,5mM MgCh; 1M svakog
72°C (45s) prajmera; 1U Taq DNK
: , ) o 40 ciklusa polimeraze;
APRT- F o 5-FAM-CAGGGAACACATTCCTTTGC-3'  _q" (1h) 100 ng DNK/reakii
APRT-R 5-TGGGAAAGCTGTTTACTGCG-3’

Prisustvo homozigotnih delecija u tumorskom uzgekustanovljeno na osnovu relativhog
odnosa intenziteta pikova PCR fragmenata za APRIKéd4a/ARF lokuse u tumorskom
uzorku u poréenju sa normalnim uzorkom. Vrednosti ovih odnossgéeved 2 su ukazivale

na prisustvo homozigotnih delecija.

3.8 Analiza amplifikacionog statusa EGFR gena difer  encijalnim
PCR-om

Metoda diferencijalnog PCR-a je primenjena za didenje amplifikacionog statudaGFR
gena. Ova je semikvantitativna metoda za d&snje broja kopija gena, zasnovana na
istovremenoj amplifikaciji gena od interesa i katriog gena koji je u genomu zastupljen u
samo jednoj kopiji. U ovoj studiji amplifikaciontatusEGFR gena odréivan je u odnosu
na g-aktin (ACTB kao internu kontrolu. Oba gena se nalaze na bzomu 7. Sekvence
prajmera za oba genaiekivane duzine PCR proizvoda, uslovi PCR reakcgastav PCR
smesSe su predstavljeni u tabeli 12. PCR reakcijesniene u GeneAnipb PCR System
9700 (Applied Bioscience, SAD). PCR produkti surmmatazdvajani elektroforezom na 2%

agaroznom gelu po proceduri opisanoj na strani 51.
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Tabela 12.Sekvence prajmera, duzina PCR proizvoda, uslokcifai sastav PCR smeSe za alivanje
amplifikacioog statusBe GFRgena

. Duzina . . PCR reakciona smeSa
Prajmer Sekvencaprajmera PCR profil
‘ (bp) el P (25
EGFR- F 5-AGC CAT GCC CGC ATT AGC TC-3
110 95°C (60s)
0,25mM svakog dNTP-a;
EGFR- R 5-AAA GGA ATG CAA CTT CCC AA-3 58°C (60s) vaxog
72°C (60s) 1,5mM MgCl; 0,8uM
30 ciklusa svakog prajmera; 1U Taq
ACTB- F 5.CTC TTT TCT TTC CCG ATA GGT-3 72°C DNK polimeraze;
. 100 ng DNK/reakciji
168 (10min)
ACTB-R 5-CTGGGATGC TCT TCG ACC TC:3

Nakon elektroforeze na 100V u trajanju od 50 minkéko bi se efikasno razdvojile trake
bliske po duzini, produkti su vizuelizovani na G&bc sistemu (Gel Doc 100, Bio Rad,
SAD) i analizirani denzitometrijski na Multi-Analy®C Software Image Analysis System
(Gel Doc 1000, Bio Rad, SAD) uz potprograma MD ImageQuant, ver. 5.2 (Molecular
Dynamics). Broj kopijaEGFR gena odréuje se relativnoi smatra se da je amplifikacija

EGFRgena prisutna u uzorku ukoliko je odnos:

Intenzitet signal&EGFRgena
( ? J lintenzitet signala\CTBgeng tumor

>2

Intenzitet signal&GFRgena /
Intenzitet signal&CTBgengl KIv
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3.9 Statisti ¢ka obrada rezultata

Statisttka analiza je rdena primenom statisiog programa STATISTICA 6.0 (StatSoft,
Inc., SAD). Sledé& Klini¢kopatoloski i genetki parametri su analizirani: starost, pol,
histoloski tip, gradus, stepen genomske nestattiingotalne, mikrosatelitske i
hromozomske), prezivljavanje pacijenata i alteeph3 PTEN pl6i EGFR gena. Osim
ovih varijabli analizirano je i prisustvo identibikanih gena u odnosu na sve napred
navedene parametre. Magupovezanost iznde klinickopatoloSkih parametara i genskih
alteracija, kao i ugenih promena izmil samih gena, testirana je “Fisher exact” testom.
Analiza prezivljavanja pacijenata u odnosu n&eme genske promene jeiema “Kaplan &
Meier product limit* metodom a razlike u ukupnonepwljavanju su utwdene “log-rank®
testom. Prethodno je proverena homogenost grugvad klinickopatoloski parametar i
stepen genomske nestabilnosti u odnosu natitezliletektovane genotipske kombinacije
koris¢enjem “Fisher exact” testa i “Exact Wilcoxon rankrs' testa. Stopa prezivljavanja
pacijenata je rnata od prvog dana nakon operacije do posledmgaggdnog pregleda ili
smrti pacijenta. Vrednosti svih analiza su smatistagstéki znatajnim ukoliko je p<0,05.
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4 REZULTATI

Da bi se realizovali zadati ciljevi ove doktorskeseattacije, eksperimentalni deo je
koncipiran tako da obuhvata dva segmenta istrajavddrvi deo rada je poséen analizi
genomske nestabilnoséelija tumora, sa posebnim osvrtom na kvantifikaaijkupne,
mikrosatelitske i hromozomske nestabilnosti. Pai@gh, na osnovu razlika u AP-PCR
DNK profilima tumorskog i zdravog tkiva identifikawni su geni koji do sada nisu povezani
sa patogenezom malignih glioma. U drugom segmeaseq istrazivanja bavili smo se
analizom statusa poznatih i najfrekventnije proreeifj tumor supresora i onkogena u
uzorcima glioma, za koje se smatra da suckijw procesu maligne transformacije ovog
tipa tumora. Analiza ndisobne povezanosti dobijenih rezultata, kao i mghkorelacija sa
histopatoloSkim parametrima je izvrSena sa ciljerdentifikacije potencijalnih
dijagnosttkin i prognostékihn  molekularnih  markera odgovaréh podtipova

glioblastoma.

4.1 Analiza genomske nestabilnosti AP-PCR-om

4.1.1 Optimizacija AP-PCR-a

Broj i raspored traka u DNK profilima zavisi od tasm AP-PCR reakcione smese, stoga je
potrebno odrediti optimalne uslove reakcije za @otpe umereno sloZzenih DNK profila, sa
30 do 50 jasno utjivih traka, pogodnih za dalju analizu. Optimizacse izvodi kroz 9
AP-PCR reakcija sa razltim koncentracijama MgG] dezoksiribonukleotid trifosfata
(dNTP), prajmera i DNK, pricemu svaka promena dovodi do razlika u izgledu DNK
profila reakcija optimizacije. Na osnovu izgledabgenih DNK profila na PAA gelu
odreiuje se odgovarafia koncentracija komponenti PCR reakcione smeSenkaém se
dalje analizirati svi uzorci pacijenata datim prajom. Za svaki od analiziranih prajmera
potrebno je izvrsiti zasebnu optimizaciju. Jedarpoohera je DNK profil dobijen u reakciji

5 (slika 22), koji je najpogodniji za analizu jexdszi optimalan broj traka ragiiih duzina,

pa su uslovi iz reakcije 5 kotigni u daljoj analizi svih 30 pacijenata p53E8agmerom.
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Slika 22.Optimizacija AP-PCR reakcija (1-9) za prajmer p5&8&&NK profil koji nastaje
u reakciji broj 5 je najoptimalniji za analizu genske nestabilnosti.

4.1.2 Podela uzoraka prema stepenu genomske nestabi  Inosti

Genomska nestabilnost u svim uzorcima ispitivan®IdK profilisanjem metodom AP-
PCR-a. Upotrebontetiri od sedam testiranih prajmera dobijeni su rimfativni DNK
profili kojima se razlikuje tumorsko od normalndgve i uatavaju individualne razlike
medu pacijentima.

Karakteristtan izgled DNK profila dobijenih AP-PCR-om i neke odzlika izmeu
tumorskog tkiva i krvi prikazani su na slici 22.r&\a DNK profila tumorskog tkiva i krvi
svakog pacijenta su detaljno analizirani da bi stektovale razlike u broju i intenzitetu
traka. U DNK profilima se mogu «ii dva osnovna tipa gené&kih promena (slike 23 i
24). Kvalitativne promene se tavaju kao promene u rasporedu i broju traka, tp ka
prisustvo ili odsustvo odgovardjh traka u tumorskom tkivu u odnosu na kontrolno
zdravo tkivo, i posledica su nagomilanih promen®DNK sekvencama (mutacija) i

pokazatelj su mikrosatelitske nestabilnosti (engltasatellite instability MIN).
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Slika 23. AP-PCR DNK profili tumorskog (T) i normalnog tki&l) pacijenata obolelih od
malignih glioma dobijeni MDRa prajmerom i razdvdjena 6% nedenaturi§em
poliakrilamidnom gelu (PAA). Brojevi 41-46 oz¥avaju pacijente; M - marker duzine
DNK; strelice ozngavaju kvalitativne promene, a glavice strelica kitamne promene.

Kvantitativne promene se &avaju kao razlike u intenzitetu traka istih duZmeaDNK
profilima tumorskog i kontrolnog tkiva i nastajukaosledica amplifikacija ili delecija
anonimnih regiona genoma, tj. hromozomske nestadtilifengl. chromosomal instability,
CIN). Za svaki tip promena pojedir@, kao i za ukupan broj promena, atiea je
frekvenca DNK promena koja predstavlja merilo stepgenomske nestabilnosti prema
navedenim relacijama:

* Frekvenca ukupnih DNK promena (ukupna genomskaahisost) = Ukupan broj
diferencijalnih traka u tumorskom tkivu / Ukupanopttraka u odgovarafiem
kontrolnom tkivu (krv istog pacijenta)
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* Frekvenca kvalitativnin DNK promena (MIN) = Broj &ltativhih DNK promena /
Ukupan broj traka u odgovarggm kontrolnom tkivu (krv istog pacijenta)
* Frekvenca kvantitativnin DNK promena (CIN) = Bragjdatitativnih DNK promena
/ Ukupan broj traka u odgovarggm kontrolnom tkivu (krv istog pacijenta)
A

.
200 200} w *‘/‘JM A f |
IR A Ty P
" \[ﬁ \ / Jf £ | \ { \
h 1]V \‘} \/ I
SARER ‘ ‘ \ | \ \
\ ‘/ ‘ \ “ \n L \ \‘ | ~\
100 (1] S Y 1 B A | R
IV (R . n
]‘} | \ ‘\ | \‘ ‘ |
/T . |
B L
O i 1 i 1 i 1 n 1 " 1 " 1 I 1 I 1
0 200 400 600 800 0 200 400 600 800
B

¥ 2 ’ o0
4
Bl gs

200 | )i "\ f‘lr“u,“
3

100} 1 “ ‘i R \g “ I
} ‘\‘ \ [ \‘\ | “ ! ‘
Y w 1:] | \\ \\‘ “‘ ) k
U‘ \J” ! ‘J | ! |
W / |
0o 260 ' 460 ' 660 ' 860

Slika 24. Analiza genomske nestabilnosti primenom AP-PCR Dpifdfilisanja. A)
AP-PCR DNK profili tumorskog tkiva (T) i krvi (N)stog pacijenta, kao i graki
prikaz intenziteta analiziranih traka dobijen pd@mapecijalizovanog kompjuterskog
programa ,Image J“ (National Institute of HealthSA), www.rsb.info.nih.gov/i)
upotrebom funkcije ,adapthisteq“. B) Strelice i gl strelica pokazuju neke od

kvalitativnih i kvantitativnih razlika koje se w@avaju na preklopljenim graficima
tumorskog tkiva i krvi.
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Dobijeni podaci (tabela 13) ukazuju da su kvalMagi i kvantitativne promene skoro
podjednako zastupljene u genomima tumora mozgalmdig porekla. Naime, iz¢anate
frekvence kvalitativnih promena su bile u opsegu0g@6-0,27, frekvence kvantitativnih
promena u opsegu od 0,05-0,27, dok su frekvencpnilktDNK promena bile u opsegu od
0,14-0,49. Na osnovu distribucije frekvenci DNK prena, odréene su okvirne granice za
svaki tip nestabilnosti na osnovu kojih su uzoespordeni u dve grupe, sa visokom (H,
engl. high) i niskom (L, engl. low) frekvencom DNifomena (tabela 13).

Tabela 13.Frekvenca DNK promena i stepen genomske nestahbilnos

Frekvenca Frekvenca Frekvenca Ukupna
Broj ukupnih kvalitativnih  kvantitativnih genomska 4\ CIN
pacijenta DNK DNK DNK nestabi-
promena promena promena Inost

1 0,30 0,19 0,11 L2 HP° L
2 0,34 0,21 0,13 H H L
6 0,39 0,25 0,15 H H L
8 0,35 0,17 0,18 H H H
11 0,31 0,17 0,14 L H L
22 0,31 0,15 0,16 L L L
25 0,49 0,22 0,27 H H H
27 0,44 0,19 0,25 H H H
30 0,31 0,13 0,17 H L H
32 0,45 0,25 0,20 H H H
34 0,35 0,24 0,11 H H L
35 0,43 0,27 0,16 H H H
38 0,37 0,16 0,20 H H H
40 0,39 0,13 0,26 H L H
41 0,35 0,16 0,19 H H H
42 0,35 0,15 0,20 H L H
45 0,33 0,13 0,20 H L H
46 0,35 0,15 0,20 L L H
52 0,30 0,12 0,19 L L H
53 0,30 0,16 0,14 L H L
54 0,24 0,11 0,13 L L L
55 0,25 0,08 0,17 L L H
59 0,30 0,17 0,13 L H L
82 0,35 0,15 0,20 H L H
83 0,35 0,09 0,26 H L H
84 0,36 0,17 0,19 H H H
85 0,30 0,17 0,13 L H L
86 0,18 0,06 0,13 L L L
87 0,14 0,09 0,05 L L L
89 0,19 0,13 0,07 L L L

MIN-mikrosatelitska nestabilnost, CIN-hromozomskastabilnostL-nizak nivo, "H-visok nivo
nestabilnosti
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Tako je 11 pacijenata imalo nizak nivo ukupne geskennestabilnosti (frekvence0,3;
srednja vrednost = 0,24) dok je kod preostalih 48jpnata detektovan visok nivo ukupne
genomske nestabilnosti (frekvenca >0,3; srednjadnost = 0,37). U slucaju
mikrosatelitske nestabilnosti, 14 pacijenata je lanaisku frekvencu €0,15; srednja
vrednost =0,12), dok je 16 pacijenata imalo vistklevencu kvalitativnih promena (>0,15;
srednja vrednost = 0,20). Nizak nivo kvantitativpiomena, tj. hromozomske nestabilnosti
uocen je kod 13 pacijenata (frekvens@,16; srednja vrednost = 0,12), dok je 17 pacignat

imalo visok nivo ovih promena (frekvenca > 0,1@&dstja vrednost = 0,21) (tabela 14).

Tabela 14 Distribucija broja pacijenata prema tipu i stegpen
genomske nestabilnosti
Tip i stepen genomske nestabilnosti Ukupan BFa’

Ukupno 30
Ukupna genomska nestabilnost

niska<0,3 11
visoka >0,2 19
Mikrosatelitska nestabilnost

niska< 0,15 14
visoka > 0,15 16
Hromozomska nestabilnost

niska <0,16 13
visoka >0,16 17

a
BP, broj pacijenata

4.1.3 Povezanost stepena genomske nestabilnosti sa histopatoloskim i
demografskim podacima

Kod pacijenata sa anapldstim astrocitomima gradusa Il srednje vrednostipsta
ukupne, mikrosatelitske i hromozomske nestabilnestiO,34; 0,19 i 0,15, dok su kod
pacijenata sa dijagnozom glioblastoma multiformeadgs 1V) ove vrednosti 0,33 za nivo
ukupne genomske nestabilnosti, 0,16 za mikrosskeliti 0,16 za hromozomsku
nestabilnost.

Uacili smo trend da uzorci pacijenata starijin od Sftliga imaju visi frekvencu oba tipa

DNK promena, posebno kvantitativnih, iako su @aultati bez statistke zn&ajnosti.
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4.2 ldentifikacija izmenjenih traka iz AP-PCR DNK p  rofila

Poreienjem profila normalnog i tumorskog tkiva aamo je viSe od 200 traka sa
promenjenom pokretljiv@$ ili intenzitetom. Posle izvrSene analize i podeteraka prema
stepenu genomske nestabilnosti, pristupili smotitikaciji nekih od njih koje su prisutne
u DNK profilima Sto véeg broja pacijenata, da bi izbegli dobijanje lazrahultata usled
individualne varijabilnosti (slika 25). Dvadesedka, prisutnih samo tumorskom, ali ne i u
zdravom tkivu, izolovano je sa gela, ponovo amd¥iano, klonirano i sekvencirano.
Trake (amplikoni) sa istom elektroforetskom pokinadScu su izolovane i identifikovane iz
DNK profila bar dva razéita pacijenta da bi se potvrdilo da se radi o iEtbjK sekvenci.
Sekvencirana su dva klona svake sekvence. Dobgekeence su analizirane na osnovu

homologije sa vepoznatim sekvencama u bazama podataka NCBI i &E&ider Institut).
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A

PDE4D

C

v

> ref |NG

Score - 297 bits (328), Expect - 3e-81
Identities - 169/172 (98%), Gaps - 0/172 (0%)

Strand-Plus/Plus

Rezultati

027957.1] E Homo sapiens phosphodiesterase 4D, cAMP-specific (PDE4D), RerSeqgGene
on chromosome 5
Length-1526061

Sort alignments for this subject sequence by:
E value Score Percent identity
Query start position Subject start position

CTCCTGATETCTCACTTTTGTGAGAACTGATGTAGACCAGAIMATAAATTTCTAGGTGTT

II|IIIIlIIlllll[lIII||||I|IIIIlIIlII|I[|IIIIIIIIIIlIIlI][[[|
CTCCTGATGTCTCACTTTTGTGAGAACTGATGTAGACCAGAARATAAATTTCTAGG

Query 1

Sbjct 998555

Query 61 TTTTGTTIGT TIGT T IGTTTTGT T TIGTTTTGTTTGCTTAGGTTGACAGATCTAATTCTC
POCLLERLEER e e e e e e e e e e e e e ety 1l

TTIIGT T IGTTIGI TIGT T T IGT T TIGTITIGTTTGCTTAGGTTGACAGATCTAATTTTC

Sbjct 998615

Query 121 ATGTCAAATTAGGACACTGACTTTCCCTAACAGATGTTCAGCGAGCAGANGTT 172

60

998614

120

598674

Sbjct 998675 ATGTCAAATTAGGACA

IIII]]IlIlll]l][[lIIIIIIIIIIlIlIIl]IIIIIIIIII 11l
CTTTCCCTAACAGATG GGAGCTGAN

TTT 998726

Slika 25. Izolacija i identifikacija traka sa promenjenom petkivos¢u iz AP-PCR DNK
profila pacijenata sa gliomima. A) AP-PCR DNK ptofumorskog (T) i normalnog tkiva
(N) pacijenata 18-20, dobijeni MDRa prajmerom idegieni na 6% nedenaturié&@m
poliakrilamidnom gelu (PAA); M - marker duzine DNIStrelica ozn&va trake koje su
izdvojene sa PAA gela, klonirane, sekvencirane entdikovane kao gerPDE4D. B)

Graficki prikaz

intenziteta promene
kompjuterskog programa ,Image J“.

intenziteta spéod trake dobijen ponda
C) identifikacijeepoznate sekvence na osnovu

homologije sa vepoznatim sekvencama u bazama podataka NCBI i E&ider Institut).
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Neke od sekvenci su lako identifikovane jer su@dgpale sa sekvencama poznatih gena u
pretrazenim bazama podataka, dok se ostale nal@&euvek neidentifikovanim regionima
hromozoma 1, 2, 8921-g23, 9i 12, i njihova idekditija tek treba da usledi. Na ovagima

je dentifikovano 11 gena: fuzioni partner HMGIC geh u lipomima IKHFPLS3),
sarkoglikan gamaSGCQ, 5-hidroksitriptamin (serotonin) receptor4TR4), integrin beta

1 (ITGBJ), mitohondrijska karbamoil-fosfat sintetazalPS), protein S (alpha)RROS],
glikoprotein 2 GP2, ZAP7Y ¢lan 2 kalijum-zavisne subfamilije &KCNG2, cAMP-
zavisna 3',5'-ciktina fosfodiesteraza 40°PDE4D), imunoglobulinski receptotelija ubica
(NK ¢elija) (KIR3DL3J) i inozitol polifosfat-5-fosfatazall{PP5A). Sta vise, zahvalju
o¢itanim sekvencama bili smo u mdgwsti da identifikujemo tipove mutacija u
identifikovanim genima. Tako smo identifikovali pdjna&ne nukleotidne zamene u
KIR3DL3 INPP5AiI KCNG2 genima, viSestruke nukleotidne zamen8GCG PDE4D i
LHFPL3 genima, a IHTR4 ITGB1, CPS1 PROS1 GP2genima i viSestruke nukleotidne
zamene i delecije 2 nukleotida. Sekvence identfékoh gena, kao i detektovane promene
u njima su prikazane na slici. (slika 26, 27, 28j 30).

* SGCG(Sarcoglycan, gamma; hromozom 13)

ref[NG_008759.1| E Homo sapiens sarcoglycan, gamma (35kDa dystrophin- associated
glycoprotein) (SGCG), RefSeqGene (LRG_207) on chrom osome 13
Score = 439 bits (486), Expect = 3e-125 Identitie s =299/332 (90%), Gaps = 4/332 (1%)

Query 32 CTGCTCCTGAATGACTACKGGGTAAATAGCAAAATGAGGCAGAAATAAAGATGTTCTTT 91

R [
Shjct 83903 CTGCTCCTGAATGACTACTGGGTAAATAATGAAATGAGGCAGAAATAAAGATGTTCTTT 83844

Query 92 GAAACTAATGAGAACAAAGACACAAGTGKACCAGAACTCTGGGATATATTTAAAGTACA 151

RN 0L g TRTTEN
Shjct 83843 GAAACCAATGAGAACAAAGACACAA-TGTACCAGAATTCTGGGATGCATTTAAAGCAGT 83785

Query 152 -TGTAGAGGAAAATTTAGAGCACTAAATGCCCACAAAGAAAGGAGGAAAGATCTAAAAT 210

LT AL
Shjct 83784 GTGTAGAGGGAAATTTATAGCACTAAATGCCCACAMGSAAAGCAGGAAAGATCTAAAAT 83725

Query 211 TGATACCCTAACATCAAAATTAAAAGCAATAGAGAGGAAGAGCAAACAAATTCAAAAGC 270

L LUUCTTFOFRLE TERRARR T AT 1 (I
Shjct 83724 TAACACCCTAACATCACAATTAAAAGAACTAGAGAAGAAGAGCAAACAAATTCAAAAGC 83665

Query 271 TAGCAGAAAACAAGAAATGACTAAGATCAGAGCAGAN GAAGGAAATAGAGACAGCAAA 330

(NTHEEE SRR T IEI A0
Shjct 83664 TAGCAGAAGACAAGAAATAACTAAGATCAGAGCAGAN GAGGGAGATAGAAACATAAAA 83605

Query 331 AACCCTTCAAATAATCAATGACATC-AGGAGC 361

(AR TR O
Shjct 83604 AACCCTTCAAAAAATCAATGA-ATCTAGGAGC 835 74

Slika 26.Analiza varijantne AP-PCR trake u NCBI GenBank ®awodataka koja je kao
rezultat dala ge®GCG.Query — naSa sekvenca; Shjct — homologa sekvenGamBank
baze podataka.
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* LHFPL3 (Lipoma HMGIC fusion partner-like 3 protein; hrommm 7)

ref[NT_007933.15| E Homo sapiens chromosome 7 genomic contig, GRCh37.p 5 Primary Assembly
Length=77412220 Features in this part of subject se quence: lipoma HMGIC fusion partner-like 3
protein  Score = 823 bits (912), Expect = 0.0 Identities = 466/473 (99%), Gaps = 0/473 (0%)

Query 41 AGGAGAATATCATCAGAGAGAGAGAAGAGAGTCAAGTATTGWAAGGGAGGTAGAAGTCCA 100

R TITERF AR UL
Sbjct 42207158 AGGACAATATCATCAGAGAGAGAGAAGAGAGTOXGTATTGAAAGGGAGGTAGAAGTCCA 42207099

Query 101 AGAAGCAAAAAGGGAGGCCAAAGATCACGAAACTAGCAGAGATGGAAGCAAACAGTGCAG 160

O FTARREAE AR (I
Sbjct 42207098 AGAAGCAAAAAGGGAGACCAAAGATCACGAAAGNGCAGAGATGGAAGCAAACAGTGCAG 42207039

Query 161 TCAAATCTGGAGTCCCTGAACCAGTTGGACAAGAGCAGTAACCAGAAGGCTGAGAGTAAA 220

O (T
Sbjct 42207038 TCAAATCTGGAGTCCCTGAACCAGTTGGACAAGBCAGTAACCAGAAGGCTGAGAGTAAA 42206979

Query 221 GCTGGAGCTGCTGTAGCAACTACCTTGTGTAGGCACTGATTTTGTGTGCCTGGGTGAGTT 280

I I
Shjct 42206978 GCTGGAGCTGCTGTAGCAACTACCTTGTGTAGGRCTGATTTTGTGTGCCTGGGTGAGTT 42206919

Query 281 GGTCAAGATTAAGAAGCAGAGATGGAAATTACTG TGTGGATTATGAAAGGGAGCAGAAAG 340

R [
Sbjct 42206918 GGTCAAGATTAAGAAGCAGAGATGGAAATTACTEGTGGATTATGAAAGGGAGCAGAAAG 42206859

Query 341 AGGGGTACAGGTTAGTGGAAGAGAAGTTGAAGCAITCTGCTTTGGACATGTTGAGTTTGA 400

A I
Sbjct 42206858 AGGGGTACAGGTTAGTGGAAGAGAAGTTGAAGOACTGCTTTGGACATGTTGAGTTTGA 42206799

Query 401 GGTACTATGGAACATTCAGATGAAGGTATCCAGC AGGGATCTGGGCAGGGATGAGTGAGT 460

10 VUTFFFFFRRTATAOA fhemn I
Shjct 42206798 GGTGCTATGGAACATTCAGATGAAGGTGTCCAGEIGGGATCTGGGCAGGGATGAGTGAGT 42206739

Query 461 CATTAGCAGATTGCTGGTGGCTAAAACTCTGAGA GTAGGTGATATTCTCCTGG 513

A OLFLEF LRI
Sbjct 42206738 CATTAGCAGATTGCTGGTGGCTAAAACTCTGAGETAGGTGAGATTATCCTGG 42206686

* HTR4 (5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 4; hraom 5)

ref[NG_029052.1| D) Homo sapiens 5-hydroxytryptamine (serotonin) recep tor 4 (HTR4),
RefSeqGene on chromosome 5 Length=210145 Score = 535 bits (592),Expect = 2e-148 Identities
= 317/330 (96%), Gaps = 2/330 (1%)
Query 40 GCTCCTGAATTCATTGATTTTTTGAAGGGATTTTTG TGTCTCTATTTCCTTCAGTTCTGC 99
(I TN d I
Sbjct 154471 GCTCCTGGATTCATTGATTTTTTGAAGGGTTTTTTGIGTCTCTATTTCCTTCAGTTCTGC 154530

Query 100 TCTGATCTTAGTTATTTCTTGCCTTCTGCTAGCTTT TGAATGTGTTTGCTCTTGCTTCTC 159

LT LTI
Sbjct 154531 TCTGATCTTAGTTATTTCTTGCCTTCTGCTAGCTTTTGAATGTGTTTGCTCTTGCTGCTC 154590

Query 160 TAGTTCTTTTAATTGTGATGTTAGTGTGTCAATTTT AGATCTTTTCTGCTTTCTCTTGTG 219

(OO D00 (LTI
Sbjct 154591 TAGTTCTTTTAATTGTGATGTTAGGGTGTCAATTTTAGATCTTTCCTGCTTTCTCTTGTG 154650

Query 220 GGCATTTAGTGCTATAAATTTCCCTCTACACACTGCTTTAAATGTGTCCCAGAGATTCTG 279

[y (I
Shjct 154651 GGCATTTAGTGCTATAAATTTCCCTCTACACACTGOTTAAATGTGTCCCAGAGATTCTG 154710

Query 280 GTACAT--TGTGTTTGTTCTCACTGGTTTCAAAGAA CATCTTTATTTCTGCCTTCATTTT 337

(101 [T
Sbjct 154711 GTATGTCATGTCTTTGTTCTCACTGGTTTCAAAGAATATCTTTATTTCTGCCTTCATTTC 154770

Query 338 GTTATGTACCCAGTAGTCACTCAGGAGCAG 367

(LRI T
Shjct 154771 GTTATGTACCCAGTAGTCATTCAGGAGCAG 1548 00

Slika 27. ldentifikacija izmenjenih traka na osnovu homojegisa vé poznatim
sekvencama u bazama podataka NCBI i EBI (Sanggtuliskoja je kao rezultat dala gene
LHFPL3 i HTR4. Query — naSa sekvenca; Shjct — homologa sekvenGemnBank baze
podataka.
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» PDEA4D (Phosphodiesterase 4D, cAMP-specific; hromozom 5)

ref[INT_006713.15| D) Homo sapiens chromosome 5 genomic contig, GRCh37.p 5 Primary
Assembly Length=42230487 Features in this part of s ubject sequence: cAMP-specific 3',5-
cyclic phosphodiesterase 4D isoform P Score = 286 bits (316), Expect = 3e-74 Identiti es=

165/172 (96%), Gaps = 07172 (0%)

Query 42 CTCCTGATGTCTCACTTTTGTGAGAACTGAYGYWKACCAGAAAATAAATTTCTAGGTGTT 101

(e 1 [
Sbjct 9384730 CTCCTGATGTCTCACTTTTGTGAGAACTGATGTABGCCAGAAAATAAATTTCTAGGTGTT 9384671

Query 102  TTTTGTTTGTTTGTTTGTTTTGTTTTGTTTTGTTT GCTTAGGTTGACAGATCTAATTCTC 161

(TR RRRTROE (I
Sbjct 9384670 TTTTGTTTGTTTGTTTGTTTTGTTTTGTTTTGTTT GCTTAGGTTGACAGATCTAATTTTC 9384611

Query 162 ATGTCAAATTAGGACACTGACTTTCCCTAACAGAT GTTCAGGAGCAGAAGTT 213

[ YR
Sbjct 9384610 ATGTCAAATTAGGACACTGACTTTCCCTAACAGATGTTCAGGAGCTGAATTT 9384559

* ITGBL1 (Integrin beta 1; hromozom 10)

ref[NG_029012.1| D) Homo sapiens integrin,beta 1 (fibronectin receptor , beta
polypeptide, antigen CD29 includes MDF2, MSK12) (IT GB1), RefSeqGene on chromosome 10
Length=65048 Score = 535 bits (592), Expect = 2e-14 8 Identities = 317/330 (96%), Gaps =

2/330 (1%)

Query 36 GCTCCTGAATTCATTGATTTTTTGAAGGGATTTTTGTGTCTCTATTTCCTTCAGTTCTGC 95

(I T (OOt
Shjct 47988 GCTCCTGGATTCATTGATTTTTTGAAGGGCTTTTTAGTCTCTATCTCCTTCAGTTCTGC 48047

Query 96 TCTGATCTTAGTTATTTCTTGCCTTCTGCTAGCTTTT GAATGTGTTTGCTCTTGCTTCTC 155

(T (I
Sbjct 48048 TCTGATCTTAGTTATTTCTTGCCTTCTGCTAGCTTTTGAATGTGTTTGCTCTTGCTTCTC 48107

Query 156 TAGTTCTTTTAATTGTGATGTTAGTGTGTCAATTTTAGATCTTTTCTGCTTTCTCTTGTG 215

(O 0000 T (IO T
Shjct 48108 TAGTTCTTTTAATTGTGATGTTAGGGTGTCCATTTTAGATCTTTCCTGCTTTCTCTTGTG 48167

Query 216 GGCATTTAGTGCTATAAATTTCCCTCTACACACTGCTTAAATGTGTCCCAGAGATTCTG 275

(R R I
Sbjct 48168 GGCATTTAGTGCTATAAATTTCCCTCTACACACTGCTTAAATGTGTCCCAGAGATTCTG 48227

Query 276 GTACATTGTG--TTTGTTCTCACTGGTTTCAAAGAAC ATCTTTATTTCTGCCTTCATTTT 333

(1L TOFLE (I
Shjct 48228 GTATGTTGTGTCTTTGTTCTCACTGGTTTCAAAGAABTCTTTATTTCTGCCTTCATTTT 48287

Query 334 GTTATGTACCCAGTAGTCACTCAGGAGCAG 363

(AT
Sbjct 48288 GTTATGTATCCAGTAGTCATTCAGGAGCAG 48317

* INPP5A (Type Il inositol 1,4,5-trisphosphate 5-phosphatasemozom 18)

ref[NW_001838014.1| E Homo sapiens chromosome 10 genomic contig, alterna te assembly
HuRef SCAF_1103279182339, whole genome shotgun sequ ence Length=2024395

Features in this part of subject sequence: type | inositol 1,4,5-trisphosphate 5-phosphatase

Score = 62.6 bits (68), Expect = 7e-07 Identities = 34/34 (100%), Gaps = 0/34 (0%)

Query 189 CCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACAT 222

[’y
Sbjct 1113511 CCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATL113544

Slika 28. Analiza varijantnih AP-PCR traka u NCBI GenBankbiapodataka koja je kao
rezultat dala genPDEA4D, ITGB1i INPP5A. Query — naSa sekvenca; Shjct — homologa
sekvenca iz GenBank baze podataka.
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* CPS1(Carbamoyl-phosphate synthase 1, mitochondriaimbzmm 2)

ref[NG_008285.1| D) Homo sapiens carbamoyl-phosphate synthase 1, mitoc hondrial (CPS1),
RefSegGene (LRG_336) on chromosome 2 Length=208423
Score = 535 bits (592), Expect = 2e-148, Identities = 317/330 (96%), Gaps = 2/330 (1%)

Query 36 GCTCCTGAATTCATTGATTTTTTGAAGGGATTTTTGTGTCTCTATTTCCTTCAGTTCTGC 95

(IHIE AR D000 [
Sbjct 35907 GCTCCTGGATTCATTGATTTTTTGAAGGGTTTTTTGTGTCTCTATTTCCTTCAGTTCTGC 35848

Query 96 TCTGATCTTAGTTATTTCTTGCCTTCTGCTAGCTTTT GAATGTGTTTGCTCTTGCTTCTC 155

LTI [T
Shjct 35847 TCTGATCTTAGTTATTTCTTGCCTTCTGCTAGCTTTTAAATGTGTTTGCTCTTGCTTCTC 35788

Query 156 TAGTTCTTTTAATTGTGATGTTAGTGTGTCAATTTTAGATCTTTTCTGCTTTCTCTTGTG 215

RO LTI
Shjct 35787 TAGTTCTTTTAATTGTGATGTTAGGGTGTCAATTTTAGATCTTTCCTGCTTTCTCTTGTG 35728

Query 216 GGCATTTAGTGCTATAAATTTCCCTCTACACACTGCTTAAATGTGTCCCAGAGATTCTG 275

TR OO (L
Sbjct 35727 GGCATTTAGTGCTATAAATTTCCCTCTACACACTGCTTGAATGTGTCCCAGAGATTCTG 35668

Query 276 GTACATTGTG--TTTGTTCTCACTGGTTTCAAAGAAC ATCTTTATTTCTGCCTTCATTTT 333

(11 J00TE TEFTOLE P FELFFLALLETATLETLLY
Shjct 35667 GTATGTTGTGTCTTTGTTCTCATTGGTTTCAAAGAAGRTCTTTATTTCTGCCTTCATTTC 35608

Query 334 GTTATGTACCCAGTAGTCACTCAGGAGCAG 363

LTI
Shjct 35607 ATTATGTACCCAGTAGTCACTCAGGAGCAG 35578

 KIR3DL3 (killer cell immunoglobulin-like receptor, three mains, long
cytoplasmic tail, 3)

gb|GU182356.1| E Homo sapiens haplotype RSH KIR A KIR gene cluster, complete sequence
Length=151486Score = 713 bits (790), Expect = 0.0 , Identities = 395/395 (100%), Gaps =
0/395 (0%)

Query 23 GATATCAGACCAGTCAACAAGTACAATGGGCATCGTAGCCCGAACAGATAAAGCTAGC 82

(| LT
Shjct 7721 GATATCAGACCAGTCAACAAGTACAATGGGCATCGTAGCCCGAACAGATAAAGCTAGC 7780

Query 83 ATGCCAACGGTATACAGCGAGTCGCTCTTTGTGGAGGACGATTACCTAACAATCGGTC 142

(I (I
Sbjct 7781 ATGCCAACGGTATACAGCGAGTCGCTCTTTGTGGAGGACGATTACCTAACAATCGGTC 7840

Query 143 GATTCGTTTGATGTTATGTTTTGTTCTCGCTTTGGTTGCAGGTTACGGCCAAGTTCGGT 202

[y ETLLLATLLTLTATALLY
Shjct 7841 GATTCGTTTGATGTTATGTTTTGTTCTCGCTTTGGTTGCAGGTTACGGCCAAGTTCGGT 7900

Query 203 AAGAGTGAGAGTTTTACAGTCAAGTAAGGCGTGGCARCAACGTTAAGCTGTTGAGTCG 262

TR OTLALLTAATLRLALLY
Shjct 7901 AAGAGTGAGAGTTTTACAGTCAAGTAAGGCGTGGCABGAACGTTAAGCTGTTGAGTCG 7960

Query 263 TTTTAAGTGTAATTCGGGGCAGAATTGGTAAAGAGAGGTGTAAAATATCGAGTTCGCA 322

TR (I
Sbjct 7961 TTTTAAGTGTAATTCGGGGCAGAATTGGTAAAGAGAEIGTGTAAAATATCGAGTTCGCA 8020

Query 323 CATTTTGTTGTCTGATTATTGATTTTTGGCGAAACCATTGATCATATGACAAGATGTGT 382
LT ERERRCE LSRR

Shjct 8021 CATTTTGTTGTCTGATTATTGATTTTTGGCGAAACCATITGATCATATGACAAGATGTGT 8080

Query 383 ATCTACCTTAACTTAATGATTTTGATAAAAATCAT 4 17

[
Shjct 8081 ATCTACCTTAACTTAATGATTTTGATAAAAATCAT 8 115

Slika 29. Analiza varijantnih AP-PCR traka u NCBI GenBankbiapodataka koja je
kao rezultat dala gen€PS1i KIR3DL3. Query — naSa sekvenca; Sbjct — homologa
sekvenca iz GenBank baze podataka
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 KCNG2(Potassium voltage-gated channel subfamily G merapleromozom 18)

ref[INT_025028.14| D) Homo sapiens chromosome 18 genomic contig, GRCh37. p5 Primary
Assembly

Features in this part of subject sequence: potassium voltage-gated channel subfamily G

member 2

Score = 342 bits (378),Expect = 5e-91, Identities = 190/191 (99%), Gaps = 0/191 (0%)

Query 39 CTGCTCCTGATAGACACAGAACCTCTCTTGCTGA SATTATTCCTAGGCCTTTCATATTTT 98

I [
Shjct 25425221 CTGCTCCTGATAGACACAGAACCTCTCTTGCTGGATTATTCCTAGGCCTTTCATATTTT 25425162

Query 99 TGTTATTAGGGTGACTGGAATAGTTTTTCTATTA AGTTTTCTATGACTGATGGCATAGAG 158

A [T
Sbjct 25425161 TGTTATTAGGGTGACTGGAATAGTTTTTCTATTAAGTTTTCTATGACTGATGGCATAGAG 25425102

Query 15 GAAGGTGGCTGATGGCGGTGGCTGTACAGCTTTICTTCAATCGGCCAACAAAACACAGTT 218

9
A [
Sbjct 25425101 GAAGGTGGCTGATGGCGGTGGCTGTACAGCTTTIT TCAATCGGCCAACAAAACACAGTT 25425042

Query 219 CAGGAGCAGAA 229

[T
Shjct 25425041 CAGGAGCAGAA 25425031

» GP2 (Pancreatic secretory granule membrane major ghpteipn GP2; hromozom

16)
refINT_010393.16| D) Homo sapiens chromosome 16 genomic contig, GRCh37. p5 Features in

this part of subject sequence: pancreatic secretory granule membrane major glycopr otein  GP2
isoform 3 precursor Score = 53.6 bits (58), Expect = 3e-04 Identities = 36/39 (92%), Gaps =

1739 (3%)
Query 179 GGGCAGGGAAGTGGAGGGCAAAGGGAAGAGAGARGAGA 217

(10 TV T T (111
Sbjct 20268265 GGGAAGGGAAG-GGAGGGGAAAGGGAAGAGAGBGAGA 20268228

 PROSI1(Protein S, alpha; hromozom 2)

gb|AY308744.1| D) Homo sapiens protein S (alpha) (PROS1) gene, parti al cds, Length=93089
Score = 535 bits (592), Expect = 2e-148 Identitie s = 317/330 (96%), Gaps = 2/330 (1%)

Query 36 GCTCCTGAATTCATTGATTTTTTGAAGGGATTTTTGTGTCTCTATTTCCTTCAGTTCTGC 95

R (I
Sbjct 23007 GCTCCTGGATTCATTAATTTTTTGAAGGGTTTTTTGTGTCTCTATTTCCTTCAGTTCTGC 23066

Query 96 TCTGATCTTAGTTATTTCTTGCCTTCTGCTAGCTTTT GAATGTGTTTGCTCTTGCTTCTC 155

R [
Shjct 23067 TCTGATTTTAGTTATTTCTTGCCTTCTGCTAGCTTTTGAATGTGTTTGCTCTTGCTTCTC 23126

Query 156 TAGTTCTTTTAATTGTGATGTTAGTGTGTCAATTTTAGATCTTTTCTGCTTTCTCTTGTG 215

RO LI LTI
Sbjct 23127 TAGTTCTTTTAATTGTGATGTTAGGGTGTCAATTTTAGATCTTTCCTGCTTTCTCTTGTG 23186

Query 216 GGCATTTAGTGCTATAAATTTCCCTCTACACACTGCTTAAATGTGTCCCAGAGATTCTG 275

(RO I
Sbjct 23187 GGCATTTAGTGCTATAAATTTCCCTCTACACACTGCTTAAATGTGTCCCAGAGATTCTG 23246

Query 276 GTACATTGTG--TTTGTTCTCACTGGTTTCAAAGAAC ATCTTTATTTCTGCCTTCATTTT 333

O RO TORTRREETRLLY (I
Shjct 23247 GTATGTTGTGTCTTTGTTCTCATTGGTTTCAAAGAAGTCTTTATTTCTGCCTTCATTTC 23306

Query 334 GTTATGTACCCAGTAGTCACTCAGGAGCAG 363

(A
Shjct 23307 GTTATGTACCCAGTAGTCATTCAGGAGCAG 23336

Slika 30. Identifikacija izmenjenih traka na osnovu homojegsa vé poznatim
sekvencama u bazama podataka NCBI i EBI (Sangétuifyskoja je kao rezultat dala

geneKCNG2, GP2i PROS1.Query — naSa sekvenca; Shjct — homologa sekvenca i

GenBank baze podataka.
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4.2.1 Povezanost identifikovanih gena sa genomskom nestabilnos ¢éu i
klini ékopatoloSkim parametrima
Nakon identifikacije ovih gena pristupili smo igpanju odnosa izm# njihovih promena

u tumorskim tkivima i klinkkopatoloskih parametara pacijenata ubdijuéi podtip i
histoloSki gradus, kao i sa demografskim podacioad, Etarost) (tabele 15ai 15b).

Tabela 15a0dnos destalosti promena u identifikovanim genima i Kikopatoloskih

parametara
LHFPL3 SGCG PDE4D HTR4
Parametar BP BP % p BP % p BP % p BP % p
Ukupno 30 10 33.3 8 26.6 9 30 8 26.6
Histoloski podtip
Anaplasténi astrocitomi 8 2 250 3 375 2 25.0 3 375
Glioblastomi multiforme 22 8 364 045 5 227 036 7 318 055 5 227 0.36
Pol
Muski 19 8 421 5 26.3 5 26.3 5 26.3
Zenski 11 2 182 018 3 273 064 4 364 043 3 273 0.64
Godine
<50g 6 0 00.0 3 50.0 2 333 3 50.0
>50g 24 10 417 006 5 208 017 7 292 042 5 208 0.17
Ukupna genomska nestab.
Niska 13 1 77 5 385 3 231 5 385
Visoka 17 9 529 0005 3 176 019 6 353 038 3 176 0.19
Mikrosatelitska nestab.
Niska 14 4 28.6 3 214 6 4238 3 214
Visoka 16 6 375 045 5 312 042 3 188 015 5 312 0.42
Hromozomska nestab.
Niska 13 2 154 7 538 1 77 7 538
Visoka 17 8 47.1 007 1 59 0005 8 47.1 0.02 1 5.9 0.005

2AA - anaplastini astrocitomi; GBM - glioblastoma multiformBPodebljana slova ukazuju na statisti
znéajnost’BP — broj pacijenata u grupi.; LHFPL3ipoma HMGIC fusion partner-like 3; SGCG -
sarcoglycan, gamma; PDE4[ZAMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase 4D;R4¥5-
hydroxytryptamine (serotonin) receptor 4
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Rezultati

Kao Sto se i vidi iz tabela 15a i 15b, nije pokagtatisttki znatajan odnos identifikovanih

DNK promena i starosti i pola pacijenat&dFPL3 je promenjen kod 10 od 30 pacijenata

(33%), prevashodno u uzorcima glioblastoma grad¥s#36,4% u odnosu na 25% u

uzorcima anaplastnih astrocitoma gradusa Ill). Promene u ovom geayasljaju sa

zna&ajno ve&om wWestalo8u u uzorcima sa visokim stepenom ukupne genomske

nestabilnosti (52,9% u odnosu na 7,7% u uzorcimaiskm stepenom, p=0,005). Isti

trend, ali bez statistke zn&ajnosti ué@en je i u sldaju mikrosatelitske (37.5% uzoraka sa

visokim u odnosu na 28,6% uzoraka sa niskim stapemMdiN-a) i hromozomske

nestabilnosti (47,1% uzoraka sa visokim u odnosd54% uzoraka sa niskim stepenom

CIN-a).
Tabela 15bOdnos destalosti promena u identifikovanim genima i kdkopatoloskih
parametara
ITGB1 INPP5A CPS1 PROS1
Parametar BP BP % p BP % p BP % p BP % p
Ukupno 30 8 26.6 13 43.3 8 26.6 26.6
HistoloSki podtip
Anaplasténi astrocitomi 8 3 37.5 5 62.5 3 37.5 3 37.5
Glioblastoma multiforme 22 5 227 036 8 36.4 019 5 227 036 5 22.7 0.36
Pol
Muski 19 5 26.3 10 52.6 5 26.3 5 26.3
Zenski 11 3 27.3 0.64 3 27.3 0.17 3 27.3 0.64 3 27.3 0.64
Godine
< 509 6 3 50.0 1 16.7 3 50.0 3 50.0
>50g 24 5 20.8 0.17 12 50.0 0.16 5 20.8 0.17 5 20.8 0.17
Ukupna genomska
nestab. 13 5 38.5 5 38.5 5 38.5 5 38.5
Niska 17 3 17.6 0.19 8 47.0 0.46 3 17.6 0.19 3 17.6 0.19
Visoka
Mikrosatelitska nestab.
Niska 14 3 21.4 5 35.7 3 21.4 3 21.4
Visoka 16 5 31.2 042 8 50.0 0.34 5 31.2 042 5 31.2 042
Hromozomska
nestabilnost
Niska 13 7 53.8 0.005 4 30.8 0.20 7 53.8 0.005 7 53.8 0.005
Visoka 17 1 5.9 9 52.9 1 5.9 1 5.9

2AA, anaplastini astrocitomi; GBM, glioblastoma multiformiPodebljana slova ukazuju na statisti
zngajnost;BP — broj pacijenata u grupi; ITGBintegrin, beta 1; INPP5Anositol polyphosphate-5-

phosphatase; CPSTarbamoyl-phosphate synthetase 1, mitochondriaD®R-protein S (alpha)
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Promene uSGCG HTR4 ITGB1, CPS1i PROSlgenima su proriene kod 26.6%
pacijenata (8 od 30), predominantno kod pacijersdaanaplastnim astrocitomima
(37,5%) u poréenju sa GBM (22,7%), kao i u uzorcima sa niskimooniw ukupne
genomske nestabilnosti (38.5% u odnosu na 17,64&&aucima sa visokim nivoom).
Analizirajuéi hromozomsku nestabilnost, zakijii smo da se promene u ovim genima
javljaju zn&ajno ¢ceke u uzorcima sa niskim nivoom CIN-a , tj. kod 53,B%cijenata sa
niskim nivoom CIN-a, u podenju sa samo 5,9% pacijenata sa visokim nivoom &IN-
(p=0.005).

PDE4D gen je promenjen u tumorskim uzorcima 9 pacijeia3@&o) i njegove promene se
javljaju sa skoro podjednakontestalog§u u uzorcima gradusa Il i gradusa IV (25% u
odnosu na 31,8%). Promene RDE4D se mogu povezati sa visokim stepenom
hromozomske nestabilnosti (p=0.02), jer su detedtevkod 47% pacijenata iz ove grupe, u
odnosu na 7,7% pacijenata sa niskim stepenom GINdaela 15a).

Promene INPP5A gena predstavljaju najastalijie promene u naSoj grupi uzoraka,
detektovane kod 43,3% pacijenata, pretezno sa astépim astrocitomima gradusa Il
(62,5% u odnosu na 36,4% pacijenata sa GBM), Kamlipacijenata sa visokim stepenom

genomske nestabilnosti (Tabela 15b).

4.3 Analiza promena u p53, PTEN, pl16 i EGFR genima
p53 PTENI pl6spadaju u grupu n&@se inaktiviranih gena u tumorskim uzorcima, kao i

amplifikacija EGFR onkogena. U ovoj studiji su préavani naje&i mehanizmi koji
dovode do njihovih promena, te je ud&ju p53 gena analiziran njegov mutacioni status i
gubitak heterozigotnosti (LOH). Gubitak heterozigusti je odrdivan i u sli¢aju PTEN-a i
pl6 tumor supresor gena. Amplifikacioni status EGéitkogena je odiden metodom

diferencijalnog PCR-a. Dobijeni rezultati su presdjeni u tabeli 16.
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Tabela 16. Pregled promeng53 PTEN pl6 i
EGFR gena kod 30 pacijenata obolelih od NSCLC

Rbr. 5o ;53 PTEN pi6é EGFR
pacijenta

1 1 X X X X
2 2 X X
3 6 X X

4 8 X

5 11 X X X
6 22 X X

7 25 X X X

8 27 X

9 30 X X X
10 32 X X
11 34 X

12 35 X X
13 38 X

14 40 X X X

15 41 X X X

16 42 X X

17 45 X X X
18 46 X X

19 52 X

20 53

21 54 X

22 55 X X

23 59 X X
24 82 X
25 83 X
26 84 X X X
27 85 X X X
28 86 X X
29 87 X
30 89 X X X X

Ukupno 12 20 18 13
% 40 66,7 60 43,3
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4.3.1 Mutacioni status p53 tumor supresor gena

Za dobijanje podataka o mutacionom staty&B analizirano je 5 n&g&e mutiranih
egzona (egzon 5 — egzon 9) metodom PCR SSCP-a.r$kinnzorci svih 30 pacijenata su
analizirani ovom metodom i detektovane su aberac@®. Ovi uzorci su dalje podvrgnuti
analizi na automatskom sekvenatoru da bi se pdévirdientifikovale DNK mutacije (slika
31).

A T N B

J‘
"TA:\GAT/C GCTGAG-3’ - antisense
3-ATTCTACGACTC-5’ - sense
C

Egzon 6

kodon 193
uzorak 5’-CTCAGCGTCTTA-3’
WT 5’-CTCAGCATCTTA-3’

Slika 31. A) PCR-SSCP analiza egzonap63 gena kod tumorskog (T) u odnosu na
kontrolni uzorak (N); strelica pokazuje postojanjatiranog jednolatanog konformera u
tumorskom uzorku. B) Segment elektroferograma ditana sekvenca dobijeni
sekvenciranjem mutiranog egzong%3 gena ,antisense” amplimerom sa odgovaiajo
komplementarnom ,sense” sekvencom; strelica pokazojutacionu promenu. C)
Uporedna analizasdtane sekvence tumorskog uzorka i ,wild type* selace egzona 653
gena i identifikacija mutacije AG (podvieno) u kodonu 193.
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Ovom metodom je potideno 13 mutacija kod 9 pacijenata (30%). Podaci diramim
egzonima, kodonima, identifikovanim nukleotidnimoprenama i predieni efekti na
proteinsku strukturu svih 13 mutacija navedeni sabeli 17.

Najveci broj mutacija je detektovan u kodonu 144 egzona &jedno je ovo najfrekventnije
mutirani egzon u nasoj grupi uzoraka.

Tabela 17.1dentifikovane mutacije p53 gena

Broj.. Egzon / intron Kodon Nukleotidna zamenaPredviieni efekat
pacijenta
1 egzon 5 144 Ca—CAC? Gln—Hist
egzon 5 158 CGC—CAC Arg—His
22 egzon 8 267 CGG-TGG Arg—Trp
egzon 8 286 GAA—TAA? Glu—Stop
25 egzon 5 144 Ca—CAC Gln—Hist
27 egzon 5 144 Ca&—CAC Gln—Hist
30 egzon 5 144 CB—CAC GIn—Hist
32 intron 9 - TGG—-CGG Polimorfizam
40 egzon 6 193 CAT—CGT His—Arg
egzon 6 208 GAC—GGC? Asp—Gly
42 egzon 6 195 ATC—ACC lle—Thr
egzon 7 231 ACC—ACCT frameshift
89 egzon 8 289 CTGCTTC? frameshift

*Mutacije koje nikada ranije nisu pokazane u uzoecipacijenata obolelih od malignih
glioma (ttp://p53.bii.a-star.edu.$g

Pojedin&no posmatrano, identifikovali smo 10 nukleotidndgn®ena, od kojih 9 dovode do
promene aminokiselinske sekvence p53 proteina .(@mgkense), dok jedna prekida dalju
sintezu proteinskog lanca (engl. nonsense). Dveaijatnastaju kao posledica umetanja
nukleotida (engl. insertion) i takodje dovode dorpena u aminokiselinskoj sekvenci p53
proteina. Jedna identifikovana mutacija predstgwjimorfizam i nalazi se u intronu 9. Od
ukupno 13 identifikovanih promena, 4 nikada ramjeu opisane u uzorcima malignih

glioma (podaci preuzeti sattp://p53.bii.a-star.edu.ygTo su ,missense” mutacije u

kodonima 144 i 208, zatim ,nonsense” mutacija udmd 286 i frameshift* mutacija u

kodonu 289, koje dovode do sinteze aberantnog p&2ipa.
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4.3.2 Analiza gubitka heterozigotnosti

p53 tumor supresora

Rezultati

Dalja analiza promena p53 genu uklj¢ivala je proveru gubitka heterozigotnosti (LOH

analiza) u tumorskim uzorcima u odnosu na odgouéeakontrolne uzorke fragmentnom

analizom (slika 32).

2400

D17S786 D1751537 TP53 pentanucleotide TP53 dinucleotide
- 1425 147.5 1525 825 7.8 1925 78 197.5 2025
N 2400 5400- 5400 r\
1004 N A800 N 4800 N
istm; 4200 4200
sl 3800 3600
T 3000 3000
12004
1 400 400
-
+ 1800 800+
6001 1200 1200
JOﬂ‘[ 600 600
ol = [
185 189 74 202
h s
1825 187.5 1925 S
ool T = i

28001

185 189

202

Slika 32.LOH analiza 4 mikrosatelitska markgr&3 gena kod tumorskog (T) u odnosu na
normalni uzorak (N); strelice pokazuju alele kai gube u tumorskim uzorcima. Markeri
TP53 dinucleotide su nemédivni jer su prisutni u

TP53 pentanucleotide

homozigotnom obliku.

Dobijeni rezultati za svaki od 4 ispitivana mikrtedaska lokusa su dati u tabeli 18. Od 30

analiziranih uzoraka 29 su bili heterozigoti, ifarmativni za bar jedan od ispitivanih

lokusa, a kod 20,7% (7 od 28) je detektovan LOH.
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Tabela 18. Rezultat LOH analip&3lokusa

LOH p53
Broj
R.br. " TP53
pacenta 17575 pi7sisay oS penta
nucleotide .
nucleotide

1 1 | NI NI NI
2 2 | NI NI NI
3 6 NI | NI NI
4 8 | NI NI NI
5 11 | NI NI N
6 22 LOH-MSI | N NI
7 25 NI LOH N NI
8 27 | NI NI NI
9 30 | | NI NI
10 32 | | NI NI
11 34 | LOH NI NI
12 35 NI | NI NI
13 38 | | NI NI
14 40 | NI NI NI
15 41 LOH N NI NI
16 42 | NI NI NI
17 45 | | NI NI
18 46 NI NI N NI
19 52 | NI NI NI
20 53 NI | NI NI
21 54 NI LOH NI NI
22 55 | NI NI NI
23 59 | | NI NI
24 82 | NI NI NI
25 83 | | NI NI
26 84 | | NI NI
27 85 NI LOH N NI
28 86 | | NI NI
29 87 NI | NI NI
30 89 NI | NI NI

I-informativni marker (heterozigot), NI-neinformatii marker (homozigot),
LOH-gubitak heterozigotnosti

Rezultati mutacione i fragmentne analize pokaaalda jep53 tumor supresor inaktiviran

kod 12 pacijenata, Stoni 40% analiziranog uzorka.
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4.3.3 Analiza gubitka heterozigotnosti  PTEN tumor supresora

Gubitak heterozigotnostPTEN tumor supresora tale je prodavan fragmentnom
analizom i dobijeni rezultati za 5 ispitivanih nokatelitskih lokusa su predstavljeni u
tabeli 19 i na slici 33.

Tabela 19.Rezultat LOH analiz€TENIokusa
Broj LOH PTEN

R.br. .
pacienta 1051765  D10S541  D10S215  D10S579 afm086wg

1 1 LOH NI LOH LOH NI
2 2 LOH | LOH | NI
3 6 I-LOH LOH | NI NI
4 8 | NI I-MSI | NI
5 11 NI NI LOH | NI
6 22 NI-MSI NI NI NI NI
7 25 LOH NI LOH-MSI LOH NI
8 27 | NI I-MSI NI |
9 30 LOH NI LOH-MSI NI NI
10 32 LOH NI I-MSI NI NI
11 34 | NI I-MSI NI NI
12 35 LOH NI | NI NI
13 38 | | LOH | NI
14 40 | NI LOH | NI
15 41 LOH NI I-MSI NI NI
16 42 | NI NI-MSI NI NI
17 45 LOH NI LOH NI NI
18 46 LOH | LOH LOH NI
19 52 NI | | | LOH
20 53 | NI I-MSI NI NI
21 54 | NI | | NI
22 55 LOH NI NI NI NI
23 59 | NI | LOH |
24 82 | NI | NI NI
25 83 | NI-MSI LOH LOH NI
26 84 LOH NI | LOH NI
27 85 NI NI-MSI NI NI NI
28 86 LOH NI | NI NI
29 87 | NI-MSI I-MSI | NI
30 89 LOH NI-MSI LOH NI NI

[-informativni marker (heterozigot), NI-neinformeaitii marker (homozigot),
LOH-gubitak heterozigotnosti
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D10S1765 D10S541 D10S215 D10S579 AFMO086wg
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Slika 33.LOH analiza 5 mikrosatelitskih markePA ENgena kod tumorskog (T) u odnosu

na normalni uzorak (N); strelice pokazuju alele kejgube u tumorskim uzorcima.

Od 30 ispitivanih uzoraka 28 su bili heterozigadi zar jedan od ispitivanih lokusa, pri

¢emu je LOH pokazan kod 20 uzoraka, te je frekvegulaitka jednog alela ovog gena

izrazito visoka (71,4%). Inaktivacija PTEN-a preddfa i nage&i dogaiaj u analiziranoj

grupi uzoraka jer je prisutna kod 20 od 30 pacijerié6,7%).

4.3.4 Analiza gubitka heterozigotnosti i homozigotn

tumor supresora

ih delecija pl6

Inaktivacijapl6tumor supresora je préavana analizom gubitka heterozigotnosti, a zatim i

detekcijom prisustva homozigotnih delecija (slikg.3
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Slika 34. Analiza gubitka heterozigotnosti i homozigotnih edgjla kod tumorskog (T) u
odnosu na normalni uzorak (N); strelice pokazugleakoji se gube u tumorskim uzorcima.
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Dobijeni rezultati za svaki od 3 ispitivana mikroddska lokusa (D9S171, D9S1748,
D9S5162) su prikazani u tabeli 20. U&ju pl6, za razliku ogp53i PTENtumor supresor
gena, svih 30 uzoraka je informativno tj. heteroigu za bar jedan ispitivani lokus.

Tabela 20.Rezultat LOH analize i prisustva homozigotnih dgéepl6

lokusa
Broj LOH p16 Hom02|g_otne
R.br. aciienta delecije

pac D9S171  D9S162  D9S1748 pl6
1 1 LOH | [
2 2 [ [ NI
3 6 [ [ | HD
4 8 [ [ NI HD
5 11 NI LOH [ HD
6 22 LOH LOH LOH
7 25 | | | HD
8 27 | | NI
9 30 NI | [
10 32 NI LOH [ HD
11 34 LOH LOH LOH HD
12 35 [ [ [
13 38 | [ [
14 40 NI NI LOH HD
15 41 LOH NI [ HD
16 42 LOH LOH [
17 45 NI NI [ HD
18 46 LOH NI LOH
19 52 [ [ |
20 53 [ [ [
21 54 [ [ [
22 55 NI LOH | HD
23 59 LOH NI |
24 82 [ [ [
25 83 NI NI [
26 84 LOH NI [
27 85 LOH LOH LOH
28 86 [ NI [
29 87 [ [ [
30 89 LOH LOH | HD

I-informativni marker (heterozigot), NI-neinformatii marker (homozigot),
LOH-gubitak heterozigotnosti

Od 30 uzoraka ul4 tumora je prisutan gubitak jedaledp (46,7%). Analiza prisustva
homozigotnih delecija u okviriNK4a/ARFlokusa je pokazala da su oba alples gena

deletirana kod 11 pacijenata (36,7%). Rezultati liazmagubitka heterozigotnosti i
homozigotnih delecija p16 tumor supresora, pokamalda je ovaj gen inaktiviran kod 18

pacijenata (60%).
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4.3.5 Amplifikacioni status EGFR onkogena

Amplifikacioni status EGFR-a analiziran je difergalmim PCR-om (slika 35). Dobijeni
rezultati su pokazali da je paian broj kopija ovog gena prisutan u genomima Jjalglh
tumora (43,3%).

2 52 53 54 83
M N T N T N T N T N T
~<— EGFR
- ACTB

Slika 35. Analiza amplifikacionog statudaGFRgena kod tumorskih uzoraka (T) u odnosu
na normalne uzorke (N). Kod svih predstavljenih raka na slici je detektovana
amplifikacija

EGFRa.

500 bp —
400 bp ——»

300 bp ———

200 bp ——m

100bp — g
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4.3.6 Povezanost genskih promena sa histopatoloskim I demografskim

parametrima i genomskom nestabilnos  éu

Nakon analize promena pb3 PTEN p16 i EGFR genima pristupili smo korelacionoj
analizi dobijenih rezultata sa histopatoloskim madgrafskim podacima pacijenata (tabela
21).

Tabela 21.0dnos destalosti promena p53, PTEN, plé EGFRgenima i histopatoloskih
parametara i stepena genomske nestabilnosti

p53 PTEN pl6 EGFR
BP BP BP BP
Parametar BP % p % p % p % p
Histolo3ki podtip
Anaplasténi astrocitomi 8 6 (75,0) 2 (25,0) 6 (75,0) 1(92,5
. ) ) 6 0,03 18 0,007 12 0,28 12 0,047
Glioblastomi multiforme 22 27.3) (81.8) (54.5) (54.5)
Pol
i 13 11
Muski 19 7 (36,8) | (68.4) 055 (57.9) 053 7 (36,8) 0.29
Zenski 11 5 (45,4) 7 (63,6) 7 (63,6) 6 (54,5)
Godine
<60g 7 4(57,1) 1(14,3) 3(42,8) 2 (28,6)
0,27 0.002 0,27 0.32
J 19 15 ’ 11
>50g 23 8(348) (82.6) (65.2) (47.8)
Ukupna genomska
nestabilnost
Niska 13 4(36,4) 8 (61,3) 8 (61,5) 6 (46,2)
_ 0,53 12 0,45 10 0,59 0,54
Visoka 17 8(42,1) (70,6) (58.8) 7 (41,2)
Mikrosatelitska
nestabilnost
Niska 14 6 (42,9) 9 (64,3) 7 (50,0) 6 (42,8)
_ 0,53 11 0,55 11 0,25 0,62
Visoka 16 6 (37,5) (68.8) (68.8) 7 (43,8)
Hromozomska
nestabilnost
Niska 13 6 (46,2) 7 (53,8) 8 (61,5) 7 (53,8)
Visoka 17 6 (35.3) 04t 13 08 10 059 (35.3) 026
' (76,5) (58,8) '

2 Podebljane vrednosti su stati&iiznasajne’BP,broj pacijenata u grupi
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Primenom ,Fisher exact" statigkiog testa pokazano je da se promemnpb8genu javijaju
zn&ajno ¢eke u tumorima nizeg gradusa (AA) u pdeaju sa primarnim glioblastomima
(75% u odnosu na 27,3%, p=0,03). Té&opromene u ovom genu &X'e javljaju u grupi
pacijenata midih od 50 godina, mada bez statikd zn&ajnosti (57% u odnosu na 34%
starijih pacijenata). Suprotno ovome, promen®TENuU zna&ajno ¢eXe se javljaju u
uzorcima pacijenata sa primarnim glioblastomimadanasu na pacijente sa anapkastn
astrocitomima (81,8% u odnosu na 25%, p=0,007), ikkod pacijenata starijih od 50
godina (82,6% u odnosu na 14,3% dittapacijenata, p=0,002). Promengi6 genu su
prisutne u oba podtipa glioma, i javljaju se kodw/bzoraka anaplasgtih astrocitoma i
54,5% uzoraka glioblastoma gradusa IV. Promene amogenu s&e&e javljaju kod
pacijenata starijin od 50 godina (65,2% u odnosu 4238% mldih pacijenata).
Amplifikacija EGFR gena je karakterigtha za uzorke GBM gradusa IV (54,5% u odnosu
na 14,3% uzoraka AA, p=0,047), kao i za grupu jghapacijenata (47,8% u odnosu na
28,6% pacijenata migh od 50 godina). AmplifikovareGFR se zn#ajno cese javlja u
grupi pacijenata starijih od 60 godina (64,3% ugienju sa 25% pacijenata ndla od 60
godina, p=0,03).

4.4 Meduzavisnost promena u analiziranim genima

4.4.1 Meduzavisnost promenau p53, PTEN, pl16 i EGFR genima

Sledei korak u naSem radu je bila thesobna korelaciona analiza identifikovanih promena
u analiziranim genima. Uzimajuu obzir sve detektovane promeng3i PTEN tumor
supresorima, u@va se da je od 30 pacijenata njih 6 imalo promeonba gena, kod 5 je
inaktiviran samo p53, 14 ih je imalo aberanRaFEN, dok kod 5 pacijenata nije pratena

ni jedna promena u ovim genima (tabela ZRatistéka analiza distribucije promenapb3i

PTENgenima "Fisher exact” testom nije pokazala &gau povezanost ovih gena.
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Tabela 22. Povezanost ukupnih promena pb3 i
PTENtumor supresor genima

p53promene
.. Da Ne
Varijabla BP (%) BP (%) p vrednost
PTENpromene
Da 6 (30,0) 14 (70,0) 0.25
Ne 5 (50,0) 5 (50,0)

Analiza meuzavisnosti promena p53 i p16 genima, takde nije pokazala da se u
analiziranim uzorcima ovi geni z&gno ¢ege javljaju zajedno. Od 30 analiziranih
pacijenata 9 je imalo promene u oba gena, kod fepata su detektovane promene
samo upl16 genu, 3 pacijenta su imaliinaktivirggd®3 gen, dok kod preostalih 9 nisu
detektovane promene ni u jednom od ova dva gehal&&3).

Tabela 23.Povezanost ukupnih promengb3i pl16
tumor supresor genima

p53promene
.. Da Ne
Varijabla BP (%) BP (%) p vrednost
pl6promene
Da 9 (50,0) 9 (50,0) 0.16
Ne 3(25,0) 9 (75,0)

Promene u ip53 i u EGFR genu detektovane su kod samo 4 pacijenta, dok 9
pacijenata nije imalo promene ni u jednom od ovémag 9 pacijenata je imalo
amplifikovanEGFR a preostalih 8 inaktivirap53(tabela 24)
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Tabela 24.Povezanost ukupnih promen®5b3i

EGFRgenima
p53promene
.. Da Ne
Varijabla BP (%) BP (%) p vrednost
EGFRpromene
Da 4 (30,8) 9 (69,2) 0.30
Ne 8 (47,1) 9 (52,9)

Istovremena inaktivacijR TENi pl6 gena takde nije statistiki zna*ajan dogdaj,

iako je detektovana kod 13 pacijenata. Preostalffadjenata imalo je inaktiviran
PTEN 5 njih inaktiviranp16, dok kod 5 nisu detektovane promene ni u jednom od
ova dva gena (tabela 25).

Tabela 25.Povezanost ukupnih promenaPTEN i
pl6tumor supresor genima

PTENpromene
.. Da Ne
Varijabla BP (%) BP (%) p vrednost
pl6promene
Da 13(72,2) 5 (27,8) 0.34
Ne 7 (58,3) 5(41,7)

Slican razultat je dobijen i kada su analizirane proenefPTENi EGFR genima
koje su zajedno prisutne kod 10 pacijenata. Kodgidtroja pacijenata (10) su
detektovane promene samd”ENuU dok su samo 3 pacijenta imali amplifikovan

EGFR Cak 7 pacijenata nije imalo promene ni u jednom dti gena (tabela 26).
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Tabela 26.Povezanost ukupnih promen&TEN i

EGFRgenima
PTENpromene
.. Da Ne
Varijabla BP (%) BP (%) p vrednost
EGFRpromene
Da 10(76,9) 3(23,1) 0.26
Ne 10(58,8) 7 (41,2

Promene upl6 i EGFR genima zajedno su detektovane kod 7 analiziranih
pacijenata, kod 11 pacijenata jedeaa promena pl6 genu, kod 6 pacijenata je

amplifikovanEGFR,dok isti broj pacijenata ima neizmenjena oba gésiaef{a 27).

Tabela 27.Povezanost ukupnih promen&GFRi

pl6genima
EGFRpromene
.. Da Ne
Varijabla BP (%) BP (%) p vrednost
pl6promene
Da 7 (38,9) 11 (61,1) 0.41
Ne 6 (50,0) 6 (50,0)

Prowavanjem sveukupnih promena u analiziranim genimzwe se da je najte slucaj
kada su svaetiri gena ,wild type* Sto je detektovano kod sajadnog pacijenta (3,3%)
(tabela 28). Slede dogaiaj po westalosti su istovremene promene u sva 4 genge Sto
naieno kod dva pacijenta (6,6%). Neg'i dogataj u nasoj grupi pacijenata je promena dva
od ¢etiri gena, Sto je detektovano kod 10 pacijenaB3@). Kao Sto se vidi iz tabele 28,
promena u jednom i promene u tri gena se u naspj gzoraka javljaju sa piblizno istom
ucestalogu (26,4% za jedan gen i 29,7% za tri gena).diien, nijedan genotip nije

statisttki znatajno prisutniji od ostalih genotipova u ispitivan@etu uzoraka
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Tabela 28.

pacijenata sa gliomima

Ucestalosti
p53PTENpP16/EGFR genotipova

Rezultati

raztiitih
kod 30

Genotip

Frekvenca

p53+/PTEN+/EGFR+/p16+

1/30 (3,3%)

p53-/PTEN+/EGFR+/p16+
p53+/PTEN-/EGFR+/p16+
p53+/PTEN+/EGFR-/p16+
p53+/PTEN+/EGFR+/p16-

2/30 (6,6%)
3/30 (9,9%)
2/30 (6,6%)
1/30 (3,3%)

ZC

8/30 (26,4%)

p53-/PTEN-/EGFR+/p16+
p53-/PTEN+/EGFR-/p16+
p53-/PTEN+/EGFR+/p16-
p53+/PTEN-/EGFR-/p16+
p53+/PTEN-/EGFR+/p16-
p53+/PTEN+/EGFR-/p16-

0/30 (0%)
0/30 (0%)
3/30 (9,9%)
3/30 (9,9%)
4/30 (13,29%)
0/30 (0%)

Zd

10/30 (33,0%)

p53-/PTEN-/EGFR-/p16+
p53-/PTEN+/EGFR-/p16-
p53+/PTEN-/EGFR-/p16-
p53-/PTEN-/EGFR+/p16-

1/30 (3,3%)
1/30 (3,3%)
4/30 (13,2%)
3/30 (9,9%)

Ze

9/30 (29,7%)

p53-/PTEN-/EGFR-/p16-

2/30 (6,6%)

2 wild type* gen (+) ® Promenjen gen (-§,Ukupan broj pacijenata sa jednim promenjenim
genom,” Ukupan broj pacijenata sa dva promenjena g&héupan broj pacijenata sa tri

promenjena gena
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4.4.2 Meduzavisnost promenau p53, PTEN i pl6 tumor supresorima

Da bi utvrdili melusobnu povezanost analiziranih tumor supresoratupiis smo
korelacionoj analizi statistkim ,Fisher exact” testom. Pacijente smo podelilive grupe
za svaki od tri analizirana tumor supresora u zest da li je inaktiviran ili nepromenjen
(,wild type“). Na taj n&in smo Zeleli da proverimo da li u naSim uzorcinestpji zn&ajno
ce&i obrazac inaktivacije analiziranih tumor supresora

Tabela 29.Veze izm@u razlitih pS3PTENpl6genotipova

PTENinaktiviran PTEN,wild type*“
p5S3promene p5S3promene
. Da Ne p Da Ne p
Varijabla BP (%) BP (%) vrednost  BP (%) BP (%) vrednost
pl6promene
Da 5 8 0.28 4 1 0.26
Ne 1 6 2 3

Tabela 30.Veze izm@u razlitih pS3PTENpl6genotipova

p53 inaktiviran p53,wild type*
PTENpromene PTENpromene
. Da Ne p Da Ne p
Varijabla BP (%) BP (%) vrednost  BP (%) BP (%) vrednost
pl6promene
Da 5 4 0.50 7 2 0.50
Ne 1 2 6 3

Tabela 31.Veze izméu razlitih p5S3PTENpl6genotipova

pl6 inaktiviran pl6,wild type*
p53promene p53promene
Variiabla Da Ne p Da Ne p
) BP (%) BP (%) vrednost BP (%) BP (%) vrednost
PTEN
Da 5 8 0.15 1 6 0.36
Ne 4 1 2 3

Kao Sto se vidi iz Tabela 29, 30 i 31, ne postigfiisticki znatajna povezanost nia
analiziranim grupama.
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4.4.3 Veza identifikovanih gena iz AP-PCR DNK profi la sa p53, PTEN,
pl6 i EGFR genima

U cilju daljeg prodavanja mehanizma nastanka i progresije glioma,izrad smo
medusobnu zavisnost identifikovanih gena iz AP-PCR DHN#fila svih pacijenata sa
promenama p53 PTEN pl6i EGFR genima (Tabela 32). PromenePDE4D genu su
statistéki znatajno ce&e prisutne u uzorcima swild type* p53i pl6tumor supresorima
(p=0,04 i p=0,05). Sa druge strane, promeilg¢RP5Ase statistiki znatajnoce&e javljaju

u uzorcima u kojima nije detektovana amplifikadg&FR onkogena (p=0.05). Preostali
identifikovani geni nisu pokazali povezanost sanpgoama u poznatim tumor supresorima
i amplifikaciom EGFR-a.

Zanimljivo je da ne postoji statigki znatajna povezanost iznda inaktiviranog PTEN-a i
bilo kojeg novog identifikovanog gena.

Tabela 32.Medusobna zavisnost promena identifikovanih gena susimp53 PTEN
pl6i EGFR

p53 PTEN p16 EGFR
Gen "Bp BP % p BP % p BP % p BP % p
Total 30 12 40.0 20 66.7 18 60 13 43.3
LHFPL3

Da 10 5 50,0 7 70,0 5 50,0 5 50,0

Ne 20 7 350 034 13 650 056 13 650 034 8 40,0 0,45
SGCG

Da 8 4 50,0 4 50,0 6 75,0 5 62,5

Ne 22 8 3.4 040 16 72,7 023 12 545 0,28 8 36,4 0,19
PDE4D

Da 9 1 11,1 6 66,7 3 33,3 3 33,3

Ne 21 11 500 004 14 66,7 067 15 714 005 10 476 0,38
HTR4

Da 8 4 50,0 4 50,0 6 75,0 5 62,5

Ne 22 8 3.4 040 16 72,7 023 12 545 0,28 8 36,4 0,19
ITGB1

Da 8 4 50,0 4 50,0 6 75,0 5 62,5

Ne 22 8 3.4 040 16 72,7 023 12 545 0,28 8 36,4 0,19
INPP5A

Da 13 7 53,8 7 53,8 8 61,5 3 23,1

Ne 17 5 294 016 13 765 0,18 10 588 059 10 588 0,05
CPS1

Da 8 4 50,0 4 50,0 6 75,0 5 62,5

Ne 22 8 3.4 040 16 72,7 023 12 545 0,28 8 36,4 0,19
PROS1

Da 8 4 50,0 4 50,0 6 75,0 5 62,5

Ne 22 8 36,4 040 16 727 023 12 545 028 8 36,4 0,19

2 Podebljane vrednosti su statiti znatajne’BP,broj pacijenata u grupi; LHFPL3ipoma HMGIC fusion
partner-like 3; SGCG=sarcoglycan, gamma; PDE4RAMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase 4D;
HTRA4-5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 4GB1- integrin, beta 1; INPP5A- inositol polyphostdta
5-phosphatase; CPSL1 - carbamoyl-phosphate synghktasitochondrial; PROS1 - protein S (alpha)
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4.5 Uticaj analiziranin genskih promena na prezivlf avanje

pacijenata

4.5.1 Uticaj histoloskog podtipa i genomske nestabi Inosti na stopu
prezivljavanja pacijenata

KoriS¢enjem Kaplan & Meier (product-limit method) stattke analize prezivljavanja,

ispitivali smo prezivljavanje pacijenata u zavignosd histoloSkog podtipa tumora,

genomske nestabilnosti i svih analiziranih gensélteracija. Pacijenti koji su imali

dijagnozu glioblastoma gradusa IV imali su statigtizna’ajno kra&e prezivljavanje u

poreienju sa pacijentima sa nizim gradusom tumora (g5 ®&0ka 36A).

1.0 10

— AAgradus Il
0.8 --- GBM gradus IV 08 -

06

04

Stopa prezivljavanja
Stopa prezivljavanja

0z

0.0

36 0 6 12 18 24 30 36
Meseci nakon operacije Meseci nakon operacije

— Visoka
--- Niska

Stopa prezivljavanja
Stopa prezivljavanja

0 6 12 18 24 30 36 0 6 12 18 24 30 36
Meseci nakon operacije Meseci nakon operacije

Slika 36. Kaplan-Meier krive prezivljavanja. Razlike u prdjavanju pacijenata u
zavisnosti od histopatoloskog podtipa tumora, AAjaasténi astrocitomi, GBM-
glioblastoma multiforme, p=0,01 (A), stepena ukugeaomske nestabilnogB), stepena
mikrosatelitske nestabilnosti (C) i stepena hronmagke nestabilnosti (D).

Zatim smo analizirali prezivljavanje pacijenata unosu na detektovanu genomsku
nestabilnost izrazenu frekvencom DNK promena. Za tsvtipa genomske nestabilnosti

formirane su po dve grupe pacijenata, sa visokimskim stepenomStepen ukupne
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Rezultati

genomske nestabilnosti nije imao uticaj na stomZipljavanja pacijenata, a &ti rezultati su

dobijeni i za mikrosatelitsku i hromozomsku nedtadst (slika 36B,C,D).

4.5.2 Promene u p53, PTEN, pl16 i EGFR genima i stope prezivljavanja

pacijenata

Dalje smo analizirali uticaj promena p53 PTEN i pl6 tumor supresorima, kao i

amplifikacijeEGFRa na prezivljavanje pacijenata.

A

Stopa prezivljavanja

Stopa prezivljavanja

— p53mutiran
--- p53nepromeny jen

Meseci nakon operacije

36

— pi6mutiran
--- pi6nepromenjen

36

B

Stopa prezivljavanja

Stopa prezivljavanja

08

06

04

02

00

— FTEN mutiran
--- PTEN nepromenjen

6 12 18 24 30 36
Meseci nakon operacije

— EGFR amplifikovan
--- EGFR nepromenjen

Slika 37. Kaplan-Meier krive prezivljavanja. Razlike u prdjavanju pacijenata u
zavisnosti od statusab3 gena (A),PTEN (B), p16 (C) i EGFR gena (D). Ni u jednom

slu¢aju nisu dobijeni statisiki znatajni rezultati.

Promene ni u jednom od ovih gena nisuc¢afao uticale na stope przivljavanja pacijenata

(Slika 37), iako je ueena tendencija da promenePTENuU i EGFRu skr&uju zivotni vek

pacijenata nakon operacije.
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4.5.3 Uticaj promena u identifikovanim genima iz AP -PCR DNK profila

pacijenata na prezivljavanje pacijenata

Prezivljavanje svih 30 pacijenata je analiziran@dmnosu na prisustvo ili odsustvo promena
u identifikovanim genima koji do sada nisu povezsainastankom i progresijom glioma.
Za svaki analizirani gen, pacijenti su podeljenidue grupe, sa i bez promena.
Prezivljavanje pacijenata sa promenamiaHFPL3 genu je bilo znéajno kr&e u odnosu

na pacijente kod kojih je ovaj gen nepromenjen (p40Fig. 38B)

0.8 — SGCG, HTR4, ITGB1, CPS1, PROS1 - 08}t
--- SGCG, HTR4, ITGB1, CPS1, PROS1 + 8

p=034

I
06 |1

04

Stopa prezivljavanja
Stopa prezivljavanja
o
=

0.2

0 6 12 18 24 30 36 0 ] 12 18 24 30 36
Meseci nakon operacije Meseci nakon operacije

08| 08 — INPP5A -

--- INPP5A+

06

04

Stopa prezivljavanja
Stopa preZivljavanja

0.2

0.0

Meseci nakon operacije

Slika 38.Kaplan-Meier krive prezivljavanja. Razlike u prdivanju pacijenata u
zavisnosti od statusaGCG, HTR4, ITGB1, CP$PROS1 (A),LHFPL3, p=0,04(B),
PDE4D(C) i INPP5Agena (D).

Pacijenti sa pomenjeniBGCG HTR4 ITGB1, CPS1i PROS1genima su imali kr&
Zivotni vek u odnosu na grupu pacijenata bez ovibmena, iako ovde nije pokazana
statisttka zn&ajnost (Slika 38A). PromeneDE4D i INPP5Agena izgleda da ne @ti na

stope prezivljavanja pacijenta (Slika 38C,D).
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5 DISKUSIJA

Gliomi predstavljaju najbrojniju grupu malignih tema centralnog nervnog sistema, u
okviru kojih se glioblastomi multiforme (GBM) izdjgu kao najfrekventnija i
najmalignija podgrupa. Karakterizacijom getkith i epigeneitkin promena u gliomima
omogléen je uvid u osnovne mehanizme nastanka ovog olpaljeako véina procesa koji
dovode do maligne transformacije joS uvek nije lgmtaobjasnjena, jasno je da jecre
izuzetno kompleksnim odnosima, koji obedbye tumorskimcelijama brzo prilagdéavanje

I dinamiéni odgovor na specifne uslove mikrosredine. Efikasnije razumevanje esidz
procesa unutaéelija tumora, kao i izm#u njih, doprinosi boljem terapeutskom pristupu,
kao i preciznijem postavljanju dijagnoze. Profigaglioma, detaljnijom klasifikacijom na
osnovu genskih promena i ekspresionog obrasca, kadiimplementaciji novih lekova i
personalizovanoj terapiji, Sto predstavlja mehamiz@revazilazenja rezistencije na
standardne hemioterapeutike. Té&p osnovni uslov za po¥anje stope prezivljavanja
pacijenata obolelih od glioma predstavlja identifia i povezivanje svih molekularnih
dogataja koji dovode do nastanka i progresije ove bblekirkos napretku u dijagnostici i
le¢enju ostalih tipova tumora, u shiu glioma, a nardto glioblastoma, nije postignut
zn&ajan napredak u odnosu na prezivljavanje obolgBhomi i danas predstavljaju
neizlgivu bolest, jer ne postoje metode i bimarkeri zaoyu ranu detekciju, pa se pregled
pacijenata vrSi nakon pojave kiskih simptoma, kada je bolest tege ve& u
poodmakliom stadijumu (Kelly, 2010).

Najmaligniji i, nazalost, najtestaliji tip glioma su glioblastomi (GBM). Na osnov
mehanizma nastanka razlikujemo primarne, koji mastee novoi u grupi starijih
pacijenata, i sekundarrgtioblastome, za koje je karakterista progresija iz astrocitoma
nizin gradusa prevashodno kod ditapacijenata. Méutim, histoloSki ove dve podgrupe
GBM je skoro nemogte razlikovati, Sto predstavlja z¥sgan problem u dijagnostici i
odrefivanju adekvatne terapije. lako je razjasSnjen retbgojedinih dogdaja tokom
nastanka sekundarnih GBM, mehanizam progresije gonin GBM je nepoznat,

prvenstveno zbog nemognuosti izolacije prekursorskilielija ovog podtipa. Osim toga,
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izrazena heterogenost tumorske mase, kao i veld#j taza takom progresije tumora
oteZzavaju identifikaciju potencijalnih biomarkera gredviianje ishoda bolesti i odgovora
na terapiju. Pored promene ekspresije pojediniftiBpeih gena, za proces nastanka i
progresije glioma je karakteri&fin visok stepen genomske nestabilnosti, gernu je
narcito izrazena hromozomska nestabilnost (Kanu i HegBe09). Detekcija spedifiih
genskih promena, ali i kvantifikacija i karaktegga ukupne genomske nestabilnosti, kao i
njenih podtipova, predstavlja osnovni cilj ove dwokke disertacije. Na osnovu toga,
pokus&emo da identifikujemo odgovar&g mehanizme koji dovde do nastanka primarnih
i sekundarnih glioblastoma, kao i potencijalne kaokere koji bi omogéili bolju
dijagnozu i prognozu toka i ishoda bolesti.

DNK profilisanje metodom AP-PCR-a (engl. Arbitrgrprimed polymerase chain reaction)
omogltava brzu i jednostavnu detekciju i karakterizapijamenjenih regiona u genomima
tumorskih¢elija, u por@enju sa odgovaragim normalnim tkivom. Prednost ove metode se
ogleda u brzoj analizi kompletnog genoma, bez pthg poznavanja DNK sekvenci koje
se prodavaju (Peinado i saradnici, 1992). Primenom oveodetmogude je detektovati
skoro sve tipove genékih promena Kkarakterigiih za proces kancerogeneze:
homozigotne delecije, gubitak heterozigotnosti,cevei manje insercije i delecije,
translokacije, amplifikacije, kao i ¢kaste mutacije (Navarro i Jorcano, 1999). Nasi
rezultati su, takée, potvrdili da je AP-PCR izuzetno koristan metpa detekciju i
karakterizaciju genetkih promena u gliomima. Patenjem parova DNK profila
tumorskog tkiva i krvi detektovali smo brojne kvativne i kvantitativne promene, Sto
ukazuje na znmjan nivo genomske nestabilnosti kod svih pacignd€valitativhe
promene se wavaju kao gubitak ili pojava nove trake usletk&stin mutacija na mestima
interakcije amplimera i matrice, i predstavljajuiren meru mikrosatelitske nestabilnosti
(MIN) i nestabilnosti pojedinaih nukleotida (PIN). Za razliku od njih, kvantitate
razlike koje se utavaju kao promene u intenzitetu traka, nastajuduslelecija ili
amplifikacija ve&ih hromozomskih regiona i ukazuju na hromozomskstatglnost (CIN).
lako je uobtajeno da se mikrosatelitska i hromozomska nestadtilmeiusobno iskljduju,

u nasem skaju, oba tipa genomske nestabilnosti su podjedzaktupljena u tumorskim

uzorcima. Skan rezultat kojim se potduje istovremeno prisustvo MIN i CIN u
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glioblastomima su dobili Leung i saradnici (200@dkpacijenata sa naslednim mutacijama
MMR gena (Leung i saradnici, 2000). lako su rezul@kih studija suprotni od nasih, i
ukazuju na nisku zastupljenost MIN u gliomima (Nteet i saradnici, 2005), ovo moZze biti
posledica razéitih metoda u detekciji mikrosatelitske nestabiknoklaime, primena AP-
PCR-a omogéava ispitivanje velikog broja nasuimih regiona, za razliku od samo
nekoliko specifénih lokusa koji se analiziraju drugim metodama.Xistepen genomske
nestabilnosti detektovan u svim tumorskim uzorcimgazuje na prisustvo brojnih
nasuménih i speciftnih mutacija, koje pogtju “kancer gene”, onkogene i tumor-
supresore, obeztiejuci celijama tumora selektivhu prednost u rastu i elspretzv.
~-mutator” fenotipa ((Loeb, 1991, 2001, Vogelsteikinzler, 2001).

Detaljnija statistika analiza nije ukazala na povezanost stepena g@onestabilnosti sa
histopatoloSkim parametrima, iako postoji trend stariji pacijenti imaju izrazeniju
genomsku nestabilnost, Sto se moze povezati sawdiaom genetikih promena tokom
starenja. Prema evolucionoj teoriji nastanka kemocaekuje se da je povana genomska
nestabilnost karakterigtia za rane faze progresije kancera, gde dovodi biravanja
procesa somatske evolucije péaejem meucelijske genetike varijabilnosti (Breivik and
Gaudernack, 1999, Cahill, Kinzler, 1999). Poredifpomog efekta naelijsku proliferaciju,
pove&ana stopa mutacija dovodi do akumulacije Stetmiletillnin promena, Sto predstavlja
genetéko opterénje celije i moze dovesti do smrti (Tomlinson i saradnk996). Samo
onecelije u kojima broj mutacija ne prelazi prag tolecge imaju moganost proliferacije.
Zbog toga je &ekivano da se ekspresija “mutator” fenotipa smanjujzadnjim fazama
progresije tumora usled gubitka “neprildgaih” populacija ¢elija sa prevelikim
genetékim oSte€enjema. Osim toga, pod dejstvom selektivnih pikisadolazi do
favorizovanja najbolje adaptiranih klonova, Sto aimd utée na smanjenje genomske
nestabilnosti tokom progresije tumora, kako je kggano u nesitrelijskim tumorima
plu¢a (Markovic i saradnici, 2008). U naSem radu, skista proséna frekvenca DNK
promena detektovana u genomima anagiaisti astrocitoma gradusa Il i primarnih
glioblastoma gradusa 1V, na prvi pogled deluje kadiktorno. Méutim, svi analizirani
glioblastomi spadaju u grupu primarnih GBM, kojistegu de nove a ne progresijom iz

astrocitoma nizih gradusa. Mehanizam nastanka pnimaglioblastoma ukazuje da su
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dobijeni rezultati u skladu sa evolucionom teorijoneoplastine transformacije, i
nagovesStava da nizi stepen genomske nestabilnosngjalno predstavlja biomarker za
detekciju sekundarnih GBM, koji se histoloSki ne guorazlikovati od primarih. Kao
dodatnu potvrdu naSih rezultata mozemo navestiNiatizaki i saradnika (2002) koji su
primenom metode FISH (engl. fluorescence in situriflization) pokazali da ne postoje
zna&ajne razlike u stepenu heterogenosti malignih ghi@radusa i IV.

Poznato je da izrazena genomska nestabilnost, tdetela u svim analiziranim uzorcima,
povetana ukupna stopa mutacija i ekspresija ,mutatorfofa dovode do akumulacije
promena u onkogenima i tumor-supresor genimacddag genettke promene u gliomima
pogataju p53 PTENIi p16 tumor supresore, kaoEHGFR onkogen. Ovi geni su kod skoro
svih tipova maligniteta izmenjeni sa velikontestalogu, prvenstveno zbog njihove
naglasene uloge u regulisanju Kluh celijskin procesa. Osim toga, izabrani tumor
supresori predstavljajucasnike razliitih signalnih puteva Sto je od velikog Ziaga s
obzirom da su mnoge studije pokazale da alterackemponentama istog signalnog puta
ne daju selektivhu prednoselijama u procesu kancerogeneze (Gorgoulis i sagdn
1998). Mutacionom analizom p53 gena identifikovgaikupno 13 promena u strukturi
ovog gena kod 9 pacijenata. Mutacije su detektouwarsvim analiziranim egzonima, a
nagese u egzonu 5 (kodon 144), gemu se ni jedna od identifikovanih mutacija ne
nalazi u “hotspot” kodonima 248 i 273. Prema poweciz literature, 57% mutacijps3
gena u sekundarnim GBM patgu pomenute kodone, za razliku od primarnih GBM ko
kojih su mutacije uniformnije raspatene u ovom genu (Ohgaki i saradnici, 2004). Ovo je
potvrdeno i na naSem uzorku glioblastoma, ka&jie iskljwivo primarni GBM. Pored
promena u egzonima, detektovali smo jedan polireanfi u sekvenci introna 9. Izuzetno je
zn&ajan podatak da pomenutadegfe prisutna mutacija u kodonu 144 egzona 5, ka8 i jo
tri druge identifikovane mutacije u egzonima 6 in&ada ranije nisu uene u gliomima.
Osim mutacione inaktivacije, LOpb3gena predstavlja dodatni mehanizam kojim se ukida
njegova tumor supresorska funkcija. Fragmentna iznap53 gena, korienjem
mikrosatelitskih  markera hromozomskog regiona 17pljg pokazala gubitak
heterozigotnostp53 gena u 25% informativnih stajeva. Zbirno posmatrano, inaktivacija

p53 tumor supresora potiena je kod 12 pacijenata, &tioi 40% analiziranih uzoraka, i u
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skladu je sa rezultatima drugih studija (Van Mesaradnici, 2010). Poznato je da mutacije
p53 gena predstavljaju rani genddi dogaiaj tokom progresije sekundarnih glioblastoma
(Ohgaki i Kleihues, 2007), Sto je pofeno i na naSem uzorku, gde se ove promene
zn&ajnocege javljaju kod mldih pacijenata sa anaplastim astrocitomima gradusa Il u
poreienju sa primarnim GBM. lako se, zbog svoje ulogaltzavanju stabilnosti genoma,
p53 tumor supresor nazivavarom genoma (Morris, 2002), nasSi rezultati nikazali na
povezanost inaktivacije ovog gena i péaee genomske nestabilnosti glioma. Ovo je joS
jedna potvrda da primarne i sekundarne GBM trebsmadrati kao geneki potpuno
razlicita oboljenja, sa raglitim mehanizmima kancerogeneze. Dok su prompB8
ucestalo prisutne u AA, odgovorne za péaeje genomske nestabilnosti tokom ranih faza
viSestepenog procesa progresije sekundarnih GBiMownjuticaj na povéanje genomske
nestabilnosti primarnih GBM nije ztajan, ¢ak se moze pretpostaviti da, zbog
nespeciftnog obrasca mutacija i njihove niské&estalosti, alteracije p53 gena predstavljaju
sekundarni dogtaj, tj. posledicu ,mutator” fenotipa u ovom podtiglioma.

Za razliku odp53, promenePTENtumor supresor su karakteréste za primarne GBM, pri
¢emu gubitak heterozigotnosti ovog gena predstaWi@cni mehanizam njegove
inaktivacije u gliomima. Sta vise, LOH 10q regiamakome je lociran ovaj gen (10¢23), je
najfrekventniji genetki dogaiaj u malignim gliomima, prisutan u 60-80% uzoraka
(Fujisawa i saradnici, 2000). Fragmentnom analizkoniséenjem mikrosatelitskih markera
hromozomskog regiona 10923, detektovali smo guligikrozigotnosti PTEN-a kod 20 od
ukupno 30 analiziranih pacijenata (66,7%), Sto jpotpunosti u skladu sa podacima iz
literature (Fujisawa i saradnici, 2000). Pored tagee promene se ztgnoce&e javljaju u
primarnim GBM, kao i u grupi starijih pacijenataagjih od 50 godina), Sto dodatno
ukazuje da ne postoje razlike u nasoj populacipdmosu na svetsku. Gubitak PTEN-a
dovodi do porem@&ja u aktivnosti brojniléelijskin enzima i signalnih molekula, prfemu

se favorizuje sticanje tumor-promovifiu svojstava kao Sto je besmrtnost, invazvnost i
proliferacija (Kanu i saradnici, 2009). Zbog togaaajna westalost ovih promena u
primarnim GBM moze uticati na njihovu izrazito agjsu prirodu i krée prezvljavanje
pacijenata sa ovom dijagnozom. Kao i waju p53 gena, u nasim uzorcima nije pokazana

zavisnost izméu status@TENa i stepena bilo kog tipa genomske nestabiln@dtg sam
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mehanizam njegove inaktivacije, LOH, predstavlja nifestaciju hromozomske
nestabilnosti. Pored toga, pokazano je da gubifdk\Ra utte na povéanje hromozomske
nestabilnosti, inaktivacijom Chkl i Rad51, enzindgovornih za detekciju i popravku
oSteenja na DNK molekulima, kao i izostankom interakcga CENP-C proteinom,
komponentom kinetohora kijnom za odrzanje hromozomske stabilnosti (Yin i Shen
2008). lako nasi rezultati ne pruzaju podrsku nawedh, ne treba zanemariti da je u svim
nasim uzorcima detektovan visok stepen genomskabikwsti (34%), kao i da je podela
na dve kategorije prema ovom kriterijumu uslovnain®toga, ovo je prva studija koja se
bavila prodavanjem ovog tipa korelacija na uzorku malignilogia.

Prema naSim rezultatima, ali i brojnim podacimaliterature (Louis, 2006, Nakamura,
Watanabe, 2001)p16 tumor supresor igra vaznu ulogu u progresiji obadtipa
glioblastoma. Ukupne promene ovog gena (gubitakerbeigotnosti i homozigotne
delecije) detektovane su u 60% analiziranih uzqraita je u skladu sa podacima
objavljenim od strane TCGA (2008). Delecije ovoghgeredstavljaju nafestaliji n&in
inaktivacije RB signalnog puta, kijnog regulator&elijskog ciklusa. Pored toga, delecija
p16/p14°F lokusa utke i na inaktivaciju p53 signalnog puta, destabdipm MDM2
proteina. Westalost inaktivacije ovog tumor supresora ne as histoloSkog podtipa
nasih uzoraka, Sto potiwje njegov zn&j u dramatinom poveéanju stepena proliferacije,
karakteristtnom za transformaciju i progresiju glioma. Velik&estalost inaktivacijgl6
gena u naSim uzorcima je u skladu sa hipotezom &hudaradnika (2011), prema kojoj
delecija ovog gena predstavlja rani digjakoji obezbduje selektivhu prednost za
proliferaciju svojim nosiocima (engl. driver mutat, te je prisutna u skoro sviéelijama
tumora. Ovo je potdeno i uin vitro eksperimentima na neurosferama, koje vode poreklo
od stemcelija jezgra tumora mozga, i tad® imaju inaktiviran ovaj tumor supresor gen
(Tunici i saradnici, 2004). Gubitagl6 gena se&teXe javlja kod analiziranih pacijenata
starijih od 50 godina, iako ovo treba potvrditi m&em uzorku. Kao i u stiaju p53 i
PTEN-a, korelacije izmi® promena p6 gena i genomske nestabilnosti do sada nisu
razmatrane kod glioma. Ni u ovom &hju nasi rezultati nisu pokazali da postojecajree
korelacije méu navedenim parametrima, iako se zng#autice na odrzavanje stabilnosti

genoma. Naime, p1l6 u kooperaciji sa p21, idmestalog spr&ava razdvajanje parova
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centriola i povéanje broja centrozoma ¢eliji. Gubitak ovog gena dovodi do formiranja
multipolarnih deobnih vretena usled pésrog broja centrozoma, ptemu dolazi do
formiranja aneuploidnih derki ¢elija zbog neravnomerne podele gefleig materijala
tokom mitoze (McDermott i saradnici, 2006). lakoopaj mehanizam pokazan vitro na
HMEC (engl. human mammary epithelial celtglijama, potrebno je potvrditi njegov
efekat na malignim gliomima.

Kao Sto je vé navedeno, EGFR/PTEN/Akt/mTOR je K signalni put u razéu
primarnih glioblastoma. Pored inaktivacRgENa, negativhog regulatora ovog signalnog
puta, amplifikacijaEGFRa predstavlja alternativni tim njegove aktivacije. Amplifikacija
ovog onkogena je prisutnadak 54% uzoraka primarnin GBM, za razliku od samé612
AA gradusa lll, Sto je u skladu sa podacima izrditere (Ohgaki i saradnici, 2004). Osim
toga, amplifikacija ovog gena se zZafo ¢eXe javlja u grupi pacijenata starijin od 60
godina, kao Sto je idg@kivano, imajdi u vidu korelaciju histopatoloskog podtipa GBM i
starosti pacijenata. AmplifikacijEGFRa, pr&ena ekspresijom mutirane varijante ovog
gena EGFRUVIII, dovodi do konstitutivne aktivacije receptora, Spovetava stepen
proliferacije ¢elija. Pored toga, aktivacija receptora nezavismh vezivanja liganda
spr&ava internalizaciju receptora, ziagno produzavajti njegov poluzivot i mitogenu
signalizaciju (Hatanpaa i saradnici, 2010). EGFBdptavlja jedan od osnovnih targeta za
terapiju GBM primenom tirozin kinaznih inhibitordKI), monoklonalnih antitela, vakcina

i razlicitih RNK molekula. lako je testiranje ti@me terapeutika uklgeno u klintka
ispitivanja, osnovni problem predstavlja izrazemadana i stéena rezistencija tumorskih
¢elija. Uloga EGFR-a u popravci dvokamih DNK prekida nehomologom
rekombinacijom, predstavlja jedan od potencijalméhanizama izbegavanja odgovora na
radio- i hemiotrapiju (Nyati i saradnici, 2006).j&lpokazana statigki znatajna korelacija
amplifikacije EGFRa i stepena genomske nestabilnosti u nasim uzarciako postoji
trend da su ove promene karaktetis#i za uzorke sa nizim stepenom hromozomske
nestabilnosti, Sto je u skladu sa njegovom ulogomracesu popravke ogenja DNK
molekula.

Pored pojedinég doprinosa svakog od ovih molekula patogenenbiistoma, potrebno

je prodavati i njihove brojne i kompleksne digsobne interakcije, jer su oni ukigni u
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regulaciju véinom istih ¢elijskih procesa ali kroz nezavisne signalne put&aered toga,
prowavanje njihovih méusobnih interakcija moze da ukaze na redosled prameo i na
mehanizam delovanja. Statidta analiza je pokazala da se promene u analizirgeimma

u naSim uzorcima naeisobno iskljduju. Naime, nije pokazana statéli znatajna
ucestalost nijednog para ko-alteracija prfavanih gena. PosSto inaktivaciab3 tumor
supresora predstavlja karakteristiku sekundarnitMGBa razliku od promena PTEN-a i
EGFR-a, koji se zr@ajno ceXe javljagju u primarnim GBM, njihovo nd@sobno
iskljucivanje se podrazumeva, i u skladu je sa podacinigerature (Ohgaki i saradnici,
2004, Rasheed i saradnici, 1997). Pored toga, PTEGFR estvuju u istom signalnom
putu, pa ko-alteracije ova dva gena ne bi dovelaalektivnhe prednosti tumora. Mim,
ilako se dekuje pozitivna korelacija promernzl6 gena sa preostalim genima (Hayashi i
saradnici, 1997), u naSem &hju ovo nije pokazano. Préavanjem sveukupnih promena u
analiziranim genima pokazano je da je ndijsducaj kada su svaetiri gena ,wild type®, tj.
kada nisu detektovane promene ni u jednom od @pakav nalaz, prisutan u samo jednom
od trideset uzoraka, potiuje neosporan zdaj promena analiziranih gena u patogenezi
GBM. Nage&i dogaiaj u nasoj grupi pacijenata je promena dvacetlri gena, Sto je
detektovano kod téene obolelih, pricemu su prisutne isklfivo kombinacijep53i pl6
(30%); PTENi EGFR (30%), kao iPTENi p16 gena (40%)Cak 21 pacijent (69%) ima
promene u dva ili viSe analiziranih gena. Na osnovaga se moze zakiiti da svaki od
analiziranih proteina ima spedifiu ulogu, neophodnu za razvoj tumora, te da preljsia
delove nezavisnih signalnih puteva. PretpostavksudaiSestruke promene neophodne za
progresiju GBM potutuje rad Ishii i saradnika, koji su analizir&ju34 celijske linije
glioma, identifikovali dve ili viSe promena kothk 31 ¢elijske linije (Ishii i saradnici,
1999). Svi ovi podaci, zajedno sa naSim rezultatinevode na zakljiak da viSestruke
promene u genomu pruzajucuweselektivnu prednost tumoru nego pojedim@aberacije ili
njihovo odsustvo.

Hipoteza ,mutator” fenotipa, kao i visoka frekvgacpenetikin promena detektovana u
svim analiziranim uzorcima ukazuje da su u procestanka i progresije glioma ukdjeni
brojni geni, od kojih neki jos uvek nisu identifikani ili povezani sa patogenezom ove

bolesti. Analiza razlika u parovima AP-PCR DNK platumorskog i zdravog tkiva, osim
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kvantifikacije stepena genomske nestabilnosti, amaga identifkaciju udenih razlika,
direktno ukazujéi na gene ukljtene u odgovarafie faze neoplastne transformacije.
Odabrane trake, koje su se jasno razlikovale u tsikaon tkivu u odnosu na zdravo, su
izdvojene sa PAA gelova, ponovo amplifikovane, kiane i sekvencirane. Dobijene
sekvence su upatene sa sekvencama deponovanim u bazama podatakderadikacije
gena izmenjenih u tumorskim uzorcima pacijenataledihood malignih glioma, kao i
tipova mutacija u njima.

Na ovaj néin je dentifikovano 11 gena: fuzioni parther HMGi§ena-3 u lipomima
(LHFPL3), sarkoglikan, gamaSGCQ, 5-hidroksitriptamin (serotonin) receptor ATR4,
integrin beta 1ITGB1), mitohondrijska karbamoil-fosfat sintetaza @PSJ, protein S
(alpha) PROS]), glikoprotein 2 GP2, ZAP7% c¢lan 2 kalijum-zavisne subfamilije G
(KCNG2, cAMP-zavisna 3',5'-ciktha fosfodiesteraza 4DPDE4D), imunoglobulinski
receptor ¢elija ubica (NK c¢elija) (KIR3DL3), inozitol polifosfat-5-fosfatazal\\PP5A).
Preostale sekvence pripadaju joS uvek neidentifikow delovima hromozoma 1, 2, 8g21-
g23, 91 12, i njihova identifikacija tek treba dsledi. NaSi rezultati ukazuju da bi osam od
ukupno jedanaest identifikovanih gena moglo dazmaiajnu ulogu u patogenezi glijalnih
tumora, dok promene GP2 KCNG2i KIR3DL3 genima treba posmatrati kao posledicu
»-mutator” fenotipa i povéene stope mutacija ¢elijama kancera. Pretpostavljamo da je do
promena u ova tri gena doslo tokom procesa klonakspanzijeelija tumora, jer njihova
ekspresija nije karakterigtia za glijalneelije.

Prema naSim rezultatima, promeneLHFPL3 genu predstavljaju potencijalni marker
primarnih glioblastoma, jer su saceen westalogu detektovane u glioblastomima gradusa
IV, kod starijih pacijenata i u uzorcima sa viSitegenom genomske nestabilnosti,
karakteristtnim zade novoglijalne tumore. Ovaj gen koji se nalazi na dikgen kraku
hromozoma 13, otkriven je 1998. godine kao traretani partherHMGIC gena u
lipomima sa testalom translokacijom t(12;13) (Petit i saradni®99). lako uloga ovog
gena u patogenezi glioma nije poznata, Nagaisharadnici (2012) su pokazali da je
njegova amplifikacija karakterisia za mezenhimalnu komponentu gliosarkoma, retkog
podtipa glioblastoma koji sadrzi regione glijalnemiezenhimalne diferencijacije. NaSi

rezultati ukazuju da brojne detektovane nukleotidia@nene u ovom genu &di na
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pove&anije invazivnost glioma, Sto je pofeno znédajno kr&im prezivljavanjem pacijenata
kod kojih su pokazane ove promene.

Za razliku odLHFPL3 gena, promene 8GCG HTR4 ITGB1, CPS1 PROS1i INPP5A
genima su detektovane uglavnom u anagaisti astrocitomima, Sto ukazuje na njihovu
ulogu u progresiji sekundarnih glioblastoma, dokPJeE4D znaajan za progresiju oba
podtipa GBM. lako do sada nije podena njihova funkcija u razéi glioma, véina
identifikovanih gena &estvuje u prenosu signala delijskoj adheziji, izuzetno vaznim
procesima za nastanak i progresiju kancera. P@&uinposmatrajéi, HTR4 i PDE4D
ucestvuju u cAMP signalnom putu (Conti i saradnid03, Noda i saradnici, 2004), dok
INPP5A reguliSe aktivhost druga dva sekundarnangtas fosfatidilinozitol (1,4,5)-
trisfosfat i inozitol-1,3,4,5-tetrakisfosfat (Majes, 1996).

U razlicitim tipovima tumora mozga je detektovana niza lemiacija cAMP-a u
poreienju sa normalnim tkivom (Furman and Shulman, 19K@d i dodatno smanjenje
tokom progresije tumora, usled pdaee ekspresij®DE4D (Goldhoff i saradnici, 2008).
Brojni ¢lanovi PDE4 familije cAMP fosfodiesteraza snizavajwtatelijsku koncentraciju
cAMP-a vr3éi njegovu hidrolizu, te zajedno sa adenilat ciklaaa(AC) koje ga sintetiSu,
uticu na dalju signalnu transdukciju zavisnu od ovdgiedarnog glasnika. CAMP inhibira
rast ¢elija brojnim mehanizmima, uklfwju¢i regulaciju celijskog ciklusa, apoptoze i
diferencijacije. Osim toga, cAMP dovodi do zaug@vja ¢elijskog ciklusa u G1 fazi,
smanjenjem ekspresije ciklina A i D1, i aktivacijgf1Cipl i p27Kipl, inhibitora ciklin-
zavisnih kinaza (Gagelin i saradnici, 1994). cAMReali na aktivnhost brojnih matriksnih
metaloproteinaza, razltih signalnih proteina i modulatoréelijskog ciklusa. Tokom
procesa apoptoze, on dovodi do aktivacije kasgazsredstvom brojnih medijatora kao Sto
su p38 MAPK, PI3K i pro-apoptotski protein Bim (Ahsaradnici, 2005). PDE4, cAMP-
zavisna 3',5'-ciklina fosfodiesteraza, je prisutna u astrocitima iroema, gde ima
znaajnu ulogu u normalnim i patoloSkim stanjima (Seutgu saradnici, 2011). Posenje
ekspresijePDE4, karakteristino za gliome, predstavlja jedan od Kkhih dogaaja u
progresiji tumora mozga jer dovodi do snizavanjademtracije cAMP-a ukidagii njegova
inhibitorna anti-tumorska svojstva. NaSi rezultgtazuju da, pored izmenjene ekspresije,

nukleotidne zamene detektovane u naSim uzorcimaundogesti do pousane aktivnosti
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ovog enzima. Statigki znaajna povezanost promena u ovom genu sa visokom
hromozomskom nestabilnas (CIN) ukazuje na delovanje oba mehanizma akfgaci
PDEA4D u naSim uzorcima. Pored toga, promeR®&4D genu su zn&@jnocee prisutne

u uzorcima sa ,wild typep53i p1l6 genima. Imajti u vidu da viSestruke promene istog
signalnog puta ne po¥avaju selektivhu prednostlija tumora, moze se pretpostaviti da
smanjena koncentracija cAMP-a pod uticajem PDE4&dstavlja jedan od mehanizama
inaktivacije pomenutih tumor supresora u gliomidmalirektnu potvrdu naSe pretpostavke
predstavlja podatak da paani nivo cCAMP dovodi do aktivacije p16 (Haddad rasnici,
1999), kao i inhibicije MDM2, Sto se pozitivno odewa na aktivhost p53 (Hosokawa i
saradnici, 1998).

PoredPDEA4D, identifikovali smo alteracije u joS jednom redgola cAMP signalnog puta,
serotoninskom receptoddTR4 Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT) i njegoweaeptori
vrSe regulaciju sinteze cAMP-a, p¢emu tip receptora, tj. veza sa stimulatornim ili
inhibitornim G proteinima uie na povéanje ili smanjenje koncentracije ovog signalnog
molekula (Hoyer i saradnici, 2002). 5-HT4 recepj@rpozitivno kuplovan sa adenilat
ciklazom posredstvom Gs proteina, Sto dovodi doefanvja unutaselijskog nivoa cAMP-

a. Uloga serotoninskih receptora u kancerogenezsl¢ggena, jer serotonin reguliSe
inhibitorne (inhibicija rasta i apoptoza), ali i rfaer-promoviSte procese (prekidi
meducelijskin veza, nova receptorska svojstva, epitelgamezenhimalna tranzicija)
(Siddiqui i saradnici, 2005). Tokom progresije tumadolazi do alteracija u ovoj signalnoj
kaskadi, sticanja rezistencije na inhibitorna swe@jsserotonina, prtemu se zadrzavaju i
favorizuju tumor-promovista dejstva i obezldelje zn&ajna uloga u rastu, diferencijaciji i
regulaciji genske ekspresije, Sto je pokazanokinmépovima kancera (Cartier i saradnici,
2005, Pai i saradnici, 2009), ali ne i u gliomimiasi rezultati ukazuju da promene u genu
zaHTR4 mogu biti rani dogdaj tokom progresije sekundarninh GBM jer su dete&t®/u
uzorcima nizeg gradusa i kod rtila pacijenata.

Kao Sto je vé navedeno, INPP5A pripada brojnoj familiji inozigeblifosfat 5-fosfataza i
ima izrazenu supstratnu spedifost za inozitol 1,4,5-trisfosfat i inozitol 1,34,
tetrakisfosfat (Mitchell i saradnici, 2002). Ovajzém dovodi do zaustavljanja signalne

transdukcije metabolisunavedene sekundarne glasnik&sstvujiéi na taj ngin u brojnim
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¢elijskim procesima, ukljguju¢i proliferaciju. Inaktivacija ovog enzima favorizumalignu
transformaciju, a gubitak fukcije INPP5A je deteldo u razkitim tipovima kancera,
ukljucujuéi karcinome skvamoznil€elija koze (Sekulic i saradnici, 2010), leukemije
(Mengubas i saradnici, 1994) i tumore mozga (Famis$ Pedone, 1993). LOH 10qg, na kome
se pored brojnih tumor supresora nalaziNPP5A (10926.3), predstavlja ngg&u
genetéku promenu u glioblastomima (Ohgaki ai KleihuesD20 i ukazuje na zrajnu
ulogu gena lociranih u ovom regionu u inhibicijink@rogeneze. Nasi rezultati ukazuju da
speciféne ta&kaste mutacije detektovane u nasSim uzorcima dakmogu uticati na
inaktivaciju ovog tumor-supresora. Visoka frekverzeastupljenosti promena ovog gena u
uzorcima nizih gradusa ukazuje da je njegova imaktja rani dogdaj u progresiji glioma,
kao Sto je vé pokazano u sliaju karcinoma skvamoznitelija koze (Sekulic i saradnici,
2010). Uloga INPP5A u neoplastioj transformaciji je potdena i nacelijskim linijama,
gde je pokazano da smanjenje aktivnost ovog enzmma50% izaziva povanje
koncentracije inozitol 1,4,5-trisfosfata (2 putaae&oncentracija), kao i kalcijumadeliji
(1,9 puta véa koncentracija) (Speed i saradnici, 1996). Dalpecanje koncentracije ovih
sekundarnih glasnika dovodi do indukcije mitozezawsno od prisustva faktora rasta, Sto
predstavlja jednu od osnovnih karakteristika mahgielija prema Hanahan i Weinberg-u
(2011). U skladu sa tim je i na$ nalaz da se prefiéRP5Agena zn&jnoce&e javljaju u
uzorcima sa nepromenjenim amplifikacionim statude@FRa. Speed i saradnici (1996)
su pokazali da hro#mo poveéanje Ins(1,4,5)Pu nestimulisanintelijama utée na porast
bazalnog nivoa kalcijuma Sto dovodi do mitoze, nezreo od uticaja faktora rasta. Osim
toga, povéanje ekstréelijske koncentracije kalcijuma od 0,1 do 1mM jevdino da
dovede do nezavisne proliferacije fibroblasta (Huesaradnici, 1995).

Na osnovu naSih rezultata mozemo pretpostavitiotam progresije glioma dolazi i do
promena CPS1, jednog od pet khih enzima ciklusa uree (Mitchell i saradnici, 2D09
lako se ovaj enzim eksprimira prvenstvenoéelijama jetre i intestinuma, kao i u
fibroblastima, mi smo detektovali brojne nukleotdmamene i dinukleotidne delecije u
okviru CPS1gena u gliomima. Pretpostavljamo da ove promeiie ua ekspresiju ovog
gena ili dovode do sinteze aberantnog proteinanogmgresije tumora mozga. Do sada su

identifikovane brojne mutacije i polimorfizmi u oku CPS1gena koji na raztite n&ine
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menjaju njegovu bioloSku funkciju, dtici na pojavu razliitih patoskih stanja, pa i
kancera. Promenjena ekspresija ovog gena je gtaruéelijama karcinoma Zeluca (Liu,
1989), hepatocelularnim karcinomima (Liu i saragnk011), kao i adenokarcinomima
tankog creva (Cardona i saradnici, 2009), ali neostalim tipovima tumora, ukkiujuci i
gliome. lako promene ovog gena, prema nasSim reézulia mogu biti karakteristhe za
progresiju sekundarnih GBM, jer se predominatndjgay u astrocitomima gradusa Il i
uzorcima sa nizim stepenom genomske nestabilmustje mogénost da su detektovane
mutacije posledica ,mutator® fenotipa bez direktncgfekta na proces maligne
transformacije glioma.

Proteinski produktiSGCGi PROS1gena su glikoproteini ukljieni u ¢elijsku adheziju
(Dahlback, 2007, Ozawa i saradnici, 2005), dokdma@mbranski receptor ITGB1 ima i
dodatnu ulogu u prenosu signala i regula@jijskog ciklusa (Giancotti i Ruoslahti, 1999).
Nema dovoljno podataka o ulozi ovih gena u kanaamegi, iako su proteini koje kodiraju
ukljuc¢eni u procese koji su zéanji za malignu transformaciju.

Clanovi familije sarkoglikanag-, -, y-, 8- i e-sarkoglikani, destvuju u obrazovanju
sloZzenog transmembranskog sistema koji obdglbanehaniku i signalnu vezu citoskeleta
sa ekstréelijskim matriksom. Ovi transmembranski proteini karakteriséni i, stoga,
najbolje prodeni u misénom tkivu, pri ¢emu se zanemaruje njihova Siroka
rasprostranjenost i u drugim tkivima. Smanjena ss@ SGCGje pokazana u uzorcima
nesitn@elijskog karcinoma pka, gde dovodi do modifikacije citoskeleta i ek&igskog
matriksa tokom progresije kancera i formiranja retetza (Valk i saradnici, 2010). Prema
najnovijim podacima, sarkoglikani imaju ulogu i wstanku tumora dojke, posebno
prilikom progresije iz benignih u maligne forme @&r i saradnici, 2012). Smanjena
koncentracija sarkoglikana ¢ena u biopsijama obolelih pacijentkinja ukazujestzdoljenje
meducelijskih veza epitelijalniitelija, Sto olakSava progresiju tumora i péaea njegovu
invazivnost (Arco i saradnici, 2012). U naSim uzor@ promeneSGCG gena su
karakteristtne za astrocitome gradusa Ill, Sto nas je navelopdapostavimo da
predstavljaju kasni dodaj u progresiji ovih tumora u viSi gradus, néto imajuéi u vidu

da se statistki zna*ajnoce&e javljaju u uzorcima sa niskim CIN-om, markerorogresije
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sekundarnih GBM. U skladu sa tim je i nalaz da jeati kod kojih su detektovane
promene u ovom genu imaju keavreme prezivljavanja.

Pored sarkoglikana, identifikovali smo alteracijeja$ jednom genwiji je proteinski
produkt ukljten u procesecelijske adhezije, Sto poidwje zn#&aj modulacije
meducelijskih veza za razée (glijalnih tumora. Protein S je vitamin K-zavisni
antikoagulantni protein plazme. Osim uloge u &pvanju koagulacije, ovaj protein
ucestvuje u brojniméelijskim procesima. PROS1 se vezuje za negativrelektzisane
povrSine plazma membrane apoptotskélija, promoviSdi njihovu fagocitozu pomeu
makrofaga (Anderson i saradnici, 2003). Pored tdg@OS1 ima izrazenu mitogenu
aktivnost (Gasic i saradnici, 1992), kao i ulogzastiti neurona od ishemije i hipoksije
(Liu i saradnici, 2003). Uloga PROS1 u kancerugdavoljno poznata. Saraon i saradnici
su detektovali pov@nu koncentraciju ovog proteina u uzorcima viSidgisa tumora
prostate, predlazu ga za potencijalnog biomarkera agresivnijih forovog oboljenja
(Saraon i saradnici, 2012). Migim, porelenje ekspresionih profila meningioma raitih
gradusa ukazuje na smanjenje ekspresije ovog peotea povéanjem gradusa tumora
(Fevre-Montange i saradnici, 2009). lako na prwylpd kontradiktorni, navedeni rezultati
su dobijeni na dva tipa tumora, primenom gazh metoda, kao i bez detaljnije analize
mehanizma delovanja PROS1 na kancerogenezu. Detektoiza stopa prezivljavanja
nasih pacijenata sa promenam@ROS1genu ukazuje da one dovode do agresivnijeg
ponasanje tumora. Kao i u 8aju SGCG promenePROS1gena mogu imati ziajnu
ulogu u patogenezi sekundarnih glioblastoma, jempssutne prevashodno u uzorcima
anaplastinih astrocitoma gradusa lll, prekursora navedersiMG

Integrini, familija povrSinskihcelijskin receptora, ¢estvuju u komunikacijicelija sa
ekstraelijskim matriksom, tj. prenose meha&ke i hemijske signale iz ECM. Na osnovu
primljenih informacija, reguliSe se aktivnost rettep faktora rasta i jonskih kanala, kao i
organizacija unutgelijskih aktinskih vlakana i citoskeleta. Signabjkse prenose preko
integrina direktno udiu na regulacijielijskog ciklusa, usmeravajucelije ka proliferaciji

ili diferencijaciji (Giancotti i Ruoslahti, 1999Y/ec¢ina integrina aktivira fokalnu adhezionu
kinazu (FAK, engl. focal adhesion kinase)¢lanove familije SRC-kinaza koji vrSe

fosforilaciju i aktivaciju nishodnih ¢esnika ovog signalnog puta(Guo and Giancotti, 2004)
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Znaaj integrina za progresiju tumora je veliki j@restvuju u regulaciji adhezije, migracije,
invazije i proliferacije tumorskihcelija. Postoje bojni dokazi da integrini obedbg!
kontakt tumorskiktelija sa ECM, kao i transdukciju signala koji doeodio uspostavljanja
malignog fenotipa, nekontrolisanog rasta i migediprzesiak i saradnici, 2007). Ovo je
posebno izrazeno u tumorima pankreasa, kod kojiprigutna povéana koncentracija
komponenti ekstiglijskog matriksa, posebno kolagena tip | i tip I%hronektina i
laminina, koji stupaju u direktnu interakciju $4 integrinom (Armstrong i saradnici,
2004).1In vitro i in vivo modeli su pokazali da potpuni gubitak (engl. knaxkd) ITGB1
dovodi do smanjenja primarne tumorske mase za 3@%,i do spréavanja formiranja
metastaza, potdujuci njegov zndaj za progresiju tumora i formiranje metastaza wamo
pankreasa (Grzesiak i saradnici, 2011). Pored aviotegrinB1 predstavlja vazan element
za vezivanje epitelijalnih m&ih ¢elija za bazalnu membranu, Sto td&@redstavlja jedan
od mehanizama regulacije Sirergalija tumora (Janes i Watt, 2006). Prekidanje avih
meducelijskih veza oslobda pojedinane ¢elije tumora, koje na ovaj tim sticu invazivnu
sposobnost i migratorni fenotip (Guo i GiancottiD02). Integrini omogéavaju
meducelijsku komunikaciju, vrs@ prenos signala na okolréelije. Na primeru karcinoma
skvamoznih¢elija je pokazano da alteracije ili p@ama ekspresija integrina direktno
menjaju obrazac ponaSanja okolrdélija, reguliSéi njihovu proliferaciju i spréavajli
diferencijaciju (Janes and Watt, 2006). PromenéT@GB1 genu detektovane u nasSim
uzorcima sugeriSu da ovaj transmembranski protepridosi povéanju invazivnog
potencijala malignih glioma. Edwards i saradnX1) su protavali ulogu faktora rasta
vezivnog tkiva (CTGF, engl. connective tissue gtoféctor) u patogenezi glioblastoma i
pokazali da on dovodi do aktivacije CTGF-ITGB1-TrkAmpleksa Sto ute na povéanje
invazivnosti tumora. U naSem 8hju, detektovane alteracijéTGB1 gena, prisutne
prevashodno u anaplastim astrocitomima, mogu imati z&gnu ulogu u progresiji
sekundarnih glioblastoma,. Pored toga, promene amogenu su povezane sa &m
prezivljavanjem pacijenata, Sto je joS jedna pdavndgticaja integrina na podanje
agresivnosti glioma.

Kao Sto je prethodno navedeno, alterac§&CG PROSL1i ITB1 gena, detektovane

prevashodno u astrocitomima gradusa lll, ukazujpmrenene welijskoj adheziji mogu
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predstavljati jednu od kljtnih odlika progresije glioblastoma, nédito sekundarnih. Osim
toga, promene ova tri gena &e&e javljaju u uzorcima sa niZzim stepenom genomske
nestabilnosti, Sto navodi na zaklpk da one predstavljaju kasni ddgpu nastanku
sekundarnih glioblastoma, ukoliko proces njihoveplasttne transformacije posmatramo
u funkciji Darvinovih evolutivnih mehanizama. Katw e v& navedeno, ne postoji razlika
u stepenu genomske nestabilnosti idmastrocitoma gradusa Il i primarnin GBM koji
nastajude novo Kako je @ekivano da tokom progresije sekundarnih GBM dolkdai
smanjenja i, finalno, gubitka ekspresije “mutatéehotipa (Loeb, 2001), pretpostavljamo
da niza stopa genomske nestabilnosti u pojedinirorauna predstavlja indikator
terminalne faze progresije tumora.

Pros€no prezivljavanje naSih pacijenta je 11 meseci,5agddiSnja stopa prezivljavanja
30%, Sto je u skladu sa podacima iz literature {Heui saradnici, 2006, Stupp i saradnici,
2005). Od svih analiziranih parametara, jedinoahi&ki podtip i promene ULHFPL3 genu
imaju statisttki znafajan uticaj na prezivljavanje pacijenata. NaSi hatuukazuju da
pacijenti oboleli od anaplastiih astrocitoma imaju bolju prognozu u odnosu na ea
glioblastomima, Sto se moZe objasniti i pozitivnéwrelacijom niZzeg gradusa i nd@
starosne kategorije obolelih, koja predstavlja fpean faktor prezivljavanja pacijenata
(Casartelli i saradnici, 2009, Das i saradnici, POUticaj stepena genomske nestabilnosti
na prezivljavanje pacijentata nije paten, a malobrojni rezultati se razlikuju u zavisnost
od tipa kancera. Tako je pokazano da visok stepkrosatelitske nestabilnosti ukazuje na
bolju prognozu pacijenata sa naslednim nepolipozkémcerom debelog creva, jer ovi
pacijenti imaju produzeno prezivljavanje u odnosupacijente sa nizim stepenom MSI
(Diaz, 2005). Hromozomska nestabilnost, waju kancera kolona, nije posmatrana zbirno,
ve¢ kroz efekat pojediranih delecija ili amplifikacija odréenih hromozoma. Za razliku od
toga, Kronenwett i saradnici (2006) su pokazalvidak stepen hromozomske nestabilnosti
skratuje vreme prezivljavanja pacijentkinja sa tumoridgke. Nasi rezultati ukazuju da
stepen ukupne genomske nestabilnosti nema progkiofstktor u naSem setu uzoraka, a
isto je pokazano u staju hromozomske i mikrosatelitske nestabilnostindwedenog se
moze zakljditi da se razfiti tipovi tumora meusobno razlikuju prema tipu genomske

nestabilnosti, vremenu njenog uspostavljana, kafektu na prezivljavanje pacijenata. U
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sliéaju malignih glioma, visok stepen ukupne genomsestabilnosti, ali i izjedrigen
doprinos CIN i MIN, utée na dramatno skr&enje zivotnog veka obolelih. Pored toga, ova
analiza je dodatno oteZana izuzetno brzim napregenabolesti gde, posebno u &iju de
novo primarnih GBM, nismo u moguosti da identifikujemo prelazne faze progresije
bolesti. Pored uticaja stepena genomske nestabilnasprezivljavanje pacijenata, Zeleli
smo da ispitamo uticaj promena pb3 PTEN pl6 i EGFRu, kao i u novim
identifikovanim genima, zr@ajnim za proces nastanka i progresije glioma. Fadaticaju
alteracijap53 tumor supresora na stopu prezivljavanja pacijeoataelih od glioma nisu
usaglaseni. Dok prema rezultatima pojedinih stupligzivljavanje pacijenata ne zavisi od
statusap53 gena (Batchelor i saradnici, 2004, Newcomb i saicad1998, Simmons i
saradnici, 2001), \éna rezultata, ukljéuju¢i i nase, ukazuje da su promene ovog gena
pozitivni prognostiki faktor kod obolelih od glioblastoma (Ohgaki radnici 2004, Smith

i saradnici, 2001). Pretpostavljamo da na ovakaxultat utte pokazana pozitivha
korelacija inaktivacijep53 gena sa nizim gradusom i riam grupom pacijenata. Za
razliku od p53, u naSim uzorcima jecena mduzavisnost promenaRTENuU i EGFRuU i
kraceg zivotnog veka pacijenata posle operacije, iakaj oalaz nije statistki znatajan.
Postoje brojni literaturni podaci koji su u sklada naSim rezultatima. Pokazana je
povezanost hemizigotnih deleciRTEN lokusa sa kri&dm preZivljavanjem pacijenata sa
gliomima visSih gradusa (Lin i saradnici, 1998), ka@naajno bolja prognoza kod
pacijenata’iji tumori imaju poveéanu ekspresiju PTEN-a (Sano i saradnici, 1999, Wage
saradnici, 2008). Smith i saradnici (2001) su pditvrda promene PTEN-a zéano
skrauju prezivljavanje pacijenata, kao i da amplifif@adeGFR-a ima isti uticaj, ali bez
statisttke zn&ajnosti. Na skrévanje zivotnog veka pacijenata dodatnc@esinergistiko
dejstvo ova dva gena, jer je pokazano da inakjwaeiTENa dovodi do pov&anja
rezistencije na terapiju kod tumora sa aberantn&spresiomEGFRa (Mellinghoff i
saradnici, 2005). Dalje, nasi rezultati ukazujuiriktivacijapl6 gena nema prognoski
zn&aj za gliome, Sto je u skladu sa rezultatima Newlwa saradnika (Newcomb i
saradnici, 1998), iako rezultati univarijantne l@@ana véem broju uzoraka sugerisSu da
poveana ekspresijpl6 gena koreliSe sa boljom prognozom (Wager i sacadBD08).

Zanimljivo je da su isti autori, analizirgjuefekat najzn&jnih promena u gliomima na
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uzorku od preko 400 pacijenata, za&juda analizirani markeri nemaju prognasii
zn&aj zbog izrazene heterogenosti tumora visSih grgdesga nemaju praktu primenu u
individualnom pristupu k&enju (Wager i saradnici, 2008). Zbog toga jecajr@o ispitati
potrencijalni efekat identifikovanih gena na prdiavanje pacijenata obolelih od tumora
mozga glijalnog porekla, sa ciljem identifikacijeljth prognostékinh markera. Na osnovu
iznetih rezultata mozemo zakdjti da promeneLHFPL3, karakterisitne za primarne
GBM, zna&ajno skra&uju prezivljavanje pacijenata, te se mogu smatreggativnim
prognostékim faktorom. Pored toga, promeneSGCG PROS1ITB1 i HTR4 genima se
cege javlaju kod pacijenata sa loSijom prognozomn@hov uticaj ne dostize statigku
zna&ajnost. Preostali identifikovani genRPDE4D i INPP5A nemaju uticaj na stope
prezivljavanja pacijenata. Posto je naSa studia pe vrste koja je ukazala na potencijalni
zn&aj identifikovanih gena u patogenezi glioma, netgesdodatni podaci u literaturi
kojima bi se potvrdio njihov uticaj na prezivljayanpacijenata. Neophodna su dodatna
istrazivanja identifikovanih gena naden broju uzoraka, kao i na vitro modelima, sa

cillem razjasnjenja mehanizama njihovog delovaokain progresije glioma.
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6 ZAKLJU CCI

Prezentovani rezultati, kao i njihovo tuéeaje u odnosu na postéjeliteraturu, navode na

sledeée zakljutke ove doktorske disertacije:

1. Visok stepen genomske nestabilnosti predstavljayead osnovnih karakteristika
malignih glioma, pricemu su mikrosatelitska (MIN) i hromozomska nestaist
(CIN) skoro podjednako zastupljene u svim uzorcirRadjednak doprinos oba
navedena tipa genomske nestabilnosti predstavhgagiu novinu karakteristnu

za gliome, jer se prema podacima iz literature MONN medusobno iskljguju.

2. Ne postoji razlika u stepenu genomske nestabilnagtieiu anaplastinih
astrocitoma i glioblastoma multiforme, Sto je néézhu suprotnosti sa evolucionom
teorijom nastanka kancera, prema kojoj seéekoje smanjenje genomske
nestabilnosti sa progresijom kancera.dMtém, svi analizirani glioblastomi spadaju
u grupu primarnih GBM, koji nastajle novg a ne progresijom iz astrocitoma nizih
gradusa. NasSi rezultati nagoveStavaju da nizi stegenomske nestabilnosti
potencijalno predstavlja biomarker za detekciju uselarnin GBM, koji se

histoloski ne mogu razlikovati od primarnih.

3. Identifikovali smo 11 gena izmenjene primarne giuik Kkoji ranije nisu
povezivani sa promocijom i progresijom glioma.éWa njih (osam) je, po nasem
misljenju, ukljiiena u procese nastanka i progresije glioma, a preraepreostala
tri gena GP2 KCNG2i KIR3DL3) predstavljaju posledicu ,mutator” fenotipa i
pove&ene stope mutacija u tumorskiréelijama. 1z korelacione analize sa
histopatoloSkim podacima sledi da je:

* LHFPL3- marker primarnih glioblastoma

» SGCG HTR4 ITGB1, CPS1 PROS1i INPP5A — markeri progresije AA u
sekundarne GBM

* PDE4D- zn&ajan za progresiju oba podtipa GBM.
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4.

Identifikovani geni destvuju u prenosu signala, regutiSunivo sekundarnih
glasnika cAMP i Insp i u regulaciji¢elijske adhezije, izuzetno vaznim procesima

za nastanak i progresiju kancera.

Promene WPPDE4D genu su zn@jnoce&e prisutne u uzorcima sa ,wild typp53i
pl6 genima. Imajti u vidu da viSestruke promene istog signalnog puoéa
poveavaju selektivhu prednoselija tumora, zakljgujemo da PDE4D dovodi do
inaktivacije ovih tumor supresora posredstvom cA8POvako je dodatno
potviden zngaj p53i pl6 tumor supresora za nastanak i progresiju glioerasi
pored direktnih mehanizama u tumorskidelijama aktivirani i indirektni

mehanizmi njihove inaktivacije.

Najucestalija promena u naSem setu uzoraka je inakjavBdIEN tumor supresora
(66,7%), zatimpl6 tumor supresora (60%), aktivack&GFR onkogena (54%), dok

je p53inaktiviran samo u 40% uzoraka.

Promenep53 gena su karakterighe za anaplasie astrocitomePTENiIi EGFRsu
markeri primarnih glioblastoma, dok je inaktivacigd6 prisutha u oba podtipa
GBM, tako da se mozedieda je karakteristika i jednih i drugih.

Identifikovali smo 4 nove mutacije p53 genu kojenikada ranije nisu u@ne u

gliomima, pricemu je najfrekventnija mutacija kodona 144 u egZoimwog gena.

lako ne postoji statisiki znatajno prisustvo ko-alteracijp53 PTEN pl6i EGFR
gena, podatak da su kod 69% pacijenata detektalxandi viSe promena, potiuje

zn&aj visSestrukih promena u progresiji glioblastoma.

-122 -



DOKTORSKA DISERTACIJA Zakljdci

10.0d svih analiziranih parametara, jedino histolgxidltip i promene WHFPL3 genu
imaju statisitki znatajan uticaj na prezivljavanje pacijenata, g@mu je nizi gradus
pozitivan, a promeneLHFPL3 gena negativan prognosti faktor. Stepen
genomske nestabilnosti ne d&tina stopu prezivljavanja pacijenata, Sto se moze
objasniti de novo mehanizmom nastanka primarnih GBM, kao i izrazenom
genomskom nestabilnés, za razliku od viSih gradusa ostalih tipova tuanoPored
toga, pacijenti kod kojih su detektovane promeng géna zive duze, za razliku od
promena PTEN EGFR SGCG PROS] ITB1 i HTR4, koje su negativni
prognostéki markeri. Promen@l16 PDE4Di INPP5Agena nemaju uticaj na stopu

prezivljavanja pacijenata.

Iz svega navedenog se kdna moze ré& da je za maligne gliome viSih gradusa
karakteristtno prisustvo brojnih promena u genomu, kao i slezeiusobne interakcije
promenjenih gena. Visok stepen genomske nestahilikog predstavlja jedan od osnovnih
markera ovog tipa tumora, direktno dovodi do p@ewga intra- i inter-tumorske

heterogenosti, otezavdjkako dijagnostike, tako i terapeutske pristupe ovom oboljenju.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

MoTtnucanu-a BegpaHa MunuHkoeuh
6poj nHaekca MnO070008
UsjaBrbyjem

Aa je AoKTopcKa aucepTrauuja nog Hacnoeom

HeTekuuja u KapakTepu3sauumja reHoMcke HecTabUIIHOCTU TymMopa Mo3ra
rmujanHor nopekna

e pea3ynTtaTt COMCTBEHOr UCTPaXXnBa4Kkor paga,

e [a npeanoxeHa guceprauuja y UenvHu HU y genosuma Huje buna npegnoxeHa
3a gobujare GUNO Koje AuMNNOMe npema CTYAW|CKUM nporpamuma  Apyrux
BMCOKOLLIKOSICKMX YCTaHOBA,

e [a CYy pe3ynrtath KOPpekKTHO HaBegeHu 1

* [a Hucam Kplimo/na ayTopcka npaBa W KOPUCTUO WHTENEKTyamnHy CBOjUHY
APYrvX Nuua.

Mornuc gokropawaa

Y beorpaagy, 19.04.2013.




Mpunor 2.

U3jaBa 0 NICTOBETHOCTU LUTAMIMaHE U efIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Wme v npesume aytopa Begpana MunuHkosuh
Bpoj uHpekca 1MO070008
Crtyaujcku nporpam MonekynapHa 6uonoruja

Hacnoe papa __[leTekuuja n kapakrepusaLmja reHoMcke HeCcTabunHocTu Tymopa
Mo3ra rnujanHor nopekna

MeHTOp Ap Hukona Tanuh u ap Nopgaxda Matuh

MoTnucaxw/a BegpaHa MunuHkosuh

M3jaBrbyjem aa je witamnaHa Bepanja Mor AOKTOPCKOr pafa UCTOBETHa €NeKTPOHCKO)
Bep3nju kojy cam npedao/na 3a objaBrbuBawe Ha noprany [AururanHor
peno3utopujyma YHuBep3urera y Beorpapy.

HosBorbaBam ga ce objaBe Moju NUYHWM nofauu BesaHM 3a fobujake akapemckor
3Barba [OKTOpa Hayka, Kao LWTO Cy UMe W npesvume, roguHa n Mecto poferwa un gatym
onbpaHe paga.

OBu nuyHu nogauu mory ce 06jaBUTM Ha MPeXHUM CTpaHuuama AaurutanHe
BubnuoTeke, y eneKTpoHCKOM KaTanory u y nybnukauvjama Yuusepauteta y beorpagy.

lMoTnuc gokTopaHaa

Y Beorpaay, 19.04.2013.
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Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwherwy

Osnawhyjem YHuBepsautetcky Bubnuoteky ,Cesetosap Mapkosuh® ga y [Ourutanyu
penosuTtopujym YHusepauteta y beorpagy yHece Mojy [OKTOPCKY AucepTtauujy nog
HacrnoBoM:

AeTeKkuuja U KapakTepusaumuja reHoOMCKe HeCTABUAHOCTU TYMOpPd MO3ra
FAMJOAHOT NMOpPeKAd

Koja je Moje ayTopcKo Aeno.

AucepTauujy ca cBUM Npunosvuma npepao/na cam y enekTpoHCcKkoM hopmaTy norogHoM
3a TpajHO apxvBupatbe.

Mojy goKTopcky guceprauujy noxpareHy y OurutanHu penosutopujym YHuBepauTeTa
y Beorpagy mory fa KopucTte CBM KOjU NnoLuTyjy oapenbe cappaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4uo/na.

1. AyTopcTBo

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpUWMjanHo

8. AytopcTBO — HekomepumjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEepLMjanHo — AenuTy Nog UCTUM ycrnoBuma
5. AytopcTtBo — 6e3 npepane

6. AyTOpCTBO — AenuTK Noj UCTUM ycrosuma

(MonuMo fa 3aokpyute camo jeaHy o4 WecT noHyReHux nuueHuW, kpaTak onuc
nuueHumn gart je Ha nonefuHu nucra).

lNMoTnuc gokropaHaa

Y beorpagy, 19.04.2013.




1. AyTtopcTteo - [lo3Borbaearte yMHOXaBare, AUCTPUBYUWM)Y W jaBHO caorwiTtaBame
Aena, n npepaje, ako ce Haseae uMe aytopa Ha HaduH oapefheH of cTpaHe aytopa
unu aaeaoua nuueHue, Yak un y komepumnjanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja o4 cBumx
nuueHun.

2. AyTopcTBO — HEKOMEpLUWjanHo. [Jo3BorbaBate yMHOXKaBare, AUCTpUBYLIM)Y 1 jaBHO
caonwTaesawe Aena, U npepage, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH ogapefeH of
cTpaHe ayTtopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He O03BOSfbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTtopctBo - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [lo3Bosrbasarte yMHOXaBare€,
ancTpubyumjy M jaBHO caonwtaBake fena, 0e3 npomeHa, npeobnukoBaka wunu
ynotpebe gena y CBOM [eny, ako Ce HaBeAe UMe aytopa Ha HadvH oapeReH o
CTpaHe ayTtopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He A03BOfbaBa KomepuujanHy
ynotpedby Aena. ¥ oAHoCy Ha cBe ocTane nuueHLe, OBOM NMLEHLIOM Ce orpaHudaBa
Hajsehn obum npasa Kopuwherwa gena.

4. AYTOpPCTBO - HEKOMepuujamHO — AenuTW Mof WUCTUM ycrnosBuma. [lo3Borbasare
yMHOXaBake, AUCTpUbyLmjy 1 jaBHO caoniwiTasarbe Aena, v npepane, ako ce Haeeae
UMe ayTopa Ha HauMH ofpefleH of CcTpaHe ayTopa Unu gasBaoua NuUeHUe U ako ce
npepaga auctpubyupa nog WCTOM WNWM CrivyHOM nuueHuom. Oea nuueHua He
A03BOSbaBa komepuujanHy ynotpeby aena v npepaja.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3sorbaBate ymHoXaBatbe, AUCTPUOYUU)y M jaBHO
caonwTasatbe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoeara unu ynotpede aena y ceom geny,
ako ce HaBe[e ume ayTopa Ha HauwH ogpefleH og cTpaHe ayTtopa unu Aasaoua
nuueHue. Osa nuueHua fo3sorbasa komepuujaniy ynotpeby gena.

6. AytopcTBO - Aenutu noa wucTUM ycnosuma. [lo3BOSbaBaTe YMHOXaBawe,
AucTpubyuujy ¥ jaBHO caonwiTasBare Aena, U Nnpepaje, ako ce HaBeae uMme aytopa Ha
HauuH ofpefeH of cTpaHe ayTopa WnNW Aasaola NUUeHUe K ako ce npepaga
auctpubyupa nod MCTOM unvM  crnvdHoMm nuueHuom. OBa nuueHua [o3Borbasa
komepuujanHy ynotpeby pena v npepaga. CnuuHa je coTBEPCKMM nuLeHuama,
OAHOCHO Nu1LeHLama OTBOpPEHOr koaa.



