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MenTopu

np Becna Maupayimh, HayuHu capafiHUK VIHCTUTYTa 3a HyK/eapHe Hayke “BuHua”

np T'opan Bpajyiikouh, BanpegHu npodecop buonorikor dhakynrera YHUBep3uTeTa y

Beorpapy

YnaHoOBM KOMMHCH]e

np Jenena Conra, goueHT MeauLIMHCKOT (aKy/iTeTa YHUBep3uTeTa y beorpaay

Hatym onbpane:



3axeanHuya

Oesa dokmopcka ducepmayuja je ocmuuibeHa u ypahexa y Jlabopamopuju 3a
paoduobuono2ujy u MonekynapHy 2eHemuky MHcmumyma 3a HykaeapHe Hayke “BuHua”,
y oksupy npojekma “MonekynrapHe OemepMuHaHme 3a OU3djH MymMop mapkepa”.
Peanuzayuja oeoz pada He 6u 6una moeyha 6e3 ceecmpaHe noopwke Kode2a U

npujamesa.

Osom npuaukom diceneo 6ux 0a u3pasum nocebHy 3axedgaHOCNM, CBOM MEHMOpY,
Op Becnu Mandywuh Ha ykazaHom nogepersy U cmprsberby, Kao U Ha cmpyuHoj nomohu

U KOpUCHUM casemumd moKom u3paae ose mese.

Ap TopaHy Bpajywkosuhy uckasyjem 3axeaaHocm Ha 000poj capadwu u

KOPUCHUM Cy2ecmujama moKom uspade mese.

JAp Jenenu Conmu 3axeasbyjeM Ha 00AUYHOj Oy20200UlLH0j Capaowu U

CMpy4yHUM caeemumd.

Pykoeoduoyy npojekma, op boecomupy /lumumpujeguhy, 3axea/byjem wmo mu je

omozyhuo da padum y obnacmu moneKyaapHe 2eHemuke mymopa.

3axsasbyjem ce ceum capaoHuyuma Jlabopamopuje 3a paduobuonoeujy u
MOeKynapHy 2eHemuky Ha nomohu mokom u3pade mese. IlocebHo ucmuuem
3axeanHocm Kosne2uHuyama op Munenu Kpajuosuh u Op CHedxcavu Josanosuh-Rynuh

Ha nomohu y K/byUHUM mpeHyyumd.
p I'opaHy Tyauhy 3axea/byjem Ha npujamesbCKoj capaomu.

Ap Maju CmaHojesuh u HeHuM capadHuyama ca HWHcmumyma 3a
MUKpobUo/n02Ujy 3ax8asbyjem wmo cy bune 0080/bHO /bybasHe 0a NOMORHY Kadd je 6uno

nompeo6Ho.

Ha Kpajy, uckasyjem 02poMHy 3ax8a/HOCM C80jOj NOpoouyu HA NPYHCEHOj

/bybasu u noopuyu.



AHa/iu3a MyTalMOHOT CTaryca reHa p53 ¥ MeTW/IALMOHOI CTaryca

npomoropa resa p14 u p16 y iunocapkomuma

Pe3ume

JIunocapkoMy, TYMOPY Me3eHXWMaJIHOI TI0peK/Ia, NpefCTaB/bajy HajydyecTaauju
XMCTOJIOIIKM THIT CapKOMa MeKWX TKHWBa. [pymny KapakTepuile BejuKa pPa3HOIUKOCT
Kako y Iorvie[ly TaTOXMCTOJIOIIKe OpraHM3aliije TymMopa Tako U OWojIorvje roHalama.
YobuuajeHa mofena Jmrnocapkoma obyxBara cnegeha Tpu moaTuma: a.) go6Gpo
mudepeHToBaHu / JenudepeHToBaHH, 0.) MUKCOUAHU / OKpymiohenujcku #  B.)
rieomopdHu. C 063MpOM Ha 3HayajHe K/IMHUUKO-TIATOJOLIKe pas/uvke u3Melly Tpu
TIOATUIIA JINTIOCAPKOMa, BePOBATHO je Jia Cy Pas/IMuMTU MeXaHU3MU YK/bYUYeHU Y BUXOB
HacTaHak U pa3Boj. Ha ocHOBy cTyauja koje cy ce ¢oKycupane Ha MCTpa’KHBambe
reHeTHKe CapKkoMa MeKHX TKMBa M KOCTH]y, MOXKe Ce 3aK/bYUUTH Jla CUTHAJIHU IIyTeBU
p53-p14 u Rb-p16 urpajy oznpeheny ynory y cBuM TuUroBrMMa capkoMa. PasjaiimaBame
y/70re OBUX CHUTHa/JHUX IyTeBa y MaroreHe3y JIMIIOCapkoMa, MoXke fa dyie [AONPUHOC
KakKO JjarHOCTULM U MIPOTHOCTULIY JIUTIOCAPKOMA, TaKo U Je(MHUCaky MOTeHLUjaTHUX
TepaneyTcKux Ly/beBa. CTyguja je obyxBaTuia UCIIUTUBake€ MyTaLIMOHOT CTaTyca reHa
P53 ¥ MeTWIaLMOHOr cTaryca reHa pl4 u pl6, Ha 33 y3opka /mriocapkoma, CBa TpU
noATuIa. Y 1[u/by cBeobyXxBaTHUje aHa/IM3e UCTTUTHUBAHA je U eKCIpecHja npoTerHa pl6,
uvkirHa D1 u dakrtopa mnpomudepanuyje Ki-67, mpyuMeHOM HWMyHOXMCTOXEMUjCKOT
bojema. Pe3ysitaTu ekcrieppMeHTa Cy TOKa3aid fia MPOMeHe y CUTHa/JHUM IyTeBUMa
p53-p14 u p16-Rb mMory umatu 3Hauaja y maToreHe3u CBa TPH TOATHIIA JUIIOCAapPKOMa.

Pasnuke ce ornezajy y KBaJIMTeTy U KBAHTUTETY TIPOMeEHa.
K/byuHe peur: murocapkomMu, MyTaLdje, MeTUIaLuja,ekcripecuja, p53, p14, p16.
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Analysis of the p53 gene mutation status and methylation status of the

promoters of p14 and p16 genes in liposarcoma

Abstract

Liposarcoma, tumors of mesenchymal origin, represent the most frequent type of
soft tissue sarcomas. The group is characterized by a great diversity regarding
pathohistology and biological behavior. The group can be divided into three different
subtypes: a.) well differentiated / dedifferentiated, b.) myxoid / round cell and c.)
pleomorphic. Given the significant clinical and pathological differences between the
three subtypes of liposarcoma, it is likely that different mechanisms are involved in their
formation and development. Based on the studies that have been focused on genetic
research of sarcoma of soft tissues and bones, conclusion can be drawn that the p53-p14
and Rb-p16 signaling pathways play a certain role in sarcomagenesis. Clarification of
the role of these signaling pathways in the pathogenesis of liposarcoma, could be a
contribution towards better diagnostic and prognostic criteria and the identification of
potential therapeutic targets. The study included examination of the p53 gene mutation
status and assessment of the p14/p16 gene methylation status in 33 liposarcoma samples
of all three subtypes. For the purpose of more comprehensive analysis, protein
expression of the pl6, cyclin D1 and Ki-67 has been evaluated by
immunohistochemical staining. The results of the study have showed that the alterations
of the targeted signal pathways are important in the pathogenesis of all three subtypes of
liposarcoma. The differences are reflected in the quality and quantity of the detected

alterations.

Key words: liposarcoma, mutations, methylation, expression, p14, p16, p53.
Scientific field: Molecular biology
Special topic: Molecular genetics of cancer
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Ckpahenure

AIP, enr. aryl-hydrocarbon receptor-
interacting protein

Apaf-1, enr. apoptotic peptidase activating

factor 1

AREF, enr. alternative reading frame
ASK1, eHr. apoptosis signal-regulating
kinase 1

BAX, enr. bcl2-associated X protein
Bcl-2, enr. B-cell lymphoma 2

CDK, exr. cyclin-dependent kinase
CDKN2A, eHr. cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A

CHOP, enr. CCAAT/enhancer-Binding
Protein Homologous Protein

c-Jun, eHr. jun proto-oncogene

CEBPaq, enr. CCAAT/Enhancer-binding
protein alpha

DNMT, JIHK metuntpaHcdepasa
ddH,O0, fejoHn3oBaHa U ieCTUIOBaHA
BOJIA

dH,O, nectunoBaHa Bozia

EWSR], enr. ewing sarcoma 1

E2F, ¢amusivja perynaTopHUX MpoTerHa
TpaHCKpHUIILHje

FLI 1, enr. friend leukemia integration 1
FUS, enr. fused in sarcoma

GADD45, enr. growth arrest and DNA-
damage-inducible

GLI, enr. GLI family zinc finger
HDAUC, enr. hystone deacetylase
HMGA-2, enr. high-mobility group AT-
hook 2

IL-2, enr. interleukin 2

INKA4, enr. inhibitors of cyclin-dependent
kinase CDK4

MBD, enr. methyl-CpG-binding domain
MDM 2, enr. mouse double minut
MeCP, enr. methyl CpG binding protein
M.Sssl, enr. CpG Methyltransferase
Noxa, MpoarnonToTCKX MPOTeUH YjiaH
dhamunje nporenHa Bcl-2

OS1, eHr. osteosarcoma 1

0S89, edr. osteosarcoma 9

PCNA, enr. proliferating cell nuclear
antigen

P53R2, enr. p53-inducible ribonucleotide
reductase

PML, enr. promyelocytic leukemia protein
PPARY, eHr. peroxisome proliferator-
activated receptor gamma

PTEN, enr. phosphatase and tensin
homolog

PTENP1, enr. phosphatase and tensin
homolog pseudogene 1

PUMA, enr. p53 upregulated modulator of
apoptosis

RARA, eHr. retinoic acid receptor alpha
SAM, eHr. S-afieHO3U-L-MeTUOHUH
SAS, enr. sarcoma amplified sequence
TET-2, exr. ten-eleven translocation
protein 2

WAF1, enr. wild-type p53-activated
fragment (p21)

XPC, enr. xeroderma pigmentosum,
complementation group C

14-3-3-s, pamunuja perynaTopHUX
TpoTerHa

JJITIC, nobpoaudepeHTOBaHU
JIUTIOCapKOM

JUITIC, nenvidepeHTOBaHU JIUTIOCAPKOM
JAMCO, nuMeTu-cyngokcus

EATA, etunesuaMuHoTeTpacvpheTHa
KUCeIuHa

I'CA, anbymuH roBehjer cepyma

MUJIIIC, MUKCOW/IHU JINTIOCAPKOMU
MMTA, Me3eHxrMaHa MaTHUUHa hesnuja
MIIT, MmecTo novyeTka TPaHCKPUIILHje
MCII, naHyaHa peakijvja nojvMepase
crierjuprUHa 32 METUIOBaHU anes
ORJIIIC, okpyrioheujcKu IMNOCapKoM
ITAA, nomvakpuiaMuHA

IIIIP, peakiyja j1aHUaHe rojiMMepase
CAC, Hatpujym gogenun-cyndar

C30, Cgercka 37paBCTBeHa OpraHusanuja
Tpuc, TpUC XUAPOKCUMETU/I aMUHOMeTaH
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1. YBop,

1.1. ITopgenna u oniTe KAPAKTEPUCTHKE JTHIOCAPKOMA

JIurnocapkoMy, TyMOPU Me3eHXUMAaJIHOT TI0peK/ia, [pe/CTaB/bajy HajyuecTaauju
XUCTOJIOIIKM TUIl capkoma Mekux TkuBa (Kim wu cap., 2009). I'pyny kapakrepwuiue
Be/IMKa Pa3HO/IMKOCT KaKO Y TOrviely MaTOXMUCTOJIOLIKe OpraHu3aljije TymMopa Tako U
Ouvonorvje TOHAIIaka. YoOWuajeHa TIofiesia JIIIOcapkoma oOyxBara ciefeha Tpu
noAgThna: a.) pAobpo audepeHtoBaHu / JenudepeHTOBaHHW, 0.) MUKCOWIHH /
okpyrnohenujcku u B.) meomoppHu (Conyers u cap., 2011). Pas3Boj Mmetoza
MoJieKy/lapHe LIMTOTeHeTHKe 3HauajHo je JoMNprHeo Kiacudukalujy u audepeH1yjaaHoj
nujarHoctuiy aumnocapkoMa (Nishio, 2011). OBy TBpA®mY WIYCTpyje uMi-eHHUL]A Ja
MUKCOUZHU W OKPYIJIOhesNjCKH TMITOCAPKOMH He TIPeZICTaB/bajy /iBa 3aceOHa MOATHIIA,
Kako ce paHMje MHCIWIO, Beh ce Hama3e Ha /jBa Kpaja UCTOT MOP(OJIOLIKOT CIeKTpa.
Takolje, LUTOreHeTHUKe MeToZie OMOryhaBajy pa3/iuKoBawme 100po AvdepeHTOBaHHX
JiuriocapkoMa u Jidrioma (Sirvent u cap., 2007; Weaver u cap., 2008). OBe passuke je
TIOHEKa/] TeIIKO YOUMTH TPUMEHOM HMYHOXHCTOXeMHjcKor Oojema. JacHo je ga
MoOJIeKy/lapHa TeHeTMKa U HeHe MeToJe, OCHMM INTO [JONpPUHOCEe pa3yMeBamy
TyMOpureHe3e Ha (yHJaMeHTaJlHOM HHBOY, MOTy Ja WMajy BeJWKU 3Haya] U Y

KJIMHUYKO]j MIPAKCH.
1.1.1. lo6po aucdepenToBanu u aegudepeHTOBAHH JTHIIOCAPKOMHU

Hobpo mudepentoBanu sunocapkomu (JJJITIC) umne 40-45% yKymHO
JIMjarHOCTUKOBaHUX JyivnocapkoMma (Hameed, 2007). Hajueritha MecTa iokanu3aijyje cy
eKcTpeMuTeTH U petponeputoHeym (Conyers u cap., 2011; Hoffman u cap., 2011). Ha
M7IaHy XUCTOJOLIKe OpraHu3aluje OJ/MKYjy Ce TIPUCYCTBOM [rcdepeHTOBaHUX
aIUTIOLUTA, PA3IMUMTUX BeJIMUMHa, Kao U jefapHOM aturvjoMm henuvja ctpome. To cy
TYMOPH HUCKOT Tpajiyca Koju, IpeMa IojeJuHUM ayTopyUMa, He MOCe/yjy MeTacTaTCKu
noteHiujan (Dei Tos, 2000), Maja je y muteparypu ornvcad ciaydaj AJJITIC koju je gao
MeTactasy Ha nnyhuma (Forus u cap., 2001). MelhjytvM, oBU TymOpMu Cy JIOKaaHO

arpecUBHU U peliIMBUPajy y oko 10% ciayuajeBa (Conyers u cap., 2011).



Ca craHoBMIITAa ILUTOreHeTHKe 1aBHO obenexje [JIJIIIC je mnpucycrso
NpeKoOpOjHOT DUHT W/WIK IJMHOBCKOT MapkKep XpoMo3oMa. [loka3aHo je Ja OBHU
XPOMO30MM Cafip)ke YMHOXKeHy cekBeHlly 12q13-15 (Dal Cin u cap., 1993). YHyTap
OBOI' CerMeHTa Hajia3d Ce HW3 OHKOreHa, eCeHLMjaTHUX y IaToreHe3W PpasIMuuTUX
rpymna Tymopa, kao mro cy: MDM2, CDK4, HMGI-C, SAS, GLI, CHOP, OS1 u OS9.
[TpekomepHa ekcripecuja reHa MDM?2 u CDK4, kapakrepuctiyHa Kako 3a JIJITIC Tako
U 3a jeaudepeHtoBaHe murnocapkome (AJIIIC), moxe Ja TOCAYXH Yy CBpxe
mudepentyjante aujarHoctuke (Pilotti u cap., 2000; Shimada u cap., 2006; Thway u
cap., 2012).

deHomeH penvdepeHLdjalije je OArOBOpaH 3a II0jaBy HeJUNOreHe
(memvdepeHTOBaHE) KOMIIOHEHTe y OKBUDY A00po audepeHTOBaHOr TymMopa. ['paHuiia
u3melly oBe siBe komrioHeHTe Y Hajsehem Opojy ciyuajeBa je omitpa, MaZia PeTKO MOXe
outn u mocrynHa. Tymopu ca [enudepeHTOBaHOM KOMIIOHEHTOM, JeudepeHTOBaHU
JIUTIOCAapKOMU, MMajy BUCOK rpaflyC U MeTactasupajy y 15-20% cnyuajeBa (Dei Tos,
2000). Wako miojaBa [gemudepeHTOBaHMX TymMopa MoO)Ke OWTHM TiOBe3aHa ca
peLiAvBUpameM 100po AudepeHTOBaHOT TyMoOpa, Hajuelihe ce TiojaB/byjy de novo
(Coindre u cap., 2009). HenumnoreHa KOMIIOHEHTa TOKa3yje Ha XUCTOJIOIIKOM HHBOY, Y
HajBehem Opojy cyyajeBa, C/IMUYHOCT ca HeAudbepeHTOBAaHUM T17IeOMOPGHHUM CapKOMOM
um MukcopubpocapkomoM. Y 5-10% Tymopa HenwrioreHa KOMITOHEHTa TIOKasyje

MUOW/HY, OCTEOUIHY WU XOHJpouAHy nudepeHiujauujy (Dei Tos, 2000).

HJIIIC, kao v OIJIIIC, oanvKyje NPUCYCTBO PUHI W/WIMA LIMHOBCKUX MapKep
XpOMO30Ma KOju caZp)ke amIuyiMpukoBaHu cermeHT 12q13-15. Tlopen Tora,
YCTaHOB/bEHO je fa pAeaudepeHTOBaHU JIMIIOCAPKOMU CaJp)ke U aMILTM(pUKOBaHe
cermeHTe 1p32 u 6q23, koju Hucy npucytau y JIJITIC (Nishio, 2011). ITpetnocraBrba
ce na renu c-Jun u ASK1, koju ce Hanase peom Ha 1p32 u 6¢23, yuyecTByjy y npoLecy

nepudepeniujauyje (Coindre u cap., 2009).
1.1.2. MukcouHu U oKpyr/iohenujcku 1unocapkoMu

Mukcougau nunocapkomu (MJIIIC) cy Apyru Mo ydecTasoCTU TMOATHI U

TIpe/iCTaB/bajy OKO jefiHe TpehuHe YKYNHO [ujarHOCTHKOBaHUX jaurocapkoma (Dei Tos,
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2000; Orvieto u cap., 2001). Hajuemthe ce jaB/bajy y eKCTpeMUTeTHMa, [OK Cy y
CcyOKyTaHUM TKMBHMMa BeOMa peTKO TIO3ULIMOHMpaHW. VHuUuzeHIa obosbeBama je
Hajeeha usmelly Tpehe u mete felieHuje xMBOTa. TyMopHU ce jaBrbajy ca MOAjeJHAKOM
yuectasnomhy kKoj o0a 1osja. XHUCTOMOMIKKA TOCMaTpaHO, MUKCOWZHHW JIATIOCAaPKOMH
cafp)ke TIPUMHUTHBHe Me3eHXUMajHe henuje, OKpymior [0 OBajgHOT OO/MMKa W
munobnacre uuju O6poj Moxe Aa Bapupa. [IpUCyCTBO KapaKTepUCTHYHe BacCKy/lapHe
Mpexke je butHa Mopdoriolika ofKa oBuX Tymopa (Orvieto u cap., 2001). Mukcouaau
JIUTIOCAPKOMH Cy TYMODPHU HMCKOT Tpajyca ca penatuBHO mobpom mporHo3oMm (Dei Tos,
2000; Hoffman wu cap., 2013; ten Heuvel u cap., 2007). Melytum, mnojaBa
xunepLenynapHe/okpyrohenujcke kommnoHeHTe (OR) yHyTap MHMKcOMAHOT Tymopa
BO/IY Ka UCTIO/baBaky arpecruBHUjer druosomnikor noHamama (Dei Tos, 2000). C 063upom
Ha K/JIMHWYKO-TIATOJIOILIKK 3Hauaj pas3Boja OKpyIyiohenujcke KOMIIOHEHTe YHYyTap
MHUKCOMJHOT TyMOpa, 3HauajHO je OATOBOPUTH Ha TWTame KOMWKK /1e0 Tymopa Ou
Tpebasio fa 3ay3uma OR KOMIMOHeHTa, a /la TO 3HayajHO yTUUe Ha HeroBO MOHAlllambe.
[Mpeornaljyje munubewe nga je 5% 3ampeMuHe TyMopa TpaHMLIA 3HAuajHOCTU.
MukcouHu urocapkomu ca > 5% OR gena knacudukyjy ce kao MJITIC Bucokor
rpajyca, JOK ce TYMOpH Koju cazapske Bulle of 80 % OR komrnoHeHTe TpeTUpajy Kao
yucTH OKpyriohenujcku nunocapkomu (Bpso petku) (Oda u cap., 2005; Fiore u cap.,

2007; Hoffman u cap., 2011).

3aHMM/BMBA 0COOMHA OBHX TyMoOpa jecTe HMXOB oOOpasar] MeTacTasupama.
Haume, oBU TyMopH Ipe MeTacTa3upajy Ha KOCTUMa U JPYTrMM MeKUM TKUBUMA Hero y
riyhuma. Pasnor oBome Huje jacaH, anu u3riieja /ia BeMydHa TymMopa U IpajlyC yTuay

Ha JioKanu3alujy Metacrasa (Asano u cap., 2012).

KapakrepuctuuHo obenexje OBe TIOATPyTle Ha ILUTOT€HETUUKOM HHUBOY jecTe
npucycTBo TpaHciaokauuje t(12;16)(ql3;pl11l) koja maje ¢y3ujy rena FUS-CHOP (oko
95% ciyyajeBa). Y peTKUM C/lyuyajeBUMa JeTeKTOBaHa je TpaHC/IoKauuja t(12;22)
(q13;912), koja moBoau Ao (y3uje reHa EWSRI u CHOP. 1o pmaHac je ommcaHO
nBaHaect FUS-CHOP u uetnpu EWSRI-CHOP d¢y3uone Bapujante (Nishio u cap.,
2011). Ctymuje Koje Ccy 3a TeMy MMajie OJHOC THWIA Tpac/JOKalUje M MPOrHo3e HUCYy

yCTaHOBWJ/Ie 3HauajHUjy Kopenauujy (Antonescu u cap., 2001; Bode-Lesniewska u cap.,



2007). dy3uonu npoteuH FUS-CHOP cripeuaBa gudepeHidjalidjy afUIOLMTa, TPEKO
UHXUOUTOPHOT yTullaja Ha ekcripecwjy CEBPa u PPAR-y, k/byuHux QakTopa y
apurnoreHe3u. Usrnena ga je dyHkiuja ¢ysuoHOr TIpoTeMHa OWTHA y TOUETHOM
CTafivjymy HeorlacTuuHe TpaHcgopmaiiuje (Riggi u cap., 2006) Kao u Aa jelHO3HAUHO
oapeljyje deHotur Tymopa koju he ce pa3sutu (Perez-Losada u cap., 2000). IIpucycTtBo
OBe KapaKTepuCTHUHEe TpaHCIOKalyje y OKpymiohenujckuM TymopuMa J0Beso je /10
3aK/byuKa /a OBM TYMOPU Ca MUKCOMZHUM 4YMHe jefaH MOP(OJOMIKM KOHTUHYYM

(Nishio, 2011).
1.1.3. I1neomop¢HU TUNOCAPKOMU

ITneomopduu nunocapkomu (IIJIIIC) cy petku Tymopu (oko 5%
[IMjarHOCTUKOBAHMX JIMTIOCADKOMAa) BUCOKOT TIpajlyca M MeTacTaTCKOr IOTeHLMjasa.
[TJITIC umajy arpecvBaH TOK M MeTacTasupajy Hajuelthe y ruiyha (Downes u cap.,
2001). TlpeBacxogHO Cy JIOKaqM30BaHU Yy €KCTPEMUTETHMMa, alu jaB/bajy Ce U Yy
petporieputoHeymy u Tpyny (Dei Tos, 2000). ITJITIC cy XWCTOJIOMIKA U TeHETUUKU
C/IMYHUjU TPYIIH T71Ie0OMOP(HKX CapKOMa Hero JIMIMocapkoMuMa MpeTxo/jHa iBa MOoATHIIa
(Dei Tos, 2000). Xucronowmku megaHo, [TJIIIC uMajy opraHusauujy Koja nozaceha Ha
HefudepeHToBaHu TiieomMopdHu capkoM (Downes u cap., 2001) [IujarHOCTUYKA
KPUTEPH]jyM IJIeoMOP(HOT TMIOCapKOMa je IMPUCYCTBO MIeOMOPPHUX JIUTI06/1acTa, 1LTO
YecTO HUje jeJHOCTAaBHO YTBPAWTH. 3a pa3/iuKy Of, TMpeTxXojHa [Ba [OATHUIIA,
risieoMop(HU JTMTIOCAPKOMH He T0Ce/lyjy KapaKTepUCTUUYHY MPOMeHy Ha HUBOY TeHOMa.
CnuuyHo octanuMm 1uieoMopdHuUM Tymopuma, [IJITIC kapakTepuily KapUOTHIU Ca

Opojaum genenujama u uHcepiidjama (Ghadimi u cap., 2011; Hameed, 2007).
1.1.4. CraHaapAHM NPOrHOCTUYKM NapaMeTPH JIMIocapKoMa

Ho panac je ypaljeH goBos/kaH OpOj KIMHWYKUX CTy[AWja Ha TMaryjeHTUMa
obosenMx of IMIIocapKkoMa, 1ITo oMoryhasa fiehrHHCame TPOrHOCTHYKYX ITapaMeTapa.
[Tpemza mocToje U3BeCHa HecJlarama, apamMeTpH Kao IITO Cy: CTapoCHa /100, BeIMurHa
TYMOpa, I'PaflyC, Hberosa j0Kaau3alyja U CTaTyC XUpPYypILIKUX MapruHa, 3HauyajHO yTU4y
Ha niporHo3y 6onectu (Fiore u cap., 2007; Ghadimi u cap., 2011; Haniball u cap.,

2011). I'pamyc Tymopa 0OWYHO Ce TOK/Iara Ca XMCTOIOIIKHAM TOATUIIOM JITIOCAapKOMa.
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Ha npumep, myeomoppHU U OKpyriohenujcku TyMOpU yBeK MMajy BUCOK Tpazyc. C
Jpyre cTpaHe, 106po AudepeHTOBaHU JIMTIOCAPKOMU Cy TYyMOpU HUCKOr Tpazyca (Dei

Tos, 2000; Hameed, 2007).

Y cTyaMju Koja je yk/pyuuBasia manujeHte obosene on MJITIC/ORJITIC u
[JITIC yTBpheHo je ga je aujamerap Tymopa > 10 cm moBe3aH ca 3,5 myTa Behum
PU3MKOM 0Jf CMPTHOI MCXOZa, [JOK I0jaBa JIOKaJTHUX pelvBa yBehaBa pu3uk 3a 2,8
nyTa (Fiore u cap., 2007). Pe3yntatu enuieMHOOLIKUX CTyAMja TIOKa3aau Cy Jja CcToma
NpeXXUB/baBamwa, y JeceTorofuilimeM npahemwy, usHocu 77 % u 81 % y nomnynanujama
obonenmux pemom ox ORJIIIC u IUIIIC (Fiore u cap., 2007). Meljytum, mpema
rctpaxuBawy [anana u cap (Dalal u cap., 2006), cTone npexuB/baBama cy 55 % 3a
ORJITIC u 53 % 3a IVITIC y BpeMeHCKOM MepUOAy Of, ABaHAeCT rofvHa. JeJHO pyro
HCTpaXkUBame, Koje je obyxearuio camo ITJITIC, caomniuTaBa CTOMy TPeXHWB/baBamba Off
camo 53 % y netoroguimbeM rpahewy (Ghadimi u cap., 2011). Kum u cap. 3aBpiuaBajy
CBOjy CTyAM]y 3aK/byYKOM Jla Cy XUCTOJOLIKY TMOJTUI M CTaTyC XUPYPLUKUX MapryHa
He3aBHCHU TIPOTHOCTHUYKHY TlapaMeTpU CTore MpekuB/baBama (Kim u cap., 2009). Onu
Cy MOKa3aju Ja Tymopu Huckor rpagyca (JOJITIC, MJITIC) umajy 3HaTHO MOBOJbHUjY
MpOrHo3y o Tymopa Bucokor rpaayca (ORJIIIC, OAJIIIC, TIIJIIIC). Taxkohe,
YCTaHOB/bEHO je TOBOJ/bHO /le/ioBalbe aJijyBaHTHEe pajuoTeparvje Ha MalyjeHTe KOf
KOjUX Cy [AWjarHOCTMKOBaHU TYMOPM HHUCKOI rpajyca. JaHr ¥ capajHWLY, HA OCHOBY
pe3yirara CBOje CTyAWje, U3HOCe 3aK/byuyaK [ia pajuoTeparivja CMamyje PU3UK Of
rojaBe JIOKAa/THUX pelUJyBa, Kako KOJ TyMOpa Ca HHCKMM TakO W KOJ, Tymopa ca

BUCOKUM rpagycom (Yang u cap., 1998).

Jlokanmv3alyja JMIIOCapkOMa 3HAaTHO yTude Ha  niporHosy. JIJITIC
JIOKA/IM30BaHU Ha eKCTPeMUTeTUMAa UMajy OJJ/IMUHY MPOTHO3Y, JOK OHHU MO3ULMOHKMPaHU
y PeTpOIepUTOHeyMy KMajy JIOIIHWjy MPOTrHO3y YC/es ciabuje JIOKajHe KOHTpOJie U
nenpudepeniyjauyje Tymopa (Crago u Singer, 2011). OIJITIC nokanu3oBaHU Y
peTponepuToHeyMy perLuauBupajy y 100 % caydajeBa, AOK je CTora MpeKWB/baBamba

oko 20 % (Coindre u cap., 2009).



1.1.5. ETnosoruja v naroretesa JiMnocapkoma

ETtuosnoruja capkoma, na cjie[jCTBEHO TOMe U JIATIOCApKOMa Kao IOATrpyIie, je U
JlaJbe yIVIaBHOM Herlo3HaTra. 3Ha Ce Ja Cy HeKU Hac/leJHU CUHAPOMHU, Kao To je Li-
Fraumeni cuHIpOM, MOBe3aHU Ca pa3BOjeM CapKoMa MeKHWX TKHWBa M OCTeoCapKoMa
(Thomas u cap., 2012). Takolje, mo3Harta je Be3a u3Mel)y joHu3syjyher 3pauerma u pa3Boja
capkoma Kop u3noxkeHux ocoba (Berrington de Gonzalez u cap., 2012). IToctoje u
VHAWLIYje 7ia je TojaBa JIMIIOCApPKOMa, Y HEeKUM CayuyajeBHMMa, MoBe3aHa ca (H3UUKOM

tpaymowm (http://sarcomahelp.org/liposarcoma.html).

CapkoMy Cy TyMOpU KOju BOJie TIOPEK/IO 0f, Me3eHXHWMa/lHe MaThuHe hemuje
(MMRA) (Bennani-Baiti, 2011). EkcriepumeHT y KynTypy henuja je rmokasao Jja HakoH
TpaHcekiuje EWS-FLI1 y Me3eHXxuMa/iHe MaTUuHe hejvje uoBeKa Jo0/nasu [0
dbopMupama ekcrpecroHOr TMpoduia, Koju je BeoMa C/IM4aH OHOM KOJ, JyWHTOBOT
capkoma (Riggi u cap., 2008). CnuuHo Tome, TpaHcdekija FUS-CHOP, SS18-SSX1
peJioM je OJArOBOpHA 3a WHMIMjaL[Kjy obpacija ekcripecHje reHa CJIMYHUX OHUMA Y
MHKCOUW/IHMM JIMTIOCAPKOMKMa U CUHOBUjanHUM capkoMmuMa (Riggi u cap., 2006; Cironi
u cap., 2009). [lo gaHac je onucad 41 ¢y310HU NPOTENH y CeZlaMHaeCT TUIIOBa CapKoMa
(Mitelman u cap., 2007). I[TomeHnyTH ¢y3UOHM TPOTEMHHU /[ieNlyjy Kao peryaaTopHU
npoTedHu TpaHckpuniuje. C 003MpOM Ha TO, TpPeTXOJHU TPUMepPH YyKa3yjy Ha
MOCTOjame crieUpUUIHKX odpasalia eKcripecuje y pa3MunuTM rpyrnama capkoma (Baird
u cap., 2005; Nielsen u cap., 2002). Ocum crien(pUUHIX TeHETHUKUX obenexja, y
pa3Bojy capkoMa BeoMa je BakaH BPEMEHCKU OKBUD TOkKoM AudepeHiujauvje MMhH
KaJja ce Te IPOMeEHe JlellaBajy. ¥ TOM MOIViely 3aHUM/bMBU Cy pe3yaTaTy eKCliepruMeHTa
KOju cy cripoBenu MartyimaHcku u cap. (Matushansky u cap., 2008). OHu cy nokasanu
MPOCTOPHO-BPEMEHCKY 3aBUCHOCT MpoMeHa TokoM audepeHiujaije MM, koja 3a
roc/efMlly MMa pasBOj pas/MUMTUX TMOATpyIa JuWrocapkoma. YmnopeluBanu cy
€KCIPeCUOHU NPO(UIN pa3TMUYUTHX MOArpyna Jurnocapkoma ca ekcripecujom MMHA y
pa3nuuuTuM ¢aszama TokoM JudepeHLjauyje. Pe3ynTaty Ccy rnokasasu /a LITo je TyMOop
IudepeHTOBaHUjH, TO je HeroB eKINpecuoHW oOpasal] CTMYHUjU henuju Koja je Omke

Kpajy cBoje AudepeHLMjalyje y 3peny afUIoLuUT.



Hocapamme aHamM3e, KAaKO Ha HUBOY MOjeJMHAaYHUX IreHa, Tako ¥ Ha TeHOMCKOM
HMBOY, CyTrepHullly Zia Cy, [I0pefi CBUX pas/ivKa y IoIVie[y TeHeTHKe, anTepauuje p53-pl4
1 pl6-Rb curHanmHuMX myTeBa 3ajelHUUKM HMMEHHWTE/b TaTOT€HeTHKe CBUX TMO/THIIOBA
nunocapkoMa (Dei Tos u cap., 1997b; Ghadimi u cap., 2011; Oda u cap., 2005; Singer u
cap., 2007). MehyTtumM, He MOCTOjU AOBO/BHO TOJaTaka fia ce W3Bedy AeUHUTHBHU
3aK/bYULM O YJ/IO3U I0jeIMHAaYHUX I'eHa OBa JiBa IyTa y nartoreHesu jurnocapkoma. OHO
LITO je CBAaKakO jaCHO je TO Ja ce MpPOMeHe O[BHjajy Ha [Ba HUBOA: '€HETUYKOM U

enureHeTukoM (Bennani-Baiti, 2011; Conyers u cap., 2011).
1.2. EnureHeTukKa

EnureHeTHyku mpoliecy rojpa3yMeBajy TpoMeHe y odpacily eKcIipecuje reHa,
KOje HHCy Tocsieauiia ripoMeHa y cekBeHUM Mosekyna JHK (Delcuve u cap., 2009).
KsbyuHa KapakTepuCTHKa eUreHeTUYKUX MPOMEHa, KOja UX CYLUTUHCKU pas3/uKyje Of
TeHEeTHUUKUX, je PpeBep3uOWIHOCT. YIpaBO peBep3uOWIHA TPUPOJa EMUreHeTUUKUX
rpolLjeca MHULMpasa je 3HaTHe TIPOMeHe y TPUCTYMY Kako y (yH/aMeTaTHUM Tako U y
(hapMakosIOIIKUM UCTTUTUBakMMa ManurHux Tymopa (Peedicayil, 2006; Szyf, 2009).
[Tox envreHeTMUKMM MeXaHHW3MHMa perysalyje reHCKe akTUBHOCTH To/ipa3yMeBajy ce:
a.) metunanuja monekyna JJHK, 6.) moaudukaije XUcToHa U 11.) Majie Hekogupajyhe
PHK yk/pyueHe y TMOCTTPaHCKDUIILMOHY perynanujy ekcrnpecuje reHa (Brait u

Sidransky, 2011).
1.2.1. Merunanuja mosekyaa JHK

Metunanuja mosiekyna JHK je o eceHuujasHOr 3Hayaja y rpoLjecruma BesaHum
3a eMOpuoOHaNHU pa3Boj, AudepeHLMjalujy hemvja Kao U ofprKaBawkby XOMeocTase y
ImbepeHuypanum henujama (Bernstein u cap., 2007; Bergman, 2009). OBu niporiecu ce
O7iBUjajy TIpeKO perysjalyje eKCrpecHje reHa W OfipyKaBama CTabWMIHOCTH TeHOMa.
[To3nara je ynora metuiauuje mosnekyna JJHK y nHakTvBanuju X Xpomo3oMa KOJ, JKeHa,
(hopMUpawky TeHeTUUKOT YTUCKWBaka U YK/byUWBakhy/MCK/byUMBawy MOjeIMHUX Tpyra
reHa TOKOM pa3Boja opraHu3ma (Bernstein u cap., 2007). MeTunaiuja I[UTO3MHCKUX

ocTaTaka y OKBHDY IOHaB/bajyhMxX M eH/0MapasUTCKUX CeKBEeHLM K/byuHa je 3a



ofip>KaBame ctabuHe cTpyktype U ¢pyHKLuje reHoma (Ehrlich, 2002).

NH,  SAM-CH; SAM NH,
N T PN
H H

LWUTO3UH DNMT 5-MeTUILNTO3ZNH

Cnuka 1.1. Metunanuja LIMTO3MHA Ha MO3ULUjU 5 MTMPUMUAMHCKOL nipcTeHa. SAM, S-afeHo3uU-

L-metuonuH. IIpey3seto ca http://www-medchem.ch.cam.ac.uk/lab rotations/murrell.php.

[Ipouec metunanuje mosnekyna JHK moapasymeBa mojaBawmbe MeTH Tpylie Ha
YI/beHHMKOB aTOM Ha MO3ULIUjU 5 MMPUMHIUHCKOT NPCTeHa LIUTO3MHA y OKBUpY 5’-CpG-
3’ punykneotuga (Cnuka 1.1). Y oBoj peakuuju S-afleHO3UI-L-METHUOHUH je JOHOP
MeTW/I Tpylie, a 3a caM mpoiec oAroBopHud cy ensumu [JHK wmetuntpaHcdepase.
[Ipouewyje ce pa je 70-80% 0UMTO3MHA, Yy OKBUPY IIOMEHYTHUX [JUHYK/IEOTUJA,
MeTu0BaHO y reHomy uoBeka (Ehrlich u cap., 1982). Ocrarak CpG auHyK/IeoTHzA
Hanasu ce y okBupy T3B. CpG octpBaua (Wan u cap., 2013). Knacuuna pedunuiivja
oCTpBIja Kaxke fia je To cekBeHIja JJHK myka om 200 6a3HuX mapoBa, ca cazpkajem G+C
n3Hag 50 % ¥ O#HOCOM youeHe M CTaTUCTAYKM OuekuBaHe yuectanoctd CpG
JvHyK/eoTha of HajMamwe 60% (Gardiner-Garden u Frommer, 1987). Meljytum, oBako
Jnedunucana CpG ocTpBUa yK/bydyjy U MHore Alu TIOHOBKe. Y TOM TIOIVIeny,
neduHuiyja kojy cy aanu Takau u [loHc je mHoro ctpukTHUja (Takai u Jones, 2002).
[Tpema oBum aytopuma, CpG octpeiia 6u Tpebano AedrHUCaTh Kao CEKBEHLe AY>Ke Off
500 6a3Hux mapoBa, ca caapajeM G+C > 55 % u 0JHOCOM youeHe M CTaTHCTHUKHU
ouekrBaHe (pekBeHUWje CpG AuMHYKIeoTHAA Of HajMawme 65 %. Mnak, KaacuuHa

nebunHMIMja je u gasbe y yriorpebu (Portela u Esteller, 2010).

[TpubmmkHo 60 % reHa y reHOMy YOBeKa CaZip>XkKi OCTPBIA Y OKBUPY IPOMOTOpa
WM npBor erzoHa (Santos u cap., 2005). IIpoMoTOpM OBUX TreHa Cy YIJIaBHOM
HeMmeTHI0BaHH y BehuHM TKuBa. [IpoMeHa MeTH/Ial[MOHOT CTaTyca MoXKe OMTH TIOBe3aHa
ca (U3MOJIOLIKUM TIpoliecMMa, Kao IITo je audepeHlyjalivja, ald U ca MaToreHe3oM

paznuuntux obosbema (Egger u cap., 2004).
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[TocraBsba ce nuTame HauMHA Ha Koju Metwnaiuja CpG ocTpBla oHemoryhaBa
TPaHCKPUIILMjy oAroBapajyher reHa. JejaH of HauvHa je Jja MeTW/lalMja LJUTO3WHA Y
okBupy CpG [AuHyK/eoTHJa CrpeuaBa Be3uBame TPAHCKPUIILMOHUX dakKTopa WU
perynatopHUX npoTerHa TpaHckpumniyje (Wade u cap., 1999). Mehytum, yTBhjeHo je ga
MeTtunoBaHe CpG AUHYK/IeOTH/e TIPero3Hajy M 3a BUX ce Be3dyjy NPOTerHU U3 Tpylie
MeTWUI-IIUTO3uH Be3yjyhux nporemna (MBDI1, MBD2, MBD3, MBD4, MeCP1,
MeCP2). OBu mipoTeMHM perpyTyjy eH3uMe xucTtoH-featletunaze (HDAC), koje
yK/lamajy alleTu1 Tpylie ca XMCTOHA U CTBapajy NpeaycroBe 3a (opMUpame 3aTBOpeHe

CTPYyKType xpoMatuHa (Jones u cap., 1998).
1.2.1.1. THK meTunrpancdepase

dopmupame U KaCHHje ofjpykKaBame MeTH/IalMoHor obpaciia monekyna JHK y
henuju 3axTeBa MoOCTOjalbe MexaHW3aMma, MyTeM KOjux hesvja Mo)ke akKTMBHO Jja yTUUe
Ha MetunaimoHu craryc CpG gunykneotvza. [o JaHac je uaeHTH(UKOBAHO TMeT
en3uma [IHK metuntpancdepasa : DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b, DNMT3L
(Portela u Esteller, 2010). DNMT1 meTtuntpaHcdepas3a oAroBOpHa je 3a o/|p>kKaBaBame
MetunanoHor obpacra mosnekyna JHK . Osaj ensum moceayje 30-40 myrta Behwu
apuHUTeT 3a XeMuUMeTWIoBaHM Monekyn JHK Hero 3a HemeTWIOBaHM W
Haj3aCTyIUbeHUju je eH3uM cBoje kimace y hemuju (Portela u Esteller, 2010).
TpaHckpumniyja reHa Koju kogupa npotreuH DNMT1 mnoBehana je Tokom (Cnuka 1.2)
perivkatuBHe (ase hemujckor nukiayca. Tokom pervkauyje JHK, DNMT1 Bpu
MeTWIalijy LMTO3MHA Yy HOBOCHHTeTHCAHOM JiaHlly Monekyna JHK, kopucrehu
MaTpyU4HM J1aHal] Kao mMatpuly. BUTHy ysory TOkoM OBOr Ipolieca urpa MHTepakLyja
DNMT1 ca nporenHoM kiu3zehom kiemom (eHr. Proliferating Cell Nuclear Antigen,
PCNA), xoju omoryhaBa mMO3ULIMOHMpawke eH3MMa Ha PpeIvIMKalMOHy BWbYIIKY
(Chuang u cap., 1997). DNMT3a u DNMT3b cnagajy y rpyny de novo AHK
MetunaTpaHcdepasa (Cauka 1.2). OBU eH3UMU yuecCTBYjy y (popMupamy MeTHIal[MOHOT
obpaciia reHoMa y TOKy embOproHaaHOT pa3Boja. C TMM y Be3H je ¥ HHXOBa TojadyaHa
cuHTe3a y embpuoHamHuMm MarnuHuM hemjama (Esteller, 2007). C gpyre crpane,
DNMT3L He mnocefyje KaTaJUTAUKY aKTHBHOCT. YTIPKOC TOMe OBaj €H3MM je aKTMBHO

YK/bYUE€H Yy q)opMHpaH,e 06pacua FeHeTUUKOI' YTUCKHBdlbd TOKOM TaMeTOreHese
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(Bourc’his u cap., 2001). OBa ¢yHKI[Hja ce ocTBapyje MpeKo yTuiiaja Ha C-TepMHUHATHU

KaTaJuTHuKy JoMeH eHsuMa DNMT3a u DNMT3b (Chen u cap., 2005).

Pennvkauuja

' . @

B DNMT3a/b
~ep>—Cp— -.—@— CoQ CpG>— cTapu naHau,
—(CpG)—CpGr— . m—@— —(CpE—<Cpo>— HOBM naHal

@

DNMT1

Cmmka 1.2. CxemaTcKu TIpYKa3 CTBapama M Ofip’KaBaka METU/IALMOHOr obpacija Mosekysa

JHK. TIpeyseto u3 (GRONBAK wu cap., 2007).
1.2.1.2. lemeTH/1a1j4ja UTO3MHCKUX OCTaTaKa

Hacynpor eH3uMyMa Koju KaTaausyjy MeTU/Ialujy LIUTO3MHCKUX OCTaTaka, Koju
cy Ao0po oOKapakTepuCaHH, Maji0 Ce 3Ha O eH3UMHMa KOju YyuecCTBYjy y IIporecy
nemetunanuje monekyna JHK (Chen u Riggs, 2005; Wu u Zhang, 2010). ITacuBHa
JeMeTualyja je AoOpO MO3HAT Mpoliec, Koju Mo)Ke OWUTH TIOC/equIla MHAKTHUBAIlMje
eHsumMa DNMT1 win HeKo/MMKO y3acTONHUX perviMkauuja monekyna JHK (Wu u
Zhang, 2010). ITo3HaTO je fma ce TpBU Tajgac AemMeTunanuje monekyna JHK pgeriaBa
oAMax HakoH ¢eptunusalnuje. ToM MPUWIMKOM TeHOM CIepMaTo30Mja Tpo/asu Kpo3
niporiec obasHe AeMeTwialyje 0e3 TpeTxofHe permkaiuje monekyna JTHK (Wu u
Zhang, 2010). 3a To Bpeme reHoM jajHe hesuje je Ha HeKM HauWH 3alITHheH o7 ryOUTKa
5-meTunuuTo3uHa. [lame, ytBpheHo je ga TokoM aktuBauuje T-nmumdonura fonasu 10
nemetunanuje CpG [MHYK/IeOTHa Y MPOMOTOPCKOM peruoHy reHa IL-2 (Bruniquel u
Schwartz, 2003). Ynpkoc TOMe, HHUje HeABOCMHUC/IIEHO YTBIEHO KOjU €H3UMHU Cy
VK/byUeHU y aKTUBHY JemeTtwnauujy. [lokasaHo je ma cy ensumu JHK mimkosunase
O/ITOBOPHE 3a JIeMeTH/IalUjy LIUTO3WHCKUX OCTaTaka Kof, owmbke Arabidopsis thaliana
(Zhu, 2009). Pe3ynTatu ctyguje Kiyra u capaiHviKa nokasanu cy fa je npoterH TET2

(errnn. Ten-Eleven Translocation protein 2) ofroBopaH 3a JeMeTWIalUjy 5-
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MeTH/ILIUTO3WHA Y TeHOMY MOHOIuTa Koj yoBeka (Klug u cap., 2013).
1.2.2. Metunanuja mosekysna JHK y rymopuma

[ToueBlIM Off MMOHUPCKUX pasioBa KOju Cy ce 6aBUIM (heHOMEHOM MeTHJIaljyje
IOHK y tymopckum henujama, rmoctajasio je jacHO Ja ce obpasal] MeTH/Ial{je TOKOM
TyMOpHUIeHe3e Meka Ha /iBa HauWHa: a.) CMameme I00aJHOr HUBoa MeTuiaruje u 6.)
rnoBehawe MeTusaiuje crnenuduuHux cekBeHU (Das u Singal, 2004). Cmameme
rmobasHOr  HMBOA ~ MeTWlaldje je  OWTHa  KapaKTepUCTUKA  HEOIJIaCTUYHe
TpaHchopmauje. IlokasaHo je fa HMBO MeTunauuje reHomcke JTHK omaza Tokom
nporpecuje tymopa (Ehrlich, 2002). 1o oBor ¢geHomeHa mosa3u 300r AemMeTHIalyje
PereTUTUBHUX CeKBEHLM Kao U KoJupajyhux U MHTPOHCKUX CeKBeHIM reHa. [locneauiie
oBor (eHomeHa Mory OWUTH: a.) TeHOMCKa HecTabumHOCT, 06.) akTHMBalMja MOSMITHUX
ejleMeHara, B.) T'yOMTaK reHeTUYKOT YTUCKWBama U T.) aktuBanyja oHkoreHa (Ehrlich,
2002; GRONBAK wu cap., 2007). Y ciayuajy AemeTwunaijyje, MOOSW/IHUA TeHETUUKU
efieMeHTH (TpaHCIIO30HM) OuBajy akTWBMpaHU. Kao Tmocsefuija TpaHCIIO3ULMje
reHepuIlly Ce CTPYKTypHe IpOMeHe y TeHOMY [0 THUIly JeJjielidja, TpaHC/IOKaldja U

KOMIUIEKCHUjUX XPOMO30MCKHUX peapatmaHa (Solyom u Kazazian, 2012).

['eHeTHMUKO yTHCKUBame je I10jaBa eKCIlpecuje CcaMO jeJHOI ajejla TeHa U TO
3aBUCHO 0f] HErOBOr TOpeK/ja. Y OCHOBM T'€HeTUUYKOI yTUCKUBama je MeTWalyja,
Hajuenthe, MpomoTopa jeAHOr of poAuTe/bCKuxX reHa (Bartolomei u Ferguson-Smith,
2011). I'ybuTak obpacija reHeTHUKOT yTUCKMBama T0Be3aH je ca BehrM pHU3HKOM I10jaBe
Ma/IMTHUX Tymopa. KapakrepucTuyaH mpuMmep TyOMTKAa TeHEeTUUYKOT yTHUCKHBAama je
xurnoMeTwnaiyja anena reHa IGF2 (enrn. Insulin-like growth factor 2), koja je
3abesie)keHa y TymMopuMa Jojke, Tutyha, mpoctare u gebesor 1jpesa (Cui, 2007). Kao
rnocjeyla AeMeTuialnyje fosiasd UM O aKTUBalMje MojeJUHUX OHKOreHa Kao IUTO CY:

RAS, MAGE1 v PAX2 (De Smet u cap., 1996; Chilukamarri u cap., 2007).

MeTunaija IpOMOTOPCKOT peruoHa TYMOP CyNpeCOpHHX TreHa [JOBOLU [0
VHXUOHIMje BbUXoBe ekcripecuje. CMaTpa ce 7ia je OBakaB HauWH MHAKTHBAallMje TeHa
panu poraljaj y mporecy HeoriactuuHe TpaHcdopmauuje (Das u Singal, 2004; Kanai u

Hirohashi, 2007). Kog Tymopa uecTa je mojaBa xurepMmeTuiaLyje IpoMOTOpa reHa umju
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Cy NPOTEMHCKU IIPOAYKTU YK/byueHU y pernapanujy Mosekyna JHK, kao mro cy:
hMLH1, MGMT, BRCA1 (Esteller, 2008). Ba>kHO je HarJlaCUTU /ia CBaKW TUM TyMoOpa
¥Ma CBOj KapaKTepUCTUUHHU ,XUIepMeTWIOM®, T.j. oApeljeHe rpyme reHa 4uju Cy
TIPOMOTOpU XuriepMeTrioBaHu. CBeoOyXBaTHU MexXaHH3aM KOju CTOju M3a (hopMUpama
KapaKTepUCTUYHOT ,XuriepMeTrnoma“ 3a caga Huje ro3Har (Esteller, 2008). CacBum je
OTpaBJaHO TPEeTIIOCTaBUTU [la je MeTWalMja MOjeJMHUX TreHa YC/IOB/beHa TUIIOM
MUKPOCpeJiHe y K0joj ce Tymopcke henmuje Hasmaze. Ha oBaj HauuH Bpimmiaa 6u ce
cesleKLMja eMMreHeTUYKMX IPOMeHa Ha OCHOBY aJlaliTMBHE BPeJHOCTU CaMme IPOMeEHe .
[pyro o6jamimerme je ga oapeheHu ¢y3noHd mnporenHH, Kao mTo je PML-RARA,
Jlenyjy Kao mefujatopu MeTwiaudje Tako wrto perpytyjy JHK metuntpancdepase u
XUCTOH JealieTuase Ha mpomoTop LusbHOr reHa (Di Croce u cap., 2002). Pe3yntaru
cTygvje ypaljeHe Ha y3opLMMa KOJIOPEKTa/JHOI Tymopa MOKasyjy Ja y TyMOPCKUM
henujama fo/1a3u 10 XxUrepMeTUIaljije BeJTMKUX pervioHa xpoMmo3oma (4 Mb), ripe Hero

LiW/baHe MeTWIallyje MpoMoTopa rnojeanHux reHa (Frigola u cap., 2006).
1.2.3. Moauduxkanuje XucToHa

XUWCTOHU Cy Majiu 6a3HU MPOTEMHU KOjU UMHe TJIaBHY MPOTEUHCKY KOMITOHEHTY
xpoMaruHa. ITocToje uetwpu BpcTe HyK/Ie030MCKuUX XucToHa, H2A, H2B, H3, HA4.
Hyxksieo3omu cy Iepsacte CTPyKType Koje ce cacToje Of, OKTaMepa XMCTOHA OKO Kojer ce
obaBuja monekyn [JHK. Tlo3uiMoHupawke M TyCTMHa Ha OBaj HauuMH (hOpMHUpaHUX
HyK/leo30Ma, Ha ofpehjeHoMm cermeHTy Mosiekyna [THK, moBesaHa je ca akTHBHOIIhy
reda (Kanwal u Gupta, 2012). HecTpykTyupaH Kpaj XUCTOHA, T3B. XUCTOHCKH peTl, je
c10607aH U ,,BUPU” U3 HYK/Ie030Ma. YCell OBaKBe OpraHM3aliije XUCTOHCKU PerioBHU Cy
JIOCTYITHM pa3/IMUMTUM Kjlacama eH3WMa KOju Bpllle MOCTpaHC/IalyoHe MoAu(UKaluje
XMCTOHA Ma/JiuM MoJjeKyauMma. [1o3Hato je Bullle JeceTWHAa pPa3/IMUMTHUX KOBAaJIEHTHUX
MoubuKaldja XUCTOHa, Mel)y Kojuma cy: alleTunaiivja, MeTunalyja, hochopunaiyja,
AIT pubo3wnaiyja, AerMuHaija u  ybukButuHaLMja (Kouzarides, 2007).
HajnpoyuaBanuje MmoguduKaluje XuCcToHa Cy alieTh/aaluja U MeTuaanuja. Aletvuaanyja
JIM3UHAa y OKBUDY aMMHO TePMMHA/HOr Jlefla XMCTOHCKOr MOJeKy/ja MoBe3aHa je ca
OTBOPEHOM, T.j. TPaHCKPUIILIMOHO AaKTMBHOM KOH(OpMalijoM XpoMmarhHa. EH3umMu

XUCTOHCKEe JlealleTh/ia3e KaTajau3yjy yK/lamame aleTHI Tpylma W Ha Taj HauMH
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JIOTIDUHOCE CTBapakmy 3aTBOpeHe XPOMaTHHCKe CTPYKType. YTBpheHO je Zia POTeMHU
KOju mpeno3Hajy MetunoBaHe CpG [MHYK/IeOTHZE y OKBHDY IIPOMOTOPCKOT perruoHa
reHa, Kao M peryaaTopHU MPOTeMHU TPaHCKpUIILMje perpyTyjy oBe eH3uMme (Portela u
Esteller, 2010). Mertunanyja xuctoHa MoXe fa Oyze Mapkep W TPaHCKPHIILIMOHO
aKTVBHe W TPaHCKPUIILMOHO HeaKTHBHe KOHQopMmaluje xpomarvHa (Sharma u cap.,
2010). Kpajwu edekar MeTraalyje 3aBUCU 0f, aMUHOKUCeIUHe (JIU3WH WM apTUHUH)
KOja je MeTWIOBaHa Kao M HeHe rosulyje y mporenHy. H3K4me3 moBesaH je ca
orBopeHOM 10K cy H3K9me3 u H3K27me3 mnose3aHud ca 3aTBOPEHOM CTPYKTYpOM
XpomatuHa. VcTpakvBama Cy mokasasa fa je Mmetunanvja H3 xucroHa Ha ro3unujama
K4 u K9 6sucko moBe3aHa ca MeTWIALIMOHMM CTaTycoM ceKBeHile Monekyna JJHK
(Cheng u Blumenthal, 2010). IIpucyctBo H3K4me3 1ITUTH TIpOMOTEpPCKe CeKBeHLle
reHa of rmipoieca de novo Metunaiuje. CTyauje Ha HUBOY TreHOMa Cy TlOKasase
VHBep3Hy Kopenaiujy usmelly metunaruje monekyna JHK u H3K4. Hacynpor Tome,
MeTusalja Monekyna IHK je y aupekTHoj kopenauuju ca Metunaiujom H3K9 (Cheng

1 Blumenthal, 2010).
1.2.4. Moaudukanuje XuCToHa y TyMOpHMa

VcTpaxkBama CrpoBeJileHa Ha MaJMTHUM TyMOpMMa TOKasana Cy [ia TOKOM
HeorylacTUuHe TpaHcdopMalivje fosa3u [0 miobanHe [ealleTWalyja Ha TO3ULIUjU
H4K16ac (Fraga u cap., 2005). IToBehaHa ekcrmpecuja XHUCTOHCKUX JealleTusaasa y
ManurHoj henuju oproBopHa je 3a oaj ¢eHomeH (Zhu u cap., 2004). ITopep Tora y
henujama Tymopa gonasu Ao rybuTka MeTwnanuje Ha mosuvimju H3K4, mok je
MeTunalyja Ha no3uiju H3K9 moeehana. OBe mpomeHe cy moBe3aHe ca abepaTHoM
eKCITpecHjoM Kako XMCTOHCKHMX MeTu/la3a Tako u JemeTunasa (Portela u Esteller, 2010).
C o03upoM Ha WIOTy XUCTOHCKMX JealleTWia3a U JieMeTWIa3a CaBpeMeHa
(apMakosioIKa MCIUTUBaka yCMepeHa Cy M Ha pa3BOj MHXMOWUTOpa OBUX eH3uMa

(Minucci u Pelicci, 2006).
1.2.5. Hekopupajyhe PHK

ITpouemyje ce ga je oko 70 % renoMa TpaHCKPUIILMOHO aKTUBHO, av [ja CaMo

0KO 2% cajp>xy UH(opMalje o0 MpOTernHUMa Koju ce cuHTteTtuily y hemuju (Gutschner
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u Diederichs, 2012). 3anpaBo, To 3Hauu Ja Beiuka BehrHa mosekyna PHK He koaupa
MIpOTENHe, Te Ce W Ha3MuBajy omutuM umeHoM Hekoaupajyhe PHK. One ce mory Ha
OCHOBY BeJIMUMHe TIO[e/IUTH y JiBe rpyre: a.) Mane Hekogupajyhe PHK, ayxune mame
ox 200 nykneotuza u 6.) myre Hekogupajyhe PHK, Bemmuune Behe of 200 HykeoTHaa
(Gutschner u Diederichs, 2012). ¥ npy rpyny cnazajy mukpo PHK (Mu-PHK), unja ce
y/aora y maToreHe3u TyMopa JlaHaCc UHTeH3UBHO UcTpaxyje. Oe mane PHK pyrauke cy
oKo 20 HyK/IeoTH/a U y4eCTBYyjy y peryaalyju eKkcripecuje reHa. MexaHu3aM Jie/ioBamba
OBUX MOJIEKY/la 3aCHMBA Ce Ha KOMITJIEeMEeHTapHOCTH ca Liu/bHOM MH(opMarioHoM PHK.
5' kpaj mu-PHK Be3syje ce 3a 3' kpaj komriiemeHTapHe uH$popmaiimone PHK u moBogu
Jl0 ’eHe Aierpaziaiivje U oneMmoryhasa ripoiiec weHe TpaHcaanuje (Kala u cap., 2013).
3a ycremiHO OJIOKMpame TpaHC/Ialuje HUje TIOTPeOHO fa je Ijesia LW/bHA CeKBEHI[a
komrsiemeHTapHa Mu-PHK, Hero camo npBux 2-8 Hyk/eoTuja ca 5' Kpaja (eHr. seed
sequence) (Nicoloso u cap., 2009). IIpema CB0joj yn03u y TIpoljeCcy HeOriaCTUUHe
TpaHcpopmarmje, Mu-PHK pnene ce Ha Tymop cynpecopHe unu oHkoreHe (Nicoloso u
cap., 2009). Ilpumep npBe QyHKIUje je miR-21, Koja y XemnaToLe/syJlapHUM TyMOpUMa
jeTpe ocTBapyje CBOj OHKOr'eHH IOTeHLUjas IIpeKo perpecuje Tymop cyripecopa PTEN-a
(Nicoloso u cap., 2009). C apyre cTpaHe, mpurnafgHULK miR-15a-miR-16-1 tpyrme
uHXUbUpajy ekcrnpecujy Bcl-2 u pukmmHa D1y XemaTO/IOIIKMM MaJIMTHATETHMA
(Nicoloso u cap., 2009) . Ecknpecuja reHa koju kogupajy 3a mukpo PHK moxe 6utu
perynmvcaHa MetwiauujoM. Ca gpyre crpaHe, mukpo PHK Mory yuectBOBatu Yy
perynainuju Metunanuje npomoropa fpyrux resda (Fabbri u Calin, 2010; Suh u cap.,

2011).
1.3. p53-p14 u p16-Rb curHa/iHu nyTeBH U HUXO0B 3Ha4aj

OBa /iBa cMrHajHa IMyTa 3ay3uMajy LieHTpa/HO MecTO y perynauuju henujckor
LUK/Iyca, nponudepalyje 1 aronTo3e. AKTUBHOCT NPOTeMHAa OBUX CUTHA/THUX IyTeBa
npe/icTaB/ba M 3HayajaH MexaHu3aM 3a CIlpeyaBame Ipoljeca HeoIIaCTUYHe

TpaHchopmaiiyje (Bai u Zhu, 2006; Kim u Sharpless, 2006).
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1.3.1. Jlokyc INK4a/ARF

Jlokyc INK4a/ARF Ha xpomo3omMy 9p21, je yecTo JesieTUpaH WA MeTU/IOBaH y
pa3nuuuTuM TUnoBuMa tymopa (Rocco, 2001), a oBe mpoMeHe [iell1aBajy ce paHO TOKOM

tymopureHese (Esteller u cap., 2001, 2000; Nuovo u cap., 1999). OBo je y ckiagy ca

ersoH 1p ersoH la ersoH 2 ersoH 3
— — — A
— ATG .. plaTRes e
I | ] ! T g | —
> ATG e = = GIARE &
I ] f {  e—
19kb 3.5kb 2.7kb

Ciuka 1.3. Opranusaiuona cxema jokyca INK4a/ARF. IlpHom 60joM 03HaueHW Cy er3oHH
(menoBu ersoHa) Koju NpuIaziajy redy p16, oK Cy CMUBOM O3HaueHU er30HU KOju yiia3e y cacTaB reHa pl4.

Pactojama u3mel)y ersona gara cy y kunob6asuma (1 kb = 1000 6a3nux naposa). IIpeyseto u3 (Gallagher

u cap., 2006).

YMHEHULIOM [la TIPOTeMHH KOjU Cy KOAMpaHU TeHuMa y OBOM JIOKYCy MMajy BeoMma
BaXHY ynory y KoHTponu hemujcke mnponudepauyje (Chin u  cap., 1998).
CrieriupUHOCT OBOT JIOKyCa Or/iefjla ce y TOMe ILUTO CaZip>kU /iBa TeHa, KOju Jefe [Ba
er3oHa, JJOK UMajy antepHaTuBHe TpBe erzoHe (Crmmka 1.3). AntepHaTvBHU er3oH 1[3
Hasna3u ce 13-20 kb y3BogHo of er3oHa la (Dominguez-Brauer u cap., 2010). Tokom
rporieca MCKpajarkba WHTPOHA, er30H 13 craja ce ca er3oHOM 2 Ha UCTOM MeCTY Kao U
er3oH la (Quelle u cap., 1995). C 063upoM Ha pa3UYUAT OKBUP UMTama MPOTEHUH CKH
TIPOAYKTH OBUX TeHa, p14 u p16, Hucy xomosnoru. MeljyTum, OBU TIPOTEMHU UMajy jeIHYy
3ajeJHAYKY KapaKTEePUCTHKY, a TO je Ja He MOoCeAyjy JM3UH Yy CBOjOj TPHUMAapHO]j
ctpyktypu (Kobayashi u cap., 2013). TpaHckpumiijy oOBa [iBa reHa pery/uily [Ba

He3aBHCHa rpomotopa (von Keyserling u cap., 2011).

bynyhu ga cy penenuje nokyca INK4a/ARF focta yecte y Tymopuma, TyMOp
cyripecopHa ynora p14 ayro je 6una MackupaHa ynorom kKojy uma pl16 (Rocco, 2001).
KacHuje je mocrano jacHo Ja oba reHa urpajy y/aory Tymop Cyrpecopa W TpeMa
K/IaCUYHOj CXeMHM Jie/lyjy y OKBHUPY [iBa KOMILJleMeHTapHa curHanHa nyta (Ciavka 1.4)

(Rocco, 2001). Ona zaBa nyTa, p14-p53 u p16-pRb, cy Hajuenthe ageperynucanu rnyTeBu
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y Tymopuma (Sherr u cap., 2005). IIporeun pl4 ocTBapyje CBOjy TyMOp CYIIpeCOpPHY
(dbyHKLM]jy TIpeKo vHTepaklyje ca mporeuHoM MDM?2 (Chin u cap., 1998). [1Ipoteux

nokyc INK4a/ARF

7 N\

ple pla
uuknumH D1- CDK 4/6 MDM2
pRB ——. PpRb-P —
1
E2F
Gl daza S daza

Cnuka 1.4. Jlunuje genoBama nporerHa pl6 u pl4 y okeupy pl6-Rb, ogHocHo p53-pl4

CUIHA/THUX TyTeBa. 3a 00jalliibethe T0IIe/IaTh [JIaBHU TeKCT. ——paKTHBALI]ja; MHXHOULIM]a.

MDM?2, nenyjyhu kao E3-yOukBuTHH Jurasa, obenexkaBa p53 3a zerpajauujy y
ripotea3omy (Stott u cap., 1998). C apyre ctpaHe, p16 genyje Kao UHXUOUTOP LIUK/IAH
3aBUCHUX KWHa3a 4 u 6 (Sharpless, 2004; Shapiro, 2006). Be3uBamwe p16 3a nomeHyTe
eH3rMe JI0BO/IM [I0 a/IoCTepUUYHUX TPOMeHa y CTPYKTypW KHWHasa, Koje oHeMoryharajy
Be3uBame LWKIWHa D. CMucao oBe WHTepakiidje je fJa ce cripeud (ocdopuaiyja
nporenHa pRb. ¥ xunodochopunvucanom crawy pRb mma ynory mporenHa koju
Mackvpa perynatopHu npoteMH E2F u ThmMe b/0Kvpa meroBy y/ory y akTUBHpamby
eKCIpecHje reHe UWju Cy TIPOTEHCKU MPOAYKTU OWUTHM 3a mpesasak hemmje u3 G1 'y S
dasy henujckor nuknyca (Sharpless, 2004). Cryauje, Koje cy ce 6aBune p16-pRb nyrem
y pa3/MuMTUM MaJUrHUM TyMOpHMMa, TOKa3ajie Cy Ja ce anrepaiuje pl6é u pRb
MeljycobHO MCK/BYUYjy KOA TojeAnHuX Kiaca ManuraureTa (Reis u cap., 2000; Kramer
u cap., 2002). OBo Huje ciyuaj ca MpoMeHaMa Ha reHuma pl4 w p53, WITO yKa3yje Ha
¢byHKLje npoTerHa p14, He3aBUCHe 0f, aKTUBHOCTHU TnipoTerHa p53 (Sherr u cap., 2005).

ExcrieppuMeHnTy Ha henujckuM JIMHUWjama TOKa3aau Cy Zia je mpoTeuH pl4 y cramwy JAa
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3aycTaBu henujcku 1MKAyc y S ¢asu W/uaM [a akTUBUpA aronTo3y y OfCYCTBY
nporerHa p53 (Hemmati u cap., 2002; Yarbrough u cap., 2002). Takolje, p14 je y cTamy
Jla 3ayCTaBM pacT MaJWrHUX hesvja uyoBeKa, y O[CYCTBY MpoTenHa p53, 3aycTaBibajyhu
hemujcku tuknyc y G, ¢asu (Ozenne u cap., 2010). ITopen Tora, rporenuH pl4 uma
y7OTy U y aKTHBaLUju CHCTeMa 3a MornpaBKy oiiteherma Ha Monekyny JHK, Tako miro
aKTHUBUpa ekcrpecdjy TeHa XPC, uMju je TPOTEMHCKU TMPOAYKT OuTaH Jeo
perapatoHor cuctema (Dominguez-Brauer u cap., 2010). Jyro BpemeHa Huje GUI0
Jl0Ka3a 3a MocTojambe MeljycoOHe perynaigje nmporenHa pl4 u p16. Meljytum, cryguja
Kojy cy cnpoBenu Kobayashi u cap. nmokasana je ga pl4 ytuue Ha ctabunHocT pl6.
Haume, onu cy ycraHoBuiu pa pl4 mnopactuue perpafauujy pl6é y mporeasomy
(Kobayashi u cap., 2013). C 063upom za p16 He mocenyje TU3MHCKe OCTaTKe, KOju OU
Ooum obene>xxeHHW yOWKBUTHHOM, Jlerpajialidja Cce OCTBapyje uHTepakiujom pld ca
nozijeavHULIOM TipoTea3oMa REGy. OBakaB HauWH perysanuje CTaOMITHOCTH MPOTeHHa
p16 morao 6u fa o6jacHu 3allITO TYMOPH Ca eKCIIPUMUPaHUM P14, anmu He ¥ IPOTeMHOM

p16 umMajy arpecuBHUjuU pacT u jowmujy nporuosy (Kobayashi u cap., 2013).

[To3Haro je ma pl6 urpa OuTHe ynore y mpouecuma Kao mrTo cy: hemwjcko
CTapewe, aHOWMKWC M aHruoreHesa. Henujcko cTapewe TpefcTaB/ba (heHOMeH
niepMaHeTHe 0s10Kkazie henujckor pacra, KojoM ce 3arpaBo JUMUTHPa Opoj Zeoba Kpo3
koje henuja moxe fga mpohe. Ornenu ca henvjama y KyAaTypd MOKasaau Cy Ja je
ekcripecuja nporerHa pl6 3HauajHo moBehaHa y henvjama koje MopJiexy crapewmy
(Rocco, 2001; Sharpless, 2004). Biokupame ekcripecuje pl6 omoryhaBa u3berapame
henujckor crapewa u uMoprtanu3aiyjy henuja (Sharpless, 2004). Meljyytum, usrneza aa

Koz, yoBeKa p14 He urpa 6utHy ysory y oBuM nporiecuma (Kim u Sharpless, 2006).

BaxaH acriekt y pa3Bojy Tymopa je aHruoreHe3a (Nishida u cap., 2006). ¥
CTyAWju Koja ce OaBW/la aHrMOTeHe30M y IIMOOIacTOMHMA, TIOHOBHO YCITOCTaB/bale
ekcripecyje p16 y henvjama Tymopa, KoJ, KOjux je p16 aeneTvpaH, JOBOJU 10 CMambekba
eKCIipecyje BaCKy/JapHOT eHJI0oTeJIHOT (hakTopa M MHXUOMIIMje aHruoreHese (eHIVI.

Vascular endotelial growth factor) (Harada u cap., 1999).

[Iporevn pl6 yk/byueH je W y MpoLece KOjU aKTHMBMPAjy ariolTo3y HaKOH
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rybuTka koHTakta henuje ca Banhenujckum marpukcom (aHoukwuc) (Plath u cap., 2000).
OBa ¢yHKI[Mja OCTBapyje ce TMpeKO akTHBaIMje eKcripecuje o5 cybjemunuiie o531
¢bubpoHekTHHCKOT peljeniTopa. IlpeTnocTaB/ba ce fa je oBa (yHKIMja He3aBHUCHA Off

p14-MDM?2-p53 nyTa (Plath u cap., 2000).

[MpetxopHo omucaHe ynore pl4 u pl6 y KoHTponu henujckor LUKIyca, Kao U
(GyHKLMje Koje HUCY Be3aHe 3a [VIaBHe IyTeBe /1e/I0Bakba, Y MOTIYHO]j Cy CarylaCHOCTHU Ca
BeJIMKKUM CeJIeKTUBHUM NPUTUCKOM Ha J10KyC INK4a/ARF y Tymopurenesu. Anrepauuje
OBOI' JIOKyCa 3HauajHe Cy KakO Yy [aToreHe3u CHOpPaJMYHUX Tak0 M HacCIeqHUX
mManuraurera (Chin u cap., 1998; Rocco, 2001). [Heneuuje nokyca INK4a/ARF
JleTEKTOBaHe Cy KOJ pa3lIMuMTUX TUIOBa Tymopa, M3Mel)y ocTamux: MelaHOMHUMa,
a/leHOKapIIMHOMUMA TIaHKpeaca, ofpeljeHMM BpcTama JieykeMHja, TTMOOIacTOMUMa,
TyMopuMa rnyha u nunocapkomuma (Kim u Sharpless, 2006). VctpakuBama Koja cy ce
OaBuia Mpoy4yaBamkeM MeTHJIALMOHOT CTaTyca reHa pl4 v p16 y MaJMrHUM TymMOpHMa
yTBpAW/IA Cy /la je OBa elMreHeTUUKa ajTepalija yecTta I10jaBa Koj, pa3/IMuMTHX rpyria
Tymopa . Metunaiuja pl6 fgeTekToBaHa je y KOJIODEKTaJHUM TyMOpMMa, TyMOpHUMa
iyha, fojke, Gervike, 1jepBukca u mmomuMa (Esteller u cap., 2001). C apyre ctpawe,
MeTW/aliija poMoTopa reHa p14 yecTa je y racTpouHTecTUHaIHUM TyMmopuMma (Esteller
u cap., 2001), mMaza je 6utHa u y mporpecuju ocreocapkoma (Hou u cap., 2006) u

MUKCOU/THUX vrocapkoMa (Davidovic u cap., 2013; Oda u cap., 2005).
1.3.2. p53

l'en p53 je nouypad Ha xpomo3omy 17p13 (McBride u cap., 1986) u koaupa
TYMOP CyIIPeCOpPHM NPOTeUH Koju cafpxxu 393 amuHo-kucenvHe (Kato u cap., 2003).
Yiiora oBoOr TpoTerHa je eceHlLMjajiHa y peryiauuju henujckor LUK/Iyca, aromnTo3e U
penapauuje owrteheHor monekyna [HK (Kato u cap., 2003). HaBeneHne QyHkuuje
OCTBapyjy cCe TpeKo peryjanyje ekcrpecuje OpOjHMX TMpOTeMHAa YK/bYYeHUX Y
pasnuuuTe curHanHe nyTteBe y henuju. 3axBasbyjyhy mNpUCyCTBY JoOMeHa Koju je
OZITOBOpaH 3a crierupuUHO Be3uBame 3a Monekyn [JHK, mporenH p53 je criocobaH za

aKTMBHPAa eKCITPeCcHjy LIWbHUX T'eHa WK Y HeKUM CyJajeBuMa /ia je naxubupa (Riley u

cap., 2008).
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Y HopMasiHUM, (U3HOJIOLIKAM, YCI0BMMa p53 MMa KpaTak >KMBOTHH Bek (Civka
1.5). Mehytum, y ciyuajy cTpeca, fona3u fio ctabuinsanje npoTerHa U ¢popMupama
TeTpamepa, KOju Cy (QyHKIIMOHATHO KOMITeTeTHU. 3HauajHy y/IoTy y cTabuiu3aiuju p53
¥Majy pas3nnuuTe KrHase, Koje (ocOopuIMily CepuHCKe W TPEOHMHCKe OCTaTKe Y
OKBUPY aMHHO Kpaja rporenHa. Ha oBaj HaumH p53 je 3amruheH o yOUKBUTUHALIMjE OF
ctpane MDM2 (Moll u Petrenko, 2003). p53 kao TpPaHCKPUIMIMOHU aKTHUBaTOD
y4yecCTByje y perynalyju eKClipecuje reHa 4yvju Cy MNPOTEUHCKU MPOAYKTH YK/byUYeHU y

MexaHH3Me KoHTpoJie henujckor uukiyca (p21, Gadd45, 14-3-3s), peniapaijyje

6.) chocchoprnauwja
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Cimka 1.5. a.) Y ¢u3HoIomKiM ycIoBIMa )XMBOTHU BeK TIpoTerHa p53 je Kparak. Fheros HuBO
je xoHTponucaH of, ctpaHe MDM?2 (HeratuBHa MOBpaTHa Cripera), KOju ce Be3yje 3a aMUHO TepMUHaIHU
Kpaj p53 Y BpIUM HeroBy yOMKBUTHHALW]Y. ITocienuna je pasrpafgma p53 y mporeasomy. 0.) 3a Bpeme
henujckor cTpeca fgonasu go dochopunanyje p53 U mwerose crabunusauuje. Pocdopunanuja crpeyaBa

uHTepakiujy nsmelly MDM2 u p53. TIpey3eto u nipuiarofjeqo u3 (Fahraeus, 2005).

omrrehenor monekyna JJHK (p53R2) u amonrose (Bax, Apaf-1, PUMA, NoxA) (Bai u
Zhu, 2006). IIpoTreMHCKM TPOAYKT reHa p2l vWMa y/ory y 3aycTaB/bamy heujckor
nukiayca y GI1 dasu, kao oarorop Ha omrehewe monekyna THK. OBo ce octBapyje
cripeuaBaweM dochopunanuje pRb oz cTpaHe Komriekca, koju ¢popMupajy UUKIUH E u

kuHa3za CDK-2 (Payton u Coats, 2002).

Pe3yntatu SpojHUX enueMHUOJIOLIKO-TeHeTUUKUX CTyAuja ToKa3syjy [ia je reH
p53 myTtupan y nipeko 50 % Manurnaux tymopa (Hollstein u cap., 1991). 3aHuM/bUBO je
Ja BehuHy mo3HaTMX MyTaldja p53, oKo 75 %, uMHe TaykacTe MyTalje W3MeHeHOr

cMucia (eHI/l. missense) y OKBUPY pervioHa oJroBOpHOT 3a kogupawe [JHK Besyjyher
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nomeHa (Petitjean u cap., 2007). Op ykynHor 6Opoja oBux MyTaruja, oko 30 % je
nerekroBaHo y okBuUpy CpG aunykneotuga (Hainaut u Hollstein, 2000). CBe oBo
yKasyje Ha CeJleKL|Mjy MyTaljija TOKOM eBojyLuje Tymopa. Haume, HykieotujHe
M3MeHe OBe BPCTe 3HAaTHO yTHUYy Ha CMOCOOHOCT Be3uBama P53 3a perynaartopHe
eneMeHTe Ha monekyny HK, kao u Ha MoryhHOCT TpaHcakTuBalije. He Mame BaXkHO,
rno3Haro je fa je BehuHa CpG AMHYK/IeOTHa y OKBUPY P53 CeKBeHlle, KOjU Cy uecTo

MyTHUpaHU y KaHlepy, MetunoBaHa (Grgnbeek u cap., 2007).

OyHKIMOHAMHe CTyAuje, KOje Cy WCIUTHBase edekar MyTaluja Ha
(GYHKIIMOHATHOCT TIPOTerHa p53, YTBpAW/Ie Ccy fa ce (paBopu3syjy myTaidje Koje yTuuy
Ha TpaHCaKTWBalMjy WIW [I0BOZle [0 JOMHHATHO HeratuBHOr egekra (Petitjean u cap.,
2007). C pmpyre cTpaHe, OBakBa CejieKlldja jolll HHje TOTBpljeHa 3a MyTaluje Koje
Jl0BOJle [10 HacTaHKa HoBe ¢yHKLUje (engl. gain-of-function mutation) (Petitjean u cap.,

2007).

o maHac je ypaheH Benmku Opoj cTyguja uuju je GoKyc OMO Ha KIMHUYKOM
3Hauajy MyTaluja reda p53. Pe3ynTaty OBUX CTy[Hja YKa3yjy Ha MOBe3aHOCT MPUCYCTBa
MyTaluja U Jjiomuje rporHose. Mak, focra CTygyvja HYje HalllJIo TAaKBY KOopesialyjy Uiu
je 4aK y peTKMM cjy4yajeBMMa MyTHpaHW p53 6uo moBe3aH ca J0OpOM TIPOTHO30M

(Brosh u Rotter, 2009).
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2. [In/beBU

L{wbeBn UCTpaXkvBamba OUMM Cy AedurHUCaHU Ha ciefehy HauuH:

1. YcTaHOBUTH yuecTasioCT MyTalyja reHa pS53 ¥ XurnepmeTu/alyje mpoMoTopa

reHa pl4 v p16 y nonysiauuju y3opaka JMrocapkoMa.

2. YTBpAUTH A /U MOCTOje pas/vKe, y KBAJIUTaTUBHOM U KBAaHTUTAaTMBHOM
CMUCITY, Y anTepalydjaMa Koje 3axBarajy p53-pl4 u pl6-Rb curHanHe myTeBe, n3smel)y

Pa3/IMuUnTUX IIOATUITIOBA JIMTIOCAPKOMAd.

3. Kopenucatu oBe anTepaildje ca KJIMHWUYKWMM U MATO/IOLIKUM TapameTpuma

JuriocapkoMa (o1, cTapocHa 00, Be/TMUMHA U TPajlyC TyMOpa).

4. [NemoHcTpupaty in silico MPOTOKOM 3a MPOLIEHy MOAEeCHOCTH TipajMepa y

peaki1ju JTaHYaHe roMepase criefiuruuHe 3a MEeTUIOBAHU ajiell.
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3. Marepujan u metope

3.1. Marepujan

3.1.1. [TanjeHTH ¥ y30pLU TKMBA

Hawmwa cryauja je yk/byumsna 33 y30pKa JMIIOCADKOMa, KaO0 U Y30pKe
ozaroBapajyher HopMaJIHOT TKMBA TaMmo rze je To 6uao Moryhe (ykymHo 4). CBu Tymopu
Cy [uvjarHOCTMKOBaHM y WHCTUTYTy 3a maTonorvjy, MeguLuHCKOr —(QakynreTta
YuuBep3urera y beorpazy. 3a morpebe uncTpaxuBama NMpubaB/beHe Cy CarylaCHOCTH
ETnukux komuTeTa MeauiiMHckor ¢akynTeTa YHuBep3uTeTa Y beorpasy u MHcTUTyTa

3a HyK/leapHe Hayke “BuHua”.

Y30puy Cy [JoCTaB/beHM Kao OrepaTWuBHU Marepujan ¢ukcupad y 10%
nydepoBaHom  dopmangexuay, pH=7, y opHocy TKuBO:popmanuH (1:10).
Makpockoricku je obpaljeH OMOTICHjCKM MaTepujan M y30PKOBaHH Cy perpe3eHTaTHBHU
MCeully, UCKYCTBeHO, 1o 1 uceuyak Ha 1 cm yAa/beHOCTH TpaHC(ep3aTHUX pe30Ba Kpo3
pecekoBaHM cerMeHT. M31BojeHu Matepujan je oOpaljeH cTaHAapJu30BaHOM
TIpOIielypOM y TKUBHOM TIPOIIECOPY 3a ayTOMAaTCKy o0pafly XymaHor TKHBa Jlajka (HeMm.
Leica) TI11020 u moToM yKanyrybeH y TmapaduHCKe O/0KOBe. Y LM/BY PYTHHCKE
[IUjarHOCTHKE CEPUjCKU je CeueHO Mo 3 mpeceka, Aeb/buHe 5 1M U 60jeHO OCHOBHUM

60jEH>eM XeMdaTOKCHU/TMH-€03H1H.

OnNTUYKOM MHUKPOCKOIHjOM Cy Ha, CTaHAapAHOM 00jemYy, MoCTaB/beHe ujarHo3e
TyMOpa y CK/aJly ca nociefwmsoM Moaudukanujom knacudukaiuje C30, 3a Tymope

KOCTHjy U MeKux TKuBa, U3 2013. roguHe.

Kop wect manujenara gujarHoctukoBa je HUJITIC, kon cegamuHaect MIILIC,

Koz peset ITJITIC u kog jegaor O'RJITIC.

TyMopy Cy Ha OCHOBY XHCTOJIOLLKOTI Ipajlyca K/IaCU(UKOBaHU y [iBe TpyTie:
TYMOPU Ca HUCKAM M TYMOPH Ca BHUCOKUM rpagycoM. CBM pejieBaTHU KJIMHWYKU U

TIaTOJIOIIKH MO/l O MaljdjeHTrMa Hasase ce y Tabenu 3.1.
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Ta6ena 3.1. KTMHHYKO-NIaTo/I0IIKe KaPaKTepPUCTHKeE NMalyjeHaTa YK/bYUeHHX Y CTYAujy

vopor Ton  Togwme TN e oy Kvomn | e
JIIC 1 reg. femoris 9 MUITIC HHU3aK
JITIC 1% reg. femoris 9 MIIIIC HM3aK
JITIC 172 " o reg. femoris 16 MJITIC HM3aK
JITIC 17 reg. femoris 20 MIJIIIC, Oh<5% HU3aK
JIIC 2 reg. femoris 10 MUITIC HU3aK
JITIC 2™ reg. cruris 3 MUIIIC HU3aK
JITIC 27 " % reg. femoris 7 MIJIIIC HH3aK
JITIC 2% reg.poplitealis 4 MIIIIC HHM3aK
JITIC 3 reg. cruris 10 IIC BUCOK
JITIC 3™ M 65 reg. cruris 12 IJIC BHCOK
JITIC 3% reg. cruris 17 IC BHCOK
JITIC 4 M 54 reg. brachii 5.5 IIC BHCOK
JITIC 5 M 58 reg. femoris 17 MUJIIIC HU3aK
JITIC 6 M 54 reg. brachii 20 ic BHCOK
JITIC 7 X 52 reg. cruris 6 I1C BHCOK
JITIC 8 K 59 reg. cruris 5 MJIIIC HH3aK
JITIC 9 x 55 reg. femoris 7 MJIIIC HH3aK
AMC10  x 61 reg. cruris 7 MJIIIC HH3aK
JITIC 11 M 64 reg. femoris 15 MUITIC HU3aK
JITIC 12 e 58 reg. inguinalis 7 MJIITIC, OR<5% HH3aK
JITIC 13 x 65 reg. femoris 7 AOJIIIC HM3aK
JITIC 14 X 55 reg. femoris 15 MJIIIC HH3aK
JITIC 15 M 68 reg. femoris 11 AJIIC HM3aK
JITIC 16 x 63 retroperitoneum 15 AAJIIC HM3aK
JITIC 17 M 69 reg. cruris 12 I1C BHCOK
JITIC 18 K 68 reg. femoris 10 MJITIC HU33aK
JITIC 19 x 69 reg. femoris 6 MJITIC HU3aK
JITIC 20 M 39  reg. colli poster 6 AOJIIIC HM3aK
JITIC 21° x 64 reg. brachii IJIC BHCOK
JITIC 22 X 58 reg. femoris 23.5 1J1C BHCOK
JITIC 23 M 74 sacrum 11 ORJIIIC BUCOK
JITIC 24 x 73 retroperitoneum 10 AAJIIC HM3aK
JITIC 25 K 62 reg. femoris 15 OOJITIC HU3aK

PH H-TH /I0Ka/THH peu/iuB.
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3.2. MeTtope

N LHU/bY dHA/IM3€ METW/IaJUOHOT' U MYTalJHUOHOT' CTATyCa 1/13a6paH1/1x reHa, Kdo 1

BUXOBe eKCIIpecHje Ha POTerHCKOM HUBOY, KopHiitheHe cy ciefehe MeTtoze:

- n3osanuja Mosekyna JHK w3 uceuaka TkuBa W JuM@ouuTa W3 reprdepHe KpPBU
3apaBUX 0C00a;

- in vitro Metunauuja Mosekyna [JHK, nobujeHe ekcTpakiujom u3 mumdorura
nieprdepHe KPBU 3paBUX 0C00a;

- bucyndurtHa mogudukaiyja nsonosane JHK;

- buonHbopMaTUuKa aHau3a npajMepa criefuUYHUX 3a MEeTUI0OBaHU aser;

- aHanM3a MeTW/IALMOHOT CTaryca IpomoTopa reHa pl4 w pl6, MeTofoM JaHYaHe
peakiiyje mosiiMepase crielMuyHe 3a yMHO)KaBakbe MeTuaoBaHor anena, MCII, (eHrs.
Methylation specific PCR);

- JlaHYaHa peakliija yMHO)KaBamwa ¢parmenTa mosiekyna JHK koju cagpxu er3one 5-8
reHa p53;

- TIpoBepa pe3yJ/iTara JiaHuUaHe peakuyje rosumepase (eHr. Polymerase Chain Reaction,
[T1IP) enekTpodope3oM y arapo3HOM U MOJUaKpUIaMUIHOM ey,

- leTeKLija MyTalLlija CeKBeHLIUpamkeM YMHOXKaKa er3oHa 5-8 reHa p53;

- yTBpljiBate HHMBOA eKCIpecHje reHa Ha MPOTEMHCKOM HUBOY MMYHOXMCTOXEMHjCKHUM
MeTo/jama;

- CTaTUCTUYKaA obpazia 10bUjeHnX pe3y/TaTa.
3.2.1. M3onanmja JHK

OHK je v3onoBaHa K/laCHuYHOM (PeHOI-x/10p0hOPMCKOM METO/IOM Y3 MPEeTXOAHO

ocnobaljame y30paka u3 napaMHCKUX KamyTia.
3.2.1.1. M3onanuja JHK u3 napaduHCKHMX HceyaKa TKHBa

- CBaKOM Y30pKYy je fnozaro rno 1 ml kcusosna, Kako 6u ce yKJIOHHO napaduH, ma je
naraHo MyhkaHo pyuHo 30 muHyTa, LeHTpudyrupaHo 5 muna/15300 g, HaKoH uera je

NaXX/bUBO YK/IOHKE€H KC/TU/I0/I HACTABKOM;,
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- TIOCTyMaK ca [Jj0flaBalkeM KCH/oJa je TIOHOB/beH, HaKOH Myhkawa 15 MHUH U
teHTpudyrupama 5 MuH/17900 g KCUON je YKIOHEH;

- noparo je mo 500 pl amconytHor eraHona, sfaraHo MyhkaHo 5 MUH,
tentpudyrupaHo 5 MuH/17900 g, HakOH uera je eTaHOJ, TaXX/bUBO, YK/IOHEH
HaCTaBKOM;
- MOCTYyTaK ca /10/laBakeM ariCoyTHOT eTaHo/a je TIOHOBJbEeH;
- HakoH LeHTpudyrupamwa 5 MuH/17900 g, eTaHON je NaK/bUBO YK/IOHEH
HaCTaBKOM;
- yceulld TKMBA Cy OCYLIEHH y OTBODEHHUM erpyBeTama IopeZ, IJiaMeHHKa, TOKOM
20 no 30 mMuH;
- y CBaku y3opak je mozaaro ro 500 pl gurectuoHor mydepa koju y (HHaIHO]
KOHL[eHTpalmju cagpxxu 25 mM EJJTA, pH 8,0; 100 mM NaCl; 10 mM Tpuc-HCI, pH
8,0; 0,5 % CIC u 100 pg (19, 6 mg/ml) nporenHase K (MBI, Fermentas, JIlutBaHuja);
- y30pLM Cy MHKyOMpaHu mpeko Hohu Ha Temrieparypu 50-55°C, y3 moBpeMeHO
myhkame. Behu koMazi TKMBa Cy 3axTeBau [Jy)Ke BpeMe WHKyOaluje (7o /Ba JjaHa), U
Jl0flaTHe KOJIMUMHe JUreCTUOHOT Mydepa v npotenHase K;
- y cBaku y3opak (500 pl) je momara umcTa KonmuuuHa CMellle Koja CaJpiKu
denon/xnopodopm/muzoamun-ankoxon (P®/X/N) y opHocy 25:24:1, HakoH uera je
MyhkaHo pyuHo 10 muH, y3opiuu cy 3atuMm LeHTpudyrupanu 5 muH/10600g, ma je
M37iBOjeHa BoZeHa (a3a HACTAaBKOM Ca OfCEUeHWM BpXOM, U TpebaueHa y HOBY
erpyBeTy;
- MOCTyMaK ca (heHO/IOM je TIOHOBJbeH jou 1-2 X;
- BozleHOj dha3u je mozmara victa 3arpeMuHa cmelie X/M (24:1), HakoH dyera je
myhkaHo pyuHo 10 muH u teHTpudyrupamo 5 Mus/10600 g;
- BojleHa ¢ha3a je U3iBOjeHa y HOBY eTpyBeTY;
- CBAaKOM Y30pKY y BofieHOj ¢a3u je Aogato 1o 1/2 3aripemuHe 7.5 M aMoHUjyM
anjerara (Serva 39751, Hemauka) u 2 3anpeMuHe W30MpPOMNUI-aaKoX0/1a, HAKOH yera cy
y30p1 octaB/beHu Ha -20°C ga ce [JHK Tanoxu ripeko Hohy;
- y3opiu cy neHtpudyrupanu 20 mun/12000 g/4°C, onnvBeH je CyrepHaTaHT U
noparo je 1/2 3anpemune xnaaHor 70 % etaHona;

- y3opuu cy neHtpudyrvpanu 15 mun/12000 g/4°C, onnvBeH je CyrepHaTaHT,
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eripyBeTe Cy OCTaB/beHe OTBOpeHe Tope[ MjaaMeHuKa 15-30 MUH. /0K CaB eTaHOJ He
ynapu;
- OHK je pactBopeHa y oarosapajyhoj 3anpemunu (50-100 pl) ddH,O, HakoH uera

je ogyokeHa Ha 4°C.
3.2.1.2. N3onapuja JHK u3 numdonurta nepudepHe KpBu

- Hakon ¢eHoncke ekcrpakiuje Monekyna JAHK w3 Tanora saumdorura
nieprdepHe KpPBH, MPeTX0JHO A00UjeHOr TIpeMa MPOTOKO/IY Koju je orucaHor y (Boyum,
1968), BogeHoj dasu je gopara 1/10 3ampemune 3 M Harpujym auertara, pH 5,2 u 2
3arpeMyHe XJ1aZJHOT ariCoyTHOT eTaHo/1a, HAKOH Yera je, y3 pyyHo Myhkame, JO0ILI0 [0
nperunuranyje mosekyna [JHK y Buny konunha;

- MaKpOCKOIICKM BW//bUBK KOHuuhu monekyna JHK cy 3aruM HaMoTaHU Ha
crakyeHy IlacTepoBy nureTy, 3aTOI/bEHOT U 3aKPUBJ/LEHOT BPXa;

- JHK je ucripana ypamwameM Ilactepose murere y 70 % eraHos, a 3atuM je

cylueHa Ha Ba3fyxy 15 muH, pactBopena y 100-200 pl ddH,O u opnoxena Ha 4°C.
3.2.2. Mepeme KoHLleHTpaluje u3onoBade JTHK

Konuentpanje pactsopeHe [IHK wmepeHe cy Ha amapary buocriek-HaHO

(Shimadzu corporation, JariaH) npemMa yIyTCTBY pou3Bohaua.

3.2.3. In vitro wmerunanmja Mosekyaa JHK wu3osoBaHux us3

muMmdonuTa nepudepHe KpBu

Y mwby pobujama koutposiHe [JHK, koja 6u 6uma metunoBaHa Ha cBuM CpG
no3uiijama, THK u3onoBana u3 numdonra neprudepHe KpBH 37ipaBe 0cobe TpeTHpaHa

je ersumom CpG metuntpaHcdepazom M.SssI (New England Biolabs M0226M).
MeTtunoBame mosiekyna JIHK je n3BeseHo rpemMa IpOTOKO/Y Mpou3Bohjaya.
3.2.4. bucyndurna mogudukanuja uzonosane JJHK

bucyndutHa mMoauduKaiiMja je MOCTyMaK KOjoM ce KOH3epBHpa MeTW/allMuOHU

craryc mosniekyna JJHK. Tpetupawe monekyna JJHK Harpujym-bucyndurom moBoau mo
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KOHBep3Wje HeMeTH/IOBaHMX LMTO3WHA y ypauwi, [JOK METHU/IOBaHW LMTO3UHU He
T0/ZI/1eXXy TakBOj IpoMeHHU. Lleo nmocTyraxk je v3BezieH mpema IpOTOKOIy XepMaHa U cap
(Herman u cap., 1996) , y3 mamwe usMeHe y mojeguHuM kopauuma (Grunau u cap.,

2001).

- 2 pg monekyna IHK y 3anpemunu of 50 pl je meHarypucaHo fofiaBambem 3 M
NaOH (¢wun. 0,3 M) u unkybupawem 30 mun/42°C;

- nperxofgHo JAeHarypucaHo] AHK pgomarto je 550 pl cBexe mnpurpemsbeHOr
pactBopa Hatpujym bucyndura (5,20-5,69 M HSO-3; mowrto je KomeplujaaHO
JIOCTYTIHHA HaTpujyM Sucyn@uTr MelliaBWHa HaTpujyMm bucyndurta u Mertadbucyndura,
rpoliewyje ce fa je (puHasHa KoHueHTpauuja HSO-3 y HarmpaB/beHOM pacTBopy 5,20-
5,69 M), pH 5,0, ca 10 mM xuApOXMHOHOM, HAaKOH uera je ycjeAusia WHKybaluja
18h/55°C.

PacrBopu 3a ducynputny mogudukanujy JHK:

- 0,2 M xuzapoxuHoH (1 ml)

- 0,22 g xuppoxuHoHa (Sigma H — 9003, CAl) je pactBopeHo y 1 ml ddH,O

- NaHSO3 pH 5,0 (10 ml)

- 5,41 g NaHSO3 (Sigma S-8890, CA) je pactBopeHo y 8 ml ddH.O wu
nopaBatbeM 10 M NaOH, pH BpegHocT je moferieHa Ha 5,0. 3atum je ducyndurHom
pactBopy pozato 500 pl cBexxe mnpunpem/beHOr pacTBOpa XWJpOXWHOHA. HakoH
KoMIieTHOr pacTtBapawa NaHSO3, pomaBawmem ddH,O 3ampemuHa pacTBopa je
rozienieHa Ha 10 ml.

- Hakon bucyndutHor tpermaHa, MogudukoBaHa [JHK je mnpeunmtheHa
ynotpebom komruieta 3a ekctpakuujy JHK (MBI Fermentas KO0512, JlutBaHwuja).
[MocTynak mpeuminhaBatka Ce 3aCHMBAO Ha cjieeheM TPUHLMITY: y TPUCYCTBY
XaZ0TpONHUX comu, 6 M pactBopa HaTpujyM joguza (y fgabeM Tekcty PB-pactBop 3a
Be3uBame), mMojekyn [JHK ce mpBo Besyje 3a crenyjarHo [Au3ajHUpaHe CTaK/IeHe
yecTulle, a 3aTuM ce, fa du ce fgodbunu npeunithenu monekynu JHK, oBe comu u
3a0cTaje HeurcTohe yK/awajy WMCIUpawmeM y ofroBapajyheMm mydepy Koju cafpxKu y
jemHakoM opHocy cyricradie Tpuc, NaCl, EATA u 95% eranon (PU-pactBop 3a

vcrvpawe). HakoH ucnupawa, mosekynn JHK ce enyupajy ca cTakjieHMX udecTUlla

29



nomohy ddH,O unu oxgrosapajyher mydepa.

- HakoH ducyndutHe MoauduUKalyje cazpkaj CBake erpyBeTe To/ie/beH je Ha JiBa
jemHaka fena U ZioAaro je mo Tpu 3arpeMuHe PB pacTBopa u ofrosapajyha 3arpemMuHa
pecycrieH/ioBaHe CyCIleH3dje CUJIMLIUjYM-AUOKCHJa Koja caJpyKu CTak/ieHe yecCTulle 3a
BesuBawe [THK;

- y30piiy cy uHKydupanu 5-15 mMuH Ha 55°C ga du ce mosnekyn THK Be3ao 3a
yectutle SiO,-myzepa, y3 BOPTeKCOBame CBaka 2 MUH Kako 6u ce SiO,-myzep ofpkao y
CyCIIeH3Uju;

- HakoH ULeHTpudyrupama 5 cekyHan/13000 g ¥ opyMBamka CylepHaTaHTa,
eripyBeTe Cy LieHTpudyrupaHe joil jeqHoM 2-3 ceKyH/jie U npeoctasu PB je ykiomeH
HaCTaBKOM;

- poparo je mo 500 pl xmagHor PW, HakoH uera je Tajsor pecycrieHZOBaH
HAaCTaBKOM U Y30pLi cy LieHTpudyrupanu 5 cekyHanu/13000 g;

- HaKOH 0/|/IBakba CyrepHaTaHTa nocTymnak ca PU je moHoB/beH jou 2 X;

- HaKOH TIOC/e[lber UCIYpawka U Of/lMBaka CylepHaraHTa, erpyseTe ca SiO»-
nyzilep CyCIieH3ujoM cy LeHTpudyrupaHe jomr 1 X u mpeoctanu PU je ykiomweH
HaCTaBKOM; erpyBeTe Cy OCTaB/beHe OTBOpeHe 10-15 MuH Ha Ba3fyxy Ja ce Tajor
ocyly;

- OHK je enyupaHa ca crakieHux dectuua gogaBamweM 40 pl 1 mM Tpuc-HCI,
pH 8,0, Tanor je pecycrieHfoBaH HaCTaBKOM, HEKOH Yera je yciequio WHKybupamwe 5
MUH/55°C;

- HakoH LeHTpudyrupama 30 cekyHan/13000 g cyriepHaTaHT je TIpeHeCeH Y HOBY
enpyBeTy, u3beraBajyhu cTakjieHe yecTUlle; MOCTYIAK je MOHOB/bEH jOII 2 X Ca WUCTOM
kommuuHoM 1 mM Tpuc-HCl, pH 8,0; na 6u ce yk/ioHu/e eBeHTya/JHO 3aocTase
CTak7eHe uecTuile, erpyBere ca enyupaHoM [IHK cy uenrpudyrupase 30
cekyHn/13000 g v cyriepHaTaHT je Ma)k/bUBO MPEHET y HOBE eTpyBeTe;

- y3opLyMa je aojara oAroBapajyha 3arpemMuHa cCBexke Mpumnpem/beHor 3 M
NaOH (¢uH. 0,3 M) u y30p1 Cy CTaB/beHU Ha UHKybaljy 20 MUHYyTa Ha TemrepaTypu
on 37°C;

- necyndonoBanoj IHK je gopgato 1/2 3arpemuHe 7,5 M aMoOHUjyMm aljerara

(Serva, Hemauka), pH 7,0, 2,5 3anpeMuHe xjiafiHOT aricoayTHor etaHona u 1 pg TPHK
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(TPHK xBactja, 1 mg/pl, Gibko BRL, CAJl) ka0 Hocaya, HaKOH 4Yera je ycCaeguyio
Tasiokemwe Ha -20°C nipeko HOhy;

- HakKoH LeHTpUdyrupama of, 20 mrun/13000 g/4°C, nekaHTOBaH je CyrepHaTaHT U
fopara je 1/2 3aripemune 70 % etaHoa;

- HakoH 1jeHTpUudyrupama 10 muna/13000 g/4°C, nekaHTOBaH je CyrnepHaTaHT U
ernpyBeTe Cy O0CcTaB/beHe 0TBOpeHe 15-30 MUH [JOK caB eTaHOJ HUje yrapuo;

- OHK je pactBopena y 40 pul 1 mM Tpuc-HCI, pH 8,0 u ognoxena Ha -20°C.
OBako MogudukoBaHa u npeuditheHa [JHK je mipeacraB/kana  y3opak — 3a

amrmupukanyjy MCIT TeXHUKOM.

3.2.5. BbuomHdopmMaTHUKa aHa/u3a Mnpajvepa conenupuuHUX 3a

MeTH/IOBAHH dJiejI

Y cBpxy pAeMmoHcTpauuje in silico TpOTOKona 3a TeCTHpame TOAeCHOCTH
npajmepa 3a MCII (Davidovi¢ u cap., 2014), aHanu3upanu CMo TipajMepe Koje CMO
KOPUCTU/IM Y OBOj CTY/WjU, @ KaO KOHTPOJe TMOCIY)XWIU Cy HaM IpajMepy 3a OLleHy
MeTWIaljMOHOT CTaTyca Ipomoropa reHa pl4 v pl16 , kao u rpomoropa resa PTEN-a.
CekgeHlle mpajMepa busie Cy uleHTUUYHe CeKBeHIjama MpajMepa Koju Cy KopuiliheHU y
cnmuuHuM ctygvjama (Burri u cap., 2001; Zysman u cap., 2002). [Tpotokos nmogpasymeBa

cne,qehe KOpakKe:

. ofpeljuBame ro3uiyje mpajMepa y 0JHOCY Ha MeCTO IoUeTKa TPaHCKPUIILje

. oapehuBame dpoja u Mo3ulivje UUTO3WHA Y OKBUDPY AuHYyKIeotuza CpG, Kao u
KOHBEPTOBaHMX LIUTO3MHA KOjU Ce He Haja3e y OKBUpY AuHyKieotuza CpG

. npefvkiyja (opMupama CeKyHJapHUX CTPYKTypa, MOIMYyT YKOCHHWLA, Kao |
JIvMepa mpajmMepa (XoMoJuMepH, XeTepOAuMepPH )

. npoBepa CrielfuUYHOCTH TIpajMepa MpPeTparoM M0 CAMYHOCTH Yy OKBUDY

bucyn@utHo MOAUPUKOBAHOT TeHOMa

[Mo3u1yja npajmepckor mnapa je gedrHrcaHa Kao ya/beHOCT MPBOT HYK/Ie0THa
ca 5' Kpaja ceHC rpajMepa of, MecTta nodetka TpaHckpurniuje (MIIT). ITo3unuje MIIT, y

OKBHDY IIPOMOTOpa aHa/lW3UpaHUX TreHa, MpoHafjeHe cy mperparoM 6asa Tmojaraka
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OBTCC (eurn. Database of Transcriptional Start Sites) u EII[l (eurn. Eukaryotic

Promoter Database) koje ce Hama3e Ha cienehum Be3ama: http://dbtss.hgc.jp/ u

http://epd.vital-it.ch/, perom.

bpoj u mo3uiyja KOHBepPTOBAaHMX LIUTO3MHA Y OKBUPY CeKBeHLe Ipajmepa

oapehuBaHa je mopehemeM ducynpuTHo MoaudrKoBaHe U Her3MeweHe cekBeHile [THK.

WuTepHeT ariMkKanuja Hetnipajmep (eHrm. NetPrimer,

http://www.premierbiosoft.com/) kopuitheHa je 3a mnpeguKkuujy ¢dopmupama

CeKyH/IapHUX CTPYKTypa Kao W TepMOJMHaMMUUKUX TapaMeTrapa rpajMepa (cTabumaHOCT
3'u 5' kpaja). [Iporpam u3pauyHaBa pejTUHT TIpajMepa, KOju je 3aBUCaH 0f CTabUIHOCTH

XOMO/iMMepa TpajMepa U yKOCHMLIA, peMa ciesiehoj hopmysnu:
P =100 + (dG (xomogumep) x 1,8 + dG (ykocHwuija) x 1,4),

rae je P pejtunr npajmepa, a dG npomeHa cinoboznne [Iubcose enepruje. Iloa ycioBom
na je dG (xomomumep) = dG (ykocuuua) = 0, P =100. Bpegnoct P = 80 kopuiiheHa je
3a rpaHully 3HayajHOCTU. [IpajMepu KOju uUMajy Mamwe BpPeAHOCTHA HUCY TOrOAHHU 3a

ynoTpedy y JlaHUaHOj peakLMjyi YMHOXKaBamba.

[TpoBepa creluUUHOCTH Be3uBaka IIpajMepa Yy OKBUpY bucynduTHO
MoAu(UKoBaHOT reHoma ypaljeHa je y3 momoh mnporpama bucepu (eHmn. BiSerch),
OMLiMja eJIeKTPOHCKa JlaHYaHa peakyyja ymHOkaBawa (ePCR), kome ce Moxe
TIPUCTYNIUTU TIpeKo ciiefehe Bese: http://bisearch.enzim.hu/. OBaj nporpam omoryhasa
rpeTpary Io C/JIMUHOCTHA y OKBUPY T'eHOMa KOju je: a.) HeusMemeH, b.) bucyndutHo
MOJU(UKOBAaH W MeTWIOBaH M B.) ducyndutHO Mogu(UKOBaH U HemeTusaoBaH. Ha
pacrionaratby Cy reHomu cnefehux Bpcra: Homo sapiens, Mus musculus v Pan

troglodytes.
3.2.6. AHa/1M3a MeTH/IAL{MOHOI cTaryca nnpoMoropa reia merogom MCII

MeTtunaliioHu cTaryc rpomMortopa resa p14 v p16 ucnurtvsaH je metogom MCII.
MeTona ce 3acHMBa Ha yroTpebu JBa TMapa TMpajMepa; jeJaH Map YMHOXKaBa

HEMeTW/IOBaHH, JOK je JApyru map creluduyaH 3a MeTWIOBaHU anesn. Metoga je
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OCeT/bMBa M MOXe [la JIeTeKTyje jeflaH MeTWIOBAaHW ajiesl y TPUCYCTBY XH/bay

HeMeTW/IOBaHUX. Y Tabenu 3.4. Hajla3e ce CeKkBeHlle IpajMepa KOpUIINeHUX Y OBOj

CTY[VJH.

[MpunvkoMm u3Boljerma jaHuUaHe peakijyje TojauMepase KopuiliheH je Hot start
npotokos. OH mofpasymeBa kKopuithewe [JHK monumepase, koja je XeMHjCKd
MoAU(UKOBaHA, TaKO [la je HeaKTMBHAa Ha CObHOj Temreparypu. EH3uM ce akTHBHpa
TOKOM (hase uHULIMjaaHe AeHarypanuje (95°C/10 munyTa). benedutu Kopuithewa oBor
NIPOTOKOJ/IA OIVIeflajy ce y CcMamewy HecrnelmpuuHux amiuidéukaiuja (Paul u cap.,

2010).

MCII peakijja je u3BoheHa y ¢uHasHOM BolyMeHy of 25 pl, mpu uemy je

peaki[MoHa CMella NMpunpeM/beHa Ha ciefiehy HauuH:

1. 1 x nydep (16,6 mM amonujym-cyndar/6,7 mM Tpuc, pH 8,8/6,7 mM
MgCl2/10 mM 2-mepKanToeTaHO1)

JUHYKIeoTU-Tpu-pocdaru (1,25 mM cBaku)

rpajMepu y (pyHa/HOj KOHLIeHTpaLuju of 0,6 pM

OMCO y ¢unamHOj KOHLIeHTpaluju of 5 %

I'CA y ¢unanHoj KoHLeHTpaluju of 0,4 mg/ml

1 jeqununa HotStart Tak nonumepase (Quiagen, CALT).

N o s W

2,5 pl y3opka

JlaHuaHa peaklMja Tonumepase je u3BoljeHa y amapary Aruiajg buocucremc
2720 (Applied Biosystems, Foster City, CA, CAll) y Tpajawy oz 40 nuxnyca. CBaku
I[UK/TYC Ce CacTojao of Tpu Kopaka: AeHarypauuje THK (45s Ha 95°C), xubpuausaiiyje
nipajMepa (45s Ha Temriepatypu TpuKa3aHoj y Tabenu 3.2) u esoHraiyje ripajmepa (1
MuHYT Ha 72°C). Peakijuja je 3amoyeTta MHMLMja/IHOM JeHarypaiujomM Ha 95°C y
Tpajamky of 15 MUHYTa, a 3aBpllieHa je puHa/JHOM ejioHraljoM Ha 72°C y Tpajawy of, 7

MUHYyTA.
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3.2.7. J/laHuaHa peakIijydja nojiumMepase er3oHa 5-8 rena p53

Y mwwy npunpeme nsonoBaHe /[IHK 3a cekBeHlMpame, ypaljeHa je peakiuja
JIaHYaHOT YMHO)XaBama er3oHa 5-8 reHa p53. CekBeHlLje npajMepa, KOjU Cy KOPUILLTEH!
3a CBaKM 0] er3oHa, npukasaHe cy y Tabemu 3.4. [IpajMepu cy Av3ajHUpaHu Ha HAYMH
Jla obyxBarajy M MHTDOHCKe [ieJioBe TeHa, TakO Jla Ce CeKBeHLle ersoHa MOry Lese

aHa;M3upaTH y oba cmepa.

Peakiiyja je u3BoljeHa Ha arapaty Amajg buocucremc 2720 y Tpajamy o 40
ukiyca. CBaku LIMK/IYC Ce cacTojao of Tpu Kopaka: geHarypauuja JHK (45s va 95°C),
xubpuar3saiiyje ripajmepa (45s Ha TeMriepatypu npuka3aHoj y Tabenu 2.2) u eyioHraiuje
npajmepa (1 muHyT Ha 72°C). Peakuja je 3amoyetra WHHULMjaJHOM JieHaTypalyjoM Ha
95°C y Tpajamy of 10 MuHyTa, a 3aBplleHa je (UHaA/JHOM ejloHralyjoM Ha 72°C y

Tpajamy 0f, 7 MUHYTAa.

JlaHuaHa peakiivja rosiiMepase je pahjeHa y ¢uvHamHOj 3anpeMunu of 25 pl, a

nipema ciiesiehoj perientypu:

1 x Gold niyep (Applied Biosystems, Foster city, CA, CAl)
MarHesujyMm-xJyiopy/, y ¢bvHanHoj KoHLUeHTpaiuju 1,5 mM
nuHykneotu-Tpu-docdaru (0,2 mM cBaku)

npajMepu y ¢yHanHoj koHLeHTpauuju 0,4 pM

OMCO y ¢puHamHOj KOHLIEHTpaLuju of 5 %

I'CA y ¢unanHoj koHLeHTpauju of 0,4 mg/ml

N o ks W=

. 1,5 jepununia Gold Tak nonumepase (Applied Biosystems, Foster City, CA,

CAL
8. 125 ng JHK (2,5 pl).

Tabena 3.2. Perienitypa 3a punpemy 100 ml 2 % araposHor rena.

Cacrojak 10XTBE* Arapo3sa Etumujym-6pomu, Hect. Boga

Konuunza 10 ml 2g S5ul 90 ml

* 10 x TBE pufer, pH 8,3 (108 g Tpuc, 55 g H:BO;, 40 ml 0,5 M E/ITA, pH 8,0, dH,O do 1000 ml).
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3.2.8. IlpoBepa cnepM(MUYHOCTH JIaHUAaHe peaknuje IoJIuMepase

e/1eKTpo¢ope3oM y arapo3HoM U NMOTMAKPHUIAMUAHOM ey

[TpoBepa crelM(UUYHOCTHA JlaHYaHe peaklidje MonuMepase ypaheHa je
eniekTpodope3oM y 2 % arapo3HOM, OJHOCHO 6 % MonvakpuaaMUJHOM reiny, HojeHrux
eTuujyM-bpomuziom. ['eoBU Cy npunpem/beHy IipeMa yryTcTBy AaroMm y Tabenama 3.2

u 3.3.

Tabesa 3.3. Perientypa 3a npunpemy 6 % monauakpuaaMuaHor rea (25 ml).

10 % amoHujyM
niepcymndar

Komuuna 5ml 2,5ml 210 pl 16 pl 17,5ml

* akpuiamup:Ouc-akpuwiamua=19:1.

Cacrojak ITAA wTok* 10 X TBE Temep, ddH,O

3.2.9. Jlereknyja MyTalj4ja ceKBeHI[UpawmeM (hparMeHara MoJ/ieKyJa

JHK koju cagpxe er3one 5-8 rena p53

CekBeHlLMpame (pparmeHata monekyna JHK koju cagpxku er3oHe 5-8 reHa p53

ypaheHa je y UHCTUTYTy 3a MUKpObHooryjy, MeULMHCKOT (paKy/nTeTa YHUBEp3UTeTa

y beorpagy.
Tabena 3.4. CeKkBeHIle TpajMepa Koju cy KopuirheHH y CTyAUjU
ITapoBu IIpajmepcke cekBeHLle o~ AY)KAHA aMILL.
nipajmMepa (5’-3") x(°C) (6m) Peg.
P53 erson 5 C TGTTCACTTGTGCCCTGACT 615 269 (Futreal u
A CAGCCCTGTCGTCTCTCCAG ’ cap., 1991)
P53 ersoH 6 C GCCTCTGATTCCTCACTGAT 60.0 181 (Futreal u
A TTAACCCCTCCTCCCAGAGA ’ cap., 1991)
P53 erson 7 C ACTGGCCTCATCTTGGGCCT 615 171 (Futreal u
A TGTGCAGGGTGGCAAGTGGC ’ cap., 1991)
P53 erson 8 C TAAATGGGACAGGTAGGACC 60.0 229 (Futreal U
A TCCACCGCTTCTTGTCCTGC ) cap., 1991)
pldn C TTTTTGGTGTTAAAGGGTGGTGTAGT 60.0 132 (Esteller u
A CACAAAAACCCTCACTCACAACAA ’ cap., 2000)
pldm C GTGTTAAAGGGCGGCGTAGC 62. 122 (Esteller u
A AAAACCCTCACTCGCGACGA 0 cap., 2000)
p16 1 C TTATTAGAGGGTGGGGTGGATITGT 60.0 151 (Herman wu
A CAACCCCAAACCACAACCATAA ’ cap., 1996)
pl6 M C TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC 65.0 150 (Herman wu
A GACCCCGAACCGCGACCGTAA ) cap., 1996)

M nmpajMepcku nap crenuduyaH 3a METH/IOBAHHU aJiesl; H, MpajMepcku nap crenuduyan 3a HemeruioBanu anen; C, cec; A,
anTHuceHc; Tx, TeMneparypa xubpuausanuje; om, 6a3Hu nap.
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3.2.10. YrBpljuBame HUBOA eKcIpecHje reHa Ha MPOTeHHCKOM HHBOY

HUMYH OXI/ICTOXGMI/lj CKH

HuBo ekcripecuje aHanv3upaHUX MpPOTeWHA BPIIEH je UMYHOXUCTOXEMU)jCKU
NPUMEHOM  CTPeNTaBUAWH-OMOTHH WHAWPEKTHe MeTofe ca Kopuiihewem JICAB +
komruieta (LSAB + kit), y3 nmpumeHy JuaMuHOOeH3M/IMHA Kao XpoMoreHa U MajepoBor

XeMaTOKCU/IMHA 338 KOHTpaCTHhpame.
Y 0Boj cTyauju KopuiitheHa Cy KoMepliijasHa IpUMapHa aHTUTera 3a:

1. p53, kion DO7 antu-p53 anruteno (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, CAL),
pa3zbnaxeme 1:250.

2. Huknun D1, knon EP12 antu-umknud D1 antuteno (Dako Cytomation, Carpinteria,
CA, CAl), pazonaxeme 1:50.

3. Ki-67, knou TEC-3 antu-Ki-67 antureno (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, CALl),
pa3zbnaxeme 1:300.

4. p16, knon JC8 anTtu-pl6 antuteno (Santa Cruz Biotechnology, CA/l), pa3bnakeme
1:200.

Kao mno3uTuBHa cro/pallitba KOHTpOMa KopuilheHa cy ciefeha TKuBa: 3a
MMYHOXUCTOTEMUjCKY JeTeKijy miporerHa Ki-67 TkuBo BypkuroBor samumdoma,
rpoTerHa p53 TKUBO KapLMHOMa [0jKe, NpoTerMHa LMK/IUMH D1 TKUBO TOH3W/Ie M 3a

npoTerH p16 TKKBO MaHOLIeTy/IapHOT KapLiMHOMa LiepBUKCA.

Ekcripecurja cBUX HaBeJleHUX TIPOTEHHA je jelapHa W aHa/JU3UpPaHa je ONTUYKOM

MUKPOCKOIYjoM Ha MUKpocKomy Omumnyc bX50d4, Ha ysennuamwy 200X.

WHpekc obenexxaBama je ypaljeH Ha guruTasHuM ¢otorpadujama CHUM/bEHUM

kamepom Omummnyc [JI170, 12 meranukcena, 1o ciegehum Kputepujymuma:

1. 3a nportenHe UWMKIUH D1 1 pl6 KBa/MTaTHBHO: MPUCYTHa eKcripecuja (+) U HUje
TPUCYTHA eKcrpecwHja (-)
2. 3a npotenHe p53 U Ki-67 ceMukBaHTUTaTUBHO. Ha CBaKOM y30DKY je aHa/IM3UPaHo I10

5 wu3abpanux moska (,hot-spots“) u oppeljuBaHa je cpeima BPEOHOCT eKCIpecHje.
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Hobujenu pe3ynTatu Cy KaacM(pUKOBaHU Yy 4 KaTeropuje W TO 3a eCKIIpecHjy p53 Ha

cnenehu HauUWH :

HeraTuBHO (0): Mame of 10 % Tymopckux henuja je MO3UTUBHO.
HeraTuBHO (1): mo3uTuBHO je u3mel)y 11 u 25 % Tymopckux henuja.
MO3UTHBHO (2): M03UTHBHO je usmMelly 26 u 50 % Ttymopckux henuja.

MO3UTKBHO (3): MO3UTHBHO je Bulle of 50 % Tymopckux henuja.

MIMyHOXHMCTOXeMHjCKa aHalM3a eKcrpecwje TipoTerHa Ki-67 6una je

K/lacudukoBaHa Ha ciefiehu HauMH:

HeraTuBHO (-): Mawe 07, 1 % MOo3UTUBHUX TYMOPCKUX henuja
Jlaka Mo3UTUBHOCT (+): 1-5% Mo3uTUBHUX TyMOPCKUX henuja
yMmepeHa MO3UTUBHOCT (++): 6-25% 1Mo3UTUBHUX TyMOPCKUX henuja

jaka Mo3UTHUBHOCT (+++): Bullle of 25% MO3UTUBHUX TYMOPCKUX hesnyja.

3.2.11. CrarucTnuka obpaja pesy/iarara

CratucTiuka aHamM3a [o0ujeHHMX pe3ynrara mofpasyMeBasa je TIpUMeHY

CJ'IE,Z[EI‘II/IX CTaTUCTUYKHX TeCTOBaA.:

duriepoB TecT TauHe BepoBaTHohe (Fisher exact test)
MekHemapoB x kBasipatHu TecT (McNemar's test)
Man-ButHujeB Tect (Mann-Whitney test)

Hanos tect (Dunn's test)

MehjycobHa noBe3aHOCT anTepaliija UCIIUTHBAHUX TeHa W/WIK NIPOTerHa Kao U

BbHUX0Bd II0BE€3dHOCT Cd K/IMHHUYKHM KdPdKTE€PHUCTUKAMaA HaLIHjEHaTa n XUCTO-

MaTo/IOLIKUM KapaKTepuCTHMKama TyMmopa WCIUTHBaHa je kopullheweM ®uiepoBor

TeCTa TauHe BEPOBaTHOhe.

Meljy3aBUCHOCT eKcripecuje rpoTerHa pl6 v MeTuialyje TIPOMOTOpPA H-€rOBOT

reHa ucnuTvBaHa je momohy MekHemap y KBajparHor Tecta. Pasnuka y ekcrpecuju
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npotenHa Ku-67 y cejekToBaHUM TOATpyIiaMa TaljdjeHaTa aHa/Md3upaHa je momohy
HerapaMeTpHjCKOT TecTa CyMe paHrosa. [laHOB TecT je kopuiiheH y ciyuajy nopelema
BHUIIIe TPyMa y OJHOCY Ha UCMUTHBAHU TMapameTtap. 3a obpaZy rojaraka KopuiiheH je

JIMLIEHL[MPaHU Mporpam 3a CTaTUCTUUKy obpazy Curma miot 10.0 (Sigma plot 10.0).

Y cBuM MMpUMEHBEHUM dHAJTMTUUKHUM METOaMd HPI/IXBahEHI/I HHUBO CTaTHUCTHUKe

3HauajHocTu 6uo je P < 0,05.
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4. Pe3ynraru

Oga crygyja je ykbyunia 33 TyMOPCKa M 4 OKOJ/IHA HeHM3MeHeHa TKHBA, Y3eTUX
rnocsie ekciusuje U3 25 marujeHara. [IpoceuHa crapocT WcnUTaHMKa buma je 61,36
roguHa (oricer 39-74). Ocoba mymikor nona 6usio je 11, gok je 14 6uno >keHckor. TIpeko
60 roauHa, y TPEHYTKY O/IBUjamba CTyAuje, uMaio je 15 maiujeHTa, oK je mahe ox 60

roguHa 6uio 10 ucnuraHuKa.

BenunuuHa Tymopa 6uia je > 10 cm kop 18 marujeHara, 4ok je kof 15 ciyuajeBa
6una Mama of; 10 cm. Y ofiHOCY Ha XHCTOJIOIIKUA TPaZlyC, Y30PLYM TYMOPCKOT TKUBAa Cy
Ovny mofie/beHu Ha JIBe TpyTIe: TPyTa ca HUCKUM rpasycoM (23/33) v rpyma ca BUCOKAM
rpagycom (10/33). TIpema XWCTOJIOIIKOM TIOATUITY JUTIOCAPKOMa TAIWjeHTH Cy Ouin
rnojie/beHU Ha cjefehu HauuH: Tpyna Koj Koje je aujarHoctukoBaH AJITIC (6/33),
rpyna ca aujarHoctrukoBaHuM MITJIC/ORITJIC (18/33) u rpymna Koz Koje je yCTaHOB/beH
[JITIC (9/33).

Y ppyroj rpynu 15 og 18 ucniranuka Umaso je YUCTU MUKCOUHY JIUTIOCAapKOM,
[iBa MalujeHTa MUKCOUAHU JdriocapkoM ca OR kommoHeHTOM wucrion 5 % U jefaH
UCTIUTAHUK je MMao OKpymiohenujcku nurnocapkoM. Tymopu cy y Hajehem 6pojy
ClydajeBa OWIM JIOKanu30BaHW y ekctpemuteTnMa (29/33), mBa Tymopa cy Owia
CMeIlITeHa y PeTPOTIePUTOHEYMY U TIO jefjaH y TIpeZiely Bpata U crnabuHckor gena. Of
yKymHor 6poja Tymopa 22 of 33 6uia cy npumapHa, y 10 c/lyuajeBa yCTaHOB/BEHU CY

JIOKa/THU PeLiU/IMBU U Y jeJHOM Cyuajy MeTacTasa Ha koctuma (1/33).
4.1. AHanu3a MyTaLMOHOr CTaryca resa p53

YKyMHO je [eTeKTOBaHO CeJjaM TauKaCTUX MyTaldja U jejaH MoIMMop@usam
(Tabena 4.1). Yetnpu MyTanje cy Ovie U3MeHeHOr CMHCJIA, JOK Cy TpeocTajie TPH
Obune Tuxe MmyTauuje. UeTnpu MyTauuje, ABe H3MEHEHOT CMHC/IA W [Be THXe,
JleTeKTOBaHe Cy y /iBa y30pKa ruieoMopdHor moxarumna (2/9, 22,22 %), [0K cy Tpu
MyTalldje yCTaHOB/beHe KOJ, ~MuKcouaHor mofatuma (3/18, 16,67 %). Kog
nobpogudepeHTOBaHUX — JIMTIOCADKOMa HUje  JleTeKTOBaHa HHjeJHa MyTalyja.

[Momumopdu3sam, R213R, geTekToBaH je y y30pKy MUKCOUHOT MOJTUIIA.
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Ta0esa 4.1. [leTekToBaHe MyTanuje y y30pHHMa JUN0CapKoMa

Y3opak  Xwuct. nogtun  Erson Komon AMMHOKHCeTHHCKA 3aMeHa "Xy,

JITIC1  MukcoupHu 8 286 GAA (Glu)>>GAG (Glu) -

JITIC 17 MuxkcougHu 7 244 GGC (Gly)>>TGC (Cys) +
[Tneomopdu TTT(Phe)>>TAT(Tyr),

JITIC 6 u 8 270, 273 CGT(Arg)>>CGA(Arg) +
ITneomopdH CAC(His)>>CGC(Arg),

JITIC 7 u 5,8 168, 283 CGC(Arg)>>CGG(Arg) +

JITIC 9 MukcouiH1 6 213 CGA (Arg)>>CGG (Arg)* +

JITIC 10 MukcouaHu 8 286 GAA (Arg)>>GGA (Gly) +

* TTomumopduzam; X1 uMyHOXHUCTOXeMHja.
I/IH(i)OpMaL[I/Ij e Yy Be3su Ca e(l)eKTI/IMa, JeTeKTOBaHUX MyTa]_[I/Ij d, Ha

(byHKLMOHATHOCT MpoTerHa p53, fodujeHe cy mipeTparom base mojiaTaka MyTalldja reHa

p53 (www.p53.fr/TP53Mutload/TP53Mutload.html). Pe3synTatu nipetpare cy rnokasanu

na myrtaimje H168R (cmmka 4.1) m G244C y MOTIYHOCTU YKWZAQjy CIOCOSHOCT
npoTeMHa p53 /a Kao peryaaTopHU TPOTeMH aKTHUBUpa eKCIIpecHjy LWBbHUX TeHa
(Tabena 4.2), kao U fa Cy oBe MyTalldje TioBe3aHe ca roBehaHom ormopHoithy henmuja
Ha joHusyjyhe 3pauemse.

Tabena 4.2. [Togany 0 aKTUBHOCTU W3MeHeHUX TPOTerHa p53 y peryanyju eKcripecdje LA/BHUX
reHa

MyTauuja WAF1  MDM?2 BAX AIP GADD45 NOXA P53R2 14-3-3-s
G244C 0 0 0 0 0 0 0 0
E286G 0,09 0 3,27 0 1,01 0 1,63 0
H168R 16,41 17,74 13,62 16,21 13,02 22,82 17,94 15,33
F270Y 62,73 29,96 140,70 156,64 98,72 209,91 105,99 139,18

ITopaum ce ba3upajy Ha ekciepuMeHTHMa M3BefAeHMM Ha hesmjama kBacua u Ha Temneparypu of 37°C. BpojHe BpegHoCTH
cy jate y IPOLeHTHMA, I/ie je aKTHBHOCT Hen3MereHor nmporenHa 100 %. I'panuna 3HauajHoctH je 20 %.

Mpyrauuja E286G, kao u npeTxofHe ABe MyTaiije, oHeMoryhaBa CriocobHoCT
p53 Kao peryliatopHOr IIpOTeMHAa TPaHCKpPUIILMje, aad HeMa IoJaraka o
paauoceHsuTUBHOCTH. MyTaiuja F270Y ymamyje criocobHocT rmporerHa p53 Ja
aKTUBMpa TPaHCKpUMLYjy reHa p21 u MDMZ2. MeljyTuM, U3MemeHH NPOTEHH M0Kasyje
Behu aduHUTET Off HerM3MemheHOr p53 3a MPOMOTOpe T'eHa, KOjU Cy YK/byUeHH y Mmpoliec

arorito3e (BAX, NOXA) (Tabena 4.2).
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Cnuka 4.1. [leo cexkBeHLie er3oHa 5 reHa p53. a.) HOpMa/HO TKUBO, 6.) y3opka JIIIC 7 y

KOMe je feTekToBaHa MyTanyje H168R (rprkasaHa CTpesMLioM).

4.2. buonHpopMaTHuKa aHa/M3a Npajvepa crnenqupUUHHX 3a

METH/IOBAHU aJie/1

buonHdopmaTtruka aHanu3a je MokKasana Ja Cy CBM WCIMTHBaHU IpajMepu
TO3ULIMOHUPaHu y 6/m3uHy ofroeapajyhux MIIT (Tabena 4.3). Ilpajmepu ce 3HauajHO
pa3/MKyjy y OFHOCY Ha Temrieparype xubpuiusaiuje. Pa3nuvka y Temriepatypama
xubpuauzanuja umelly p16X-p16b u p14E-p14b usnocu 14°C, y oba ciyuaja. [TapoBu
npajMepa pl4b u pl6b ykynmHO cajpxke 2, OAHOCHO 3 LMTO3MHA Y OKBUPY
munykneotusa CG. bpoj aunykneoruaa CG no napy npajmepa pl4E u p16X, usHocuo
je 6 u 7, pejoM. Y CBUM C/y4yajeBUM, OCHM aHTHCeHC mpajMepa pl6b, Gap jeman
I[UTO3WH, y OKBUpY aAuHykieotusa CG, Ouo je mosurpoHupaH Ha 3' Kpajy. bpoj
LIMTO3MHA KOju Cy BaH auHykineotuza CG kpertao ce of 5 go 11 no napy ripajMmepa. Y
CBUM TpajMepuMa, OCUM OHMX creludpuuHux 3a rnpoMotop PTEN-a, 6ap jemaH
KOHBEPTOBaHM LMTO3WH je Ouo mpucytaH Ha 3' Kpajy. HajBuille KOHBepTOBaHUX
LIMTO31HA Ha 3' Kpajy UMao je aHTHCeHC TpajMep p14b, ykynHo yetupu. [Ipajmepu HUCY
TOKasanyd Be/IMKe pa3jvKe y TIOIIeAy CrocoOHOCTH 3a ¢opMupame CeKyHIApHUX
CTPYKTypa U y TOM CMMCJIY CBU Cy OM/IM MOTOAHU 3a KOpullhewe y JlaH4aHO] peakLyju
nosnvMmepase. IlpoBepa crenu@uUuUHOCTY Be3vBamwa IpajMepa, MOKasajna je Ja Tmap
rpajMepa Ju3ajHMpaHuX [ja ce Be3yjy yHyTap cekBeHLle reHa PTEN Ha xpomo3omy 10,

Be3yje M YHyTap permoHa xpomosoma 9, rje ce Hanasu nceygoreH PTENP1 (Cnvka 4.2).
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OcTanu npajMepy HUCY TIOKa3aau apUHUTET 3a aJTepHaTMBHA MeCTa Be3uBama yHyTap

METHU/IOBAHOI' 'eHOMd.

Tabena 4.3. Tlogauu nodujenu in silico aHanu3om npajmepa

IIpajmep CekseHLia Pejrunr XS;:S?;:;S;a ES;J.I/IN]['ES; Tx (°C)
pl6b ¢ |GGGGAGtAGIATGGAGtC 100 -2,58 +262 51
pl6ba |AATCGAAaCGCTACCTaA 90 -2,58 51
pldb c |[tAGGTTtTTGGTGALtttTtC 100 -7,51 +284 48
pldba |ACCTaaTCTTCTAaaAAaCG 100 -7,51 48
pl6X c | TtAttAGAGGGTGGGGCGGAtCGC 90 -6,27 +192 65
pl6X a |GACCCCGaaCCGCGaCCGTaa 88 -6,27 65
pl4E c |GTGttAAAGGGCGGCGtAGC 95 -5,00 +223 62
pl4dEa |AAAACCCTCACTCGCGaCGa 81 -5,00 62
PTEN ¢ |TGttTttAAtACGGCGGCGGC 95 -5,67 +640 62
PTEN a |AaACGAATAATCCTCCGAACG 100 -5,67 62

CrabunHoct xerepoaumepa uspaxena je y kcal/mol; manum ci1oBuma y cekBeHIu mpajmepa 03HaueHe Cy Mo3umpje Koje ce
Pa3/MKyjy of OHMX y HeusMemeH0j cekBeHnu JJHK; macHuM cinoBuma o3HaueHHu cy aunHykiaeotuau CG; B, BypujeBa; X,
Xepman; E, Ecrenep.

Results of your search

® PCR product(s) on the bisulfite transformed sense chain
® PCR product(s) on the bisulfite transformed antisense chain

Search result(s) on the bisulfite transformed sense chain

® PCR product(s) on the bisulfite transformed sense chain
® Matches of forward primer on bisulfite transformed sense chain
® Matches of revers primer on bisulfite transformed sense chain

PCR product(s) on the bisulfite transformed sense chain

Forward primer: TGTTTTTAATACGGCGGCGGC
Reverse primer: AAACGAATAATCCTCCGAACG

1. Chromosome 10 (len: 144)
89623833 TGT TTTTAATACG GCGGCGGCGG CGGTIGGTAT
ATTTAGGGAT TCGGGICGGT TTTAAATTITIT TCGIGCGICG TCGTCGTATT
TITCGIGGIT CGGGITICGG AGGTCGICGG CGGAGGTAGT CGTTCGGAGG
ATTATTCGTT T 89623977

Search result(s) on the bisulfite transformed antisense chain

® PCR product(s) on the bisulfite transformed antisense chain
® Matches of forward primer on bisulfite transformed antisense chain
® Matches of revers primer on bisulfite transformed antisense chain

PCR product(s) on the bisulfite transformed antisense chain

Forward primer: TGTTTTTAATACGGCGGCGGC
Reverse primer: AAACGAATAATCCTCCGAACG

1. Chromosome 9 (len: 152)
33676894 AAACG AATAATCCTC CGAACGACTA CCTCCTCCAAR CGACCTCCGA
AACCCGAACC ACGARARATA CGACGACGAC GAACGARARA TTTARAACCG
ACCCGRATCC CTCCATATAC CGCCGCCGCC GCCGCCGOCG CCGCCGTATT
AAAAACA 33677046

Cnuka 4.2. [IpeTpara no c/IMUHOCTU TI0OKa3asa je /ia ce IpajMepu mnpey3eTd u3 (Zysman U
cap., 2002) Be3syjy kako 3a rpomMoTop PTEN-a, Tako U 3a pPerdoH y KOMe Ce Hasa3u IceyjoreH

PTENP1.
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4.3. AHa/iM3a MeTWIALMOHOr cTaryca reHa p14 v p16

AHanu3a MeTWIALMOHOT CTaTyca MpPOMOTOpa reHa pl4 mokasasna je MpUCyCTBO
MeTWJIOBaHOT asiefia y /iBaZieceT U jefIHOM y30pKy (21/33, 63,64%). Takolhe, meTunauyja
NIpOMOTOpa je JeTeKToBaHa U y 4 y30pka oAronapajyhux HensmemeHUx TKuBa (100%).
Y Tpu of ueTHpH Cjiydaja ypaljeHa je MapryvHa/iHa peceKlidja TymMopa, 0K je y jeHOM

C/Iy4Jajy pecekifdja 6ua mvpoka (= 5 cm).

HK MK Jnc1 NMncipl  JINCP2

a H M H M H M H M H M MP

w - - u el 150 6m

~

100 6m

HK MK ANC1pP2  NMC3P1 JINC3P2

6 H M H M MP H M H M H M
Fr R Ry 15060

}
100 6m
Ciuka 4.3. MeTunanMoHa aHaju3a TMPOMOTOpa TeHa: a.) TeH pl4 u 6.) reH pl6. H,

HeMmeTun0BaHU anen; M, metunoBanu ajnen; HK, HemeTunoBaHa koHTposa; MK, mMeTumoBaHa

KoHTposia; MP, mapkep; 0, 6a3Hu Tap.

Metunanyja TpOMOTOpa OBOr TeHa Owsa je Hawewrthu porafjaj y rpymwm
MJITIC/ORJITIC (14/18, 77,78%), nOK je y mieoMophHUM U A00poaudepeHTOBaHUM
JIUTIOCapKOMUMa JieTeKToBaHa pefoM y 55,56% (5/9) u 33,33% (2/6) cnyuajeBa. Kof,
NpuUMapHUX TyMoOpa MeTwialdja je peTrekToBaHa y 59,09% (13/22), #oK je Kof
peruauBa yuectanoct wusHocuna 80 % (8/10). Mehytum, pasnvka Huje Ouna
CTaTUCTUUKM 3HauvajHa. MeTunanyoHa aHasM3a IPOMOTOpa reHa pl6, mokasana je
MPUCYCTBO METU/IOBAHOT ajsiesia y camo 4 ciayuaja (4/33, 12,12%). Y Tpu ciyyaja y
nuTamy cy Owid tuieomopdHM (3/9, 33,33%) ¥ Yy jeAHOM Caydyajy MHKCOMIHU
nurocapkom (1/18, 5,56%). ¥ cBuM ciiyuyajeBUMa pajyd ce O peLjJuBHMa 0OomecTH
(4/10, 40%), wTO Ce mMOKa3aj0 Kao CTaTUCTUYKU 3HauyajHo (P = 0,0058; dwuiepos
er3akTHU TecT). McToBpemMeHa MeTHW/laljdja mpomoTopa reHa pl4 u pl6 Ouna je
JleTeKTOBaHa y TpU cjyuaja (ABa ruieomopdHa M jeaH MUKCOWIHM JiMriocapkoMm). Ha

oo 4.3 npykasaHa je riposepa pesynrara MCII-a y momvakpuiaMyugHOM Cedty.
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4.4. UmyHoxucTOXeMuja

[Mporemn p53 6&uo je ekcrpumMupaH y CBUM MCOUTHBAHUM y30pLIMMa
niieomopdHor noatumna (9/9), jeqHoj Ttpehunu ucnutuBanux MJITIC/ORJITIC (6/18,
33,33%) u Hu y jeqHoM pobpoaudepentoBaHom Tymopy (0/6). Kopenaimja usmel)y
eKcripecyje p53 U rpaZiyca TyMopa rokasaja ce Kao CTaTUCTHYKY 3HauajHa (P < 0,0001;

@ulepoB er3akTHU TecCT).

NmyHoxucToxeMujckuM bojermeM yCTaHOB/bEHA je eKcrpecHja rpoTtenHa pl6 y
84,49% (28/33) ys3opaka nmnocapkoma. Excripecrja mpemMa XWCTOJIOLIKOM MOATHITY
buna je cneneha: maeomopduu mumnocapkomu 100% (9/9), MUKcoUJHW/OKpyT/IOheujcKu
sunocapkomu 88,89 % (16/18) u mobpoaudepentoranu tTymopu 50% (3/6). Tymopu
HUCKOT Trpajyca bunu cy MO3WTHMBHM Ha MPHUCYCTBO MpoTenHa pl6 y 78,26% (18/23),
JIOK Cy CBM TyMOPH BHCOKOT Tpajyca noka3anu ekcrpecujy pl6 (10/10). Pasnuka Huje

IMOKa3adjid CTaTUCTUUKY 3Ha‘—IajHOCT.

[MosutuBHO bojere Ha HUMKIMH D1 mokazano je 61,29% (19/31) y3opaka.
[TporenH je 6uo HajBuille eKcnpUMHpaH y MieoMopdHOM mnoAartumny, 66,67% (6/9)
C/lydajeBa, JOK je Kof A06poaudepeHTOBaHMX W MHUKCOUAHUX TyMOpa IO3UTHBHO
bojewe Ha 1ukMH D1 buno npucytHo, peaom, y 40% (2/5) u 62,5% (10/16) y3opaka.
JIumocapkoMy HHCKOT M BMCOKOT' Tpajiyca ToKa3aiu Cy C/IMYHY eKCIIpecHjy LMKIMHA
D1, 57,14% (12/21) u 60% (6/10), pegom. VcTtoBpemeHa ekcripecdja 1ukivHa D1 u
npoterHa pl6 ytBpheHa je y 51,52% (17/33) y3opaka /unocapkoma, 0K je OfCyCTBO
oba mpotenHa dusio 3abenexxeHo camo y JBa ciydvaja (jemaH godpomuvdepeHTOBaH U

jeflaH MMKCOW/JHU JIUTIOCAPKOM).
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4.5. Meljy3aBucHOCT MCIMTHBAaHUX NMapaMeTapa

[TocmaTpaHo Ha HMBOY Liefle TpyTie HU jeflaH Of NCTIMTHBAHUX TlapameTapa Huje

60 —

50 — ©]

Ekcnpecuja Ki-67
—

I I

pl6- ple+
MeanjaHa=1 MeaunjaHa=5

Cnuka 4.4. Kopenauyja ekcripecyje Ki-67 1 UMyHOpeakTHBHOT cTaryca pl6 y sunocapkoMuma
Kao rpynu. KoMIlOHeHTe HHMCKOT U BHUCOKOI IpaZlyca, yHyTap HWCTOr TyMmOpa, MPU/IMKOM pauyyHama
TpeTUpaHe Cy Kao moceOHU y3opiu. [IpaBoyraoHWIM MpeACTaB/bajy MHTEPBaI BpeAHoCTH usMmelly 25 %
MegvjaHe U 75 % MeAMjaHe; TPaHUYHMLM NPeJCTaB/bajy MakKCUMajaHy M MUHUMAIHY BPEOHOCT, OK

KPYTOB{ 03Ha4yaBajy eKCTpeMHe BPeJHOCTH.

110Ka3a0 CTaTUCTUYKU 3HauajHy Kopesaljijy ca BeJIMUMHOM TyMOpa, 10JIOM U CTapOCHOM

nobu.

Y rpynu gobpoavdepeHTOBaHUX JIMTIOCapKoMa rpumeheHo je fa TyMOpH Koju

ekcnpumupajy pl6 He mpenase aujamerap o 10 cm, AOK TyMOpPU KOjU Cy TIOKa3aiu
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HeraTMBHO MMYHOXMCTOXeMHjCKO bojerwe HUCY dunmu Mamu of, 15 cm. Meljyytum, 6poj

y3opaka (i1ect) Huje dMO J0OBO/baH Ja 6U ce pasnMKa ToOKa3aja Kao CTaTUCTUYKU

3HayajHa.

Excrnipecuja uuknuHa D1 je, y OKBUpYy MUKCOM/IHe TIOATpYyTie, buia MpUCyTHA Y
JleBeT y30paka Ca IOBUILEeHUM HUBOOM MpoTerHa pl6 U camo y jefHOM C/1yvajy rzie
HUje 3abesiexxeHa ekcripecuja rporterHa pl6. Meljytum, Huje yTBphjeHa CTaTUCTHUUKU
3HauyajHa Be3a u3Mel)y ekcrmpecuje oBa JBa MpoTedHa. YTBpieHa je CTaTUCTUUKU
3HayajHa Kopesaiuja usmelly MeTusaluje mpoMoTopa reHa pl6 u ekcrpecuje nMpoTerHa,
Ha HUBOY Liesie rpyre y3opaka (P < 0,001; MekHemapos x kBagparHu TecT). IlokasaHa
je crarMcTMUkM 3HauajHa Be3a u3Mel)y ekcripecuje pl6 u p53 (P = 0,03; ®uwepos

er3aKTHU TeCT).

MyTaluuroHU CTaTyC reHa p53 HUje KOpPeyncao Ca eKCIIpeCUMOHUM HUBOOM

60 —

40 —

20 —

Ekcnpecuja Ki-67

]

1 1
HI BI

n=23 n=10
MegunjaHa=1 MeaujaHa=5

Cnuka 4.5. Kopenaryja ekcripecroHor craryca Ki-67 u rpazgyca 1vunocapkoma.

NpoTerHa pS53, Kao HY ca MeTWU/IaljMOHMM CTaTyCcoM reHa pl4.
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YTBpheHo je /a MOCTOjU CTaTUCTUYKY 3HauajHa pas3/ivKa, y MOIVeAy eKCIpecuje
nporerHa Ki-67, u3melly TymMopa Kof KOjuUx je oficyTHa eKcripecuja TpoTerdHa pl6 u
TyMopa Koj Kojux je oHa moswuileHa (P < 0,001; Man-ButHujeB Tect; Cnuka 4.4).
CimuuHo TOMe, ekcripecuja nporerHa Ki-67 rokasasa je MoBe3aHOCT ca IpajyCoM

suniocapkoMma (P < 0,001; Man-ButhHujeB Tect; Cnuka 4.5).

Kog Tymopa HUCKOT TpaZiyca HU Y jeIHOM c/ayuajy 6poj hemmja rmo3suTUBHUX Ha
npucyctBo Ki-67 nuje buo Behu op 5 %. Cutyauuja je duna obpHyTa koj Tymopa
BHCOKOT rpazyca, rje je Ki-67 duo ecknpumupan y 6-25 % henuja y ocam Tymopa, 0K
je y aBa ciydaja yaeo mo3uTuBHUX hemuja duo u3smel)y 25-50 %. Kopg mukcougHuX
tymopa ca OTR komrioHeHTOM, bojeme je duo0 MHTeH3WBHHje Yy JeAudepeHTOBaHOM
Jeny Tymopa. Takolje, TmokasaHa je CTaTMCTUUKMA 3HayajHa pas3/ivkKa y OJHOCY Ha
eknpecujy nporevHa Ki-67 Kkoj Tymopa ca  TIO3UTUBHMM UM HeraTMBHUM

MMYHOXMCTOXeMHjCKUM bojemeM Ha nipotenH p53 (P = 0,0001; Man-ButHujes Tecr).

Op yKynHOr Spoja UCITMTUBAHUX y30paka camo y iBa HUje MpoHaljeHa rpoMeHa
HU y jeJHOM Offi WMCOUTHMBaHUX Napamerapa. Oba y3opka cy Kiaach(ukoBaHa Kao
nodpoandepeHToBaHM UIIOCAapKoMU. Bpoj rpomeHa Ha HMBOY reHa W/WIM IMPOTeMHa
VCNUTHBAHUX UaHOBa JBa curHanHa nyta y JJITIC Hukag Huje Behu of fBa, 0K je
KOZ, IJIeOMOP(HMX J/MIIOCApKOMa y cejaM CjydvajeBa 4YeTHpW, a y /fBa TpuU. Y
MUKCOMJHHUM JIMIIOCapkoMKMa 6poj u3MemeHHX napamerapa ce kpehe ox 1 mo 6.
[MpumeHom [laHOBOI' TecTa IMoOKasaHO je Ja u3Mel)y MOATHIIOBA JIMIOCApKOMa TOCTOjU
3HauajHa CTAaTHUCTUYKAa pa3/MKa y TMomieAy ©6poja anrepauyja y HMCIATUBAHUM
curHasiHuM niyteBuma (P < 0,001). CBu ekcriepyuMeHTa/IHU Tofaliy Hanase ce y Tabenu

4.4.
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Tabena 4.4. IIperteq pe3y/aTara fo0MjeHHX aHa/IM3aMa Ha y30pLMa JIMIOCapKoMa

Y3zopak  T'en p53 p53 UXI] p16 met. P16 UXI] D1 UXII pl14 mert. Ki-67
JITC1 MyTHpaH* - - + - 105 %
Jll;llc HIM - - + + + 1o 5 %; OR 10 10 %
Hll;IZC MyTHUpaH + + + + + o5 %
Jlll'IC HIM - - + - + no 5 %
1P3
JITIC 2 HAM - - + - - 05 %
JITIC HIM - - - - + nol%
2P1
JITIC HIM - - + - + o 5%
2P2
JITIC HIM - - + + + no 5 %
2P3
JITIC 3 HAM + - + + zo 25 %
JITIC HIM + + + + - 1o 25 %
3P1
JITIC HIM + + + - + 0 25 %
3P2
JITIC 4 HAM + - + + + o 25 %
JITIC 5 HAM - - + - o5 %
JIIIC6  MyTHpaH + - + - - o 15 %
JIIIC7 ~ MyTHpaH + - + + - o 25 %
JITIC 8 HAM - - + + - o5 %
Jarco Ilomumop. + - + + + 105 %
JIIIC 10  MyTHpaH + - + + + o5 %
JITIC 11 HAM - - - + + mo1l%
JITIC 12 HAM + - + + - o5 %
JITIC 13 HAM - - + - + mo1l%
JITIC 14 HAM - - + HIT + o 5 %; Oh mo 10 %
JITIC 15 HAM - - - HIT - mo01l%
JITIC 16 HAM - - - - - mo1l%
JITIC 17 HAM + - + + - o 15 %
JITIC 18 HAM + - + + o5 %
JITIC 19 HAM - - + + + o5 %
JITIC 20 HAM - - + + - mo1l%
JITIC 21 HAM + + + - o 25 %
JITIC 22 HAM + - + + + 1o 50 %
JITIC 23 HAM + - + - o 5 %; Oh mo 50 %
JITIC 24 HAM - - + - + o5 %
JITIC 25 HAM - - - + - mo1l%

* THXa MyTalja; HAM HMje JeTeKTOBaHAa MyTanuja; PH H-TH /JoKaqHH penmauB; WXI| HMyHOXHCTOXeMHja; MeT.

MeTHW/IALMOHH CTaTyC; HII HeMa nojaraka; Oh® oxpyrnohemljcxa KOMIIOHEHTa.

48




5. luckycuja

JlurocapkoMi Cy peTKM TYyMOPU Me3eHXUMa/IHOI IIOpeKja U HeJ0BO/bHO
pa3jaurteHe maroreHe3e. C 0063MpOM Ha 3HauajHe KIMHWYKO-TIATOJIOIIKE pas3/vKe
u3Melly Tpu NOATMIIA JIMIIOCAPKOMA, BEpOBaTHO je fa Cy pasIMuUTh MexaHU3MHU
YK/bYUeHU Y BUX0B HacTaHak U pa3Boj. Ha ocHOBY cTyauja Koje cy ce (okycupase Ha
VCTpakKuBamwe TI'eHeTUKe CapkoMa MeKUX TKUBa U KOCTHjy, MOXe Ce 3aK/byuuTd Ja
curHaaHu nyteBu p53-pl4 u Rb-pl6 wrpajy oppeheHny ymory y cBuM TUNOBHMMA
capkoMa (Baird u cap., 2005; Bennani-Baiti, 2011; Osuna u de Alava, 2009; Pérot u
cap., 2010). PasjammaBame ysiore OBUX CUTHa/THUX ITyTeBa y NaTOreHe3! JIMIIOCapKOMa,
MoXKe Jia byze AONMPHUHOC KakKO [WjarHOCTULM M TPOTHOCTHLM JIMTIOCAPKOMa, Tako U

JNeduHMCawy MOTeHLMja/IHAX TepareyTCKUX L[U/beBa.

[Ipe Hero 1ITO KpeHEMO y aHa/IM3y pe3yJ/iTaTra OBe CTyAUje, OCBpHyheMo
ce Ha TIOTeHLMjaHe mpoOsieMe y Be3W Ca WCTPaKUBAKEM JIUTIOCApKOMa. YOIIIITe
II0CMaTpaHo, NOCTOjU HEKOIMKO TOTellKoha y Be3u UHTepripeTalyje pe3yaTara CTyuja,
Koje Cy aHa/uM3upage MyTal[MOHH / MeTW/IALMOHW CTaTyC TOjeAuHAaYHUX TreHa ¥
munocapkoMuMa. OBU 1ipobnemMu Mory ja OyAy TpOy3pOKOBaHU: a.) MaauM OpojeM
y3opaka; 0.) mpoMmeHOM KiacudUKalfje capkoMa MeKMX TKHBA; B.) HeJOBOBOJbHO

npenru3HuM K]IaCI/ICl)I/IKOBaIbEM CapKOMa MeKHX TKHBA.

IIpBu mipobnemM Huje crneuydryaH camMoO 3a TeHeTHYKa HCIUTHBaba
nurocapkoMa, Beh je mpucyTaH y 106poM fieny CTyauja Koje 3a mpeiMeT UCTpa)KuBakkba
rMajy henuje u TKMBa yoBeka. Y Cilydajy JUIocapkoma npobsem je jolil BUllle U3pakeH
HUCKOM yuecTasiolihy MajqurHuTera y omuroj nomynaanuju. C TuM y Besu je U 6poj
nybsukaiyja, Koje ce T4y ysore ofipeljeHor reHa y raroreHesu JIMIIOCapKoMa, a Koju je
yIJIaBHOM HeJIOBOJ/baH 3a JIOHOIIere JeUHUTUBHUX 3aKk/bydaka. Jlpyra fiBa rpobiema
TUUYy ce Knacu@ukaiuje capkoma. Ilogena capkoma 1o rpynama, Koje du ce meljycobHo
jacHo pasnukoBase, roTOBO Ja je Hemoryha. Hekonvko felieHuja BofjeHa je pacripasa ja
mu ManurHd GudposHu xuctuouutoM (M®X), mocToju Kao 3acebaH eHTUTET WU

rpe/iCTaB/ba MpoOrpecujy Apyrux kiaaca capkoma (Randall u cap., 2004). JegHa BpcTa
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TyMoOpa TIPBOSUTHO KiacuPUKOBaHHX Kao M®PX, kacHMje Cy OKapaKTepyhCaHW Kao

nenudepeHToBaHU yiMrocapkomu (Matushansky u cap., 2009).

ITpema HajHOBHjoOj Knacudukauju CBeTcKe 37paBcTBeHe opraHu3saije (C30)
Ma/MrHA ~ GUOPO3HU  XUCTHOLUTOMU Cy YKHHYTH Kao TWUIT W BOZAEe Ce Kao
HenudepeHToBaHU  rieomoppHu  capkomu  (http:/sarcomahelp.org/reviews/who-
classification-sarcomas.html). Takohje, MoneKky/sapHO TeHeTUUKOM aHaJHM30M yTBpheHO
je ma cy TymopH, Koju cy dunm knacudurkoBaHU Kao MelloBuTH (jenan geo JJITIC,
apyru MIITIC), yctBapu gobpo gudepentoBanu Tymopu (de Vreeze u cap., 2008).
HepnoBospHO Tipeliv3Ha KaacuduKaiiyja je MpyucyTHA Y MOjeAMHUM CTYy/[1jaMa, TIOT0TOBO
OHJIa KaJla Ce aHa/lM3Upajy anrepalyje reHa y capkoMuMa Kao rpymnu (peliaBa ce
nipobsiem masnor 6poja y3opaka). Y TakBUM CTyAMjama, yobuyajeHo je fa ce He HaBoje
NOATpyIle JIMIIOCAapKOMa, Hero ce cBe Boge mog omutuM uMeHoM (Das u cap., 2007;
Orlow u cap., 1999; Seidel u cap., 2005). C 0b3upom Ha Be/MKe reHeTUUKe pa3/ivike Koje
MOCTOje YHyTap JIUTIOCAapKOMa Kao Tpyre, OBakBU IOJallM HUCY [IOBO/bHO

MH(OpPMaTUBHMU.

Exkcnpecuja nporenna p53 y tkuBuma JIJITIC/OJIIIC, yecTto ce uctpaxyje y
KOHTEeKCTy UCMUTHBalka MOJIeKyJlapHe OCHOBe Tipoljeca JeAudepeHiyjalyje.
UcrpaxuBama ['onabiym U cap. rokasasa cy fa je moBehaH HUBO ecKIpecuje TIpoTerHa
pS3 pmetektoBaH y 6 % wucnutuBanux HIJITIC, mok je kog HAJITIC ckopo mosioBUHa
y3opaka (47 %) dua nosutuBHA Ha npucycTBo npoterHa p53 (Goldblum u cap., 1995).
Ha ocHoBy f0bujeHnx pe3syntara OBU ayTOpH 3aK/byuyjy /a je MpOTerH p53 YK/byueH y
MpoLieC XWCTOJIOLIKEe Mporpecvje y oBoM Tury Tymopa. CivuHa CTyauja, Kojy Cy
cripoBesid Afiaud U cap., TI0Ka3asa je /ia je abepaTHa eKcIipecHja MpoTerMHa p53 3HaTHO
yewrha y gesudepeHTOBaHOj KOMITOHEHTH Tymopa (57 % y opHocy Ha 14 %) (Adachi u
cap., 2001). OBo wuCTpakuBalke HHUje II0Ka3aj0 3HauyajHy pasauKy Yy CTONU
npe>xvB/baBatba usmelly JIJITIC u JJITIC rpyma, ako ce rpynucame BpLIM MpeMa
JIOKau3alujy Tymopa (petTponeputoHeym/ekcTpemureTv). Ha ocHOBY OBe oricepsariyje,
ayTopu Cy 3aK/byuWId [Ja je NpPOTerH P53 YK/bYyUeH Yy TIIpoLiece KOjU BOJe Ka
MOp(}OIOIIKMM MpOMeHaMa TyMOpa, a He yThue Ha arpecUBHOCT Heorliasuje. eu Toc u

cap. UCK/byuyjy MOTYhHOCT [ja ajnTepaldje Ha HUBOY TeHa p53 W/WIM MPOTeMHAa MOTY
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MMaTU eceHLMjanHy ynory TokoM aenudepeniyjauuje (Dei Tos u cap., 1997a). Onu
KOHCTaTyjy [a je moBehaHa ekcripecuja p53 y pe/laTUBHO MajioM Sp0jy TYMOPCKHMX
hemnja (5-20 %) y ucnutuBanuM y3opuuma AJITIC, kommnatubuiHa ca MpHCYCTBOM

HeU3MeHeHOT reHa p53.

HakoH uMyHoxucToxemujckor bojewa, CBUX IIecT y3opaka [JIJITIC,
VCIIUTUBAaHUX Yy OBOj CTYAMjU, je KIAaCU(PUKOBAHO KAO HEraTMBHO Ha IPOTEUHCKY
ekcripecujy p53. OBakaB pe3yaTar 0CTaB/ba MOIYhHOCT /ia je MpOMeHa eKCIipecHje reHa
p53, KacHu goraljaj y Toky nporpecuje AJJITIC/OJITIC. Haxasnocr, Haiia cTyavja Huje
yK/byunsia JenudepeHTOBaHe JMINOCApPKOMe, Tako Ja HUCMO y MoryhHoctu [a

IMCKyTyjemo o Moryhoj yno3u p53 Tokom niporpecuje A JJITIC/IJITIC.

Besa u3meljy nporpecrje MUKCOMZHUX UINOCAPKOMa M MPOMEHa y eKCIpecujy
rpoTerHa p53 HUje HajjacHUja. Pe3ysiTaTy NMPeTXOAHUX CTyAuja, 3HAUajHO Ce Pas/IuKyjy
Y y KBAaHTUTAaTMBHOM U y KBaJuTaTWUBHOM mnorneny. [eu Toc u cap. cy ucnurtuBanu
ekcripecyjy npoTenHa Ha 21 y3opky MJITIC/ORJITIC (Dei Tos u cap., 1997). CBu
y30pLM, He3aBUCHO Of Tpajyca, TOKa3aau Cy T[O3UTUBHY peaklUjy Ha
MMYHOXUCTOXeMHjCKO bojere. CynpoTHO HajlasWMa OBe rpymne, AHTOHeCKy U cap.
3aK/byuyjy Ja je ekcrnpecdja TipoTeMHa p53 T1iOBe3aHa ca OKpPYyI/iohesnjcKoM
KOMITOHEeHTOM Tymopa (Antonescu u cap., 2001). TTo3utuBHO bojerse MoKa3asio je camo
17 % y30paka. ¥ cKnaly ca OBUM pe3y/iTaTiMa Cy U Mofaiu Koje cy odjaBunu Opa u
cap. (Oda u cap., 2005). Onu cy mobunu 3HauajHO Behy ekcripecujy nportenHa p53 'y
Oh (13,8 %) Hero y mukcouaHoj KomroHeHTH (6,2 %). Haj3ag, Cmut u cap. cy
JeTeKToBa/ M noBehaHy ekcripecujy y camo 2 of 30 y3opaka (6,7 %). ¥Y oba ciydaja y

nutamwy je dbusa O'R kommnoHeHTa Tymopa (Smith u Goldblum, 1996).

NcnutvBame ekcrnpecvje npoterHa pS3 y OBOj CTYAWjU HUje YTBPAW/IO 7a je
no3utrBHO M X1] bojerwe kapakrepuctiuuHO caMo 3a O'R kommnoHeHTy. C 0631poMm Ha To,
Hallli pe3y/TaTH nojp»kaBajy Hasnase [deu Tocose rpyme. Kao nocnesauia tora, dmmku
CMO CTaBy Ja Cy a/jTepalyje I[OBe3aHe ca eKkcrnpecdjom p53 paHd jorahjaj y

TYMOPHUT'eHe3U MUKCOUJHUX JIMIIO0CapKoMa.
MehycTyaujcke pas/ivke Koje ce TUUYy eKClipecdje TpoTerMHa p53 [fiefioM Cy
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rocsieuiia yroTpebe pa3MUUTUX aHTUTe/Aa Y TPaHUIIA 3HauajHOCTH. MeljyTuM, Telko
je objacHHUTH y TIOTIYHOCTH TaKBa BeJIMKa Bapvparma. MoXK/a jefiaH of] rlapaMeTapa Koju
Tpeba y3eTu y 063up je W momynalyoHa CTPyKTypa mauujeHara. dame, byayhu ga je
eTHOJIOTHja JIMTIOCapKOMa YIJIaBHOM HejacHa, He MOKeMO ofbaluTyd MoryhHocT fa
MOTeHILIMjaTHU eTUOMOMIKK (DAaKTOPU MOTY Pa3/MUUTO YTULIATH Ha CTaTyC p53 U HeroBy
eKCTIpecHjy y MUKCOUIHOj U OKpyT/iohesirjckoj KoMIoHeHTH Tymopa. Tpebano 6u umaru
y BUAY J[a Cy BelHMKe pas/iMkKe y TIOIIeAy eKCIepUMeHTaJHUX pe3y/Tara Je/ioM

rocsiequiia ¥ Masor dpoja cTyauja.

[TneomopdHu MMIocapkoMu Cy Mokasanau rnosehaHy ekcripecujy nporerHa p53 y
CBUM aHa/lM3UpaHUM ciiydajeBuMa. OBakaB pesy/iTaT je y CK/IaJy ca rojaluMa M3
nmutepatype (Ghadimi u cap., 2011), rge je moka3aHa BHCOKa y4ecTajoCT anTepalyja
reHa p53 w/unu ekcripecuje rporerHa p53. ITokasaHo je fa je ekcripecuja pS3 roBe3aHa
ca JIOIIOM TMporHo3oM y JjumnocapkomuMa (Schneider-Stock u cap., 1999), kao u
capkomuma zApyrux TunoBa (Kim u cap., 2006; Medina-Franco u cap., 2003). C
0b3upoM Ha JobujeHe pe3ynTare, u3riefa Ja je abepaHTaH HMBO TMpoTeMHa p53
KOHCTUTYTHBHA Ofi/IMKa IieoMopdHor noatuna. Moryhe objaiimeme je moBe3aHo ca

3HauajeM MpoTerHa p53 y ofprKaBamwy reHomcke crabuiHoctu (Talos u Moll, 2010).

Excripecuja nporemHa p53, Ha HMBOY Leje TIpylle, HUje Kopejucana ca
MyTal[MOHUM CTaTycoM TeHa p53. ObHUUHO ce MO3UTUBHO UMYHOXUCTOXEeMH]jCKO Hojere
1oBe3yje ca MyTallijoM M3MeHmheHOI CMUC/Ia y cekBeHLIM p53. OBakaB cTaB ce ba3upa Ha
[iBe TIpeMHce: a.) NIpOTeMH p53 MMa KpaTak >XMBOTHM BeK W He [l0/1a3Uu [0 HberoBor
HaroMuiaBamwa y henuju u &) Mytvpanu nporeuH p53 uma Behy CTabUIHOCT, MHOTO
Jy’KU >KMBOTHU BeK UM 3b0r Tora /ionasu [0 HeroBor HaKyIbamwa y jeapy. Melytum,
HeraTMBHa MMYHOXHCTOXeMHjCKa peaklidja Moxke Aa dyje mocseaulia v Jenelyje reHa
p53 (Lassus u Butzow, 2007). CivuHo ToMe, Zio roBehaHe ekcripecuje TpoTerHa p53
MOXXe Johu U ycre[, XMIMOKCMUHUX yCJIOBa y KojuMa ce henuja Hanasu, a [ia TeH Huje
myTtupad (Koumenis u cap., 2001). To 3HauM Aa ce WMYyHOXHCTOXeMHja He MOXKe

KOPUCTUTU KaO MapKep MyTaLlMOHOI CTaryca reHa p53.

Crynuje koje cy ce baBujie MyTallMOHUM CTaTyCOM TeHa p53 y JIMMIOCapKOMUMa
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Ccy ManobpojHe U YyK/byuyjy Manu 6poj y3opaka. CuTyaiyja je HajjacHMja KoO[
nobpoaudepeHTOBaHUX U AeAudepeHTOBAaHUX JIMIIOcapkoMa. Ycien —rioBehaHe
ekcrpecyje nporervHa MDM?2 y 0BOM MOATUITY aJWIIO3HUX TyMOpa, MyTaljije Cy BpJio
peTke U [leTeKTOoBaHe Cy camo y AenudepeHtoBaHoM feny Tymopa (Dei Tos u cap.,
1997).

Cmarpa ce pma wMyraguje reHa p53 uWMajy y/aory TOKOM —IpoLeca
nemudepenigjauyje (Goldblum wu cap., 1995). Ilurame je KakBa je ce/ieKTUBHa
MpeJHOCT MyTalyje, ¢ 063UpoMm fa je pS3 mpeTxoAHO oHeMoryheH y obaBrbamy CBOje
¢byHKLMje TyMOp Cyrpecopa rpekoMepHOM ekcripecujom MDM?2. JenHo of objaiimera
je [Ja mojeguHe MyTalUje [OBOJe [0 HacTaHKa (GYHKI[Mja Koje He TOCTOje KOf,
Heu3MemeHuX mnporerHa (eHm1. gain of function) (Petitjean m cap., 2007). Hoga
dyHkiMja mMorna du fa oMoryhu KOHTpPOJIy TPaHCKPUIIUje TreHa YMju MPOTeUHCKU
MPOAYKTH MOTY [la TOKpeHy Kackaay jorahaja, koju Bofe [0 AenudepeHLUjaiivje
Tymopa. Meljytum, oBo objaiimere MO)Ke SUTH perieBaTHO CaMO 3a Majik IpoLieHaT
JenudepeHTOBaHMX IUMNOcapkoMa. BepoBaTHO je fa Ccy U IpyrY TeHU YK/bYUeHH y OBaj
riporiec. JIMPeKTHO CeKBeHLMpamwe er3oHa 5-8 HUje MokKasaao MPUCYCTBO MyTUPaHOr

reHa p53 HU y jegHoM of ucnutuBanux JJJITIC.

Y nornmeny yuecrtanocTd MyTaluja reHa p53, cUATyaldja je HejacHa KoOZ,
MHKCOW/IHMX U OKpYIVIOhe/lrjCcKUX urocapkoma. [locajanime CTyauje Cy rokasase ja
ce crora myTauuja kpehe og 2,8 % no 28,5 % (Taubert u cap., 1995; Dei Tos u cap.,
1997; Oda u cap., 2005). He camo fja ce pe3ynTary pa3nuKyjy y OAHOCY Ha yuecTaaocT
MyTalija, Hero u y roriefy mbuxoBe guctpudbyuuje. IlojenrHy aytopu HaBofe Ja Cy
antepauyje p53 ueithe y ORh KOMIIOHEHTH Tymopa, [JOK pe3yaTaTh APYrMX TUMOBa
yKasyjy fa Cy MyTaluje IojjeJHako BepoBaTHe U Y MUKCOUAHOj KoMIloHeHTH. [Jeu Toc
HaBOAY [Ja je croma Myrtanuja 28,5 % U [a mUXOBAa IPUCYTHOCT HUje y Be3d Ca
rpagycom Tymopa (Dei Tos u cap., 1997). HacynpoT Tome, Apyru ayTopH yKasyjy [ia cy
MyTaldje KapakrtepuctuuHe 3a OTR kommoneHTy (Oda u cap., 2005). Ha ocHoBy
NIPeTXOJHO U3HeTor, Moryhe cy /Be gujameTpasiHe mpeTrniocTaBke: 1) myrtarnuja p53 je
paHu forafjaj TOKOM pa3Boja MUKCOWIHHX JMIOCAapKoMa U 2) MyTaiuja p53 je KacHU

pJorahjaj TokoM eBoaylLiMje TymMOpa M TiOBe3aHa je Ca T0jaBOM OKpyI/oheujcke
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koMrioHeHTe. CripoBe/id CMO [JUPEKTHO CeKBeHIMpawe y3opaka MJITIC ga bucmo

YTBPJW/IN KOja Off, [IBe MPeTIocTaBKe bosbe onucyje ynory p53 y naroreHe3u MJITIC.

MyTauuoHa aHanu3a je IOKasajna NPUCYCTBO YKYIIHO TpU MyTaluje y TpH
y3opka (16,67 %). Jenna on mytauuja duna je tuxa (E286E), nok je myTaiuja G244C
JleTeKTOBaHa y JIpyrOM peLIMBy HCTOT Tymopa. 3aHMM/bUBO je fAa ce Kof Tpeher
peuuavBa nojaBusa O'R KoMIiOHeHTa, aniv MyTauuja p53 HUje gerekToBaHa. OBaj
Ipy¥Mep HaM I10Kasyje /ia je HacTaHak JIOKA/IHOI peLjyjyBa JMIiocapkoMa y Kopenauuju
ca UCM0/baBalkbeM MUKDPOCKOTICKMX KapaKTepUCTHUKa arpecuBHUjer XUCTOJIOLIKOT

MO/ THUIIA.

Y jenHoMm of y3opaka JeTekToBaH je nonuMopguszam R213R. IlpucycTtBo oBor
nosiiMopdur3Ma /IeTeKTOBaHO je U Y HEKOJIMKO TIPeTXOAHUX CTy[uja Koje Cy 3a TeMy
yMasie MyTalMOHy aHanu3y reHa p53 y sunocapkomuMa (Dei Tos u cap., 1997b;
Schneider-Stock u cap., 1999; Taubert u cap., 1995). C 063upom Ha peaTMBHO Maju
bpoj y3opaka y CBakoj of CTy[uja OBaj MojaTak MoOyKe /la HaBefle Ha pa3MUII/bambe O
Moryhem 3Hauajy oBor mnonuMop@usMa y IaTroreHesu aJurno3Hux Tymopa. Ilocroje
VHAWLIYje /1a je oBaj monuMop@u3aM OJroBopaH 3a noBehaH HUBO ekcrpecuje p53 Ha
HuBoy MPHK y Tymopuma rnaBe u Bpara (Ganci u cap., 2011). VctoBpemeHo, Huje
M0Ka3aHOo /ia je MPUCYCTBO OBOI MOAMMOpP(M3Ma 3HAayajHO 3a IMPOrpecHjy MajUrHor

Tymopa jeawaka (Pilger u cap., 2007).

Hama cryzuja je mokasana fa cy MyTaluje reHa p53 NpUCYyTHE CaMO Yy YUCTUM
MUKCOMIHUM TymopuMa. MeljyTuM, Mopa ce uMaTtd y BUAY Ja Of YKymHoOr bpoja
y3opaka MJITIC, camo aBa Tymopa Cy MMazna Mawe of, 5 % OR KoMIlOHeHTe, [IOK je
caMO je[laH y30paK OKapaKTeprcCaH Kao OKpYIVIOhe/lWjcKU JMMocapkoM. Pesynratu
Cyrepully [a je myTaluja reHa p53 pesaTMBHO pefak jorafjaj, Koju je moBe3aH ca
paHUM CTa/iijyMUMa TaToreHe3e MUKCOUIHUX nunocapkoMa. Moryhe je ma anrepaiiuje
reHa pb3 wrpajy BakHY y/JOry TOKOM TyMoOpwUreHe3e Kofi Mamer bpoja OBHUX
MasiraureTa. Excripecuja TpaHciokauoHor npoaykra FUS-CHOP y me3eHxumaaHuM
MaTMYHUM hejMjama MOPeK/IOM M3 aJUIO3HOI TKMBA KOJ MHILEBA Ca FeHOTUIIOM p53™

JIOBOJIM /10 pa3BOja MHUKCOWJHOT JIMITOCApKOMa, [OK KOJ, XyMaHMX henuja oOBakaB
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pe3ynrar u3octaje (Rodriguez u cap., 2011). To yka3syje ga cy noTpebHe anrepaijuje u

JIPYTUX TeHa fia éu goruio 10 dopmupama dhenorura MJITIC.

[TneomopdHy UnocapkoMu Cy peTKW TyMOPHY BUCOKOT rpagyca. [TocToju cBera
HEKO/IMKO CTy[uja KOjy Cy MCIIUTUBA/Ie yuyeCTajoCT myTauvja p53 y OBOM IOATHUILY
nunocapkoMa. [Ipema oCcTynmHUM MofialiiMa CTora MyTaivja ce Kpehe usmel)y 17-60 %
(Schneider-Stock u cap., 1998; Fiore u cap., 2007; Barretina u cap., 2010). Pe3ynratu
eKcriepyMeHTa  CripoBeZieHor Ha 143  y3opka capkoMa  (/1ejOMHMOCApKOMH,
Hev(epeHTOBaHU T/IeOMOP(HU CAapKOMMU) TOKa3aard Cy BUCOKY CTOIYy MyTalldja reHa
p53 y oBum Tymopuma (Pérot u cap., 2010). Takohe, aHanu3e cy mokasasne Ja je p53
CUTHa/JIHU TIyT HW3MeHheH Yy CBUM HCIUTHBAHUM TYMOpUMaA, OW/IO TIPHUCYCTBOM
MyTHUpaHor p53 buio reHeTCKUM anTepaljyjama pyrux 4iaHoBa OBOT MyTa, NOnyT pl4.
OBu Hanasu ykasyjy ja je MyTtanuja p53 y capkoMKMa Ca KOMIUJIEKCHOM FeHeTUKOM YeCT
nmorahaj. OBo je y CymnpOTHOCTM Ca Hajla3WMa KoOJ Capkoma ca CreluduyHuM
TpaHC/IOKalkjaMa, KoJ, KOjux je oBaj gorahaj penatvBHO peznak (Oda u cap., 2005). ¥
HallOj CTyOWju [Ba Of, JeBeT y3opaka (22,22%) ITUITIC cy umanu MyTaluje Ha reHy
p53. Y oba y30pKa Cy ZieTeKToBaHe 110 /iBe MyTalllje, jefiHa U3MelmheHOr CMUC/Ia U jejHa

THXa MyTallija U MOBUILIEHA eKCIIpecHja camor MpOoTerHa.

Ha ocHoBy mofiaTaka kKoju ce Hamaze y a3y myTaidja p53, 3aK/byueHo je za
myTairja H168R ykuzga criocobHOCT perynucama eKcripecyje 1IU/bHUX TeHa 0f] CTpaHe

npoterHa p53 (http:/p53.fr/TP53Mutload/database access/biochemical.php). Taxohe,

Ha OCHOBY eKCrepuMeHaTa ca henujama Saos-2 y KyATypH, 3akK/bydeHO je Jla OBa
MyTallja MO)Ke OWTH OArOBOpPHAa 3a OTMOPHOCT henuja Ha joHU3yjyhe 3pauderse
(http://p53.fr/TP53Mutload/database access/gain.php). Mytammja F270Y cmamyje
CHO0COSHOCT TpoTerHa pS53 [ja MHULIMpA eKcripecujy p21, aau He y 3HauajHUjOj MepH.
3aHUMJ/bUBO je /1a U3MeHeHU MPOTeuH ToKa3yje Behy akTUBHOCT y TOI/Ie[y perysalijje
eKCripecHje reHa, kao mto cy BAX u NOXA, Koju Koaupajy TpoTerHe, uija QyHKLIM]ja je
ripoartonitorcka (Ouyang u cap., 1998; Oda u cap., 2000). Huje jacHo kakBy ynory bu
MoIvIa UMaTy MyTalj{ja OBOT THIa y pa3Bojy Tymopa. Moryhe je fa je oHa mocienuia
rporpecyje TymMopa M Ja Ce Haja3u y Mamoj cydbmorynaiuju TyMOpcKux hemuja.

[MTocToju 1 MoryhHOCT /ia je OBO passenger MyTalyja, a fia ce driver MyTalldja Hanas3u y
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pervoHy reHa Koju HUje CeKBeHLMpaH.

PeslaTBHO Masia yyecTasoCcT MyTaljyja 3abesiexxeHa y TyieoMOp(hHOM TIOATHUITY, Y
OBOj CTyAuju, Morna 6u Ja ce objacHM MpoMeHaMa Koje 3axBaTajy JApyre reHe HUCTOT

IyTa, [10roTosBo p14.

[To3HaTo je ga antepaivje reHa pl4 uMajy civuHe (YHKIMOHAIHe MOC/eAuLle
Kao u MyTaiuje reHa p53 (Pérot u cap., 2010). Crora je SUTHO yTBPUTH yueCTaaoCT U
3Hauaj MeTuialuje pomMotopa p14, Kao jeHOT Of [VIABHUX MeXaHW3amMa WHaKTUBaLUje
oBor rexa (Chin u cap., 1998; Ozenne u cap., 2010). Ctyzuja Ha J1ejoMrOCapKOMUMa U
He/iM(epeHTOBaHUM I71IeOMOP(HUM CapkOMKMa TIOKasaja je O[CYyCTBO MeTW/aluje
rnpomoTopa p14 y oBa ABa Tuna capkoMma (Perot u cap., 2010). KaBaryuu u cap. cy
MoKa3aJii HUCKYy yuyecTajqocT MeTunaiuje pl4 (3%) y uUCTpaxKuBawky Koje je
yK/byuMBajio 65 y3opaka capkoma pa3nuuutux tunosa (Kawaguchi u cap., 2006).
MehyTum, rokasaHo je fa je metunaiuja p14 dect forahaj y ocreocapkomuma (47%)
Kao U Ja je moBe3aHa ca JiomoM mporHo3oMm (Oh u cap., 2006). ¥ aHruocapkomMuma
3abene>keHa je ctomna MeTtunaiuje of 26% u yTBpheHo je Ja MeTu/alMja ipoMoTopa p14
Kopesuie ca eckrpecujom UPHK, Kao 1 [a je He3aBUCHA Of, MyTaL[MOHOI CcTaryca p53
(Weihrauch u cap., 2002). C gpyre ctpaHe, p14 He urpa 3HayajHy Y/IOTy y maTtoreHe3u
XOH/IpOCapKoMa, I7le HU y jeJHOM C/ydajy HUje 3aberne)keHa MeTW/allja TIpOMOTOpa

oBor reHa (Asp u cap., 2001).

Ho panac je ypaheHa camo jegHa cTyauja Koja ce baBuia 3HauajeM pl4 y
raTroreHe3y JIMII0CapKoOMa U TO MUKCOMJHOT ToATura. McrpaxuBame je rokasaso ja je
MeTWlalja TIpoMoTopa reHa p14 3HauajaH MexaHu3aM TOKOM IpOrpecuje MUKCOUIHUX
smurnocapkoMa (Oda u cap., 2005). ¥ cknasy ca TUM ayTOpd Cy yCTaHOBW/IM [ia je
MeTwlalja NpUMeTHO yuecTanuja y cayvyajeBuMa rge OR komnoHeHTa 3ay3uMa BUllle
of, 5% 3anpemuHe Tymopa (35,3% Hacripam 4,7%). Pe3ynrary Haie cTyauje mokasyjy
Ja je merunaiuja pl4 dect gorahaj y mukcougHoMm mioatuny (77,78%) u ga Huje
noBe3aHa ca ORh komrnoHeHTOM. OBakBy pa3/MKy y pe3y/iTaTiMa Moryhe je objacHuTh
Pas3/IMKOM Y BeJIMUYMHU y30pKa, Ka0 U KJIMHUYKO-TIaTOIOLIKUM NapaMeTprMa fnarjyjeHara

KOjU Cy 65U yK/by4yeHU y OBa /IBa UCTPaXkuBama. Y CTYAUjU KOjy cy cripoBenu Ofa u
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cap. oko 70% wucnuraHvka duno je miahje of 40 roguHa (tipocek 46,4 roauxe). Tlopen,
Tora, 75% TyMopa WUMaso je TIPEYHMK MakbH Ofi 5 cm. Y Hallloj CTyAdju HUje dumo
vcriutanuka miaher op 50 roguHa (mpocek 62,5 roavHa), A0OK je oko 75% Tymopa
uMaso ripeyHuk Behu op 5 cm. Iloctoje uHAuIMje na ce eckmnpecuja pl4 nosehaBa
TOKOM CTapema, bap y HekuM TkuBuMa (von Keyserling u cap., 2011). C ob3upom Ha To,
Moryhe je za BUCOKa yuecTajaoCT MeTU/IalMje TIpeJCTaB/ba JOAAaTHU MeXaHU3aM KOjuM
ManurHa henuja wHxubupa ekcripecujy pl4. Pe3yntatu MojefvHUX CTyguja Ungy y
npuior HaBefieHOj xunore3u (Zheng u cap., 2000; Herath u cap., 2002). Ha ocHoBy
CBera M3HeTOr, MOXKe Ce 3aK/bYUMTH Jia je MeTu/Iauuja p14 paHu forahjaj y matoreHesu

MHWKCOWJHOT IMOATHIIA JIMTIOCAPKOMaA.

Y areparypu He TII0CTOje TioZalii O Yy4yecCTajJoCTU MeTwiauuje pl4 vy
rieoMopHUM U [06poAM(epeHTOBaHMM JIMIIOCApKOMMMa. MeTuialjoHa aHaausa je
roKa3aja BUCOKY yuecCTasocT MeTunaiuje p14 y neomopdHoMm noaruny (55,56%; 5/9).
Huje yrtBphena pasnuka y momieny @pekBeHLMje u3Mel)y npumapHuUX Tymopa W
JIOKa/NHUX pelyavBa. [IBa y30pkKa, nieomMopdHOr MOATHIA, KOJ KOjUX je /JeTeKTOBaHa
MyTauuvja p53 HUCYy UMaJd MeTWUIOBaH MPOMOTOp pl4. 3aHUM/BMBO je [a je y [Ba
y30pKa MUKCOM/JHOTI MOATHUIIA Y KOjUMa Cy JeTeKTOBaHe MyTaluje p53 yCTaHOB/beHa U
MeTtunauyja pl4. OBo ykasdyje Ha moryhe gpyrauuje ynore pl4 y njaeoMoppHUM M

MHKCOWJHHUM JIMTIOCAPKOMHKMaA.

Haj3apg y rpynu gobpoavdepeHToBaHUX JuIiocapkoma rpomotop pl4 6uo je
METWIOBaH y /iBa O 1iecT cjyuajeBa. CAMUHO Kao M KOJ MMKCOJHHUX JIUIIOCApKOMa,
BEepOBaTHO je Jia ce MeTwialujoM oHeMoryhaBajy gyHkiMje pl4, Koje HUCY y CKJ/IOIY
p53-p14 curHasHor 1yTa, a Koje cy buTHe 3a rnaroreHe3y Tymopa. Meljytvm, manu 6poj

y30paka He [103B0/baBa JIOHOLIewe JAe()MHUTUBHUX 3aK/byyakKa.

Rb-pl6 curHasHu TMyT TpeAcTaB/ba jeflaH oOff Hajuelllhe W3MeHeHUX IyTeBa
curHana y ManurauM tymopuma (Kubo u Kaye, 2001). Uect MexaHr3aM MHaKTUBaLMje
OBOT ITyTa MpeJCTaB/bajy Jeneluja uau metuwnauuja p16 (Esteller u cap., 2001; Kim and
Sharpless, 2006). CMameHa ekcripecHja TpoTerHa p16 1moBe3aHa je ca MpOrpecujoM U

CMdlbe€HOM CTOIIOM TIPpE€XHWB/bdBdlbd KO PA3/IMUUTHUX THUIIOBA MaJIMTHHUX bonectn
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(Kawaguchi u cap., 2003). Mcto Tako, cMaleHa eKCIipecHja ToBe3aHa je ca JIoIIoM
TPOTHO30M OCTeocapkoMa KoJ, felie (Maitra u cap., 2001). Pe3ynitatu Bullle CTyAuja Cy
rokasanu fAa je pl6 genetupaH y 5-26% capkoma Mekux TkuBa (Maelandsmo u cap.,
1995; Miller u cap., 1996; Nielsen u cap., 1998). YTBpheHo je na je metunaiuja pl6
pesiaTUBHO uecT foraljaj y nejomuocapkomuma (Kawaguchi u cap., 2003), A0K Kop
XOH/pOCapKoMa KopeJuilie ca BUCOKUM rpaflycom Tymopa (Asp u cap., 2001). benacu u
cap. Ha OCHOBY pe3y/iTaTa UCTpa)KvBama 3aK/byuyjy Ja je MeTwlalja rpomoropa pl6
buTaH esieMeHT Yy TiaToreHe3u ocTteocapkoma (Benassi u cap., 2001). Bucoka
yuecTajsocT MeTunaivje reHa pl6 HaljeHa je u y aHruocapkomuMa jetpe (63%)
(Weihrauch u cap., 2002). Mehjytum, rcTa cTyadja je TokKasasa /ia TIpoOMeHe Ha JIOKYCY
INK4a-ARF Hucy He3aBHCaH MPOTHOCTMYKM (DAaKTOp y OBOj TPYNU CapkoMa MeKHUX

TKHBA.

Ynora metunanuje p16, y rnaroreHesu JIMII0CapKoMa, je UCIIMTUBaHA Y HEKOJIMKO
ctypuvja. HujenHa Huje yTBphMBasa yuecTanocT Y MOTeHLMjaTHU 3Hauaj OBOT (peHOMeHa
y M/IeOMOD(QHUM JIMIIOCapkOMMMa. Xe U cap. UCIUTHBaAM Cy Y/AOTY MeTujaluje
npoMotopa pl6 y mpouecy pAeaudepeHLvjalyje y Tpynu AobpoaudepeHTOBaHUX
tymopa (He u cap., 2009). ExcriepumeHTa/qHu Au3ajH je mMofpa3yMeBao Topeleme
MeTWIalMoHor craryca pl6 wusmelly nobpopudepeHtroBaHe u JenudepeHTOBaHe
KOMITOHEHTe y OKBUPY MCTOT Tymopa. VICTIMTHBaH je U MeTH/IaLMOHU CTaTyC y OKBUPY
JIOKaTHUX peliauBa fobpoaudepeHTOoBaHUX TyMopa. Metunauyja je 3abesexxeHa caMmo
y ZenvdepeHTOBaHUM JlefloBUMa Jumnocapkoma. To je 6uno J0Bo/bHO fa ayTopu
3aK/byye Jla je emnureHeTMYka antepauyja pl6 BakaH Jorahaj y mporecy
nenudepenyujaiuje. Hacynpor Tome, MeTunanuja p16 Huje OArOBOpHA 3a MaroreHesy

MJITIC/O'RJIIIC (Oda u cap., 2005).

Hama cryguja je 1okasasa HMCKY yuyeCTaJocT Metwilaguje pl6 vy
JMrnocapkoMrMa Kao rpynu (4/33, 12,12%). BakaH pe3ynaTar MeTW/IaLMOHe aHa/lIu3e je
Hasa3 7ia je IpoMoTop pl16 6u0 MeTw/OBaH y jeaHoj TpehwHM y3opaka mieomMop@Hor
nogTuna. lHTepecatHo, MeTW/alMja je dusia MpUCyTHA y JIOKaJHUM peLiuIMBUMa, au
He ¥ y NpUMapHUM TyMOprMa. 3aKk/bydaBame NpoMoTopa reHa p16 moro du ja ytuye

Ha 1oBehame reHoMcCKe HeCTadHMIHOCTH IITO 3a nocjiegnuuny KMMa HOBe AOSI/ITKE n
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rybuTke reHeTckor marepujana (eHrn. gains and losses) (McDermott u cap., 2006).
Kpajwu pesynrar 6u 61o nporpecuja Tymopa. HAMKATHUBHO je 7ia je TI0jaBa JIOKAJTHUX
peLiyiMBa MPeAUKTODP JIolle MPOTHO3e KOJ MCIUTAHWKa 0bojenux of TieomMopgHOr
nunocapkoMa (Ghadimi u cap., 2011). Excripecuja npoTerHa pl6 Huje Kopesucana ca
MeTW/IallijoM TMPOMOTOpa r'eHa y OKBUPY IieoMopgHOr noArurna. Hermoctojawme Bese
MOyKe Zia ce 0bjacHU Ha BHIlle HauMHa. JeslaH ofi (hakTopa, Koju ce MOpa UMaTH y BUAY, je
pas3nuKa y 0CeT/bUBOCTU U3Mel)y /aHUaHe peakijyje MojvMepase U UMyXHCTOXeMHUjCKe
MeTozle. YroTpeba pasMUMTUX aHTUTeNa, Ka0 M pas/MuuToO JedrHUCAHe CKale 3a
OLleHy eKCIlpecHje TIpOTeNHa, MOTy Jia [OoBeJly [0 3HauajHO pa3/IMYMTUX pe3ysrara. Y3
CBe TO Ol[eHa UMYHOXHCTOXEeMHjCKOT b0jerba 3aBMCU [JOHEK/e W Off “OKa rocMarpaua”
(Quillien u cap., 2012), ogHOCHO TIpeJCcTaB/ba CybjeKTUBHY WHTepIipeTalidjy Hasasa
LITO KOpenaupa Ca MCKYCTBOM Iarosiora. Y CBakKOM CJiy4dajy, HeloCTOojame KopesaLuje
u3Melly crermeHa MeTu/alldje TPOMOTOpa reHa y TYMOPCKOM TKHUBY U eKCIlpecuje
MpoTerHa ofipeljeHe MMYHOXMCTOXEMHjCKOM METOZOM, He 3Haul HY)KHO Hel0CTOjame

buonomkux edekara MeTuIalMje MPOMOTOpa.

pl6 je buo  MeTusOBAaH CamMO Yy  jeAHOM  Off ~ OCaMHaecT
MUKCOUJHUX/OKpyIiohenujckux Tymopa. MeTunalja pl16 Moxe fia ce T0jaBU TOKOM
rporpecyje MHUKCOMZHUX TyMOpa Kao pe3y/aTar [ejioBama pPasIMuATHUX CeJIeKTUBHUX
MpUTHCaKa, ald OBaj Aorahjaj je pefak U He Urpa BaKHY Yy/OTY Yy €BOJYLIMjU OBOT

noATvra. 3ak/byyak KopecrnoHgupa ca Hanasuma Opune rpyne (Oda u cap., 2005).

Hujenan pnobpoandepeHToBaH /MIIOCAPKOM HHUje MMao MeETW/IOBaH IMPOMOTOP
reHa pl6. Hama rpyma y3opaka HMje obyxBaTwia Tymope ca [eAncdepeHTOBaHOM
KOMIIOHEHTOM, Tako /la HUCMO Y CTawy /la NIOTBPAUMO WM ONOBPIHEMO Te3y O Y/I03U
MeTwnanyje pl6 y mpouecy pemudepenuujanuje (He u cap., 2009). Melytum,
VICTPaKVBame Koje je CIIpoBefieHO Y LIW/bY UCIIUTHBamwa ajaTepalyja reHa YK/byuyeHuX y
KoHTposy henujckor nuknyca y noarpynu JIJITIC/OJITIC koja He ekcipumupa CDK4,
HUje TI0KasajJo MeTwlauujy pl6 HU Yy jegHOM Of IIeCT MCIUATHBAHUX Yy30paka
nenudepentoBanux Jjunocapkoma (Louis-Brennetot u cap., 2011). Moryhe je ga je
MeTWlalyja Kojy Cy YTBpAWIM Xe U cap. caMmo Iocaefulia, a He jefjaH Off Y3pOKa,

eBOJIyLiMje TyMOpa U /la HUje uecT goraljaj.
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Excripecyja nporenHa pl6 ucnuryBaHa je y pas/jMYMTUM TUIIOBMMa CapkoMa.
Pe3yntatu ce pasnuKyjy 3aBHUCHO Off UCITMTHBaHe rpyre Tymopa. HemaBHO objaB/beHO
rcTpakvBawe KHecesa ¥ cap. mokasano je ja MoCTOju UHBep3Ha Kopenaiuja usmel)y
ekcripecuje pl6 U mMpexuB/baBamka KOJ CapKoMa ca cCrielu(UYHUM TpaHC/IOKalldjaMa
(Knosel u cap., 2014). Takohe, ekcripecuja je TioBe3aHa ca (peHOMeHOM hesHjckor
crapewa. To 3HauM fJa Tymopcka henvja Mopa fa Halje HAUMH [ja TIpeKUHe eKCIpecujy

pl6. Jenan o HaurHa je MeTualMja mpoMoTopa reHa p16 (Esteller u cap., 2001).

Opa 1 cap. percTpoBany Cy 3HaTHO Behy ekcripecujy pl6 y okpymiohenujckoj
HEro y MUKCOWAHOj KOMIIOHeHTU Jsurnocapkoma (Oda u cap., 2005). OBaj Hana3s
cyrepuiiie fa je p16 yk/bydyeH y Mporpecujy ose rpyre Tymopa. Meljytum, y C/IM4HOj
ctyguju OodCcoH U cap. HUCY TIPUMETUIN pas/ivKe y eKCIIpecuju u3Mel)y KOMIIOHEHTH
HUCKOT U BUCOKOT rpazsyca (Olofsson u cap., 2004). Henoctojame Kopenauuje usmel)y
p16 1 XUCTOMOMIKOT Tpajyca 3abesieXkeHO je U y UCTPaXKUBawby Koje je obyxBatusio 59
y30paka capkoMa pasnnuutux audepernuujaiuja (Cohen u Geradts, 1997). IToBuiieHa
eKcrpecHja npoTerHa pl6 je koHcTatoBaHa y 28% ciyuajeBa. Ctynuja je obyxBatusa u
5 yMriocapkoMa, off KOjux je caMo jefiaH Iokasao IIPOMeHY y eKCIIpecujy rporerHa pl6.
MeljyTum, ayTopy HUCy HaBeIW O KOjeM TMOATUITY WM TOATUIIOBUMA JIMIOCapKoOMa je
peu. Cnuune pesynrare jgodumu cy v um u cap. (Shim wu cap., 2010). Onu cy
WCIIUTUBAIM TIpoMeHy ekcripecuje pRb, pl6 u nukmnHa D1 y 66 y3opaka capkoma
MeKuX TKuBa. IIpekoMepHa ekcripecuja rnporerHa pl6 gerekrosaHa je y 36% y3opaka.
OBa mpomeHa Huje 6uja ToBe3aHa ca TpajycOM TymMopa Kao HMU Ca CTOIOM
TpeXkKUB/baBama. Y aHa/lv3y je OWI0 yK/byueHO W IIECT JIMTIOCapkoMma 3a Koje Huje
HaBeZleH MOJTUIl; UMYHOPEaKTHBHOCT Ha IpoTerH pl6 Huje 3abenekeHa HU y jeIHOM
cayvajy. HusmceHn u cap. Ccy mokasanu [a je ekcrpecuja plé usmemeHa y ys3opLuMma
ocTeocapkoMma Ko/ Kojux je reH Rb unrtakraH (Nielsen u cap., 1998). 3aHum/buBO je 1a
je ekcripecuja p16 rmoBe3aHa ca OArOBOPOM Ha XeMOTepariijy KoJ maiyjeHara 0bo/enmx
of, oBor Turna capkoma (Borys u cap., 2012). Ctyzauja Ha y3opuuma HerdepeHTOBaHOT
risieoMopHOT capkoma (Manurau pudpo3Hr XUCTUOLUTOM TipeMa Kiacudukauyju C30
n3 2002. rogvHe) moOKasajna je Kopesalujy u3Melly ekcripecuje mpoTerHa pl6 u

MPOrHO3e, Kao Y Ja je MeTu/alMja TpoMoTopa reHa pl6 jeIHUM [1eJIOM OATOBOPHA 3a
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nHxubuLMjy ekcripecuje (Brinck u cap., 2006).

AHnanu3a ekmnpecuje npoTterHa pl6, y Hallloj CTyAuju, ToKa3asna je roBehaHe
HUBoe npoTterHa y 84,49% y3opaka nunocapkoma. JobpoardepeHTOBaHY HTI0CaPKOMU
Cy TIOKa3aqu MO3UTHMBHO bojewe Ha pl6 y 50% ciyuajeBa (3/6). Morno 6u ce
TIPeTIIOCTaBUTH [la je TI0jayaHa eKcrpecuja pl6 paHu forahjaj TOKOM TymopureHese
OIUITIC v pa mpefcTtaB/ba 0AroBop Ha anTepauuje y p53-pl4 u Rb-pl6 curHanHum
nyteBuMma. OBaj TUI Tymopa y BeJMKOM bpojy ciyuajeBa (oko 90%) ekcripumupa
LUKIWH 3aBUCHY KkuHa3sy 4 (CDK4), koja Bpum ¢docdopunaimjy pRb, mrTo 3a
NOC/Ie/IULy MMa aKTHBalMjy perysatopHor nporerHa E2F u nocimeauuny ctumynanujy
hemmjcke mponudeparuje. C 0b3upom Ha To, ToBehaHa ekcripecuja rporerHa pl6 &du
Mor/ia byt noky1aj henvje fa ce MOHOBO yCIIOCTaBX paBHOTeXa. Jpyro objalmeme je
na HMGAZ2, koju je yMHOXeH 3ajefHo ca MDM?2 y OOJITIC/OJITIC (Italiano u cap.,
2008), nmoactuue ekcrnpecujy pl6é v Ha Taj HauuMH Urpa y/aory y mnpouecy hemujckor
crapewa (Narita u cap., 2006). Tokom eBonyLiMje TyMOpa Ce/leKTUBHY MPeJHOCT UMasie
bu henuje, kKoje b1 Ha HeKW HauuH ycresne Jja aHyaupajy edekre mporterHa pl6. Kao
mTo je Beh momeHyTo, reH pl6 je uecTo Je/ieTUpPaH WM MeTWU/OBaH y TyMOpUMa
(Rocco, 2001). Byayhu ga Huje moka3aHa MeTHW/Ialldja TIPOMOTOpA reHa HU y jeHOM
cnyvajy OIOJITIC, penelja ocTaje kao jeaHa op MoryhHoctu. Wnak, peneruje
CDKNZ2A nokyca y OOJITIC/OJITIC noaTumny cy petka mnojasa (Italiano u cap., 2009;
Louis-Brennetot u cap., 2011). IToctoju jou jesHa omnuuja y kojoj du Tymopcke henuje
aHy/iMpasie yTuLiaj nporerHa pl6, a fa Huje AOLLIO 4O F€HeTUUYKe WU elUreHeTHUYKe
antepauuje oarosapajyher rena. Haume, o mwect ananusupanux J/1JITIC y Tpu y30pka
HUje 3abesiexxeHa eKcripecHja TpoTerHa pl6 Kao HUM MeTwW/aljdja TPOMOTOpa reHa pl4,
JIOK je y ABa ciyuyaja y Kojuma je yTBpijeHa roBehaHa ekcripecuja pl6, meTekToBaHa U
MeTu1alMja mpomMoTtopa reHa p14. Moryhe je fa je, kao mTo cy nokasanu Kobajam u
cap. (Kobayashi u cap., 2013), iporerH pl4 yk/byueH y pery/jalyjy HABOA MPOTeMHa
pl6, Tako IITO CTUMY/MUILE HEroBy pasrpajmy y rporeasomy. Mnak, oBo objaiimeme
HUje y ckiagy ca omncepBanujom Jlyj-bpeHoa u cap. ga Behuna JJITIC ca HuCKOM
eKCIIpecHjoM MpoTerHa p16 mokasyje ¥ HU3aK HUBO ekcripecuje nporerHa pl4 (Louis-

Brennetot u cap., 2011). Meljytu™m, HemnocTojawe ekcrpecuje rporemHa pl6 y Tpu
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y3opka JJITIC, moxxe fa ce carnesa v ca gpyror craHoBuiuTa. [TokasaHo je f1a HUBO
rpoterHa p53 y henuju yTuue Ha ekcripecujy mpoTerHa pl6. MuilieBU ca TeHOTUIIOM
p53” WK ca U3MemeHUM TeHOM p53 TojayaHo eKCIIpUMHpajy p16 y oJHOCY Ha MuUIleBe
ca HensmeweHuM p53 (Leong u cap., 2009). Hamma aHanu3a je rnokasana Aa y30pLy KOZ,
KOjux HUje 3abesieXkeHa UMYHOPeAaKTUBHOCT Ha P16, umajy usmelly 11 u 25% henuja
KOje eKCrpuMupajy p53, JoK je yaeo mosutuBHUX henuja 5-10 % kajga je pl6
eKCIpYMHpaH. Y CBaKOM CJlydajy MoTpebHe cy farbe aHanuse ekcrpecuje pl6 ga bu ce

nobusia jacHuja npeficTaBa o0 berosoj ynosu y JIAJITIC.

MUITIC/ORJITIC cy nokasanu TNpeKoMepHy ekcrnpecujy nporerHa pl6é y 16 og
18 y3opaka (88,89%). O'R komroHeHTa je Moka3ana Behy ekcrnpecujy y ofgHOCY Ha
oAroBapajyhy MMKCOWHY KOMIIOHEHTY, IIITO yKa3yje Ha MOryhHOCT fja je rnporteuH pl6
Ha HeKM HauuvH mnoBe3aH ca nporpecujom MJITIC/ORJIIIC. Tloehana ekcrpecuja
nipoterHa p16 y O'R komrnoHeHTH Moria 6u fa byze rocsienuiia Beher dpoja mopemehaja
He camo y OkBWpy mnyTta Rb-pl6, Hero u y ApyruMm CUrHajHuUM MNyTeBUMa y henuju.
OrnpaBzaHo je mpeTnoCcTaBUTH Ja je I0jayaHa ekcripecuja rnporerHa pl6 y Besu ca
nporiecom henujckor crapewa (Knosel u cap., 2014). [IpernocraBka je mnojp>kaHa
HasasoMm fa je y rpyni MIJIIIC/ORJITIC ekcripecuja nporerHa UMkaMHa D1 roBuiieHa
y CBUM Yy30pLMMa, OCUM je[JHOI, I[e je eKCrpumupaH rnporteuH pl6. Y ckmapy ca
MPeTIIOCTAaBKOM je W Hasas Jia Cy LUK/IUH 3aBUCHe KUHa3e 4 U 6 ekclipyuMupaHe y
BerkoM bpojy MIJITIC (Dei Tos u cap., 1997). [To3Haro je fa MOCTOju AUpeKTHa Be3a
usmelly Rb-p16 u p53-pl4 nyreBa. Perynatopuu mnportenH E2F, ocum 1mTo Bpiu
aKTMBalLMjy TPaHCKpUILMje TeHa 3HauyajHUX 3a [poaudepauyjy, WHAYKyje U
TPaHCKpUILMjy reHa pl14 (Bates u cap., 1998). OBo je curypHOCHU MexaHW3aM, KOju
cripeuaBa HeKOHTposvcaHy feody henuje. Hama cryauja je mokasana fa je OBaj
MeXaHW3aM BepOBaTHO WHAKTMBMpPaH Yy BeJuKoM 6pojy wucnutuBanux MIJIIIC,
MeTu/1aLyjoM rpomortopa reHa p14. IlpemomhaBameM aHTUNIposivepaTviBHe (QYHKLM]je
pl6 (ripekoMepHa ekcripecuja IUKIMHa D1) U WHaKTUBHpawkeM reHa pl14 (MeTwuaidja
rpomMoTopa), TymMopcke henuvje 6u yk/loHW/Ie [Be BejuKe TMperpeke Ha MYTy Jajbe

MaJIurHe eBOJIyLIMje.

[TneomopdHU TUMIOCAPKOMU TI0Ka3aad Cy TO3UTUBHO 6ojeme Ha pl6 y cBUM
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WCIUTUBAHUM clyyajeBuMa. OBaj Hasas je y CKaAy ca pe3yiaratuma crygvje ['agumu u
capagHuka (Ghadimi u cap., 2011). IloBullleHa eKkcripecHja LMK/IWHA pl6 y CBUM
WCITUTUBAHUM TyMOpHMa TjieoMOp(dHOTr MOATHIA Morvia 6u /1a byze y Be3u ca HeroBoM
ynoroMm y mipouecy henujckor crapewa. MeljyTum, mojeauHy ayTopu CMarpajy OBY
MPeTIIOCTaBKy MaJio BepoBaTHOM yCijiel, TpUpoJe OHOXeMHjCKMX Tiporeca y
rieomopdHuM unocapkomuma (Knosel u cap., 2014). Crora je BepoBaTHHje na je
JobujeHu pe3ynTar mocsieAulia y3HarpeoBaie ManurHe TpaHcdopMmaije henuja. OBa
NIPeTIIOCTaBKa Jie/yje KOHTPaJUKTOPHO, a/lu je TMoKa3aHo Ja nosehaH HMBO INpoOTeMHa

p16 Moxxe dbuTy KoMmaTudUIaH ca MaurHoM nporpecujom (Pérot u cap., 2010).

Hukmua D1 je BakHa KOMIIOHEHTa CUCTeMa perynanuvje henujckor nukmyca.
BesuBame 1jukivHa D1 3a [[UK/IMH 3aBHCHe KuHa3e 4 u 6 goBogu Ao docdhopunaiyje
npoterHa Rb. IIpekomepHa ekcripecuja OBOr MoJjieKysa IMPUCYTHAa je Y pasIUuuUTUM
rpyrama TymMopa, Kao LITO Cy MaJIMTHU TYMOPH J0jKe, miyha, febesor 1jpeBa U jefmaka
(Kim u cap., 2001). UcnutrBame y/iore LUMK/IWHA y CapKOMHMMa MeKUX TKHBa ToBe3yje
ekcrpecyjy nukavHa D1 ca jomioMm mporHosoM, Maja y HeKUM CTy[ujama TakBa Besa
Huje yrBphena (Kim u cap, 2001; Shim u cap., 2010). IIpoTvBpeuHu pe3ynTaTtu cy y
BeJIMKOj MepH Ioc/ie[ylia XUCTOIATO/IOIKe Pa3HO/IMKOCTH y30pakKa Koju ce UCIIUTY]Y y
T10jeJHauHUM UCTpakuBawkbuMa. Kum u cap. cy ytBpAauau fa je noehaHa ekcripecuja
ukarHa D1 roBe3aHa ca XWCTOJIOIIKKM IPajlyCcoM TyMOpa, Kao U Ca JIOILIOM ITPOrHO30M
KOl CapKoMa MeKMX TKMBa KOju Cy jonupaHu y ekctpemutetuma (Kim u cap., 1998).
CivyHa cTyAMja Ha capKOMHMa KOjU Cy [MjarHOCTUKOBAHU y PeTpPOIepUTOHeYMY HUje
roKasasa Kopenalujy ca rpagycom tymopa (Kim u cap., 2001). Ctyauja je yk/byuunna u
43 y3opka nurocapkoma of, kKojux je 25 (58%) mokaszano ekcripecujy nukiavHa D1.
[Toka3zaHo je Zia TYMOpH Ca BUCOKUM T'pPaZlycoM U roBehaHoM eKkcripecujom LukauHa D1
¥IMajy HapOuuTO JIOLly POrHo3y. Macesia 1 cap. Ha y30pKy of 62 capkoMa pas/idunuTHUX
THUIIOBA, KOjU Cy WU JIOLUpaHu y peTPOIePUTOHEYMY W/TH eKCTPEMUTeTHMa, MoKa3aiu
Cy [la OCUM ca IpajycoM, ekcrpecvja LUMKIMHa D1 kopesuiiie ca IojaBoM JIOKaJTHUX
peLyauBa M CTatrycoM Xxupypuikux wmapruHa (Musella u cap., 2005). Hacynpor
pe3y/iTaTiMa HaBeleHWX HWCTpaxkuBamwa, LllMM U cap. HUCY yTBpAWIA Be3dy usmMel)y

XHCTOJIOLIKOT TPajlyca U CTOIIe TIPEXKHB/baBamba, C jeiHe, U eKcrpecHje ukaMHa D1, ca
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npyre crpade (Shim u cap., 2010). IIpeTxofHe /[Be CTyAMje HUCY TOKa3ase ToBeharme
HUBoa LWKIMHa D1 kopj surnocapkoma. Pasznor Moxke bdutu manu 6poj y3opaka.
Nctpaxkusame koje cy usspiunau eu Toc u cap. cyrepuiiie a je ynora qukanHa D1y
raToreHe3 MHUKCOMJHUX JurnocapkomMa Bpiao orpaHuyeHa (Dei Tos u cap., 1997).
AHanu3a ekcripecyje rpoTerHa YK/bY4YeHHX Yy perynauujy henujckor [ukiyca rnokasana
je MMyHOpeaKTMBHOCT Ha LUK/IMH D1 y 1/3 y3opaka mieoMopdHUX JIMIIOCapKOMa
(Ghadimi u cap., 2011). ¥Y3opuu geaudepeHTOBaHUX IUMOCAPKOMa, KOjU Cy CAYXKUIA

Kao KOHTPOJIa, M0Ka3aau Cy rpekomepHy ekcripecujy y 100 % ciayuajesa.

VIMyHOXMCTOXeMHjCKOM MEeTO/IOM YTBPJW/IA CMO MO3WTHUBHO bojere Ha LIUKJIMH
D1 y 61,29 % y3opaka (19/31). Excripecuja LMK/IMHA HUje bra y Be3M ca rpajycom,
Kao HU ca BeqmunHOM Tymopa. [IJITIC cy nokasanv npekoMepHy ekcrpecujy y 66,67 %
y3opaka. OBaj pe3y/Tar je 3HaTHO JIpyrauvjy y OfHOCY Ha OHaj Koju cy pobunu 'agumu
u cap. Pa3nuka je BepoBaTHO Moc/eulia 3HaTHO Mamer dpoja rieoMophHUX Tymopa y
Hamioj cryguju (9 mpema 155). MeljyTum, Ha oBaj HauWH He MOXKe /a ce 0bjacHu
pa3nuka usmelly [leu TocoBe ¥ OBe cTyauje y TorieAy ekcripecuje uykadHa D1y
MUKCOWIHOM TMOATHUIY JurocapkoMa. Haille ucTpakvBame je IoKas3ajo 3HaTaH Opoj
MIJITIC koju ekcnpumupajy tukauH D1 (62,5 %), [OK je y IIpPeTXOfHO IOMEHYTO]
ctyavju noBehaH HuBO 1uK/aMHa D1 ycraHoB/beH camo y 9,5 % ciyuajeBa. Benvka
MeljycTyvjcka Bapupama IMOMyT OBOr Cy YecTa Yy WCTPaKWBawy JMIIOCapKoMa.
YraBHOM uX je Tewlko objacHUTH. Moryhe je fna anrepainuje y eKCOpecuju ApPyrux
YJIaHOBA I1yTa, Kao LUTO Cy LIUKJIMH 3aBUCHe K1Ha3e 4 U 6, Majy C/InuHe Moc/iefuLie Kao
v noBehan HuBo 1wkiuHa D1. [lew Toc u cap. Ccy yTBpAWIM abepaTHy eKIICPecHjy
LMK/IMH 3aBUCHUX KWHa3a 4 u 6 y 86% cnayuajesa MJITIC/ORJITIC (Dei Tos u cap.,
1997).

N3memweHa ekcripecuja ukanHa D1 getekroBaHa je y 2 of 5 y3opaka JJIIIC.
WranuvjaHo v cap. cy ucnurvBamy ekcripecujy uukanHa D1 Ha HuBoy nPHK u niporenna
1 KoHcTatoBasiv cy rnoBehaHy ekcripecujy y 14 om 20 u 15 og 19 AIJITIC, pegom
(Italiano u cap., 2009). Ilojauu ykasyjy Ha Moryhy ynory pukavHa D1 y paHum
cragujymuma tymopurenese [J/IJITIC.
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OppehuBame ekcripecuje Ki-67 je Beoma Ba)KHO Y TIpoLieHU TIpoUdepaTUBHOT
Kararetra Tymopa (Dziegiel u cap., 2005). ¥ mpuHLUMy Moka3aHO je Jja eKcripecuja
oBor (hakropa Kopejuile ca TIpajycoOM KoOJ, CapkoMa MeKMX TKUBa U KOCTHjY,
ykpyuyjyhu u nunocapkome (Dziegiel u cap., 2005; Heslin u cap., 1998; Lonardo u
cap., 1997; Schneider-Stock u cap., 1999), ka0 u Ja je SUOJOIIKM MapKep Jioiiie
riporHo3e (Heslin u cap., 1998). Cutyauyja je Apyrauvja Kajja je y ndTamwy Kopesalyja
u3mel)y ekcripecuje nporerHa p53 u Ki-67. KaBaryuu caomiuTaBa MO3UTUBHY
Kopenalujy usMmel)y ekcrpecuja oBa ZiBa MpoTenHa y ocTeocapkomuMa (Kawaguchi u
cap., 2002), gok JloHapZio U cap. HUCY YTBpPAWIM Be3y u3Mel)y oBa JiBa TapaMmeTpa
(Lonardo u cap., 1997). TyHa u cap. y CTyAudju, Koja je YK/byuwaia JIATIOMe U
JIMTIOCAapKOMe, HUCY TIPOHAIIM /[a MMYHOPEKTHMBHOCT Ha TMpPOTeMH p53 Kopenuile ca
rponudepaTUBHUM CTaTycoM Tymopckux henuja (Tuna u cap., 2004). Haiuu pe3ynTatu
Cy TOTBPAWIM TMO3WUTUBHY Kopenauujy usmelly Ki-67 u rpagyca Tymopa y OKBUDY
JurnocapkoMa Kao rpyre. IlokasaHo je u fja ekcrnipecuje npoterHa pS3 v pl6 kopenuiily
ca ekcrpecujoM rporerHa Ki-67. 3aHMM/bMBO je OCBPHYTHU Ce Ha MOC/e[e [IOMEeHYTY
kopenauyjy. Kao mro je Beh momeHyTo, Moryhe je fa je moBuilleHa eKcIipecuja
npoTerHa pl6 y rmieoMopdHMM /MIIOCapKOMUMa TOCAeulia Tporpecdje Tymopa.
Kopenaimja usmelly HuBoa mporenHa pl6 u Ki-67 wumnuia du y mpwior oBOj
rpeTrocraBuy. Pe3ynTaTty oBe CTyAuje Cyrepuily ja je ekcripecuja rnporerHa Ki-67

Jobap rokasare/b MaJIMTHOT ITOTeHL|jana y OKBUPY JIMIIOCapKoMa Kao rpyrie.

MeTunaljuoHu CTatyc rpomoTtopa reHa pl14 u pl6 y oBoj ctyauju ofpeleH je
mMeTtogoM MCII. MeToja je eKOHOMHYHaA, jlaka 3a M3Boljeme y jlabopaTopuju U BeoMa
ocetsbuBa (Herman u cap., 1996). Mehytum, MCII feTekTyje camMo MOTIYHO
MeTH/IOBaHe WM HeMeTusoBaHe anesie. [Tope Tora, MeToza je KBaJlUTAaTHMBHA, Tako Ja
He ToCToju JeduHMCaHa TpaHMLa Koja bu ofpeljBana Kajja ce MCIMTHBAHU y30paK
K1acu(uKyje Kao MeTH/IOBAaH, a KaZla Kao HemeTwsoBaH. Wmnak, rnaBHU mipobsieM y
eKcruioaTaluyju je MoryhHocT aa ce nodujy nakHo no3utvBHU pe3ynTtatu (Hernandez u
cap., 2013). Onu Mmory buTu mnoc/ieAulia HemoTHyHe ObucyaduTHe MoAudUKalvje
reHomcke [JIHK, kao u HeMoryhHoCTHM TipajMepa Ja pa3jiudKyje MeTWIOBAaHU Off

HeMeTH1oBaHor asena (Brandes u cap., 2007; Kristensen u cap., 2012). [TocToju Buie
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nybnvkalvja y Kojuma Cy TMpoBepaBaHU pe3ynTaTu AodujeHn kopuithewem MCII
MeTozle. Iloka3aHO je fa Cy pe3ylTaTd, H3BeCHOT 6poja HCTpakMBama, JaXHO
no3uTuBHU. Jlo M cap. HAaKOH OIMCEeXHe TMpoBepe pe3yiTara MpeTXOAHUX CTyauja
ynotpeboMm MeTozie TBP-OM (Torsbere BUCOKe pe3osylije 0CeT/bUBO Ha MeTU/IaLHjy),
3aK/byuyjy [a je yudecTajoCT MeTuiauuje ripomoropa reHa: ATM, MLHI1, BRCAI u
XPC mipeliemseHa y cayuyajy MaaurHux Tymopa miiyha (Do u cap., 2014). 3ak/byyak
MPOIIMPYjy KOHCTATaljoOM [ia je y MeTWUIaLMOHWM CTyAujaMa HeOITXOAHO KOPUCTUTU
roysziaHuje Metofie Hero 1To je MCII. Y nipetrxozaHoj cTyauju bpanzc u cap. Takohje cy
TMOKa3asu Jia je yuyecTasoCcT MeTuaanyje Tymop cynpecopa ATM npeliewmeH y TyMOpuMa
riyha, ycnen yrnorpebe Hea/jleKBaTHUX TpajMepa 3a YMHO)KaBak-e MeTHJIOBAHOT asiesia
(Brandes u cap., 2007). KpucTteHceH U HeroB TUM MpeAJiaxy yrnoTpedby MeTofe, Koja
kombuHyje kBaHTUTaTUBHU MCII 11 MeTogy TBP-OM (Kristensen u cap., 2012). OBaksa
MeTo/la je y MOTyhHOCTU [la OTKpHje JIa)KHO TI03UTHBHe pe3ynrare. CBe 0BO MOXe [ia
JloBeJle y TIMTame M0y3/1aHOCT came MeTO/le, f1a TaKo M pe3y/iTaTe Halllel UCTpakKUBamba.
AHanu3oM CTyauja y Kojuma cy J0bdUjeHU JIaKHO TO3UTHUBHU pe3yaTaTh YTBPAWIN CMO
Jla je y BeJMKOM Opojy ciyuajeBa y TWTamy JOII Au3ajH mpajMepa. KopuiitheHu
rpajMepu Cy Au3ajHUpaHy be3 Mpu/prKaBama JBa OCHOBHA MpaBU/a, a TO CY: a.) Y LU/bY
nsberaBama yMHO)KaBama reHomcke JJHK, mpajmepu 6u Tpebano ga Ha 3' KpajeBrMa
caZip)ke HEKOJIMKO LIMTO3WHA, KOjU HUCY y ckiomy aAuHykiaeotuga CG, 6.) gma bdbu
rpajMepyd MOIVIM Jia TpaBe pas3/luKy u3Melly MeTW/OBaHe M HeMeTW/IOBaHe CEKBeHL[e
IOHK, 3' kpaj mopa zma caapxu dap jesan CG (Brandes u cap., 2007; Kristensen u cap.,
2012).

C 0b31poM Ha Be/MKM 3Hauaj Y LIMPOKY MPUMeHY MeToze, a y Wby NoBehamwa
KBa/IMTeTa [M3ajHUpaHUX IpajMepa, NpeaoKUIN CMO jeJHOCTaBaH in silico mpoTOKoJI.
OH nozpa3ymeBa ciiefieha ueTUpyU Kopaka: a.) MpoHa/laXKewe CeKBeHL|e IPOMOTopa reHa
ofi uHTepeca, b.) meduHucame fAena TIPOMOTOpa KOju he C/Iy)KUTH Kao Marpulia 3a
[M3ajH mipajMepa, B.) ofabup oparoeapajyher mporpama 3a Au3ajH TipajMepa W T.)

cesieKl{ja rapa rpajMepa Ha oCHoBY in silico ananuse (Davidovic¢ u cap., 2014).

[Tpobnemy fobujama vHboOpMalvje 0 ceKBeHLM MpoMoTopa rnocseheHo je Maso

naxme y suteparypu. Cpehom, uMrieMeHTalldja HarpeJHUX TeXHOJOTHja, y 0baacTu
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MoJjieKy/lapHe TeHeTHKe, OMOTyhu/a je KapakTepu3alyjy MPOMOTOPCKMX pervoHa reHa
Ha HUBOy reHoma (Dreos u cap., 2013; Tsuchihara u cap., 2009). OBo je omoryhuio
HacTaHak bas3a Mofiaraka, Koje cajp)ke WHbOpMalMje O TIO3ULIMjU MecCTa TloueTaka
TPaHCKpUIILIMje U ceKBeHLM mpomoTopa LusbHOr reHa. JJBTCC (enrn. Database of
Transcriptional Start Sites) u EII[l (enrn. Eucaryotic Promoter Database) cy yripaBo
IBe TakBe ba3e, Koje MMajy [0bpo TOKpHBame M TMoy3AaHocT. basama ce Moxe

MpPUCTYNUTHU TipeKo ciiefehrx Be3a: http://dbtss.hgc.jp/ u http://epd.vital-it.ch/.

HeduHucame [jena mpoMoTopa y KojeM he rpajMepu XubpuAn30BaTH je K/byuaH
3a ycrmex MeTWlaliMoHe cTyauje. Hamn mpeasior je na ce mpe offyke, AeUHHUINY T3B.
CTpaTelllke U PeCTPUKTHBHe Tauke. IIpBe yka3yjy Ha mMecTa, y OKBHMPY MPOMOTOpa, e
bu xubpuauzaiyja mpajMepa 6dusia cBpcucxofHa. MecTo TIOUeTKa TpPaHCKPHIILMje
(MIIT) kao ¥ MecTa Be3vBama peryJaTOPHUX TPOTeMHa TpeJCTaB/bajy CTpaTellKe
Tauke, Koje ymMHorome ofpeljyjy mo3suiuje npajMepa. YecT je ciyuaj Ja ce ripajMepu
cmetTajy y dmusuny MIIT. Passor je mpeTriocTaBKa Jja MeTwialgja y okomuau MITT
v¥Ma Be/IMKW YTHLaj Ha TpaHCKpuMujy. Takolje, Au3ajHupame mpajMepa Ha HauuH ja
MOKPUjy MecCTa Be3UBakba peryiaTOPHUX TNpPOTerHa, OUTHUX Yy peryialyjd TeHCKe
aKTUBHOCTH, je gApyra moryha crpareruja (Zhu u cap., 2004). CyrpoTHO OBOMe,
PeCcTpUKLIMOHe Tauke 7ajy MHpopMalijy 0 MecTuma y IIpoMOTOpY, KOja HUCY MOrofHa
Kao marpulia 3a Au3ajH IpajMepa. /[lesioBU CekBeHIe IPOMOTOpPa KOjU KWMajy BUCOKY
XOMOJIOTHjy ca ofroBapajyhuMm TiceyjoreHOM, Kao U CerMeHTH Koja cafipxe
nonuMmopdusme, Mopajy Oduth UJeHTU(UKOBaHM W HCK/bYUeHUM U3 Tpolieca
OZI/TyuMBama. Y CYINpPOTHOM De3y/JTaTh MOTY SUTH JIa)KHO TMO3UTUBHH, Kao IITO je 610
ciy4daj ca ofgpehuBamem MertunauuoHor craryca reHa PTEN wnu reHa BRCA1 (Do u
cap., 2014; Zysman u cap., 2002). OBakBu Ciay4yajeBU MOTY OMTHU eJMMUHHCAHU
rpoBepoM cretduuHOCTU TipajMepa Tiomohy rmporpama buCepu (eHrn. BiSearch),

oniuja ePCR, Koju je JOCTyMaH Ha UHTepHeT aZipecu http://bisearch.enzim.hu/.

[TocToju pgocta mporpama, KOju Cy pa3BUjeHHM Ca LUWbeM [Ja Au3ajHUpajy
npajMepe 3a MCII. [lporpamu kao wmro cy Metnpajmep (eHm1. Methprimer) u
Metunmnpajmep ekcrnpec (eHri. Methylprimer express) TIpy»Kajy cacBUM COMUHY

OCHOBY 3a yCIIelllaH /IU3ajH rpajmepa.
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Ha ocHoBy in silico aHanu3e, Koja je yK/byuusia TeT MPOMOTOPCKUX pervoHa
ofabpaHMX reHa, 3aK/byueHO je fa ce TipajMepy 3aZloBo/baBajyher KBanuTeTa MOTY
JobUTU ako ce MapameTpu 3aZajy Ha cienehu HauuH: a) 6poj CpG ox 2 mo 4 mo
nipajmepy, 6.) 6poj yuTo3nHa BaH CpG yeTHpu U BUlle, C TUM Ja je TOXKe/bHO Jia Cy Y
bmu3uHu 3' Kpaja U 11.) TeMriepatypa Torbewa usMely 60°C u 70°C (Davidovi¢ u cap.,

2014).

[obujenn mnpajMepu ce Ja/be UCOUTYjy Ha crHocobHOCT ¢dopMupama
CeKyH/IapHUX CTPYKTypa (AuMepu TipajMepa, CTBapawme yKocHuIa). CrenuduyHoCT
Be3UBala, Y OKBUPY OUCY/NI(DUTHO MOAUPUKOBAHOT reHOMa, MpoBepaBa ce y3 ToMoh

BuCepua.

[TpensioxkeHu MpoToKoa Tpebano du ma omoryhu Kako Au3ajHUpame TpajMepa
3a/j0BO/baBajyhe crieliupUHOCTH, TaKO U MPOBepy IpajMepa W3 yuteparype. In silico
aHasiM3a IokKasasja je Zia apoBM IpajMepa AW3ajHUpaHu Jja CrieLU(pUUHO aMILTUPUKYjy
MeTuoBaHe anesie pl4 u pl6 (Burri u cap., 2001), HUCy ycrienu fa 3a/l0BOJbe TOpe
HaBeZleHe KpuTepujyme. Kao mpBo, Temneparype xubpujusaiyje cy AOCTa HUCKE, LITO
nocrientyje Hecriequ@uuHa Be3uBawa mpajMepa (Rand u cap., 2002). Hwucke
TeMmrieparype Xxubpujusaljije mapoBa IipajMepa, KOoju Cy KopulllheHW Yy CTyAuju
bypujeBe u cap. je mocieauiia muxoBe AykuHe (18 u 20 ba3Hux mapoma). [larbe,
ripajMepu crieliudryHM 3a p16 UMajy yKyrHo Tpu guHykaeotuga CG, ¢ TUM Jja Cy /iBa
KOja ce Hajiase y OKBUPY aHTHCEHC IipajMepa IocTaB/beHH divke 5' Kpajy. Cutyanuja je
C/IMYHa ca rpajMepumMa 3a pl4, rae cBaku 0f rpajMepa UmMa CcaMmo I10 jeJjaH JUHYKIeOTUs
CG. AKo ¥ CTaBUMO TI0 CTPAHH IMHTamke CIIOCOSHOCTH OBAKBUX IpajMepa Ja pasiukKyjy
MEeTU/IOBaHU OJf HEeMeTW/IOBaHOI aseja, OCTaje MUTawke Ja U Cy J[Ba WIA TpU

munykneotua CG oBosbHa /1a ce /1a Moy3/aHa OljeHa MeTH/IALMHOT CTaTyca reHa.

IIpajMepu Koje CMO KOPUCTWIU Yy OBOj CTYAUjY, 3@ MPOLIEHY MeTH/IaljuOHOr
cTaryca reHa pl14 u p16 (Herman u cap., 1996), umajy moBo/baH dpoj AUHYK/IeOTH A
CG, xoju cy pobpo mnosuioHupand. CBakd of mpajMepa Ioceayje bap [Ba
muHykneoryga CG Ha 3' kKpajy. Cutyauuja je YHEKO/JIMKO Jpyrauvja y IIOmieny

TO3UIIMOHUpakha KOHBEPTOBAaHUX IUTO3WHA YHYTap CeKBeHIle Tipajmepa. Hamme, ceHc
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rpajMepu 3a pl4 v p16 umajy Tpu OJHOCHO YeTUPU KOHBEPTOBaHa LIM3031Ha, ai CaMo
no jegaH Ha 3' Kpajy. Mehjytum, fobap pacriopes; LIMTO3MHA Y aHTHCEHC IpajMepuMa

HaZlokHal)yje oBaj HeJoCTaTaK.
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6. 3ak/byunu

Pe3ynTaTi Hallle CTyAMje Cy roKa3aau ciiesiehe:

1. Ilpomene y curHanHuM nyTteBuma p53-pl4 u pl6-Rb mory umaru 3Hauaja y
raToreHe3y CBa TpPU IIOATUIIA JIMIIOCAapKoMma. Pasiuke ce omiefajy y KsaauTeTry U

KBaHTUTETY IIPOMEHa.

2. Metunaiuja mpomortopa reHa pl4 decT je gorahjaj y MHUKCOMAHOM U

ruieomopdHoM nogTHIry. OBa IpOMeHa Ce jaB/ba PAHO TOKOM pa3Boja TyMopa.

3. Myrauuje reHa p53 HUCYy [eTeKTOoBaHe Y g0bpoandepeHTOBaHUM
JIMTIOCApPKOMKMa, JIOK Cy Y OCTasia /jBa Mo/TUIla pesiaTUBHO pefiak forafjaj. Anrepauuje

reHa p53 Hucy orpanudese camo Ha O'R kommnonenty y MJIIIC/O'RJITIC.

4. MeTunaiyja mpoMoTOopa reHa p16 MoTeHIMjaHO je 3HauajHa 3a KacHUje ¢aze
eBOJIyLIMje IJIeOMOP(HUX TyMmMOpa, [JOK y OCTajga JBa IOATWIA HHje Of 3Hauaja 3a

TYMOpUTeHe3Yy.

5. IlpomeHe Ha HMBOY ekcrpecuje mporerMHa pl6 u yukiauHa D1 paHu cy

Jorafjaju TokoM pa3Boja CBa TPU MOATHUIIA JIUTIOCapKOMa.

6. Excnpecuja nponudeparuBHor ¢dakropa Ki-67 Kopenuiie ca rpaaycom

WCTIUTHBAHUX TyMOpa U /10bap je roka3aresb BUXOBOT Ma/IMTHOT TIOTeHLMjaa.

7. Hujeman MCOUTHMBAHM MapamMeTap HUje I[I0Ka3ao Kopesjaluujy ca II0JI0M,

CTapOCHOM /1061 ¥ BeJTMUMHOM TyMOpa.

8. Ipennoxenu in silico TIPOTOKO/ MoO)Ke Ja TIOMOTHe Jla ce TIperno3Hajy

npajMepH HHUCKOI' KBA/IUTETa U I/I3881"Hy JIA’KHO TMO3UTUBHU PE3YyJ/ITATU Y METI/IJ'IaL[I/IOHOj

CTYOUjH.
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CrpyuHa buorpadmuja

PagocnaB C. /[laBugoBuh pohen je 07.10.1977. romgune y Hosom Capy.
buonomku ¢dakynrer YHuBep3uteta y beorpazy, cMmep MosekysnapHa duosordja u
¢usnonoruja, ynucao je 1996. roauHe. [IUIJIOMHUCKUA pafi, MOJ HACIOBOM “YTHULIaj
caxapo3e M JleKcaMeTa30Ha Ha MacCTOLMTe WHTepCKary/IapHOT MPKOT MaCHOT TKHBa

narjoBa”, ogbpanuo je 2003. roauHe.

Op 2008. romuHe 3armocsieH je y Jlabopatopuju 3a paguoduosiorujy u
MOJIEKyJlapHy TreHeTUKy, WHCTMTyTa 3a HykK/leapHe Hayke “Bunua”. IlIkoncke
2008/2009. romuHe ymucao je [JOKTOpPCKe CTyadje Ha buosomkom QakynTery,
YuuBepsutera y beorpasy Ha cTyaujckoM cMepy MosieKylapHa buosorvja eykapuoTa.
[okropcka Auceprauuja Moj HacwIOBOM “AHanM3a MyTaLMOHOr CTaTryca reHa p53 u
MEeTWIALIMOHOT CTaTyca MpoMoTopa reHa pl4 v pl6 y sMnocapkoMyima” npujaB/beHa je
Ha buosnomkom @Qakyntery, YHuBep3uteta y beorpasy u opobpena je 27.02.2014.
roauHe. 1o maHac cy objaB/beHa /iBa pafia U3 JOKTOPCKe JAvcepTaildje y MeljyHapoaHUM

YaCOITMCHUMA.

TpeHYTHO je aHra)koBaH Ha MpOjeKTy “MosieKy/iapHe AeTepMUHaHTe 3a [v3ajH
TYMOp Mapkepa”, Koju ce Boau 1oj, eB. dpojem 173049, MuHucTapcTBa 3a NPOCBETY U

Hayky, Penybnvke Cpbuje.



Mpwunor 1.

N3jaBa 0 ayTOpCTBY

MotnncaHu-a Pagocnas flasuaosuh

bpoj ynuca

NsjaBrbyjem
[a je fJOKTOpCKa avcepTtayuja nog Hac10BOM

AHanusa MyTalMOHOr cTatyca reHa p53 n MeTuaalMoHor ctatyca npomoropa reHa p14
1 pl6 y nMnocapkommma

e pesynTaT COMCTBEHOT MCTPaXMBaYKOr paja,

e Ja npeasiokeHa avcepTauvja y UenvHu HU 'y AefnoBuma Huje duna npegnioxeHa
3a pobdujarbe duno koje agunnome npema CTyAMCKMM nporpamvma Aapyrux
BUCOKOLLIKO/ICKMX YCTAHOBA,

* [1a cy pe3ynTaTu KOPEeKTHO HaBeleHU 1

e Ja Hucam KpluMo/na ayTopcka npaBa M KOPUCTMO WHTENEKTyaslHy CBOjUHY
APYTX Nua.

MoTnuc gokTopaHaa

Y Beorpaay, 19. 06. 2014.

D?Wé‘s&gm(é'f %Zro Q\‘L—/




Mpunor 2.

M3jaBa 0 ICTOBETHOCTU LUTaAMMaHe U e/IeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Vime n npe3nme aytopa Pagocnas laBuaosuh

bpoj ynuca

CTyawmjckv nporpam MonekynapHa duonoruja eykapuora

Hacnos paga AHanim3a MyTaLMOHOr cTatyca reHa p53 v metnnalmoHor craryca
npomMotopa reHa pl14 v pl6 y nunocapkommma

MeHTOp Ap BecHa MaHaywvh, Hay4yHu capagHuk VIHCTUTYTa 3a Hyk/ieapHe Hayke

BuHya"

ap lopaH Bpajyuikosuh, BaHpenHu npodecop buonouikor dakynreTa,

YHuBep3uteta v beorpaay

Motnncann Pagocnae flaBngosuh

nsjaBsbyjeM fga je WTamnaHa Bep3vja MOl AOKTOPCKOr paja MUCTOBETHA e/IeKTPOHCKO]
BEp3njM KOjy cam npedao/na 3a 0bjaB/bMBatbe Ha noptany  AurutanHor
penosuTtopujyma YHuBepsuteta y beorpagy.

[o3Bo/baBaM fa ce objaBe Mojy IMYHM MoJauV BesaHu 3a fodujarbe akagemckor
3Batba [OKTOpA Hayka, Kao LITO cy UMe U Npe3ume, roavHa u MecTo pohera 1 gatym

oabpaHe paja.

OBM /IMYHM MoJaLUM MOTy Ce 00jaBUTM Ha MPEeXHUM CcTpaHuuama AurnTasiHe
bubnmoteke, y enekTpoHcKoM Katanory vy nybnukauujama YHmsepsuteTa y beorpagy.

MoTnuc gokTopaHga

Y Beorpagy, 19. 06. 2014. Q'ZJLAS&KA(&’ ?a %o OWK/




Mpwunor 3.

N3jaBa 0 kopunwhewy

Osnawhyjem YHuBep3utetcky dubnuoteky ,CBeTo3ap MapkoBuh* ga y [AurutanHu
penosnTopujyMm YHuBep3uTeTa y beorpagy yHece Mojy [OKTOPCKY Auceprauujy nopg
Hac/10BOM:

AHanusa MyTalMWOHOI cTaTtyca reHa p53 n MeTnaaluoHor ctatyca npomoTopa reHa p14
1 pl6 y nMnocapkommma

Koja je Moje ayTopcKo Aeno.

[uncepTauunjy ca csum npuaosvma npegao/na cam y efiekTpoHCKOM dpopmaTty norogHom
3a TpajHO apxuBMpame.

Mojy AOKTOPCKY AucepTauunjy noxpamweHy y AurntanHu penosutopujym YHusepsuTeTa y
Beorpagy mory ga Kopucte CBM KOju NowTyjy oapeade cagpxaHe y ogabpaHom Tumny
nnueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogJslyumo/na.

1. AytopcTeo

2. AyTOPCTBO - HEKOMEPLWjasTHO

3. AyTopCTBO — HekoMmepuujanHo — be3 npepaae

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMja/IHO — AENNUTU NOA, UCTUM YCNOB/MA
5. AyTopcTBO — be3 npepage

6. AyTOpCTBO — AenuTy Nog UCTUM YC/10BUMa

(Monnmo pJa 3aoKpyxuTe camo jefHy Oopf, LecT MOoHyheHWX nuueHun, Kpatak onmc
NMUEeHUN aaT je Ha nonehuHu nucta).

MoTnuc gokropaHaa

O’Zm/é"(‘j&éfﬁ %?fo Q\,K/

Y beorpagy, 19. 06. 2014.




1. AytopcTBO - [lo3BO/baBaTe yMHOXaBahe, AMCTPUOYLMjy M jaBHO caoniiTaBahe
aena, n npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH of cTpaHe ayTtopa
WM gaeaoua NMUEHLE, Yak 1y koMepuujanHe cepxe. OBO je HajcnodoaHuja of, cBMX
NVLEHLMN.

2. AyTOpCTBO — HekoMepLuujanHo. [lo3BosbaBate yMHOXaBahe, AUCTPUOYLMjy 1 jaBHO
caonwitaBare fena, 1 npepaje, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of
cTpaHe ayTopa unv gaBaoua suvueHue. OBa NMUEHLA He [03BO/baBa KOMepLjasHy
ynotpedy aena.

3. AyTOpCTBO - HekomepumjanHo — 6e3 npepage. [lo3BosbaBaTe YMHOXaBaH-€,
ANCTpudyunjy 1 jaBHO caonwiTaBarwe fJena, de3 npomMeHa, npeodnvkoBakwa Wamn
ynotpebde aenay CBOM feny, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe
ayTopa Wi fasaoua nvueHue. OBa nuueHLa He 403B0O/baBa KOMepUujasiHy ynotTpedy
Jena. Y ofHOCy Ha CBe OCTaJle JiMueHLe, OBOM JIMLEHLOM ce orpaHuyasa Hajsehu
0bvM npasa kopulhera aena.

4. AyTOpPCTBO - HEKOMEpUMjasTHO — AeNUTU nog UCTUM ycriosBuma. [lo3sBosbasare
yMHOXaBarbe, AUCTPUdYLMjy 1 jaBHO caoniwiTaBawe Aena, U npepaje, ako ce HaBeje
MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa Wav fasaoua JSIMUEHLEe M ako ce
npepaga AucTpudyvmpa nod WCTOM WU CAMYHOM AuueHuom. OBa /iMueHua He
[103B0/baBa KomepuujanHy ynotpedy aena v npepaga.

5. AytopcTBo — be3 npepage. [03BosbaBaTte yMHOXaBawe, AUCTPUOYLIN)Y U jaBHO
caonwiTaBawe fena, bes npomeHa, npeodsvkoBawa U ynotpede genay cBom aeny,
ako ce HaBefe WMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH of cTpaHe aytopa wiu fasaoua
nuueHue. OBa N1ueHLa 103Bo/baBa KoMepLmjasiHy ynotpebdy aena.

6. AyTOpCTBO - Jdenutu noj  WUCTUM  ycnosBuma. [lo3BosbaBarte yMHOXaBarbe,
ANCTpUdYUWMjy ¥ jaBHO caonwiTaBake Aena, v npepaje, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha
HauMH oppeheH of CcTpaHe ayTtopa WAM faBaoula J/MUeHUe M ako ce npepaja
AMCTpudyupa nog UCTOM MAWM  CAIMYHOM  MueHuom. OBa MivueHUa [03BO/baBa
komepuujanHy ynoTpedy pgena u npepaga. CnuyHa je CcOgITBEPCKMM NuLeHLama,
O[HOCHO NnLieHLaMa OTBOPEHOr KoAa.



