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Анализа мутационог статуса гена р53 и метилационог статуса

промотора гена р14 и р16 у липосаркомима

Резиме

Липосаркоми, тумори мезенхималног порекла, представљају најучесталији

хистолошки  тип саркома  меких  ткива.  Групу  карактерише  велика  разноликост

како у погледу патохистолошке организације тумора тако и биологије понашања.

Уобичајена  подела  липосаркома  обухвата  следећа три  подтипа:  а.)  добро

диферентовани  /  дедиферентовани,  б.)  миксоидни  /  округлоћелијски  и  в.)

плеоморфни.  С  обзиром  на  значајне  клиничко-патолошке  разлике  између  три

подтипа липосаркома, вероватно је да су различити механизми укључени у њихов

настанак  и  развој.  На  основу  студија  које  су  се  фокусирале  на  истраживање

генетике саркома меких ткива и костију, може се закључити да сигнални путеви

p53-p14 и Rb-p16 играју одређену улогу у свим типовима саркома. Разјашњавање

улоге ових сигналних путева у патогенези липосаркома, може да буде допринос

како дијагностици и прогностици липосаркома, тако и дефинисању потенцијалних

терапеутских циљева. Студија је обухватила испитивање мутационог статуса гена

р53 и метилационог статуса гена р14 и р16, на 33 узорка липосаркома, сва три

подтипа. У циљу свеобухватније анализе испитивана је и експресија протеина р16,

циклина  D1  и  фактора  пролиферације  Ki-67,  применом  имунохистохемијског

бојења. Резултати експеримента су показали да промене у сигналним путевима

р53-р14 и р16-Rb могу имати значаја у патогенези сва три подтипа липосаркома.

Разлике се огледају у квалитету и квантитету промена.
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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  p16,  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.
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1. Увод               

1.1. Подела и опште карактеристике липосаркома

Липосаркоми, тумори мезенхималног порекла, представљају најучесталији

хистолошки  тип саркома  меких  ткива  (Kim  и  сар.,  2009).  Групу  карактерише

велика разноликост како у погледу патохистолошке организације тумора тако и

биологије  понашања.  Уобичајена  подела  липосаркома  обухвата  следећа три

подтипа:  а.)  добро  диферентовани  /  дедиферентовани,  б.)  миксоидни  /

округлоћелијски  и  в.)  плеоморфни  (Conyers  и  сар.,  2011).  Развој  метода

молекуларне цитогенетике значајно је допринео класификацији и диференцијалној

дијагностици  липосаркома  (Nishio,  2011).  Ову  тврдњу  илуструје  чињеница  да

миксоидни и округлоћелијски липосаркоми не представљају два засебна подтипа,

како се раније мислило, већ се налазе на два краја истог морфолошког спектра.

Такође,  цитогенетичке  методе  омогућавају  разликовање  добро  диферентованих

липосаркома и липома (Sirvent и сар., 2007; Weaver и сар., 2008). Ове разлике је

понекад  тешко  уочити  применом  имунохистохемијског  бојења.  Јасно  је  да

молекуларна  генетика  и  њене  методе,  осим  што  доприносе  разумевању

туморигенезе  на  фундаменталном  нивоу,  могу  да  имају  велики  значај  и  у

клиничкој пракси. 

1.1.1. Добро диферентовани и дедиферентовани липосаркоми

Добро  диферентовани  липосаркоми  (ДДЛПС)  чине  40-45%  укупно

дијагностикованих липосаркома (Hameed, 2007). Најчешћа места локализације су

екстремитети и ретроперитонеум (Conyers и сар., 2011; Hoffman и сар., 2011). На

плану  хистолошке  организације  одликују  се  присуством  диферентованих

адипоцита, различитих величина, као и једарном атипијом ћелија строме. То су

тумори ниског градуса који, према појединим ауторима, не поседују метастатски

потенцијал (Dei Tos, 2000), мада је у литератури описан случај ДДЛПС који је дао

метастазу  на  плућима  (Forus  и  сар.,  2001).  Међутим,  ови  тумори  су  локално

агресивни и рецидивирају у око 10% случајева (Conyers и сар., 2011).
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Са  становишта  цитогенетике главно  обележје  ДДЛПС  је  присуство

прекобројног  ринг  и/или  џиновског  маркер  хромозома.  Показано  је  да  ови

хромозоми садрже умножену секвенцу 12q13-15 (Dal  Cin и сар.,  1993).  Унутар

овог  сегмента  налази  се  низ  онкогена,  есенцијалних  у  патогенези  различитих

група тумора, као што су:  MDM2,  CDK4,  HMGI-C,  SAS,  GLI,  CHOP,  OS1 и  OS9.

Прекомерна експресија гена MDM2 и CDK4, карактеристична како за ДДЛПС тако

и  за  дедиферентоване  липосаркоме  (ДЛПС),  може  да  послужи  у  сврхе

диференцијалне дијагностике (Pilotti и сар., 2000; Shimada и сар., 2006; Thway и

сар., 2012). 

Феномен  дедиференцијације  је  одговоран  за  појаву  нелипогене

(дедиферентоване) компоненте у оквиру добро диферентованог тумора. Граница

између ове две компоненте у највећем броју случајева је оштра, мада ретко може

бити и поступна.  Тумори са  дедиферентованом компонентом,  дедиферентовани

липосаркоми,  имају висок градус и метастазирају у 15-20% случајева (Dei  Tos,

2000).  Иако  појава  дедиферентованих  тумора  може  бити  повезана  са

рецидивирањем  добро  диферентованог  тумора,  најчешће  се  појављују  de  novo

(Coindre и сар., 2009).  Нелипогена компонента показује на хистолошком нивоу, у

највећем броју случајева, сличност са недиферентованим плеоморфним саркомом

или  миксофибросаркомом.  У 5-10%  тумора  нелипогена  компонента  показује

миоидну, остеоидну или хондроидну диференцијацију (Dei Tos, 2000). 

ДЛПС, као и ДДЛПС, одликује присуство ринг и/или џиновских маркер

хромозома  који  садрже  амплификовани  сегмент  12q13-15.  Поред  тога,

установљено  је  да  дедиферентовани  липосаркоми  садрже  и  амплификоване

сегменте 1p32 и 6q23, који нису присутни у ДДЛПС (Nishio, 2011). Претпоставља

се да гени c-Jun и ASK1, који се налазе редом на 1p32 и 6q23, учествују у процесу

дедиференцијације (Coindre и сар., 2009). 

1.1.2. Миксоидни и округлоћелијски липосаркоми

Миксоидни  липосаркоми  (МЛПС)  су  други  по  учесталости  подтип  и

представљају око једне трећине укупно дијагностикованих липосаркома (Dei Tos,
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2000;  Orvieto  и  сар.,  2001).  Најчешће  се  јављају  у  екстремитетима,  док  су  у

субкутаним  ткивима  веома  ретко  позиционирани.  Инциденца  обољевања  је

највећа између треће и пете деценије живота. Тумори се јављају са подједнаком

учесталошћу  код  оба  пола.  Хистолошки  посматрано,  миксоидни  липосаркоми

садрже  примитивне  мезенхималне  ћелије,  округлог  до  овалног  облика  и

липобласте  чији  број  може  да  варира.  Присуство  карактеристичне  васкуларне

мреже је битна морфолошка одлика ових тумора (Orvieto и сар., 2001). Миксоидни

липосаркоми су тумори ниског градуса са релативно добром прогнозом (Dei Tos,

2000;  Hoffman  и  сар.,  2013;  ten  Heuvel  и  сар.,  2007).  Међутим,  појава

хиперцелуларне/округлоћелијске  компоненте  (ОЋ)  унутар  миксоидног  тумора

води ка испољавању агресивнијег биолошког понашања (Dei Tos, 2000). С обзиром

на  клиничко-патолошки  значај  развоја  округлоћелијске  компоненте  унутар

миксоидног  тумора,  значајно  је  одговорити  на  питање  колики  део  тумора  би

требало да заузима ОЋ компонента, а да то значајно утиче на његово понашање.

Преовлађује  мишљење  да  је  5%  запремине  тумора  граница  значајности.

Миксоидни липосаркоми са > 5% ОЋ дела класификују се као МЛПС високог

градуса, док се тумори који садрже више од 80 % ОЋ компоненте третирају као

чисти округлоћелијски липосаркоми (врло ретки) (Oda и сар., 2005; Fiore и сар.,

2007; Hoffman и сар., 2011). 

Занимљива  особина  ових  тумора  јесте њихов  образац  метастазирања.

Наиме, ови тумори пре метастазирају на костима и другим меким ткивима него у

плућима. Разлог овоме није јасан, али изгледа да величина тумора и градус утичу

на локализацију метастаза (Asano и сар., 2012). 

Карактеристично  обележје  ове  подгрупе  на  цитогенетичком  нивоу  јесте

присуство транслокације  t(12;16)(q13;p11) која даје фузију гена FUS-CHOP (око

95%  случајева).  У  ретким  случајевима  детектована  је  транслокација  t(12;22)

(q13;q12),  која  доводи  до  фузије  гена EWSR1 и  CHOP.  До  данас  је  описано

дванаест  FUS-CHOP  и четири  EWSR1-CHOP фузионе  варијанте  (Nishio  и  сар.,

2011).  Студије које су  за тему имале однос типа траслокације и прогнозe нису

установиле значајнију корелацију (Antonescu и сар., 2001; Bode-Lesniewska и сар.,
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2007).  Фузиони протеин FUS-CHOP спречава диференцијацију адипоцита, преко

инхибиторног  утицаја  на  експресију  CEBPα и  PPAR-γ,  кључних  фактора  у

адипогенези.  Изгледа  да  је  функција  фузионог  протеина  битна  у  почетном

стадијуму неопластичне трансформације (Riggi и сар., 2006) као и да једнозначно

одређује фенотип тумора који ће се развити (Perez-Losada и сар., 2000). Присуство

ове  карактеристичне  транслокације  у  округлоћелијским туморима довело  је  до

закључка  да  ови  тумори  са  миксоидним  чине  један  морфолошки  континуум

(Nishio, 2011).

1.1.3. Плеоморфни липосаркоми

Плеоморфни  липосаркоми  (ПЛПС)  су  ретки  тумори  (око  5%

дијагностикованих  липосаркома)  високог  градуса  и  метастатског  потенцијала.

ПЛПС имају  агресиван  ток и  метастазирају  најчешће у  плућа (Downes  и  сар.,

2001).  Превасходно  су  локализовани  у  екстремитетима,  али  јављају  се  и  у

ретроперитонеуму и  трупу  (Dei  Tos,  2000).  ПЛПС су  хистолошки и  генетички

сличнији групи плеоморфних саркома него липосаркомима претходна два подтипа

(Dei Tos, 2000). Хистолошки гледано, ПЛПС имају организацију која подсећа на

недиферентовани  плеоморфни  сарком  (Downes  и  сар.,  2001)  Дијагностички

критеријум плеоморфног липосаркома је присуство плеоморфних липобласта, што

често  није  једноставно  утврдити.  За  разлику  од  претходна  два  подтипа,

плеоморфни липосаркоми не поседују карактеристичну промену на нивоу генома.

Слично  осталим  плеоморфним  туморима,  ПЛПС карактеришу кариотипи са

бројним делецијама и инсерцијама (Ghadimi и сар., 2011; Hameed, 2007).

1.1.4. Стандардни прогностички параметри липосаркома

До  данас  је  урађен  довољан  број  клиничких  студија  на  пацијентима

оболелих од липосаркома, што омогућава дефинисање прогностичких параметара.

Премда постоје извесна неслагања, параметри као што су: старосна доб, величина

тумора, градус, његова локализација и статус хируршких маргина, значајно утичу

на прогнозу болести (Fiore  и  сар.,  2007;  Ghadimi  и сар.,  2011;  Haniball  и  сар.,

2011). Градус тумора обично се поклапа са хистолошким подтипом липосаркома.
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На пример,  плеоморфни и округлоћелијски тумори увек имају висок градус.  С

друге стране, добро диферентовани липосаркоми су тумори ниског градуса (Dei

Tos, 2000; Hameed, 2007). 

У  студији  која  је  укључивала  пацијенте  оболеле  од  МЛПС/ОЋЛПС  и

ПЛПС утврђено је  да је  дијаметар тумора > 10 cm повезан са 3,5 пута већим

ризиком од смртног исхода,  док појава локалних рецидива увећава ризик за 2,8

пута (Fiore и сар., 2007). Резултати епидемиолошких студија показали су да стопа

преживљавања, у десетогодишњем праћењу, износи 77 % и 81 % у популацијама

оболелих  редом  од  ОЋЛПС  и  ПЛПС (Fiore  и  сар.,  2007).  Међутим,  према

истраживању Далала и сар (Dalal и сар., 2006),  стопе преживљавања су 55 % за

ОЋЛПС и 53 % за ПЛПС у временском периоду од дванаест година. Једно друго

истраживање, које је обухватило само ПЛПС, саопштава стопу преживљавања од

само 53 % у петогодишњем праћењу (Ghadimi и сар., 2011). Ким и сар. завршавају

своју студију закључком да су хистолошки подтип и статус хируршких маргина

независни прогностички параметри стопе преживљавања (Kim и сар., 2009). Они

су показали да тумори ниског градуса (ДДЛПС, МЛПС) имају знатно повољнију

прогнозу  од  тумора  високог  градуса  (ОЋЛПС,  ДЛПС,  ПЛПС).  Такође,

установљено  је  повољно  деловање  адјувантне  радиотерапије  на  пацијенте  код

којих су дијагностиковани тумори ниског градуса.  Јанг и сарадници, на основу

резултата  своје  студије,  износе  закључак  да  радиотерапија  смањује  ризик  од

појаве  локалних  рецидива,  како  код  тумора  са  ниским  тако  и  код  тумора  са

високим градусом (Yang и сар., 1998). 

Локализација  липосаркома  знатно  утиче  на  прогнозу.  ДДЛПС

локализовани на екстремитетима имају одличну прогнозу, док они позиционирани

у  ретроперитонеуму имају  лошију  прогнозу  услед  слабије  локалне  контроле  и

дедиференцијације  тумора  (Crago  и  Singer,  2011).  ДДЛПС  локализовани  у

ретроперитонеуму рецидивирају у 100 % случајева, док је стопа преживљавања

око 20 % (Coindre и сар., 2009).
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1.1.5. Етиологија и патогенеза липосаркома

Етиологија саркома, па следствено томе и липосаркома као подгрупе, је и

даље углавном непозната. Зна се да су неки наследни синдроми, као што је  Li-

Fraumeni   синдром,  повезани са развојем саркома меких ткива и остеосаркома

(Thomas и сар., 2012). Такође, позната је веза између јонизујућег зрачења и развоја

саркома  код  изложених  особа  (Berrington  de  Gonzalez  и  сар.,  2012).  Постоје и

индиције да је појава липосаркома, у неким случајевима, повезана са физичком

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

Саркоми  су  тумори  који  воде  порекло  од  мезенхималне  матичне  ћелије

(ММЋ) (Bennani-Baiti, 2011). Експеримент у култури ћелија је показао да након

трансфекције  EWS-FLI1 у  мезенхималне  матичне  ћелије  човека  долази  до

формирања  експресионог  профила,  који  је  веома  сличан  оном  код  Јуинговог

саркома (Riggi и сар., 2008). Слично томе, трансфекција FUS-CHOP, SS18-SSX1

редом  је  одговорна  за  иницијацију  обрасца  експресије  гена сличних  онима  у

миксоидним липосаркомима и синовијалним саркомима (Riggi и сар., 2006; Cironi

и сар., 2009). До данас је описан 41 фузиони протеин у седамнаест типова саркома

(Mitelman  и  сар.,  2007).  Поменути  фузиони  протеини  делују  као  регулаторни

протеини  транскрипције.  С  обзиром  на  то,  претходни  примери  указују  на

постојање специфичних образаца експресије у различитим групама саркома (Baird

и  сар.,  2005;  Nielsen  и  сар.,  2002).  Осим специфичних  генетичких обележја,  у

развоју саркома веома је  важан временски оквир током диференцијације ММЋ

када се те промене дешавају. У том погледу занимљиви су резултати експеримента

који су спровели Матушански и сар. (Matushansky и сар., 2008). Они су показали

просторно-временску  зависност  промена  током  диференцијације  ММЋ,  која  за

последицу  има  развој  различитих  подгрупа  липосаркома.  Упоређивани  су

експресиони профили различитих подгрупа липосаркома са експресијом ММЋ у

различитим фазама током диференцијације. Резултати су показали да што је тумор

диферентованији, то је његов екпресиони образац сличнији ћелији која је ближе

крају своје диференцијације у зрели адипоцит. 
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Досадашње анализе, како на нивоу појединачних гена, тако и на геномском

нивоу, сугеришу да су, поред свих разлика у погледу генетике, алтерације p53-p14

и p16-Rb сигналних путева  заједнички именитељ патогенетике свих подтипова

липосаркома (Dei Tos и сар., 1997b; Ghadimi и сар., 2011; Oda и сар., 2005; Singer и

сар.,  2007).  Међутим,  не  постоји  довољно података  да  се  изведу дефинитивни

закључци о улози појединачних гена ова два пута у патогенези липосаркома. Оно

што  је  свакако  јасно  је  то  да  се  промене  одвијају  на  два  нивоа:  генетичком и

епигенетичком (Bennani-Baiti, 2011; Conyers и сар., 2011). 

1.2. Епигенетика

Епигенетички процеси подразумевају промене у  обрасцу  експресије  гена,

које нису последица промена у секвенци  молекула  ДНК (Delcuve и сар., 2009).

Kључна карактеристика епигенетичких промена, која их суштински разликује од

генетичких,  је  реверзибилност.  Управо  реверзибилна  природа  епигенетичких

процеса иницирала је знатне промене у приступу како у фундаметалним тако и у

фармаколошким испитивањима малигних  тумора (Peedicayil,  2006;  Szyf,  2009).

Под епигенетичким механизмима регулације генске активности подразумевају се:

а.) метилација  молекула  ДНК, б.) модификације хистона и ц.) мале некодирајуће

РНК  укључене  у  посттранскрипциону  регулацију  експресије  гена  (Brait  и

Sidransky, 2011). 

1.2.1. Метилација молекула ДНК

Mетилација молекула ДНК је од есенцијалног значаја у процесима везаним

за  ембрионални развој,  диференцијацију  ћелија  као  и  одржавању хомеостазе  у

диференцираним ћелијама (Bernstein и сар., 2007; Bergman, 2009). Ови процеси се

одвијају  преко  регулације  експресије  гена  и  одржавања  стабилности  генома.

Позната је улога метилације молекула ДНК у инактивацији Х хромозома код жена,

формирању генетичког утискивања и укључивању/искључивању појединих група

гена током развоја организма (Bernstein и сар.,  2007).  Метилација цитозинских

остатака  у  оквиру  понављајућих  и  ендопаразитских  секвенци  кључна  је  за
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одржавање стабилне структуре и функције генома (Ehrlich, 2002). 

Слика 1.1. Метилација цитозина на позицији 5 пиримидинског прстена. SAM, S-аденозил-

L-метионин. Преузето са http://www-medchem.ch.cam.ac.uk/lab_rotations/murrell.php. 

Процес мeтилације молекула  ДНК подразумева додавање метил групе на

угљеников атом на позицији 5 пиримидинског прстена цитозина у оквиру 5’-CpG-

3’  динуклеотида  (Слика  1.1).  У  овој  реакцији  S-аденозил-L-метионин је  донор

метил  групе,  а  за  сам  процес  одговорни  су  ензими  ДНК  метилтрансферазе.

Процењује  се  да  је  70-80%  цитозина,  у  оквиру  поменутих  динуклеотида,

метиловано у геному човека (Ehrlich  и  сар.,  1982).  Остатак CpG динуклеотида

налази се у оквиру тзв. CpG острваца (Wan и сар., 2013). Класична дефиниција

острвца каже да је то секвенца ДНК дужа од 200 базних парова, са садржајем G+C

изнад  50  %  и  односом  уочене  и  статистички  очекиване  учесталости  CpG

динуклеотида од најмање 60% (Gardiner-Garden и Frommer, 1987). Међутим, овако

дефинисана  CpG  острвца  укључују  и  многе  Alu  поновке.  У  том  погледу,

дефиниција коју су дали Такаи и Џонс је много стриктнија (Takai и Jones, 2002).

Према овим ауторима, CpG острвца би требало дефинисати као секвенце дуже од

500 базних парова, са садржајем G+C ≥ 55 % и односом уочене и статистички

очекиване  фреквенције  CpG  динуклеотида  од  најмање  65  %.  Ипак,  класична

дефиниција је и даље у употреби (Portela и Esteller, 2010).

Приближно 60 % гена у геному човека садржи острвца у оквиру промотора

или  првог  егзона  (Santos  и  сар.,  2005).  Промотори  ових  гена  су  углавном

неметиловани у већини ткива. Промена метилационог статуса може бити повезана

са физиолошким процесима, као што је диференцијација,  али и са патогенезом

различитих обољења (Egger и сар., 2004).
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Поставља се питање начина на који метилација CpG острвца онемогућава

транскрипцију одговарајућег гена. Један од начина је да метилација цитозина у

оквиру  CpG  динуклеотида  спречава  везивање  транскрипционих  фактора  или

регулаторних протеина транскрипције (Wade и сар., 1999). Међутим, утвђено је да

метиловане CpG динуклеотиде препознају и за њих се везују протеини из групе

метил-цитозин  везујућих  протеина  (MBD1,  MBD2,  MBD3,  MBD4,  MeCP1,

MeCP2).  Ови  протеини  регрутују  ензиме  хистон-деацетилазе  (HDAC),  које

уклањају ацетил групе са хистона и стварају предуслове за формирање затворене

структуре хроматина (Jones и сар., 1998). 

1.2.1.1. ДНК метилтрансферазе 

Формирање и касније одржавање метилационог обрасца  молекула  ДНК у

ћелији захтева постојање механизама, путем којих ћелија може активно да утиче

на  метилациони  статус  CpG  динуклеотида.  До  данас  је  идентификовано  пет

ензима ДНК метилтрансфераза : DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b, DNMT3L

(Portela и Esteller, 2010). DNMT1 метилтрансфераза одговорна је за одржававање

метилационог  обрасца  молекула  ДНК  .  Овај  ензим  поседује  30-40  пута  већи

афинитет  за  хемиметиловани  молекул ДНК  него  за  неметиловани и

најзаступљенији  је  ензим  своје  класе  у  ћелији  (Portela  и  Esteller,  2010).

Транскрипција гена који кодира протеин DNMT1 повећана је током (Слика 1.2)

репликативне  фазе  ћелијског  циклуса.  Током  репликације  ДНК,  DNMT1  врши

метилацију  цитозина  у  новосинтетисаном ланцу  молекула  ДНК,  користећи

матрични ланац као матрицу. Битну улогу током овог процеса игра интеракција

DNMT1 са  протеином клизећом клемом (енг.  Proliferating  Cell  Nuclear  Antigen,

PCNA),  који  омогућава  позиционирање  ензима  на  репликациону  виљушку

(Chuang  и  сар.,  1997).  DNMT3a  и  DNMT3b  спадају  у  групу  de  novo ДНК

метилтрансфераза (Слика 1.2). Ови ензими учествују у формирању метилационог

обрасца генома у току ембрионалног развоја. С тим у вези је и њихова појачана

синтеза  у  ембрионалним  матичним  ћелијама  (Esteller,  2007).  С  друге  стране,

DNMT3L не поседује каталитичку активност. Упркос томе овај ензим је активно

укључен  у  формирање  обрасца  генетичког  утискивања током  гаметогенезе
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(Bourc’his и сар., 2001). Ова функција се остварује преко утицаја на C-терминални

каталитички домен ензима DNMT3a и DNMT3b (Chen и сар., 2005).

Слика  1.2.  Схематски  приказ  стварања  и  одржавања  метилационог  обрасца  молекула

ДНК. Преузето из (GRØNBÆK и сар., 2007).

1.2.1.2. Деметилација цитозинских остатака

Насупрот ензимима који катализују метилацију цитозинских остатака, који

су  добро  окарактерисани, мало  се  зна  о  ензимима  који  учествују  у  процесу

деметилације  молекула  ДНК (Chen и Riggs,  2005;  Wu и Zhang,  2010).  Пасивна

деметилација  је  добро  познат  процес,  који  може бити  последица  инактивације

ензима  DNMT1  или  неколико  узастопних  репликација  молекула  ДНК (Wu  и

Zhang,  2010).  Познато је да се први талас деметилације  молекула ДНК  дешава

одмах  након  фертилизације.  Том  приликом  геном  сперматозоида  пролази  кроз

процес глобалне деметилације без претходне репликације  молекула  ДНК (Wu и

Zhang, 2010). За то време геном јајне ћелије је на неки начин заштићен од губитка

5-метилцитозина. Даље, утврђено је да током активације Т-лимфоцита долази до

деметилације CpG динуклеотида у промоторском региону гена  IL-2 (Bruniquel и

Schwartz,  2003).  Упркос  томе,  није  недвосмислено  утвђено  који  ензими  су

укључени у активну деметилацију.  Показано је  да су ензими ДНК гликозилазе

одговорне за деметилацију цитозинских остатака  код биљке  Arabidopsis thaliana

(Zhu, 2009). Резултати студије Клуга и сарадника показали су да је протеин ТЕТ2

(енгл.  Ten-Eleven  Translocation  protein  2)  одговоран  за  деметилацију  5-
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метилцитозина у геному моноцита код човека (Klug и сар., 2013). 

1.2.2. Метилација молекула ДНК у туморима

Почевши од пионирских радова који су се бавили феноменом метилације

ДНК у туморским ћелијама, постајало је јасно да се образац метилације током

туморигенезе мења на два начина: а.) смањење глобалног нивоа метилације и б.)

повећање  метилације  специфичних  секвенци (Das  и  Singal,  2004).  Смањење

глобалног  нивоа  метилације је  битна  карактеристика  неопластичне

трансформације.  Показано  је  да  ниво  метилације  геномске  ДНК  опада  током

прогресије тумора (Ehrlich,  2002).  До овог феномена долази због  деметилације

репетитивних секвенци као и кодирајућих и интронских секвенци гена. Последице

овог  феномена  могу  бити:  а.)  геномска  нестабилност,  б.)  активација  мобилних

елемената,  в.) губитак  генетичког утискивања и  г.) активација онкогена (Ehrlich,

2002;  GRØNBÆK  и  сар.,  2007).  У  случају  деметилације,  мобилни  генетички

елементи  (транспозони) бивају  активирани. Као  последица  транспозиције

генеришу  се  структурне  промене у геному  по  типу делеција,  транслокација  и

комплекснијих хромозомских реаранжмана (Solyom и Kazazian, 2012). 

Генетичко  утискивање је  појава  експресије  само  једног  алела  гена и  то

зависно  од  његовог  порекла.  У  основи  генетичког  утискивања  је метилација,

најчешће,  промотора једног  од  родитељских гена (Bartolomei  и Ferguson-Smith,

2011). Губитак обрасца генетичког утискивања повезан је са већим ризиком појаве

малигних  тумора.  Карактеристичан  пример  губитка  генетичког  утискивања је

хипометилација  алела  гена  IGF2 (енгл.  Insulin-like  growth  factor  2),  која  је

забележена у туморима дојке,  плућа, простате и дебелог црева (Cui,  2007).  Као

последица деметилације долази и до активације појединих онкогена као што су:

RAS, MAGE1 и PAX2 (De Smet и сар., 1996; Chilukamarri и сар., 2007). 

Метилација  промоторског  региона  тумор  супресорних  гена  доводи  до

инхибиције њихове експресије. Сматра се да је овакав начин инактивације гена

рани догађај у процесу неопластичне трансформације (Das и Singal, 2004; Kanai и

Hirohashi, 2007). Код тумора честа је појава хиперметилације промотора гена чији
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су  протеински  продукти  укључени  у  репарацију  молекула  ДНК,  као  што  су:

hMLH1,  MGMT,  BRCA1  (Esteller, 2008). Важно је нагласити да сваки тип тумора

има  свој  карактеристични  „хиперметилом“,  т.ј.  одређене  групе  гена  чији  су

промотори хиперметиловани. Свеобухватни механизам који стоји иза формирања

карактеристичног „хиперметилома“ за сада није познат (Esteller, 2008). Сасвим је

оправдано  претпоставити  да  је  метилација  појединих  гена  условљена  типом

микросредине  у  којој  се  туморске  ћелије налазе.  На  овај  начин  вршила  би  се

селекција епигенетичких промена на основу адаптивне вредности саме промене .

Друго  објашњење  је  да  одређени  фузиони  протеини,  као  што  је  PML-RARA,

делују као медијатори метилације тако што регрутују ДНК метилтрансферазе и

хистон деацетилазе на промотор циљног гена (Di Croce и сар., 2002). Резултати

студије  урађене  на  узорцима  колоректалног  тумора  показују  да  у  туморским

ћелијама долази до хиперметилације великих региона хромозома (4 Mb), пре него

циљане метилације промотора појединих гена (Frigola и сар., 2006). 

1.2.3. Модификације хистона

Хистони су мали базни протеини који чине главну протеинску компоненту

хроматина.  Постоје  четири  врсте  нуклеозомских  хистона,  H2A,  H2B,  H3,  H4.

Нуклеозоми су перласте структуре које се састоје од октамера хистона око којег се

обавија  молекул  ДНК. Позиционирање  и  густина  на  овај  начин  формираних

нуклеозома,  на  одређеном сегменту  молекула  ДНК, повезана је  са  активношћу

гена (Kanwal и Gupta, 2012). Неструктуиран крај хистона, тзв. хистонски реп, је

слободан и „вири“ из нуклеозома. Услед овакве организације хистонски репови су

доступни различитим класама ензима који врше постранслационе модификације

хистона малим молекулима. Познато је више десетина различитих ковалентних

модификација хистона, међу којима су: ацетилација, метилација, фосфорилација,

АДП  рибозилација,  деиминација  и  убиквитинација  (Kouzarides,  2007).

Најпроучаваније модификације хистона су ацетилација и метилација. Ацетилација

лизина  у  оквиру  амино  терминалног  дела  хистонског  молекула  повезана  је  са

отвореном,  т.ј.  транскрипционо  активном  конформацијом  хроматина.  Ензими

хистонске  деацетилазе  катализују  уклањање  ацетил  група  и  на  тај  начин
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доприносе стварању затворене хроматинске структуре. Утврђено је да протеини

који препознају метиловане CpG динуклеотиде у оквиру промоторског региона

гена, као и регулаторни протеини транскрипције регрутују ове ензиме (Portela и

Esteller,  2010).  Метилација  хистона  може  да  буде  маркер  и  транскрипционо

активне  и  транскрипционо  неактивне  конформације  хроматина  (Sharma  и  сар.,

2010). Крајњи  ефекат метилације зависи од аминокиселине (лизин или аргинин)

која  је  метилована  као и  њене  позиције  у  протеину.  H3K4me3  повезан  је  са

отвореном док  су  H3K9me3  и  H3K27me3  повезани  са  затвореном  структуром

хроматина. Истраживања су показала да је метилација H3 хистона на позицијама

К4  и  К9  блиско  повезана  са  метилационим  статусом  секвенце молекула ДНК

(Cheng  и  Blumenthal,  2010).  Присуство  H3K4me3  штити  промотерске  секвенце

гена  од  процеса  de  novo метилације.  Студије  на  нивоу  генома  су  показале

инверзну корелацију између метилације  молекула  ДНК и H3K4. Насупрот томе,

метилација молекула ДНК је у директној корелацији са метилацијом H3K9 (Cheng

и Blumenthal, 2010). 

1.2.4. Модификације хистона у туморима

Истраживања  спроведена  на  малигним  туморима  показала  су  да  током

неопластичне  трансформације  долази  до  глобалне  деацетилација  на  позицији

H4К16ac  (Fraga  и  сар.,  2005).  Повећана  експресија  хистонских  деацетилаза  у

малигној  ћелији одговорна је за овај  феномен (Zhu и сар.,  2004).  Поред тога у

ћелијама  тумора  долази  до  губитка  метилације  на  позицији  H3K4,  док  је

метилација на позицији H3K9 повећана. Ове промене су повезане са абератном

експресијом како хистонских метилаза тако и деметилаза (Portela и Esteller, 2010).

С  обзиром  на  улогу  хистонских  деацетилаза  и  деметилаза  савремена

фармаколошка  испитивања  усмерена  су  и  на  развој  инхибитора  ових  ензима

(Minucci и Pelicci, 2006).

1.2.5. Некодирајуће РНК

Процењује се да је око 70 % генома транскрипционо активно, али да само

око 2% садржи информације о протеинима који се синтетишу у ћелији (Gutschner
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и Diederichs, 2012). Заправо, то значи да велика већина молекула РНК не кодира

протеине, те се и називају општим именом некодирајуће РНК. Оне се могу на

основу величине поделити у две групе: а.) мале некодирајуће РНК, дужине мање

од 200 нуклеотида и б.) дуге некодирајуће РНК, величине веће од 200 нуклеотида

(Gutschner и Diederichs, 2012). У прву групу спадају микро РНК (ми-РНК), чија се

улога у патогенези тумора данас интензивно истражује. Ове мале РНК дугачке су

око 20 нуклеотида и учествују у регулацији експресије гена. Механизам деловања

ових молекула заснива се на комплементарности са циљном информационом РНК.

5' крај  ми-РНК везује се за 3' крај  комплементарне информационе РНК и доводи

до њене деградације или онемогућава процес њене транслације (Kala и сар., 2013).

За  успешно  блокирање  транслације  није  потребно  да  је  цела  циљна  секвенца

комплементарна  ми-РНК,  него само првих 2-8 нуклеотида са 5' краја (енгл.  seed

sequence) (Nicoloso  и  сар.,  2009).  Према  својој  улози  у  процесу  неопластичне

трансформације,  ми-РНК деле се на тумор супресорне или онкогене (Nicoloso и

сар., 2009). Пример прве функције је  miR-21, која у хепатоцелуларним туморима

јетре остварује свој онкогени потенцијал преко репресије тумор супресора PTEN-a

(Nicoloso  и  сар.,  2009). С  друге  стране,  припадници  miR-15a–miR-16-1 групе

инхибирају  експресију  Bcl-2  и  циклина  D1  у  хематолошким  малигнитетима

(Nicoloso и сар., 2009) .  Ескпресија  гена који кодирају за  микро РНК може бити

регулисана  метилацијом.  Са  друге  стране,  микро  РНК могу  учествовати  у

регулацији метилације промотора других гена (Fabbri и Calin, 2010; Suh и сар.,

2011).

1.3. p53-p14 и p16-Rb сигнални путеви и њихов значај

Ова два сигнална пута заузимају централно место у регулацији ћелијског

циклуса, пролиферације и апоптозе.  Активност протеина ових сигналних путева

представља  и  значајан  механизам  за  спречавање  процеса  неопластичне

трансформације (Bai и Zhu, 2006; Kim и Sharpless, 2006). 
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1.3.1. Локус INK4a/ARF 

Локус INK4a/ARF на хромозому 9р21, је често делетиран или метилован у

различитим типовима тумора (Rocco, 2001), а ове промене дешавају се рано током

туморигенезе (Esteller и сар., 2001, 2000; Nuovo и сар., 1999). Ово је у складу са 

Слика 1.3.  Организациона  схема  локуса  INK4a/ARF.  Црном бојом означени су  егзони

(делови егзона) који припадају гену р16, док су сивом означени егзони који улазе у састав гена р14.

Растојања између егзона дата су у килобазима (1 kb = 1000 базних парова). Преузето из (Gallagher

и сар., 2006).

чињеницом  да  протеини  који  су  кодирани  генима  у  овом  локусу  имају  веома

важну  улогу  у  контроли  ћелијске  пролиферације (Chin  и  сар.,  1998).

Специфичност овог локуса огледа се у томе што садржи два гена, који деле два

егзона, док имају алтернативне прве егзоне (Слика 1.3). Алтернативни егзон 1β

налази се 13-20 kb узводно од егзона 1α (Dominguez-Brauer и сар., 2010). Током

процеса искрајања интрона, егзон 1β спаја се са егзоном 2 на истом месту као и

егзон 1α (Quelle и сар., 1995). С обзиром на различит оквир читања протеински

продукти ових гена, p14 и p16, нису хомологи. Међутим, ови протеини имају једну

заједничку  карактеристику,  а  то  је  да  не  поседују  лизин  у  својој  примарној

структури  (Kobayashi  и  сар.,  2013).  Транскрипцију  ова  два  гена  регулишу  два

независна промотора (von Keyserling и сар., 2011). 

Будући да су делеције локуса INK4a/ARF доста честе у туморима, тумор

супресорна улога p14 дуго је била маскирана улогом коју има p16 (Rocco, 2001).

Касније  је  постало  јасно  да  оба  гена  играју  улогу  тумор  супресора  и  према

класичној схеми делују у оквиру два комплементарна сигнална пута (Слика 1.4)

(Rocco, 2001). Ова два пута, p14-p53 и p16-pRb, су најчeшће дерегулисани путеви
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у туморима (Sherr и сар., 2005). Протеин p14 остварује своју тумор супресорну

функцију преко интеракције са протеином МDM2 (Chin и сар., 1998). Протеин 

Слика  1.4.  Линије  деловања  протеина  р16  и  р14  у  оквиру  р16-Rb,  односно  p53-p14

сигналних путева. За објашњење погледати главни текст.         активација;            инхибиција.

МDM2,  делујући  као  Е3-убиквитин  лигаза,  обележава  p53  за  деградацију  у

протеазому (Stott и сар., 1998). С друге стране, p16 делује као инхибитор циклин

зависних киназа 4 и 6 (Sharpless, 2004; Shapiro, 2006). Везивање p16 за поменуте

ензиме доводи до алостеричних промена у структури киназа, које онемогућавају

везивање  циклина  D.  Смисао  ове  интеракције  је  да  се  спречи  фосфорилација

протеина  pRb.  У  хипофосфорилисаном  стању  pRb  има  улогу  протеина  који

маскира регулаторни протеин Е2F  и тиме блокира његову улогу у активирању

експресије гене чији су протенски продукти битни за прелазак ћелије из  G1 у  S

фазу ћелијског циклуса (Sharpless, 2004). Студије, које су се бавиле p16-pRb путем

у  различитим  малигним  туморима,  показале  су да  се  алтерације  p16 и  pRb

међусобно искључују код појединих класа малигнитета (Reis и сар., 2000; Krämer

и сар., 2002). Ово није случај са променама на генима p14 и  p53, што указује на

функције протеина p14, независне од активности протеина p53 (Sherr и сар., 2005).

Експерименти на ћелијским линијама показали су да је протеин p14 у стању да
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заустави  ћелијски  циклус  у  Ѕ фази  и/или  да  активира  апоптозу  у  одсуству

протеина p53 (Hemmati и сар., 2002; Yarbrough и сар., 2002). Такође, p14 је у стању

да заустави раст малигних ћелија човека, у одсуству протеина p53, заустављајући

ћелијски циклус у  G2 фази (Ozenne и сар.,  2010).  Поред тога, протеин  p14  има

улогу и у активацији система за поправку оштећења на молекулу ДНК, тако што

активира експресију  гена  XPC,  чији  је  протеински  продукт  битан  део

репарационог  система (Dominguez-Brauer и сар., 2010). Дуго времена није било

доказа за постојање међусобне регулације  протеина p14 и p16. Међутим, студија

коју су спровели Kobayashi и сар.  показала је да p14 утиче на стабилност p16.

Наиме,  они  су  установили  да  p14  подстиче  деградацију  p16  у  протеазому

(Kobayashi и сар., 2013). С обзиром да p16 не поседује лизинске остатке, који би

били  обележени  убиквитином,  деградација  се  остварује  интеракцијом  p14  са

подјединицом протеазома REGγ. Овакав начин регулације стабилности протеина

p16 могао би да објасни зашто тумори са експримираним p14, али не и протеином

p16 имају агресивнији раст и лошију прогнозу (Kobayashi и сар., 2013). 

Познатo  је  да  p16  игра  битне  улоге  у  процесима  као  што  су:  ћелијско

старење,  аноикис  и  ангиогенеза.  Ћелијско  старење  представља  феномен

перманетне блокаде ћелијског раста, којом се заправо лимитира број деоба кроз

које  ћелија  може  да  прође.  Огледи  са  ћелијама  у  култури  показали  су  да  је

експресија  протеина  p16  значајно  повећана  у  ћелијама  које  подлежу  старењу

(Rocco, 2001; Sharpless,  2004).  Блокирање експресије p16 омогућава избегавање

ћелијског старења и имортализацију ћелија (Sharpless, 2004). Међутим, изгледа да

код човека p14 не игра битну улогу у овим процесима (Kim и Sharpless, 2006). 

Важан  аспект  у  развоју  тумора  је  ангиогенеза (Nishida  и  сар.,  2006).  У

студији која  се  бавила ангиогенезом у глиобластомима,  поновно успостављање

експресије p16 у ћелијама тумора, код којих је p16 делетиран, доводи до смањења

експресије  васкуларног  ендотелног  фактора и  инхибиције  ангиогенезе (енгл.

Vascular endоtelial growth factor) (Harada и сар., 1999).

Протеин  p16  укључен  је  и  у  процесе  који  активирају  апоптозу  након
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губитка контакта ћелије са ванћелијским матриксом (аноикис) (Plath и сар., 2000).

Ова  функција  остварује се преко  активације  експресије  α5  субјединице  α5β1

фибронектинског  рецептора.  Претпоставља се  да  је  ова  функција  независна од

p14-MDM2-p53 пута (Plath и сар., 2000). 

Претходно описане улоге p14 и p16 у контроли ћелијског циклуса, као и

функције које нису везане за главне путеве деловања, у потпуној су сагласности са

великим селективним притиском на локус INK4a/ARF у туморигенези. Алтерације

овог  локуса  значајне  су  како  у  патогенези  спорадичних  тако  и  наследних

малигнитета  (Chin  и  сар.,  1998;  Rocco,  2001).  Делеције  локуса  INK4a/ARF

детектоване су  код  различитих  типова  тумора,  између  осталих:  меланомима,

аденокарциномима  панкреаса,  одређеним  врстама  леукемија,  глиобластомима,

туморима плућа и липосаркомима (Kim и Sharpless, 2006). Истраживања која су се

бавила проучавањем метилационог статуса гена p14 и  p16 у малигним туморима

утврдила су да је ова епигенетичка алтерација честа појава код различитих група

тумора  .  Метилација  p16  детектована  је  у  колоректалним  туморима,  туморима

плућа, дојке, бешике, цервикса и глиомима (Esteller и сар., 2001). С друге стране,

метилација промотора гена p14 честа је у гастроинтестиналним туморима (Esteller

и  сар.,  2001),  мада је  битна и у прогресији остеосаркома (Hou и сар.,  2006)  и

миксоидних липосаркома (Davidović и сар., 2013; Oda и сар., 2005). 

1.3.2. p53

Ген  p53 је лоциран на хромозому 17p13 (McBride и сар.,  1986) и кодира

тумор супресорни протеин који садржи 393 амино-киселине (Kato и сар., 2003).

Улога овог протеина је есенцијална у регулацији ћелијског циклуса, апоптозе и

репарације  оштећеног  молекула ДНК  (Kato  и  сар.,  2003).  Наведене  функције

остварују  се  преко  регулације  експресије  бројних  протеина  укључених  у

различите  сигналне  путеве  у  ћелији.  Захваљујући  присуству  домена  који  је

одговоран за специфично везивање за  молекул ДНК,  протеин p53 је способан да

активира експресију циљних гена или у неким случајевима да је инхибира (Riley и

сар., 2008).
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У нормалним, физиолошким, условима p53 има кратак животни век (Слика

1.5). Међутим, у случају стреса, долази до стабилизације протеина и формирања

тетрамера, који су функционално компететни. Значајну улогу у стабилизацији p53

имају  различите  киназе,  које  фосфорилишу  серинске  и  треонинске  остатке  у

оквиру амино краја протеина. На овај начин p53 је заштићен од убиквитинације од

стране  MDM2 (Moll  и  Petrenko,  2003).  p53  као  транскрипциони  активатор

учествује у регулацији експресије гена чији су протеински продукти укључени у

механизме контроле ћелијског циклуса (p21, Gadd45, 14-3-3s), репарације 

Слика 1.5. а.) У физиолошким условима животни век протеина р53 је кратак. Његов ниво

је контролисан од стране MDM2 (негативна повратна спрега), који се везује за амино терминални

крај р53 и врши његову убиквитинацију. Последица је разградња р53 у протеазому.  б.)  За време

ћелијског стреса долази до фосфорилације р53 и његове стабилизације. Фосфорилација спречава

интеракцију између MDM2 и p53. Преузето и прилагођено из (Fåhraeus, 2005). 

оштећеног молекула ДНК (p53R2) и апоптозе (Bax,  Apaf-1,  PUMA,  NoxA) (Bai и

Zhu,  2006).  Протеински  продукт  гена  p21 има  улогу  у  заустављању  ћелијског

циклуса у  G1 фази, као одговор на оштећење молекула ДНК. Ово се остварује

спречавањем фосфорилације pRb од стране комплекса, који формирају циклин Е и

киназа CDK-2 (Payton и Coats, 2002). 

Резултати  бројних епидемиолошко-генетичких студија  показују  да  је  ген

p53 мутиран у преко 50 % малигних тумора (Hollstein и сар., 1991). Занимљиво је

да већину познатих мутација  p53,  око 75 %, чине  тачкасте  мутације измењеног

смисла (енгл.  missensе) у оквиру региона одговорног за кодирање ДНК везујућег
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домена  (Petitjean  и  сар.,  2007).  Од  укупног  броја  ових  мутација, око  30  % је

детектовано  у  оквиру  CpG  динуклеотида  (Hainaut  и  Hollstein,  2000).  Све  ово

указује  на  селекцију мутација  током  еволуције  тумора.  Наиме,  нуклеотидне

измене  ове  врсте  знатно  утичу  на  способност  везивања  p53  за  регулаторне

елементе на молекулу ДНК, као и на могућност трансактивације. Не мање важно,

познато је да је већина CpG динуклеотида у оквиру p53 секвенце, који су често

мутирани у канцеру, метилована (Grønbæk и сар., 2007). 

Функционалне  студије,  које  су  испитивале  ефекат  мутација  на

функционалност протеина p53, утврдиле су да се фаворизују мутације које утичу

на трансактивацију или доводе до доминатно негативног ефекта (Petitjean и сар.,

2007).  С  друге  стране,  оваква  селекција  још  није  потврђена  за  мутације  које

доводе до настанка нове функције (engl. gain-of-function mutation) (Petitjean и сар.,

2007). 

До данас је урађен велики број студија чији је фокус био на клиничком

значају мутација гена p53. Резултати ових студија указују на повезаност присуства

мутација и лошије прогнозе. Ипак, доста студија није нашло такву корелацију или

је  чак  у  ретким  случајевима  мутирани  p53  био  повезан  са  добром  прогнозом

(Brosh и Rotter, 2009). 
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2. Циљеви

Циљеви истраживања били су дефинисани на следећи начин:

1. Установити учесталост мутација гена р53 и хиперметилације промотора

гена р14 и р16 у популацији узорака липосаркома.

2.  Утврдити  да  ли  постоје  разлике,  у  квалитативном  и  квантитативном

смислу, у алтерацијама које захватају р53-р14 и р16-Rb сигналне путеве, између

различитих подтипова липосаркома.

3.  Корелисати  ове  алтерације  са  клиничким и патолошким параметрима

липосаркома (пол, старосна доб, величина и градус тумора).

4.  Демонстрирати  in  silico протокол  за  процену  подесности  прајмера  у

реакцији ланчане полимеразе специфичне за метиловани алел. 

23



3. Материјал и методе

3.1. Материјал

3.1.1. Пацијенти и узорци ткива

Наша  студија  је  укључила  33  узорка  липосаркома,  као  и  узорке

одговарајућег нормалног ткива тамо где је то било могуће (укупно 4). Сви тумори

су  дијагностиковани  у  Институту  за  патологију,  Медицинског  факултета

Универзитета  у  Београду.  За  потребе  истраживања прибављене  су  сагласности

Етичких комитета Медицинског факултета Универзитета у Београду и Института

за нуклеарне науке “Винча”.

Узорци  су  достављени  као  оперативни  материјал  фиксиран  у  10%

пуферованом  формалдехиду,  pH=7,  у  односу  ткиво:формалин  (1:10).

Макроскопски је обрађен биопсијски материјал и узорковани су репрезентативни

исечци, искуствено, по 1 исечак на 1 cm удаљености трансферзалних резова кроз

ресековани  сегмент.  Издвојени  материјал  је  обрађен  стандардизованом

процедуром у ткивном процесору за аутоматску обраду хуманог ткива Лајка (нем.

Leica)  ТП1020  и  потом  укалупљен  у  парафинске  блокове.  У  циљу  рутинске

дијагностике серијски је сечено по 3 пресека, дебљине 5 µм и бојено основним

бојењем хематоксилин-еозин.

Оптичком микроскопијом су на, стандардном бојењу, постављене дијагнозе

тумора  у  складу  са  последњом модификацијом класификације  СЗО,  за  туморе

костију и меких ткива, из 2013. године.

Код шест пацијената дијагностикован је ДДЛПС, код седамнаест МЛПС,

код девет ПЛПС и код једног ОЋЛПС.

Тумори  су  на  основу  хистолошког  градуса  класификовани  у  две  групе:

тумори  са  ниским  и  тумори  са  високим градусом.  Сви  релеватни клинички  и

патолошки подаци о пацијентима налазе се у Табели 3.1.
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Табела 3.1. Клиничко-патолошке карактеристике пацијената укључених у студију

Узорак Пол Године
Локализација

тумора
Пречник (cm)

Хистолошки
тип

Градус
тумора

ЛПС 1

ж 64

reg. femoris 9 МЛПС низак

ЛПС 1Р1 reg. femoris 9 МЛПС низак

ЛПС 1Р2 reg. femoris 16 МЛПС низак

ЛПС 1Р3 reg. femoris 20 МЛПС, ОЋ<5% низак

ЛПС 2

м 65

reg. femoris 10 МЛПС низак

ЛПС 2Р1 reg. cruris 3 МЛПС низак

ЛПС 2Р2 reg. femoris 7 МЛПС низак

ЛПС 2Р3 reg.poplitealis 4 МЛПС низак

ЛПС 3

м 65

reg. cruris 10 ПЛС висок

ЛПС 3Р1 reg. cruris 12 ПЛС висок

ЛПС 3Р2 reg. cruris 17 ПЛС висок

ЛПС 4 м 54 reg. brachii 5.5 ПЛС висок

ЛПС 5 м 58 reg. femoris 17 МЛПС низак

ЛПС 6 м 54 reg. brachii 20 ПЛС висок

ЛПС 7 ж 52 reg. cruris 6 ПЛС висок

ЛПС 8 ж 59 reg. cruris 5 МЛПС низак

ЛПС 9 ж 55 reg. femoris 7 МЛПС низак

ЛПС 10 ж 61 reg. cruris 7 МЛПС низак

ЛПС 11 м 64 reg. femoris 15 МЛПС низак

ЛПС 12 ж 58 reg. inguinalis 7 МЛПС, ОЋ<5% низак

ЛПС 13 ж 65 reg. femoris 7 ДДЛПС низак

ЛПС 14 ж 55 reg. femoris 15 МЛПС низак

ЛПС 15 м 68 reg. femoris 11 ДДЛПС низак

ЛПС 16 ж 63 retroperitoneum 15 ДДЛПС низак

ЛПС 17 м 69 reg. cruris 12 ПЛС висок

ЛПС 18 ж 68 reg. femoris 10 МЛПС низак

ЛПС 19 ж 69 reg. femoris 6 МЛПС низак

ЛПС 20 м 39 reg. colli poster 6 ДДЛПС низак

ЛПС 21Р ж 64 reg. brachii ПЛС висок

ЛПС 22 ж 58 reg. femoris 23.5 ПЛС висок

ЛПС 23 м 74 sacrum 11 ОЋЛПС висок

ЛПС 24 ж 73 retroperitoneum 10 ДДЛПС низак

ЛПС 25 ж 62 reg. femoris 15 ДДЛПС низак
Рн н-ти локални рецидив.
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3.2. Методе

У циљу анализе метилационог и мутационог статуса изабраних гена, као и

њихове експресије на протеинском нивоу, коришћене су следеће методе:

-  изолација  молекула  ДНК из  исечака  ткива  и  лимфоцита  из  периферне  крви

здравих особа;

-  in  vitro  метилација  молекула  ДНК,  добијене  екстракцијом  из  лимфоцита

периферне крви здравих особа;

- бисулфитна модификација изоловане ДНК;

- биоинформатичка анализа прајмера специфичних за метиловани алел;

-  анализа  метилационог  статуса  промотора  гена  p14 и  p16,  методом  ланчане

реакције полимеразе специфичне за умножавање метилованог алела, МСП, (енгл.

Methylation specific PCR);

- ланчана реакција умножавања фрагмента молекула ДНК који садржи егзоне 5-8

гена p53;

- провера резултата ланчане реакције полимеразе (енг. Polymerase Chain Reaction,

ПЦР) електрофорезом у агарозном и полиакриламидном гелу;

- детекција мутација секвенцирањем умножака егзона 5-8 гена p53;

-  утврђивање нивоа експресије гена на протеинском нивоу имунохистохемијским

методама;

- статистичка обрада добијених резултата.

3.2.1. Изолација ДНК

ДНК је изолована класичном фенол-хлороформском методом уз претходно

ослобађање узорака из парафинских калупа. 

3.2.1.1. Изолација ДНК из парафинских исечака ткива

- сваком узорку је додато по 1 ml ксилола, како би се уклонио парафин, па је

лагано мућкано ручно 30 минута, центрифугирано 5 мин/15300  g, након чега је

пажљиво уклоњен кслилол наставком;

26



- поступак  са  додавањем  ксилола  је  поновљен,  након  мућкања  15  мин  и

центрифугирања 5 мин/17900 g ксилол је уклоњен;

- додато  је  по  500  μl  апсолутног  етанола,  лагано  мућкано  5  мин,

центрифугирано  5  мин/17900  g,  након  чега  је  етанол,  пажљиво,  уклоњен

наставком;

-  поступак са додавањем апсолутног етанола је поновљен;

- након  центрифугирања  5  мин/17900  g,  етанол  је  пажљиво  уклоњен

наставком;

- исечци ткива су осушени у отвореним епруветама поред пламеника, током

20 до 30 мин;

- у сваки узорак је  додато по 500 μl  дигестионог пуфера који у финалној

концентрацији садржи 25 mM ЕДТА, pH 8,0; 100 mM NaCl; 10 mM Трис-HCl, pH

8,0; 0,5 % СДС и 100 μg (19, 6 mg/ml) протеиназе К (MBI, Fermentas, Литванија);

- узорци су инкубирани преко ноћи на температури 50-55°C, уз повремено

мућкање. Већи комади ткива су захтевали дуже време инкубације (до два дана), и

додатне количине дигестионог пуфера и протеиназе К;

- у  сваки  узорак  (500  μl)  је  додата  иста  количина  смеше  која  садржи

фенол/хлороформ/изоамил-алкохол  (Ф/Х/И)  у  односу  25:24:1,  након  чега  је

мућкано  ручно  10  мин,  узорци  су  затим  центрифугирани  5  мин/10600g,  па  је

издвојена  водена  фаза  наставком  са  одсеченим  врхом,  и  пребачена  у  нову

епрувету;

- поступак са фенолом је поновљен још 1-2 x;

- воденој  фази  је  додата  иста  запремина  смеше Х/И (24:1),  након  чега  је

мућкано ручно 10 мин и центрифугирамо 5 мин/10600 g;

- водена фаза је издвојена у нову епрувету;

- сваком узорку у воденој фази је додато по 1/2 запремине 7.5 М амонијум

ацетата (Serva 39751, Немачка) и 2 запремине изопропил-алкохола, након чега су

узорци остављени на -20°C да се ДНК таложи преко ноћи;

- узорци су центрифугирани 20 мин/12000  g/4°C, одливен је супернатант и

додато је 1/2 запремине хладног 70 % етанола;

- узорци су  центрифугирани 15 мин/12000  g/4°C,  одливен  је  супернатант,
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епрувете су остављене отворене поред пламеника 15-30 мин. док сав етанол не

упари;

- ДНК је растворена у одговарајућој запремини (50-100 μl) ddH2O, након чега

је одложена на 4°C.

3.2.1.2. Изолација ДНК из лимфоцита периферне крви

- Након  фенолске  екстракције  молекула  ДНК  из  талога  лимфоцита

периферне крви, претходно добијеног према протоколу који је описаног у (Boyum,

1968), воденој фази је додата 1/10 запремине 3 М натријум ацетата, pH 5,2 и 2

запремине хладног апсолутног етанола, након чега је, уз ручно мућкање, дошло до

преципитације молекула ДНК у виду кончића;

- макроскопски  видљиви  кончићи  молекула  ДНК  су  затим  намотани  на

стаклену Пастерову пипету, затопљеног и закривљеног врха;

- ДНК је  испрана урањањем Пастерове пипете  у 70 % етанол,  а  затим је

сушена на ваздуху 15 мин, растворена у 100-200 μl ddH2O и одложена на 4°C.

3.2.2. Мерење концентрације изоловане ДНК

Концентрације  растворене  ДНК  мерене  су  на  апарату  Биоспек-нано

(Shimadzu corporation, Јапан) према упутству произвођача.

3.2.3.  In  vitro метилација  молекула  ДНК  изолованих  из

лимфоцита периферне крви

У циљу добијања контролне ДНК, која би била метилована на свим CpG

позицијама, ДНК изолована из лимфоцита периферне крви здраве особе третирана

је ензимом CpG метилтрансферазом M.SssI (New England Biolabs M0226M). 

Метиловање молекула ДНК је изведено према протоколу произвођача.

3.2.4. Бисулфитна модификација изоловане ДНК

Бисулфитна модификација је  поступак којом се конзервира метилациони

статус молекула ДНК. Третирање молекула ДНК натријум-бисулфитом доводи до
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конверзије  неметилованих  цитозина  у  урацил,  док  метиловани  цитозини  не

подлежу таквој промени. Цео поступак је изведен према протоколу Хермана и сар

(Herman и сар.,  1996)  ,  уз  мање измене у  појединим корацима (Grunau и  сар.,

2001). 

- 2 μg молекула ДНК у запремини од 50 μl је денатурисано додавањем 3 М

NaOH (фин. 0,3 М) и инкубирањем 30 мин/42°C;

- претходно  денатурисаној  ДНК  додато  је  550  μl  свеже  припремљеног

раствора  натријум  бисулфита  (5,20-5,69  М  HSO-3;  пошто  је  комерцијално

доступни  натријум  бисулфит  мешавина  натријум  бисулфита  и  метабисулфита,

процењује се да је финална концентрација HSO-3 у направљеном раствору 5,20-

5,69  М),  pH 5,0,  са  10  mМ хидрохиноном,  након  чега  је  уследила  инкубација

18h/55°C.

Раствори за бисулфитну модификацију ДНК:

- 0,2 М хидрохинон (1 ml)

- 0,22 g хидрохинона (Sigma H – 9003, САД) је растворено у 1 ml ddH2O

- NaHSO3 pH 5,0 (10 ml)

- 5,41  g  NaНSO3  (Sigma  S-8890,  САД)  је  растворено  у  8  ml  ddH2O  и

додавањем 10 М NaOH, pH вредност је подешена на 5,0. Затим је бисулфитном

раствору  додато  500  μl  свеже  припремљеног  раствора  хидрохинона.  Након

комплетног  растварања  NaHSO3,  додавањем  ddH2O  запремина  раствора  је

подешена на 10 ml. 

- Након  бисулфитног  третмана,  модификована  ДНК  је  пречишћена

употребом  комплета  за  екстракцију  ДНК  (MBI  Fermentas К0512,  Литванија).

Поступак  пречишћавања  се  заснивао  на  следећем  принципу:  у  присуству

халотропних соли, 6 М раствора натријум јодида (у даљем тексту РВ-раствор за

везивање),  молекул  ДНК  се  прво  везује  за  специјално  дизајниране  стаклене

честице,  а  затим  се,  да  би  се  добили пречишћени  молекули ДНК,  ове  соли  и

заостале нечистоће уклањају испирањем у одговарајућем пуферу који садржи у

једнаком  односу  супстанце  Трис,  NaCl,  ЕДТА  и  95%  етанол  (РИ-раствор  за

испирање).  Након  испирања,  молекули ДНК се  елуирају  са  стаклених  честица
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помоћу ddH2O или одговарајућег пуфера.

- након бисулфитне модификације садржај сваке епрувете подељен је на два

једнака дела и додато је по три запремине РВ раствора и одговарајућа запремина

ресуспендоване суспензије силицијум-диоксида која садржи стаклене честице за

везивање ДНК;

- узорци су инкубирани 5-15 мин на 55°C да би се молекул ДНК везао за

честице SiО2-пудера, уз вортексовање свака 2 мин како би се SiО2-пудер одржао у

суспензији;

- након  центрифугирања  5  секунди/13000  g и  одливања  супернатанта,

епрувете су центрифугиране још једном 2-3 секунде и преостали РВ је уклоњен

наставком;

- додато  је  по  500  μl  хладног  РИ,  након  чега  је  талог  ресуспендован

наставком и узорци су центрифугирани 5 секунди/13000 g;

- након одливања супернатанта поступак са РИ је поновљен још 2 x;

- након  последњег  испирања  и  одливања супернатанта,  епрувете  са  SiО2-

пудер  суспензијом  су  центрифугиране  још  1  x  и  преостали  РИ  је  уклоњен

наставком;  епрувете  су  остављене  отворене  10-15  мин  на  ваздуху  да  се  талог

осуши;

- ДНК је елуирана са стаклених честица додавањем 40 μl 1 mМ Трис-HCl,

pH 8,0, талог је ресуспендован наставком, некон чега је уследило инкубирање 5

мин/55°C;

- након центрифугирања 30 секунди/13000 g супернатант је пренесен у нову

епрувету, избегавајући стаклене честице; поступак је поновљен још 2 x са истом

количином  1  mМ  Трис-HCl,  pH  8,0;  да  би  се  уклониле  евентуално  заостале

стаклене  честице,  епрувете  са  елуираном  ДНК  су  центрифугиране  30

секунди/13000 g и супернатант је пажљиво пренет у нове епрувете;

- узорцима  је  додата  одговарајућа  запремина  свеже  припремљеног  3  М

NaOH (фин. 0,3 М) и узорци су стављени на инкубацију 20 минута на температури

од 37°C;

- десулфонованој  ДНК  је  додато  1/2  запремине  7,5  М  амонијум  ацетата

(Serva, Немачка), pH 7,0, 2,5 запремине хладног апсолутног етанола и 1 μg тРНК
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(тРНК  квасца,  1  mg/μl,  Gibko  BRL,  САД)  као  носача,  након  чега  је  уследило

таложење на -20°C преко ноћи;

- након центрифугирања од 20 мин/13000 g/4°C, декантован је супернатант и

додата је 1/2 запремине 70 % етанола;

- након центрифугирања 10 мин/13000  g/4°C,  декантован је  супернатант и

епрувете су остављене отворене 15-30 мин док сав етанол није упарио;

- ДНК је растворена у 40 μl 1 mМ Трис-HCl, pH 8,0 и одложена на -20°C.

Овако  модификована  и  пречишћена  ДНК  је  представљала  узорак  за

амплификацију МСП техником.

3.2.5.  Биоинформатичка  анализа  прајмера  специфичних  за

метиловани алел

У  сврху  демонстрације  in  silico протокола  за  тестирање  подесности

прајмера за  МСП  (Davidović  и сар.,  2014),  анализирали смо прајмере које  смо

користили у овој студији, а као контроле послужили су нам прајмери за оцену

метилационог статуса промотора гена  р14  и  р16 , као и промотора гена  PTEN-а.

Секвенце прајмера биле су идентичне секвенцама прајмера који су коришћени у

сличним студијама (Burri и сар., 2001; Zysman и сар., 2002). Протокол подразумева

следеће кораке:

 одређивање позиције прајмера у односу на место почетка транскрипције

 одређивање броја и позиције цитозина у оквиру динуклеотида CpG, као и

конвертованих цитозина који се не налазе у оквиру динуклеотида CpG

 предикција  формирања  секундарних  структура,  попут  укосница,  као  и

димера прајмера (хомодимери, хетеродимери) 

 провера  специфичности  прајмера  претрагом  по  сличности  у  оквиру

бисулфитно модификованог генома 

Позиција прајмерског пара је дефинисана као удаљеност првог нуклеотида

са 5' краја сенс прајмера од места почетка транскрипције (МПТ). Позиције МПТ, у

оквиру  промотора  анализираних  гена,  пронађене  су  претрагом  база  података
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ДБТСС  (енгл.  Database  of  Transcriptional  Start  Sites)  и  ЕПД  (енгл.  Eukaryotic

Promoter  Database)  које  се  налазе  на  следећим  везама:  http://dbtss.hgc.jp/ и

http://epd.vital-it.ch/, редом. 

Број  и  позиција  конвертованих  цитозина  у  оквиру  секвенце  прајмера

одређивана је поређењем бисулфитно модификоване и неизмењене секвенце ДНК.

Интернет  апликација  Нетпрајмер  (енгл.  NetPrimer,

http://www.premierbiosoft.com/)  коришћена  је  за  предикцију  формирања

секундарних структура као и термодинамичких параметара прајмера (стабилност

3' и 5' краја). Програм израчунава рејтинг прајмера, који је зависан од стабилности

хомодимера прајмера и укосница, према следећој формули: 

Р = 100 + (dG (хомодимер) x 1,8 + dG (укосница) x 1,4), 

где је Р рејтинг прајмера, а dG промена слободне Џибсове енергије. Под условом

да је dG (хомодимер) = dG (укосница) = 0, Р =100. Вредност Р = 80 коришћена је

за  границу  значајности.  Прајмери који  имају  мање вредности  нису  погодни за

употребу у ланчаној реакцији умножавања.

Провера  специфичности  везивања  прајмера  у  оквиру  бисулфитно

модификованог  генома  урађена  је  уз  помоћ  програма  Бисерч  (енгл.  BiSerch),

опција  електронска  ланчана  реакција  умножавања  (ePCR),  коме  се  може

приступити преко следеће везе:  http://bisearch.enzim.hu/. Овај програм омогућава

претрагу по сличности у оквиру генома који  је:  а.)  неизмењен,  б.)  бисулфитно

модификован  и  метилован  и  в.)  бисулфитно  модификован  и  неметилован.  На

располагању  су  геноми  следећих  врста:  Homo  sapiens,  Mus  musculus и  Pan

troglodytes.

3.2.6. Анализа метилационог статуса промотора гена методом МСП 

Метилациони статус промотора гена p14 и p16 испитиван је методом МСП.

Метода  се  заснива  на  употреби  два  пара  прајмера;  један  пар  умножава

неметиловани,  док  је  други  пар  специфичан  за  метиловани  алел.  Метода  је
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осетљива  и  може  да  детектује  један  метиловани  алел  у  присуству  хиљаду

неметилованих.  У  табели  3.4.  налазе  се  секвенце  прајмера  коришћених  у  овој

студији. 

Приликом извођења ланчане реакције  полимеразе  коришћен је  Hot  start

протокол.  Он  подразумева  коришћење  ДНК  полимеразе,  која  је  хемијски

модификована,  тако да је  неактивна на собној  температури.  Ензим се активира

током фазе иницијалне денатурације (95°С/10 минута). Бенефити коришћења овог

протокола  огледају  се  у  смањењу  неспецифичних  амплификација  (Paul  и  сар.,

2010). 

МСП реакција  је  извођена у  финалном волумену  од 25 μl,  при  чему  је

реакциона смеша припремљена на следећи начин:

1. 1  х  пуфер  (16,6  mM  амонијум-сулфат/6,7  mM  Трис,  pH  8,8/6,7  mM

MgCl2/10 mM 2-меркаптоетанол)

2. динуклеотид-три-фосфати (1,25 mM сваки)

3. прајмери у финалној концентрацији од 0,6 μM

4. ДМСО у финалној концентрацији од 5 %

5. ГСА у финалној концентрацији од 0,4 mg/ml

6. 1 јединица HotStart Так полимеразе (Quiagen, САД).

7. 2,5 μl узорка 

Ланчана  реакција  полимеразе  је  извођена  у  апарату  Аплајд  Биосистемс

2720 (Applied Biosystems, Foster City, CA, САД) у трајању од 40 циклуса. Сваки

циклус се састојао од три корака: денатурације ДНК (45s на 95°C), хибридизације

прајмера (45s на температури приказаној у Табели 3.2) и елонгације прајмера (1

минут  на  72°C).  Реакција  је  започета  иницијалном  денатурацијом  на  95°C  у

трајању од 15 минута, а завршена је финалном елонгацијом на 72°C у трајању од 7

минута. 
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3.2.7. Ланчана реакција полимеразе егзона 5-8 гена p53

У циљу припреме изоловане ДНК за  секвенцирање,  урађена је  реакција

ланчаног умножавања егзона 5-8 гена p53. Секвенце прајмера, који су кориштени

за сваки од егзона, приказане су у Табели 3.4. Прајмери су дизајнирани на начин

да  обухватају  и  интронске  делове  гена,  тако  да  се  секвенце  егзона  могу  целе

анализирати у оба смера.

Реакција је извођена на апарату Аплајд Биосистемс 2720 у трајању од 40

циклуса. Сваки циклус се састојао од три корака: денатурација ДНК (45s на 95°C),

хибридизације прајмера (45s на температури приказаној у Табели 2.2) и елонгације

прајмера (1 минут на 72°C). Реакција је започета иницијалном денатурацијом на

95°C у трајању од 10 минута,  а  завршена је  финалном елонгацијом на 72°C у

трајању од 7 минута. 

Ланчана реакција полимеразе је рађена у финалној запремини од 25 μl, а

према следећој рецептури:

1. 1 х Gold пуфер (Applied Biosystems, Foster city, CA, САД)

2. магнезијум-хлорид у финалној концентрацији 1,5 mM

3. динуклеотид-три-фосфати (0,2 mM сваки)

4. прајмери у финалној концентрацији 0,4 μM

5. ДМСО у финалној концентрацији од 5 %

6. ГСА у финалној концентрацији од 0,4 mg/ml

7. 1,5  јединица  Gold  Так  полимеразе  (Applied  Biosystems,  Foster  City,  CA,

САД)

8. 125 ng ДНК (2,5 μl).

Табела 3.2. Рецептура за припрему 100 ml 2 % агарозног гела.

Састојак 10ХТБЕ* Агароза Етидијум-бромид Дест. вода 

Количина 10 ml 2 g 5 μl 90 ml

* 10 x ТБЕ pufer, pH 8,3 (108 g Трис, 55 g H3BO3, 40 ml 0,5 M ЕДТА, pH 8,0, dH2O do 1000 ml).
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3.2.8.  Провера  специфичности  ланчане  реакције  полимеразе

електрофорезом у агарозном и полиакриламидном гелу

Провера  специфичности  ланчане  реакције  полимеразе урађена  је

електрофорезом у 2 % агарозном, односно 6 % полиакриламидном гелу, бојених

етидијум-бромидом. Гелови су припремљени према упутству датом у Табелама 3.2

и 3.3. 

Табела 3.3. Рецептура за припрему 6 % полиакриламидног гела (25 ml).

Састојак ПАА шток* 10 Х ТБЕ
10 % амонијум

персулфат
Темед ddH2O

Количина 5 ml 2,5 ml 210 μl 16 μl 17,5 ml
* акриламид:бис-акриламид=19:1.

3.2.9. Детекција мутација секвенцирањем фрагмената молекула

ДНК који садрже егзоне 5-8 гена p53

Секвенцирање фрагмената молекула ДНК који садржи егзоне 5-8 гена p53

урађена је у Институту за микробиологију, Медицинског факултета Универзитета

у Београду.

Табела 3.4. Секвенце прајмера који су коришћени у студији
Парови

прајмера
Прајмерске секвенце

(5’-3’)
Tх (oC)

Дужина ампл.
(бп)

Реф.

p53 егзон 5
С TGTTCACTTGTGCCCTGACT
А CAGCCCTGTCGTCTCTCCAG

61.5 269
(Futreal  и
сар., 1991)

p53 егзон 6
С GCCTCTGATTCCTCACTGAT
А TTAACCCCTCCTCCCAGAGA

60.0 181
(Futreal  и
сар., 1991)

p53 егзон 7
С ACTGGCCTCATCTTGGGCCT

А TGTGCAGGGTGGCAAGTGGC
61.5 171

(Futreal  и
сар., 1991)

p53 егзон 8
С TAAATGGGACAGGTAGGACC
А TCCACCGCTTCTTGTCCTGC

60.0 229
(Futreal  и
сар., 1991)

p14 н
С TTTTTGGTGTTAAAGGGTGGTGTAGT
А CACAAAAACCCTCACTCACAACAA

60.0 132
(Esteller  и
сар., 2000)

p14 м
С GTGTTAAAGGGCGGCGTAGC
А AAAACCCTCACTCGCGACGA

   62.
0

   122
(Esteller  и
сар., 2000)

p16 н
С TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT
А CAACCCCAAACCACAACCATAA

60.0 151
(Herman  и
сар., 1996)

p16 м
С TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC

А GACCCCGAACCGCGACCGTAA
65.0 150

(Herman  и
сар., 1996)

м прајмерски пар специфичан за метиловани алел; н, прајмерски пар специфичан за неметиловани алел; С, сенс; А,
антисенс; Тх, температура хибридизације; бп, базни пар.
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3.2.10. Утврђивање нивоа експресије гена на протеинском нивоу

имунохистохемијски

Ниво  експресије  анализираних  протеина  вршен  је  имунохистохемијски

применом  стрептавидин-биотин  индиректне  методе  са  коришћењем  ЛСАБ  +

комплета (LSAB + kit), уз примену диаминобензидина као хромогена и Мајеровог

хематоксилина за контрастирање.

У овој студији коришћена су комерцијална примарна антитела за:

1.  р53,  клон  DO7 анти-p53  антитело  (Dako  Cytomation,  Carpinteria,  CA, САД),

разблажење 1:250.

2. Циклин D1, клон ЕP12 анти-циклин D1 антитело (Dako Cytomation, Carpinteria,

CA, САД), разблажење 1:50.

3. Кi-67, клон TEC-3 анти-Кi-67 антитело (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, САД),

разблажење 1:300.

4. p16, клон JC8 анти-р16 антитело (Santa Cruz Biotechnology, САД), разблажење

1:200.

Као  позитивна  спољашња  контрола  коришћена  су  следећа  ткива:  за

имунохистогемијску  детекцију  протеина  Кi-67  ткиво  Буркитовог  лимфома,

протеина р53 ткиво карцинома дојке,  протеина циклин D1 ткиво  тонзиле  и  за

протеин р16 ткиво планоцелуларног карцинома цервикса.

Експресија свих наведених протеина је једарна и анализирана је оптичком

микроскопијом на микроскопу Олимпус БX50Ф4, на увеличању 200х. 

Индекс обележавања је урађен на дигиталним фотографијама снимљеним

камером Олимпус ДП70, 12 мегапиксела, по следећим критеријумима:

1.  за  протеине циклин D1 и р16 квалитативно:  присутна експресија  (+)  и  није

присутна експресија (-)

2. за протеине р53 и Кi-67 семиквантитативно. На сваком узорку је анализирано по

5  изабраних  поља  („hot-spots“)  и  одређивана  је  средња  вредност  експресије.

36



Добијени резултати су класификовани у 4 категорије и то за ескпресију р53 на

следећи начин :

 негативно (0): мање од 10 % туморских ћелија је позитивно.

 негативно (1): позитивно је између 11 и 25 % туморских ћелија.

 позитивно (2): позитивно је између 26 и 50 % туморских ћелија.

 позитивно (3): позитивно је више од 50 % туморских ћелија.

Имунохистохемијска  анализа  експресије  протеина  Кi-67  била  је

класификована на следећи начин:

 негативно (-): мање од 1 % позитивних туморских ћелија  

 лака позитивност (+): 1-5% позитивних туморских ћелија 

 умерена позитивност (++): 6-25% позитивних туморских ћелија 

 јака позитивност (+++): више од 25% позитивних туморских ћелија.

3.2.11. Статистичка обрада резултата

Статистичка  анализа  добијених  резултата  подразумевала  је  примену

следећих статистичких тестова:

 Фишеров тест тачне вероватноће (Fisher exact test)

 МекНемаров χ квадратни тест (McNemar's test)

 Ман-Витнијев тест (Mann-Whitney test)

 Данов тест (Dunn's test)

Међусобна повезаност алтерација испитиваних гена и/или протеина као и

њихова  повезаност  са  клиничким  карактеристикама  пацијената  и  хисто-

патолошким  карактеристикама  тумора  испитивана  је  коришћењем  Фишеровог

теста тачне вероватноће. 

Међузависност експресије протеина р16 и метилације промотора његовог

гена испитивана је помоћу МекНемар χ квадратног теста. Разлика у експресији
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протеина  Ки-67  у  селектованим подгрупама  пацијената  анализирана  је  помоћу

непараметријског теста суме рангова. Данов тест је коришћен у случају поређења

више група у односу на испитивани параметар. За обраду података коришћен је

лиценцирани програм за статистичку обраду Сигма плот 10.0 (Sigma plot 10.0).

У свим примењеним аналитичким методама прихваћени ниво статистичке

значајности био је P ≤ 0,05.
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4. Резултати

Ова студија је укључила 33 туморска и 4 околна неизмењена ткива, узетих

после  ексцизије  из  25  пацијената.  Просечна  старост  испитаника  била  је  61,36

година (опсег 39-74). Особа мушког пола било је 11, док је 14 било женског. Преко

60 година, у тренутку одвијања студије, имало је 15 пацијента, док је млађе од 60

година било 10 испитаника. 

Величина тумора била је ≥ 10 cm код 18 пацијената, док је код 15 случајева

била мања од 10 cm. У односу на хистолошки градус, узорци туморског ткива су

били подељени на две групе: група са ниским градусом (23/33) и група са високим

градусом (10/33).  Према хистолошком подтипу липосаркома пацијенти су били

подељени на  следећи  начин:  група  код  које  је  дијагностикован  ДДЛПС (6/33),

група са дијагностикованим МПЛС/ОЋПЛС (18/33) и група код које је установљен

ПЛПС (9/33).

У другој групи 15 од 18 испитаника имало је чисти миксоидни липосарком,

два  пацијента  миксоидни  липосарком  са  ОЋ компонентом  испод  5  % и  један

испитаник  је  имао  округлоћелијски  липосарком.  Тумори  су  у  највећем  броју

случајева  били  локализовани  у  екстремитетима  (29/33),  два  тумора  су  била

смештена у ретроперитонеуму и по један у пределу врата и слабинског дела. Од

укупног броја тумора 22 од 33 била су примарна, у 10 случајева установљени су

локални рецидиви и у једном случају метастаза на костима (1/33). 

4.1. Анализа мутационог статуса гена p53

Укупно  је  детектовано  седам тачкастих  мутација  и  један  полиморфизам

(Табела 4.1). Четири мутације су биле измењеног смисла, док су преостале три

биле  тихе  мутације.  Четири  мутације,  две  измењеног  смисла  и  две  тихе,

детектоване  су  у  два  узорка  плеоморфног  подтипа  (2/9,  22,22  %),  док  су  три

мутације  установљене  код  миксоидног  подтипа  (3/18,  16,67  %).  Код

добродиферентованих  липосаркома  није  детектована  ниједна  мутација.

Полиморфизам, R213R, детектован је у узорку миксоидног подтипа. 
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Табела 4.1. Детектоване мутације у узорцима липосаркома
Узорак Хист. подтип Егзон Кодон Аминокиселинска замена ИХЦ
ЛПС 1 Миксоидни 8 286 GAA (Glu)>>GAG (Glu) -

ЛПС 1Р2 Миксоидни 7 244 GGC (Gly)>>TGC (Cys) +

ЛПС 6
Плеоморфн

и
8 270, 273

TTT(Phe)>>TAT(Tyr),
CGT(Arg)>>CGA(Arg)

+

ЛПС 7
Плеоморфн

и
5,8 168, 283

CAC(His)>>CGC(Arg),
CGC(Arg)>>CGG(Arg)

+

ЛПС 9 Миксоидни 6 213 CGA (Arg)>>CGG (Arg)* +
ЛПС 10 Миксоидни 8 286 GAA (Arg)>>GGA (Gly) +

* Полиморфизам; ИХЦ имунохистохемија.

Информације  у  вези  са  ефектима,  детектованих  мутација,  на

функционалност протеина р53, добијене су претрагом базе података мутација гена

р53  (www.p53.fr/TP53Mutload/TP53Mutload.html). Резултати претраге су показали

да  мутације  H168R  (слика  4.1) и  G244C  у  потпуности  укидају  способност

протеина  p53  да  као  регулаторни  протеин  активира  експресију  циљних  гена

(Табела 4.2), као и да су ове мутације повезане са повећаном отпорношћу ћелија

на јонизујуће зрачење.

Табела 4.2. Подаци о активности измењених протеина р53 у регулацији експресије циљних
гена

Мутација WAF1 MDM2 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
Подаци се базирају на експериментима изведеним на ћелијама квасца и на температури од 37°C. Бројне вредности
су дате у процентима, где је активност неизмењеног протеина 100 %. Граница значајности је 20 %.

Мутација Е286G, као и претходне две мутације, онемогућава способност

p53  као  регулаторног  протеина  транскрипције,  али  нема  података  о

радиосензитивности.  Мутација  F270Y  умањује  способност  протеина  р53  да

активира транскрипцију гена р21 и MDM2. Међутим, измењени протеин показујe

већи афинитет од неизмењеног p53 за промоторе гена, који су укључени у процес

апоптозе (BAX, NOXA) (Табела 4.2). 
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Слика 4.1. Део секвенце егзона 5 гена р53. а.) нормално ткиво, б.) узорка ЛПС 7 у

коме је детектована мутације H168R (приказана стрелицом). 

4.2.  Биоинформатичка  анализа  прајмера  специфичних  за

метиловани алел

Биоинформатичка  анализа  је  показала  да  су  сви  испитивани  прајмери

позиционирани у близину одговарајућих МПТ (Табела 4.3). Прајмери се значајно

разликују  у  односу  на  температуре  хибридизације.  Разлика  у  температурама

хибридизација између р16Х-р16Б и р14Е-р14Б износи 14°C, у оба случаја. Парови

прајмера  р14Б  и  р16Б  укупно  садрже  2,  односно  3  цитозина  у  оквиру

динуклеотида CG. Број динуклеотида CG по пару прајмера р14Е и р16Х, износио

је  6  и  7,  редом.  У  свим  случајевим,  осим  антисенс  прајмера  р16Б,  бар  један

цитозин,  у  оквиру  динуклеотида  CG,  био  је  позициониран  на  3'  крају.  Број

цитозина који су ван динуклеотида CG кретао се од 5 до 11 по пару прајмера. У

свим  прајмерима,  осим  оних  специфичних  за  промотор  PTEN-a,  бар  један

конвертовани  цитозин  је  био  присутан  на  3'  крају.  Највише  конвертованих

цитозина на 3' крају имао је антисенс прајмер р14Б, укупно четири. Прајмери нису

показали  велике  разлике  у  погледу  способности  за  формирање  секундарних

структура и у том смислу сви су били погодни за коришћење у ланчаној реакцији

полимеразе.  Провера  специфичности  везивања  прајмера,  показала  је  да  пар

прајмера дизајнираних да се везују унутар секвенце гена PTEN на хромозому 10,

везује и унутар региона хромозома 9, где се налази псеудоген PTENP1 (Слика 4.2).
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Остали прајмери нису показали афинитет за алтернативна места везивања унутар

метилованог генома. 

Табела 4.3. Подаци добијени in silico анализом прајмера 

Прајмер Секвенца Рејтинг
Стабилност

хетеродимера
Позициjа
прајмера

Тх (°C)

p16Б с GGGGAGtAGtATGGAGtC 100 -2,58 +262 51

р16Б а AATCGAAaCGCTACCTaA 90 -2,58 51

р14Б с tAGGTTtTTGGTGAtttTtC 100 -7,51 +284 48

р14Б а ACCTaaTCTTCTAaaAAaCG 100 -7,51 48

р16Х с TtAttAGAGGGTGGGGCGGAtCGC 90 -6,27 +192 65

р16Х а GACCCCGaaCCGCGaCCGTaa 88 -6,27 65

p14Е с GTGttAAAGGGCGGCGtAGC 95 -5,00 +223 62

р14Е а AAAACCCTCACTCGCGaCGa 81 -5,00 62

PTEN с TGttTttAAtACGGCGGCGGC 95 -5,67 +640 62

PTEN а AaACGAATAATCCTCCGAACG 100 -5,67 62
Стабилност хетеродимера изражена је у kcal/mol; малим словима у секвенци прајмера означене су позиције које се
разликују од оних у неизмењеној секвенци ДНК; масним словима означени су динуклеотиди CG; Б, Буријева; Х,
Херман; Е, Естелер.

Слика 4.2. Претрага по сличности показала је да се прајмери преузети из (Zysman и

сар.,  2002)  везују  како за  промотор  PTEN-а, тако и за  регион у коме се налази псеудоген

PTENP1.
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4.3. Анализа метилационог статуса гена p14 и p16

Анализа метилационог статуса промотора гена  p14  показала је присуство

метилованог алела у двадесет и једном узорку (21/33, 63,64%). Такође, метилација

промотора је детектована и у 4 узорка одговарајућих неизмењених ткива (100%).

У три од четири случаја урађена је маргинална ресекција тумора, док је у једном

случају ресекција била широка (≥ 5 cm).

Слика 4.3. Метилациона анализа промотора гена:  а.)  ген  р14  и б.)  ген  р16.  Н,

неметиловани алел; М, метиловани алел; НК, неметилована контрола; МК, метилована

контрола; МР, маркер; бп, базни пар.

Метилација  промотора  овог  гена  била  је  начешћи  догађај  у  групи

МЛПС/ОЋЛПС (14/18, 77,78%), док је у плеоморфним и добродиферентованим

липосаркомима детектована редом у 55,56% (5/9) и 33,33% (2/6) случајева. Код

примарних  тумора  метилација  је  детектована  у  59,09%  (13/22),  док  је  код

рецидива  учесталост  износила  80  %  (8/10).  Међутим,  разлика  није  била

статистички  значајна.  Mетилациона  анализа  промотора  гена  p16,  показала  је

присуство метилованог алела у само 4 случаја (4/33,  12,12%). У три случаја у

питању  су  били  плеоморфни  (3/9,  33,33%)  и  у  једном  случају  миксоидни

липосарком  (1/18,  5,56%).  У свим  случајевима  ради  се  о  рецидивима  болести

(4/10,  40%),  што  се  показало  као  статистички  значајно  (P =  0,0058;  Фишеров

егзактни  тест).  Истовремена  метилација  промотора  гена  p14 и  p16  била  је

детектована у три случаја (два плеоморфна и један миксоидни липосарком). На

слици 4.3 приказана је провера резултата МСП-а у полиакриламидном гелу.
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4.4. Имунохистохемија

Протеин  р53  био  је  експримиран  у  свим  испитиваним  узорцима

плеоморфног  подтипа  (9/9),  једној  трећини  испитиваних  МЛПС/ОЋЛПС (6/18,

33,33%)  и  ни  у  једном  добродиферентованом  тумору  (0/6).  Корелација  између

експресије р53 и градуса тумора показала се као статистички значајна (P < 0,0001;

Фишеров егзактни тест).

Имунохистохемијским бојењем установљена је експресија протеина  p16 у

84,49%  (28/33)  узорака  липосаркома.  Експресија  према  хистолошком  подтипу

била је следећа: плеоморфни липосаркоми 100% (9/9), миксоидни/округлоћелијски

липосаркоми 88,89 % (16/18)  и добродиферентовани тумори 50% (3/6).  Тумори

ниског градуса били су позитивни на присуство протеина  p16 у 78,26% (18/23),

док су сви тумори високог градуса показали експресију p16 (10/10). Разлика није

показала статистичку значајност. 

Позитивно  бојење  на  циклин  D1  показало  је  61,29%  (19/31)  узорака.

Протеин  је  био  највише  експримиран  у  плеоморфном  подтипу,  66,67%  (6/9)

случајева,  док  је  код  добродиферентованих  и  миксоидних  тумора  позитивно

бојење на циклин D1 било присутно, редом, у 40% (2/5) и 62,5% (10/16) узорака.

Липосаркоми ниског и високог градуса показали су сличну експресију циклина

D1, 57,14% (12/21) и 60% (6/10), редом. Истовремена експресија циклина  D1 и

протеина  p16 утврђена је у 51,52% (17/33) узорака липосаркома, док је одсуство

оба протеина било забележено само у  два  случаја  (један  добродиферентован и

један миксоидни липосарком). 
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4.5. Међузависност испитиваних параметара

Посматрано на нивоу целе групе ни један од испитиваних параметара није 

Слика 4.4. Корелација експресије Ki-67 и имунореактивног статуса р16 у липосаркомима

као  групи.  Компоненте  ниског  и  високог  градуса,  унутар  истог  тумора,  приликом  рачунања

третиране су као посебни узорци. Правоугаоници представљају интервал вредности између 25 %

медијане  и  75  % медијане;  граничници  представљају  максималну  и  минималну  вредност,  док

кругови означавају екстремне вредности. 

показао статистички значајну корелацију са величином тумора, полом и старосном

доби.

У групи добродиферентованих липосаркома примећено је да тумори који

експримирају р16 не прелазе дијаметар од 10 cm, док тумори који су показали
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негативно имунохистохемијско бојење нису били мањи од 15 cm. Међутим, број

узорака  (шест)  није  био  довољан  да  би  се  разлика  показала  као  статистички

значајна.

Експресија циклина D1 је, у оквиру миксоидне подгрупе, била присутна у

девет узорака са повишеним нивоом протеина  р16 и само у једном случају где

није забележена експресија протеина р16.  Међутим,  није утврђена статистички

значајна  веза  између  експресије  ова  два  протеина.  Утврђена  је  статистички

значајна корелација између метилације промотора гена p16 и експресије протеина,

на нивоу целе групе узорака (P < 0,001; МекНемаров χ квадратни тест). Показана

је  статистички значајна  веза  између експресије  р16 и  р53 (P =  0,03;  Фишеров

егзактни тест). 

Мутациони статус гена р53 није корелисао са експресионим нивоом 

Слика 4.5. Корелација експресионог статуса Ki-67 и градуса липосаркома. 

протеина р53, као ни са метилационим статусом гена р14. 
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Утврђено је да постоји статистички значајна разлика, у погледу експресије

протеина  Ki-67, између тумора код којих је одcутна експресија протеина  p16 и

тумора  код  којих  је  она  повишена  (P <  0,001;  Ман-Витнијев  тест;  Слика  4.4).

Слично  томе,  експресија  протеина  Ki-67  показала  је  повезаност  са  градусом

липосаркома (P < 0,001; Ман-Витнијев тест; Слика 4.5). 

Код тумора ниског градуса ни у једном случају број ћелија позитивних на

присуство Ki-67 није  био већи од 5  %.  Ситуација  је  била обрнута  код  тумора

високог градуса, где је Ki-67 био ескпримиран у 6-25 % ћелија у осам тумора, док

је  у два случаја  удео позитивних ћелија био између 25-50 %. Код миксоидних

тумора  са  ОЋ компонентом,  бојење  је  било  интензивније  у  дедиферентованом

делу  тумора.  Такође,  показана  је  статистички  значајна  разлика  у  односу  на

екпресију  протеина  Ki-67 код  тумора  са  позитивним  и  негативним

имунохистохемијским бојењем на протеин p53 (P = 0,0001; Ман-Витнијев тест).

Од укупног броја испитиваних узорака само у два није пронађена промена

ни  у  једном  од  испитиваних  параметара.  Оба  узорка  су  класификована  као

добродиферентовани липосаркоми.  Број  промена на  нивоу гена и/или протеина

испитиваних чланова два сигнална пута у ДДЛПС никад није већи од два, док је

код  плеоморфних  липосаркома  у  седам  случајева  четири,  а  у  два  три.  У

миксоидним  липосаркомима  број  измењених  параметара  се  креће  од  1  до  6.

Применом Дановог теста показано је да између подтипова липосаркома постоји

значајна  статистичка  разлика  у  погледу  броја  алтерација  у  испитиваним

сигналним путевима (P < 0,001). Сви експериментални подаци налазе се у Табели

4.4. 
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Табела 4.4. Преглед резултата добијених анализама на узорцима липосаркома

Узорак Ген p53 p53 ИХЦ p16 мет. Р16 ИХЦ D1 ИХЦ p14 мет. Ki-67

ЛПС 1 мутиран* - - + - + до 5 %

ЛПС
1Р1

ндм - - + + + до 5 %; ОЋ до 10 %

ЛПС
1Р2

мутиран + + + + + до 5 %

ЛПС
1Р3

ндм - - + - + до 5 %

ЛПС 2 ндм - - + - - до 5 %

ЛПС
2Р1

ндм - - - - + до 1 %

ЛПС
2Р2

ндм - - + - + до 5 %

ЛПС
2Р3

ндм - - + + + до 5 %

ЛПС 3 ндм + - + + + до 25 %

ЛПС
3Р1

ндм + + + + - до 25 %

ЛПС
3Р2

ндм + + + - + до 25 %

ЛПС 4 ндм + - + + + до 25 %

ЛПС 5 ндм - - + - + до 5 %

ЛПС 6 мутиран + - + - - до 15 %

ЛПС 7 мутиран + - + + - до 25 %

ЛПС 8 ндм - - + + - до 5 %

ЛПС 9 Полимор. + - + + + до 5 %

ЛПС 10 мутиран + - + + + до 5 %

ЛПС 11 ндм - - - + + до 1 %

ЛПС 12 ндм + - + + - до 5 %

ЛПС 13 ндм - - + - + до 1 %

ЛПС 14 ндм - - + нп + до 5 %; ОЋ до 10 %

ЛПС 15 ндм - - - нп - до 1 %

ЛПС 16 ндм - - - - - до 1 %

ЛПС 17 ндм + - + + - до 15 %

ЛПС 18 ндм + - + + + до 5 %

ЛПС 19 ндм - - + + + до 5 %

ЛПС 20 ндм - - + + - до 1 %

ЛПС 21 ндм + + + - + до 25 %

ЛПС 22 ндм + - + + + до 50 %

ЛПС 23 ндм + - + + - до 5 %; ОЋ до 50 %

ЛПС 24 ндм - - + - + до 5 %

ЛПС 25 ндм - - - + - до 1 %

*  тиха  мутација;  ндм  није  детектована  мутација;  Рн  н-ти  локални  рецидив;  ИХЦ   имунохистохемија;  мет.
метилациони   статус; нп нема података; ОЋ округлоћелијска компонента.
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5. Дискусија

Липосаркоми  су  ретки  тумори  мезенхималног  порекла  и  недовољно

разјашњене  патогенезе.  С  обзиром  на  значајне  клиничко-патолошке  разлике

између  три  подтипа  липосаркома,  вероватно  је  да  су  различити  механизми

укључени у њихов настанак и развој. На основу студија које су се фокусирале на

истраживање  генетике  саркома  меких  ткива  и  костију,  може  се  закључити  да

сигнални  путеви  p53-p14  и  Rb-p16  играју  одређену  улогу  у  свим  типовима

саркома  (Baird и сар., 2005; Bennani-Baiti, 2011; Osuna и de Álava, 2009; Pérot и

сар., 2010). Разјашњавање улоге ових сигналних путева у патогенези липосаркома,

може да  буде допринос како дијагностици и прогностици липосаркома,  тако и

дефинисању потенцијалних терапеутских циљева. 

Пре него што кренемо у анализу резултата ове студије, осврнућемо

се  на  потенцијалне  проблеме  у  вези  са  истраживањем  липосаркома.  Уопште

посматрано, постоји неколико потешкоћа у вези интерпретације резултата студија,

које  су  анализирале  мутациони  /  метилациони  статус  појединачних  гена  у

липосаркомима.  Ови  проблеми  могу  да  буду  проузроковани:  а.)  малим  бројем

узорака;  б.)  променом  класификације  саркома  меких  ткива;  в.)  недововољно

прецизним класификовањем саркома меких ткива. 

Први  проблем  није  специфичан  само  за  генетичка  испитивања

липосаркома, већ је присутан у добром делу студија које за предмет истраживања

имају ћелије и ткива човека. У случају липосаркома проблем је још више изражен

ниском учесталошћу малигнитета у општој популацији. С тим у вези је и број

публикација, које се тичу улоге одређеног гена у патогенези липосаркома, а који је

углавном недовољан за доношење дефинитивних закључака. Друга два проблема

тичу се класификације саркома. Подела саркома по групама, које би се међусобно

јасно разликовале, готово да је немогућа. Неколико деценија вођена је расправа да

ли  малигни  фиброзни  хистиоцитом  (МФХ),  постоји  као  засебан  ентитет  или

представља прогресију других класа саркома (Randall и сар., 2004). Једна врста
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тумора  првобитно  класификованих  као  МФХ,  касније  су  окарактерисани  као

дедиферентовани липосаркоми (Matushansky и сар., 2009). 

Према најновијој класификацији Светске здравствене организације (СЗО)

малигни  фиброзни  хистиоцитоми  су  укинути  као  тип  и  воде  се  као

недиферентовани  плеоморфни  саркоми  (http://sarcomahelp.org/reviews/who-

classification-sarcomas.html). Такође,  молекуларно генетичком анализом утврђено

је да су тумори, који су били класификовани као мешовити (један део ДДЛПС,

други  МЛПС),  уствари  добро  диферентовани  тумори  (de  Vreeze  и  сар.,  2008).

Недовољно прецизна класификација је присутна у појединим студијама, поготово

онда  када  се  анализирају  алтерације  гена  у  саркомима  као  групи  (решава  се

проблем малог броја узорака). У таквим студијама, уобичајено је да се не наводе

подгрупе липосаркома, него се све воде под општим именом (Das и сар.,  2007;

Orlow и сар., 1999; Seidel и сар., 2005). С обзиром на велике генетичке разлике које

постоје  унутар  липосаркома  као  групе,  овакви  подаци  нису  довољно

информативни.

Експресија протеина р53 у  ткивима ДДЛПС/ДЛПС, често се  истражује у

контексту испитивања  молекуларне  основе  процеса  дедиференцијације.

Истраживања Голдблум и сар. показала су да је повећан ниво ескпресије протеина

р53 детектован у 6 % испитиваних ДДЛПС, док је  код ДЛПС скоро половина

узорака (47 %) била позитивна на присуство протеина р53 (Goldblum и сар., 1995).

На основу добијених резултата ови аутори закључују да је протеин р53 укључен у

процес  хистолошке  прогресије  у  овом  типу  тумора.  Слична  студија,  коју  су

спровели Адачи и сар., показала је да је абератна експресија протеина р53 знатно

чешћа у дедиферентованој компоненти тумора (57 % у односу на 14 %) (Adachi и

сар.,  2001).  Ово истраживање  није  показало  значајну  разлику  у  стопи

преживљавања  између  ДДЛПС и  ДЛПС група,  ако  се  груписање  врши  према

локализацији тумора (ретроперитонеум/екстремитети). На основу ове опсервације,

аутори  су  закључили  да  је  протеин  р53  укључен  у  процесе  који  воде  ка

морфолошким променама тумора, а не утиче на агресивност неоплазије. Деи Тос и

сар. искључују могућност да алтерације на нивоу гена  р53 и/или протеина могу
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имати есенцијалну улогу током дедиференцијације (Dei Tos и сар.,  1997a).  Они

констатују  да  је  повећана  експресија  р53  у  релативно  малом  броју  туморских

ћелија  (5-20  %)  у  испитиваним  узорцима  ДЛПС,  компатибилна  са  присуством

неизмењеног гена р53.

Након  имунохистохемијског  бојења,  свих  шест  узорака  ДДЛПС,

испитиваних  у  овој  студији,  је  класификовано  као  негативно  на  протеинску

експресију р53. Овакав резултат оставља могућност да је промена експресије гена

р53, касни догађај у току прогресије ДДЛПС/ДЛПС. Нажалост, наша студија није

укључила  дедиферентоване  липосаркоме,  тако  да  нисмо  у  могућности  да

дискутујемо о могућој улози р53 током прогресије ДДЛПС/ДЛПС. 

Веза између прогресије миксоидних липосаркома и промена у експресији

протеина р53 није најјаснија. Резултати претходних студија, значајно се разликују

и у квантитативном и у квалитативном погледу.  Деи Тос и сар.  су испитивали

експресију  протеина  на  21  узорку  МЛПС/ОЋЛПС (Dei  Tos  и  сар.,  1997).  Сви

узорци,  независно  од  градуса,  показали  су  позитивну  реакцију  на

имунохистохемијско  бојење.  Супротно  налазима  ове  групе,  Антонеску  и  сар.

закључују  да  је  експресија  протеина  p53  повезана  са  округлоћелијском

компонентом тумора (Antonescu и сар., 2001). Позитивно бојење показало је само

17 % узорака. У складу са овим резултатима су и подаци које су објавили Ода и

сар. (Oda и сар., 2005). Они су добили значајно већу експресију  протеина  p53 у

ОЋ  (13,8  %)  него  у  миксоидној  компоненти  (6,2  %).  Најзад,  Смит  и  сар.  су

детектовали повећану експресију у само 2 од 30 узорака (6,7 %). У оба случаја у

питању је била ОЋ компонента тумора (Smith и Goldblum, 1996). 

Испитивање експресије протеина p53 у овој  студији није утврдило да је

позитивно ИХЦ бојење карактеристично само за ОЋ компоненту. С обзиром на то,

наши резултати подржавају налазе Деи Тосове групе. Као последица тога, ближи

смо  ставу  да  су  алтерације  повезане  са  експресијом  p53  рани  догађај  у

туморигенези миксоидних липосаркома. 

Међустудијске  разлике  које  се  тичу  експресије  протеина  p53  делом  су
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последица употребе различитих антитела и граница значајности. Међутим, тешко

је објаснити у потпуности таква велика варирања. Можда један од параметара који

треба узети у обзир је и популациона структура пацијената. Даље, будући да је

етиологија  липосаркома  углавном  нејасна,  не  можемо  одбацити  могућност  да

потенцијални етиолошки фактори могу различито утицати на статус p53 и његову

експресију у миксоидној и округлоћелијској компоненти тумора. Требало би имати

у  виду  да  су  велике  разлике  у  погледу  експерименталних  резултата  делом

последица и малог броја студија.

Плеоморфни липосаркоми су показали повећану експресију протеина p53 у

свим анализираним случајевима.  Овакав  резултат  је  у  складу  са  подацима  из

литературе (Ghadimi и сар., 2011), где је показана висока учесталост алтерација

гена р53 и/или експресије протеина р53. Показано је да је експресија р53 повезана

са  лошом  прогнозом  у  липосаркомима  (Schneider-Stock  и  сар.,  1999),  као  и

саркомима  других  типова  (Kim  и  сар.,  2006;  Medina-Franco  и  сар.,  2003).  С

обзиром  на  добијене  резултате,  изгледа  да  је  аберантан  ниво  протеина  р53

конститутивна одлика плеоморфног подтипа. Могуће објашњење је повезано са

значајем протеина р53 у одржавању геномске стабилности (Talos и Moll, 2010). 

Експресија  протеина  p53,  на  нивоу  целе  групе,  није  корелисала  са

мутационим статусом гена p53. Обично се позитивно имунохистохемијско бојење

повезује са мутацијом измењеног смисла у секвенци p53. Овакав став се базира на

две премисе:  а.)  протеин p53 има кратак животни век и  не  долази до његовог

нагомилавања у ћелији и б) мутирани протеин p53 има већу стабилност,  много

дужи животни век и због тога долази до његовог накупљања у једру. Међутим,

негативна имунохистохемијска реакција може да буде последица и делеције гена

p53 (Lassus и Butzow,  2007).  Слично томе, до повећане експресије протеина p53

може доћи и услед  хипоксичних услова у којима се ћелија налази, а да ген није

мутиран (Koumenis  и  сар.,  2001).  То  значи  да  се  имунохистохемија  не  може

користити као маркер мутационог статуса гена p53.

Студије које су се бавиле мутационим статусом гена p53 у липосаркомима
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су  малобројне  и  укључују  мали  број  узорака.  Ситуација  је  најjаснија  код

добродиферентованих  и  дедиферентованих  липосаркома.  Услед  повећане

експресије протеина MDM2 у овом подтипу адипозних тумора,  мутације су врло

ретке  и детектоване су само у дедиферентованом делу тумора (Dei  Tos  и сар.,

1997). 

Сматра  се  да  мутације  гена  p53  имају  улогу  током  процеса

дедиференцијације  (Goldblum  и  сар.,  1995).  Питање  је  каква  је  селективна

предност мутације, с обзиром да је p53 претходно онемогућен у обављању своје

функције тумор супресора прекомерном експресијом MDM2. Једно од објашњења

је  да  поједине  мутације  доводе  до  настанка  функција  које  не  постоје  код

неизмењених протеина  (енгл.  gain  of  function)  (Petitjean  и  сар.,  2007).  Нова

функција  могла  би  да  омогући  контролу  транскрипције  гена  чији  протеински

продукти  могу  да  покрену  каскаду  догађаја,  који  воде  до  дедиференцијације

тумора.  Међутим,  ово објашњење може бити релеватно само за мали проценат

дедиферентованих липосаркома. Вероватно је да су и други гени укључени у овај

процес.  Директно секвенцирање егзона 5-8 није показало присуство мутираног

гена р53 ни у једном од испитиваних ДДЛПС. 

У  погледу  учесталости  мутација  гена  p53,  ситуација  је  нејасна  код

миксоидних и округлоћелијских липосаркома. Досадашње студије су показале да

се стопа мутација креће од 2,8 % до 28,5 % (Taubert и сар., 1995; Dei Tos и сар.,

1997; Oda и сар., 2005). Не само да се резултати разликују у односу на учесталост

мутација, него и у погледу њихове дистрибуције. Поједини аутори наводе да су

алтерације  p53  чешће  у  ОЋ компоненти  тумора,  док  резултати  других  тимова

указују да су мутације подједнако вероватне и у миксоидној компоненти. Деи Тос

наводи  да  је  стопа  мутација  28,5  %  и  да  њихова  присутност  није  у  вези  са

градусом тумора (Dei Tos и сар., 1997). Насупрот томе, други аутори указују да су

мутације  карактеристичне  за  ОЋ  компоненту  (Oda  и  сар.,  2005).  На  основу

претходно изнетог, могуће су две дијаметралне претпоставке: 1) мутација  p53  је

рани догађај током развоја миксоидних липосаркома и 2) мутација  p53  је касни

догађај  током  еволуције  тумора  и  повезана  је  са  појавом  округлоћелијске
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компоненте.  Спровели  смо  директно  секвенцирање  узорака  МЛПС  да  бисмо

утврдили која од две претпоставке боље описује улогу р53 у патогенези МЛПС.

Мутациона  анализа  је  показала  присуство  укупно  три  мутације  у  три

узорка (16,67 %). Једна од мутација била је тиха (Е286Е), док је мутација G244C

детектована  у  другом  рецидиву  истог  тумора.  Занимљиво  је  да  се  код  трећег

рецидива  појавила  ОЋ  компонента,  али  мутација  p53 није  детектована.  Овај

пример нам показује да је настанак локалног рецидива липосаркома у корелацији

са  испољавањем  микроскопских  карактеристика  агресивнијег  хистолошког

подтипа.

У једном од узорака детектован је полиморфизам R213R.  Присуство овог

полиморфизма  детектовано је и у неколико претходних студија  које су за тему

имале мутациону анализу гена  p53  у  липосаркомима  (Dei  Tos  и  сар.,  1997b;

Schneider-Stock и сар., 1999; Taubert и сар., 1995). С обзиром на релативно мали

број узорака у свакој од студија овај податак може да наведе на размишљање о

могућем  значају  овог  полиморфизма  у  патогенези  адипозних  тумора.  Постоје

индиције да је овај полиморфизам одговоран за повећан ниво експресије  р53 на

нивоу иРНК у туморима главе  и врата  (Ganci  и  сар.,  2011).  Истовремено,  није

показано  да  је  присуство  овог  полиморфизма  значајно  за  прогресију  малигног

тумора једњака (Pilger и сар., 2007). 

Наша студија је показала да су мутације гена p53 присутне само у чистим

миксоидним  туморима.  Међутим,  мора  се  имати  у  виду  да  од  укупног  броја

узорака МЛПС, само два тумора су имала мање од 5 % ОЋ компоненте, док је

само  један  узорак  окарактерисан  као  округлоћелијски  липосарком.  Резултати

сугеришу  да  је  мутација  гена  p53  релативно  редак  догађај,  који  је  повезан  са

раним стадијумима патогенезе миксоидних липосаркома. Могуће је да алтерације

гена  p53  играју  важну  улогу  током  туморигенезе  код  мањег  броја  ових

малигнитета. Експресија транслокационог продукта FUS-CHOP у мезенхималним

матичним ћелијама пореклом из адипозног ткива код мишева са генотипом p53-/-

доводи  до  развоја  миксоидног  липосаркома,  док  код  хуманих  ћелија  овакав
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резултат изостаје (Rodriguez и сар., 2011). То указује да су потребне алтерације и

других гена да би дошло до формирања фенотипа МЛПС.

Плеоморфни липосаркоми су ретки тумори високог градуса. Постоји свега

неколико  студија  коју  су  испитивале  учесталост  мутација  p53  у  овом  подтипу

липосаркома. Према доступним подацима стопа мутација се креће између 17-60 %

(Schneider-Stock и сар., 1998; Fiore и сар., 2007; Barretina и сар., 2010). Резултати

експеримента  спроведеног  на  143  узорка  саркома  (лејомиосаркоми,

недиферентовани плеоморфни саркоми) показали су високу стопу мутација гена

p53  у овим туморима (Pérot и сар., 2010). Такође, анализе су показале да је p53

сигнални  пут  измењен  у  свим  испитиваним  туморима,  било  присуством

мутираног p53 било генетским алтерацијама других чланова овог пута, попут p14.

Ови налази указују да је мутација p53 у саркомима са комплексном генетиком чест

догађај.  Ово  је  у  супротности  са  налазима  код  саркома  са  специфичним

транслокацијама, код којих је овај догађај релативно редак (Oda и сар., 2005). У

нашој студији два од девет узорака (22,22%) ПЛПС су имали мутације на гену

p53. У оба узорка су детектоване по две мутације, једна измењеног смисла и једна

тиха мутација и повишена експресија самог протеина. 

На основу података који се налазе у бази мутација  p53,  закључено је да

мутација H168R укида способност регулисања експресије циљних гена од стране

протеина  p53 (http://p53.fr/TP53Mutload/database_access/biochemical.php).  Такође,

на  основу  експеримената  са  ћелијама  Saos-2 у  култури,  закључено  је  да  ова

мутација  може  бити  одговорна  за  отпорност  ћелија  на  јонизујуће  зрачење

(http://p53.fr/TP53Mutload/database_access/gain.php).  Мутација  F270Y  смањује

способност протеина p53 да иницира експресију  р21, али не у значајнијој мери.

Занимљиво је да измењени протеин показује већу активност у погледу регулације

експресије гена, као што су BAX и NOXA, који кодирају протеине, чија функција је

проапоптотска (Ouyang и сар., 1998; Oda и сар., 2000). Није јасно какву улогу би

могла имати мутација овог типа у развоју тумора. Могуће је да је она последица

прогресије  тумора  и  да  се  налази  у  мањој  субпопулацији  туморских  ћелија.

Постоји и могућност да је ово passenger мутација, а да се driver мутација налази у
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региону гена који није секвенциран. 

Релативно мала учесталост мутација забележена у плеоморфном подтипу, у

овој студији, могла би да се објасни променама које захватају друге гене истог

пута, поготово р14. 

Познато је да алтерације гена  p14  имају сличне функционалне последице

као и мутације гена p53 (Pérot и сар., 2010). Стога је битно утврдити учесталост и

значај метилације промотора р14, као једног од главних механизама инактивације

овог гена (Chin и сар., 1998; Ozenne и сар., 2010). Студија на лејомиосаркомима и

недиферентованим  плеоморфним  саркомима  показала  је  одсуство  метилацијe

промотора  p14 у ова два типа саркома (Perot и сар.,  2010).  Кавагучи и сар.  су

показали  ниску  учесталост  метилације  p14 (3%) у  истраживању  које  је

укључивало  65  узорака  саркома  различитих  типова  (Kawaguchi  и  сар.,  2006).

Међутим, показано је да је метилација  p14 чест догађај у остеосаркомима (47%)

као и да је повезана са лошом прогнозом (Oh и сар.,  2006). У ангиосаркомима

забележена је стопа метилације од 26% и утврђено је да метилација промотора p14

корелише са ескпресијом иРНК, као и да је независна од мутационог статуса p53

(Weihrauch и сар., 2002). С друге стране, p14 не игра значајну улогу у патогенези

хондросаркома,  где ни у једном случају није забележена метилација промотора

овог гена (Asp и сар., 2001).

До  данас  је  урађена  само  једна  студија  која  се  бавила  значајем  p14  у

патогенези липосаркома и то миксоидног подтипа. Истраживање је показало да је

метилација промотора гена p14 значајан механизам током прогресије миксоидних

липосаркома  (Oda  и  сар.,  2005).  У  складу  са  тим  аутори  су  установили  да  је

метилација приметно учесталија у случајевима где ОЋ компонента заузима више

од 5% запремине тумора (35,3% наспрам 4,7%). Резултати наше студије показују

да  је  метилација  p14 чест  догађај  у  миксоидном  подтипу  (77,78%)  и  дa  није

повезана са ОЋ компонентом. Овакву разлику у резултатима могуће је објаснити

разликом у величини узорка, као и клиничко-патолошким параметрима пацијената

који су били укључени у ова два истраживања. У студији коју су спровели Ода и
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сар. око 70% испитаника било је млађе од 40 година (просек 46,4 године). Поред

тога,  75% тумора имало је  пречник мањи од 5 cm. У нашој студији није било

испитаника  млађег  од  50  година  (просек  62,5  година),  док  је  око  75% тумора

имало пречник већи од 5 cm. Постоје индиције да  се ескпресија  p14 повећава

током старења, бар у неким ткивима (von Keyserling и сар., 2011). С обзиром на то,

могуће је да висока учесталост метилације представља додатни механизам којим

малигна  ћелија  инхибира  експресију  p14.  Резултати  појединих  студија  иду  у

прилог наведеној хипотези (Zheng и сар., 2000; Herath и сар., 2002). На основу

свега изнетог, може се закључити да је метилација p14 рани догађај у патогенези

миксоидног подтипа липосаркома. 

У  литератури  не  постоје  подаци  о  учесталости  метилације  p14 у

плеоморфним и добродиферентованим липосаркомима.  Метилациона анализа је

показала високу учесталост метилације p14 у плеоморфном подтипу (55,56%; 5/9).

Није  утврђена  разлика  у  погледу  фреквенције  између  примарних  тумора  и

локалних рецидива. Два узорка, плеоморфног подтипа, код којих је детектована

мутација  p53 нису  имали  метилован  промотор  p14.  Занимљиво  је  да  је  у  два

узорка миксоидног подтипа у којима су детектоване мутације p53 установљена и

метилација  p14.  Ово  указује  на  могуће  другачије  улоге  p14 у  плеоморфним и

миксоидним липосаркомима. 

Најзад  у  групи  добродиферентованих  липосаркома  промотор  p14 био  је

метилован у два од шест случајева.  Слично као и код миксодних липосаркома,

вероватно је да се метилацијом онемогућавају функције  p14, које нису у склопу

p53-p14 сигналног пута, а које су битне за патогенезу тумора. Међутим, мали број

узорака не дозвољава доношење дефинитивних закључака.

Rb-p16  сигнални  пут  представља  један  од  најчешће  измењених  путева

сигнала у малигним туморима (Kubo и Kaye, 2001). Чест механизам инактивације

овог пута представљају делеција или метилација p16 (Esteller и сар., 2001; Kim and

Sharpless, 2006). Смањена експресија протеина  p16 повезана је са прогресијом и

смањеном  стопом  преживљавања  код  различитих  типова  малигних  болести
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(Kawaguchi  и сар.,  2003).  Исто тако,  смањена експресија повезана је  са лошом

прогнозом остеосаркома код деце (Maitra и сар., 2001). Резултати више студија су

показали да је  p16 делетиран у 5-26% саркома меких ткива (Maelandsmo и сар.,

1995; Miller и сар., 1996; Nielsen и сар., 1998). Утврђено је да је метилација  p16

релативно  чест  догађај  у  лејомиосаркомима  (Kawaguchi  и  сар.,  2003),  док  код

хондросаркома корелише са високим градусом тумора (Asp и сар., 2001). Бенаси и

сар. на основу резултата истраживања закључују да је метилација промотора p16

битан  елемент  у  патогенези  остеосаркома  (Benassi  и  сар.,  2001).  Висока

учесталост  метилације  гена  p16 нађена  је  и  у  ангиосаркомима  јетре  (63%)

(Weihrauch и сар., 2002). Међутим, иста студија је показала да промене на локусу

INK4a-ARF нису  независан  прогностички  фактор  у  овој  групи  саркома  меких

ткива. 

Улога метилације p16, у патогенези липосаркома, је испитивана у неколико

студија. Ниједна није утврђивала учесталост и потенцијални значај овог феномена

у  плеоморфним  липосаркомима.  Хе и  сар.  испитивали  су  улогу  метилације

промотора  p16 у  процесу  дедиференцијације  у  групи добродиферентованих

тумора  (He  и  сар.,  2009).  Експериментални  дизајн  је  подразумевао  поређење

метилационог  статуса  p16 између  добродиферентоване  и  дедиферентоване

компоненте у оквиру истог тумора. Испитиван је и метилациони статус у оквиру

локалних рецидива добродиферентованих тумора. Метилација је забележена само

у  дедиферентованим  деловима  липосаркома.  То  је  било  довољно  да  аутори

закључе  да  је  епигенетичка  алтерација  p16 важан  догађај  у  процесу

дедиференцијације. Насупрот томе, метилација  p16 није одговорна за патогенезу

МЛПС/ОЋЛПС (Oda и сар., 2005).

Наша  студија  је  показала  ниску  учесталост  метилације  p16 у

липосаркомима као групи (4/33, 12,12%). Важан резултат метилационе анализе је

налаз да је промотор  p16 био метилован у једној трећини узорака плеоморфног

подтипа. Интересатно, метилација је била присутна у локалним рецидивима, али

не и у примарним туморима. Закључавање промотора гена p16 могло би да утиче

на  повећање  геномске  нестабилности  што  за  последицу  има  нове  добитке  и
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губитке генетског  материјала  (енгл.  gains  and losses)  (McDermott  и  сар.,  2006).

Крајњи резултат би био прогресија тумора. Индикативно је да је појава локалних

рецидива  предиктор  лоше  прогнозе  код  испитаника  оболелих  од  плеоморфног

липосаркома (Ghadimi и сар., 2011). Експресија протеина p16 није корелисала са

метилацијом промотора гена у оквиру плеоморфног подтипа.  Непостојање везе

може да се објасни на више начина. Један од фактора, који се мора имати у виду, је

разлика у осетљивости између ланчане реакције полимеразе и имухистохемијске

методе.  Употреба  различитих  антитела,  као  и  различито  дефинисане  скале  за

оцену експресије протеина, могу да доведу до значајно различитих резултата. Уз

све то оцена имунохистохемијског бојења зависи донекле и од “ока посматрача”

(Quillien  и  сар.,  2012),  односно  представља субјективну  интерпретацију  налаза

што корелира са искуством патолога. У сваком случају,  непостојaње корелације

између  степена  метилације  промотора  гена  у  туморском  ткиву  и  експресије

протеина одређене имунохистохемијском методом,  не значи нужно непостојање

биолошких ефеката метилације промотора.

p16 је  био  метилован  само  у  једном  од  осамнаест

миксоидних/округлоћелијских тумора. Метилација  p16 може да се појави током

прогресије  миксоидних  тумора  као  резултат  деловања  различитих  селективних

притисака,  али  овај  догађај  је  редак  и не  игра  важну  улогу  у  еволуцији  овог

подтипа. Закључак кореспондира са налазима Одине групе (Oda и сар., 2005). 

Ниједан  добродиферентован  липосарком  није  имао  метилован  промотор

гена  p16.  Наша  група  узорака  није  обухватила  туморе  са  дедиферентованом

компонентом, тако да нисмо у стању да потврдимо или оповргнемо тезу о улози

метилације  p16  у  процесу  дедиференцијације  (He  и  сар.,  2009).  Међутим,

истраживање које је спроведено у циљу испитивања алтерација гена укључених у

контролу ћелијског циклуса у подгрупи ДДЛПС/ДЛПС која не експримира CDK4,

није  показало  метилацију  p16  ни  у  једном  од  шест  испитиваних  узорака

дедиферентованих  липосаркома  (Louis-Brennetot  и  сар.,  2011).  Могуће  је  да  је

метилација  коју  су  утврдили  Хе  и  сар.  само  последица,  а  не  један  од  узрока,

еволуције тумора и да није чест догађај. 
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Експресија протеина p16 испитивана је у различитим типовима саркома.

Резултати се разликују зависно од испитиване групе тумора. Недавно објављено

истраживање Kнесела и сар. показало је да постоји инверзна корелација између

експресије  p16 и преживљавања код саркома са  специфичним транслокацијама

(Knösel и  сар.,  2014).  Такође,  експресија  је  повезана  са  феноменом  ћелијског

старења. То значи да туморска ћелија мора да нађе начин да прекине експресију

p16. Један од начина је метилација промотора гена р16 (Esteller и сар., 2001). 

Oда и сар. регистровали су знатно већу експресију p16 у округлоћелијској

него  у  миксоидној  компоненти  липосаркома  (Oda  и  сар.,  2005).  Овај  налаз

сугерише да је p16 укључен у прогресију ове групе тумора. Међутим, у сличној

студији Олофсон и сар. нису приметили разлике у експресији између компоненти

ниског и високог градуса (Olofsson и сар., 2004). Непостојање корелације између

p16 и хистолошког градуса забележено је и у истраживању које је обухватило 59

узорака саркома различитих диференцијација (Cohen и Geradts, 1997). Повишена

експресија протеина p16 је констатована у 28% случајева. Студија је обухватила и

5 липосаркома, од кoјих је само један показао промену у експресији протеина p16.

Међутим, аутори нису навели о којем подтипу или подтиповима липосаркома је

реч.  Сличне  резултате  добили  су  и  Шим  и  сар.  (Shim  и  сар.,  2010).  Они  су

испитивали  промену  експресије  pRb,  p16  и  циклина  D1  у  66  узорака  саркома

меких ткива. Прекомерна експресија протеина p16 детектована је у 36% узорака.

Ова  промена  није  била  повезана  са  градусом  тумора  као  ни  са  стопом

преживљавања.  У  анализу  је  било  укључено  и  шест  липосаркома  за  које  није

наведен подтип; имунореактивност на протеин p16 није забележена ни у једном

случају.  Нилсен и  сар.  су  показали да  је  експресија  p16 измењена у  узорцима

остеосаркома код којих је ген Rb интактан (Nielsen и сар., 1998). Занимљиво је да

је експресија p16 повезана са одговором на хемотерапију код пацијената оболелих

од овог типа саркома (Borys и сар., 2012). Студија на узорцима недиферентованог

плеоморфног саркома (малигни фиброзни хистиоцитом према класификацији СЗО

из  2002.  године)  показала  је  корелацију  између  експресије  протеина  p16  и

прогнозе, као и да је метилација промотора гена  p16  једним делом одговорна за
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инхибицију експресије (Brinck и сар., 2006). 

Анализа  екпресије  протеина  p16,  у  нашој  студији,  показала  је  повећане

нивое протеина у 84,49% узорака липосаркома. Добродиферентовани липосаркоми

су  показали  позитивно  бојење  на  p16  у  50%  случајева  (3/6).  Могло  би  се

претпоставити  да  је  појачана  експресија  p16  рани  догађај  током  туморигенезе

ДДЛПС и да представља одговор на алтерације у p53-p14 и Rb-p16 сигналним

путевима.  Овај  тип  тумора  у  великом  броју  случајева  (око  90%)  експримира

циклин  зависну  киназу  4  (CDK4),  која  врши  фосфорилацију  pRb,  што  за

последицу има активацију регулаторног протеина Е2F и последичну стимулацију

ћелијске пролиферације. С обзиром на то, повећана експресија протеина p16 би

могла бити покушај ћелије да се поново успостави равнотежа. Друго објашњење је

да  HMGA2,  који је умножен заједно са  MDM2 у ДДЛПС/ДЛПС (Italiano и сар.,

2008),  подстиче експресију  р16 и на тај  начин игра улогу у процесу ћелијског

старења (Narita и сар., 2006). Tоком еволуције тумора селективну предност имале

би ћелије, које би на неки начин успеле да анулирају ефекте протеина p16. Као

што  је  већ  поменуто,  ген  p16  је  често  делетиран  или  метилован  у  туморима

(Rocco, 2001).  Будући да није показана метилација промотора гена ни у једном

случају  ДДЛПС,  делеција  остаје  као  једна  од  могућности.  Ипак,  делеције

CDKN2A локуса у ДДЛПС/ДЛПС подтипу су ретка појава (Italiano и сар., 2009;

Louis-Brennetot и сар., 2011). Постоји још једна опција у којој би туморске ћелије

анулирале утицај протеина p16, а да није дошло до генетичке или епигенетичке

алтерације одговарајућег гена. Наиме, од шест анализираних ДДЛПС у три узорка

није забележена експресија протеина p16 као ни метилација промотора гена p14,

док је у два случаја у којима је утврђена повећана експресија p16, детектована и

метилација промотора гена p14. Могуће је да је, као што су показали Кобајаши и

сар. (Kobayashi и сар., 2013), протеин p14 укључен у регулацију нивоа протеина

p16, тако што стимулише његову разградњу у протеазому. Ипак, ово објашњење

није у складу са опсервацијом Луј-Бреноа и сар.  да већина ДДЛПС са ниском

експресијом протеина р16 показује и низак ниво експресије протеина р14 (Louis-

Brennetot  и  сар.,  2011).  Међутим,  непостојање  експресије  протеина  р16  у  три
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узорка ДДЛПС, може да се сагледа и са другог становишта. Показано је да ниво

протеина р53 у ћелији утиче на експресију протеина р16. Мишеви са генотипом

р53-/- или са измењеним геном р53 појачано експримирају р16 у односу на мишеве

са неизмењеним р53 (Leong и сар., 2009). Наша анализа је показала да узорци код

којих није забележена имунореактивност на р16, имају између 11 и 25% ћелија

које  експримирају  р53,  док  је  удео  позитивних  ћелија  5-10  %  када  је  р16

експримиран. У сваком случају потребне су даље анализе експресије р16 да би се

добила јаснија представа о његовој улози у ДДЛПС. 

МЛПС/ОЋЛПС су показали прекомерну експресију протеина p16 у 16 од

18  узорака  (88,89%).  ОЋ компонента  је  показала  већу  експресију  у  односу  на

одговарајућу миксоидну компоненту, што указује на могућност да је протеин p16

на  неки  начин  повезан  са  прогресијом  МЛПС/ОЋЛПС.  Повећана  експресија

протеина р16 у ОЋ компоненти могла би да буде последица већег броја поремећаја

не само у оквиру пута Rb-p16, него и у другим сигналним путевима у ћелији.

Оправдано  је  претпоставити  да  је  појачана  експресија  протеина  р16 у  вези  са

процесом  ћелијског  старења  (Knösel и  сар.,  2014).  Претпоставка  је  подржана

налазом да је у групи МЛПС/ОЋЛПС експресија протеина циклина D1 повишена

у  свим  узорцима,  осим  једног,  где  је  експримиран  протеин  р16. У  складу  са

претпоставком је  и  налаз  да  су  циклин зависне  киназе  4  и  6  експримиране  у

великом броју МЛПС (Dei Tos и сар., 1997). Познато је да постоји директна веза

између  Rb-p16  и  р53-р14  путева.  Регулаторни  протеин  Е2F,  осим  што  врши

активацију  транскрипције  гена  значајних  за  пролиферацију,  индукује  и

транскрипцију гена  р14 (Bates и сар., 1998). Ово је сигурносни механизам, који

спречава  неконтролисану  деобу  ћелије.  Наша  студија  је  показала  да  је  овај

механизам  вероватно  инактивиран  у  великом  броју  испитиваних  МЛПС,

метилацијом промотора гена р14. Премошћавањем антипролиферативне функције

р16 (прекомерна експресија циклина  D1) и инактивирањем гена  р14 (метилација

промотора), туморске  ћелије  би  уклониле  две  велике  препреке  на  путу  даље

малигне еволуције. 

Плеоморфни липосаркоми показали су  позитивно бојење на  p16 у  свим
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испитиваним случајевима. Овај налаз је у складу са резултатима студије Гадими и

сарадника  (Ghadimi  и  сар.,  2011). Повишена  експресија  циклина  р16  у  свим

испитиваним туморима плеоморфног подтипа могла би да буде у вези са његовом

улогом  у  процесу  ћелијског  старења.  Међутим,  поједини  аутори  сматрају  ову

претпоставку  мало  вероватном  услед  природе  биохемијских  процеса  у

плеоморфним липосаркомима (Knösel и  сар.,  2014).  Стога  је  вероватније  да  је

добијени резултат последица узнапредовале малигне трансформације ћелија. Ова

претпоставка делује контрадикторно, али је показано да повећан ниво протеина

р16 може бити компатибилан са малигном прогресијом (Pérot и сар., 2010). 

Циклин  D1  је  важна  компонента  система  регулације  ћелијског  циклуса.

Везивање циклина  D1 за циклин зависне киназе 4 и 6 доводи до фосфорилације

протеина  Rb.  Прекомерна  експресија  овог  молекула  присутна  је  у  различитим

групама тумора, као што су малигни тумори дојке, плућа, дебелог црева и једњака

(Kim и сар., 2001). Испитивање улоге циклина у саркомима меких ткива повезује

експресију циклина  D1 са лошом прогнозом, мада у неким студијама таква веза

није утврђена (Kim и сар, 2001; Shim и сар., 2010). Противречни резултати су у

великој мери последица хистопатолошке разноликости узорака који се испитују у

појединачним истраживањима. Ким и сар. су утврдили да је повећана експресија

циклина D1 повезана са хистолошким градусом тумора, као и са лошом прогнозом

код саркома меких ткива који су лоцирани у екстремитетима (Kim и сар., 1998).

Слична студија на саркомима који су дијагностиковани у ретроперитонеуму није

показала корелацију са градусом тумора (Kim и сар., 2001). Студија је укључила и

43  узорка  липосаркома  од  којих  је  25  (58%)  показало  експресију  циклина  D1.

Показано је да тумори са високим градусом и повећаном експресијом циклина D1

имају нарочито лошу прогнозу. Масела и сар. на узорку од 62 саркома различитих

типова, који су били лоцирани у ретроперитонеуму или екстремитетима, показали

су да осим са градусом, експресија циклина  D1 корелише са појавом локалних

рецидива  и  статусом  хируршких  маргина  (Musella  и  сар.,  2005).  Насупрот

резултатима  наведених  истраживања,  Шим  и  сар.  нису  утврдили  везу  између

хистолошког градуса и стопе преживљавања, с једне, и експресије циклина D1, са
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друге стране (Shim и сар., 2010). Претходне две студије нису показале повећање

нивоа  циклина  D1 код  липосаркома.  Разлог  може  бити  мали  број  узорака.

Истраживање које су извршили Деи Тос и сар. сугерише да је улога циклина D1 у

патогенези  миксоидних  липосаркома  врло  ограничена  (Dei  Tos  и  сар.,  1997).

Анализа експресије протеина укључених у регулацију ћелијског циклуса показала

је  имунореактивност  на  циклин  D1 у  1/3  узорака  плеоморфних  липосаркома

(Ghadimi и сар., 2011). Узорци дедиферентованих липосаркома, који су служили

као контрола, показали су прекомерну експресију у 100 % случајева. 

Имунохистохемијском методом утврдили смо позитивно бојење на циклин

D1 у 61,29 % узорака (19/31). Експресија циклина није била у вези са градусом,

као ни са величином тумора. ПЛПС су показали прекомерну експресију у 66,67 %

узорака. Овај резултат је знатно другачији у односу на онај који су добили Гадими

и сар. Разлика је вероватно последица знатно мањег броја плеоморфних тумора у

нашој  студији  (9  према  155).  Међутим,  на  овај  начин  не  може  да  се  објасни

разлика  између  Деи  Тосове  и  ове  студије  у  погледу  експресије  циклина  D1 у

миксоидном подтипу  липосаркома.  Наше истраживање је  показало  знатан  број

МЛПС  који  експримирају  циклин  D1 (62,5  %),  док  је  у  претходно  поменутој

студији повећан ниво циклина  D1 установљен само у 9,5 % случајева.  Велика

међустудијска  варирања  попут  овог  су  честа  у  истраживању  липосаркома.

Углавном их је  тешко објаснити.  Могуће је  да  алтерације  у  експресији других

чланова пута, као што су циклин зависне киназе 4 и 6, имају сличне последице као

и  повећан  ниво  циклина  D1.  Деи  Тос и  сар.  су  утврдили абератну  екпсресију

циклин зависних киназа 4 и 6 у 86% случајева МЛПС/ОЋЛПС (Dei Tos и сар.,

1997). 

Измењена експресија циклина D1 детектована је у 2 од 5 узорака ДДЛПС.

Италијано и сар. су испитивали експресију циклина D1 на нивоу иРНК и протеина

и  констатовали су  повећану експресију  у  14  од  20 и  15  од  19 ДДЛПС,  редом

(Italiano  и  сар.,  2009).  Подаци  указују  на  могућу  улогу  циклина  D1  у  раним

стадијумима туморигенезе ДДЛПС. 
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Одређивање експресије Ki-67 је веома важнo у процени пролиферативног

капацитета тумора (Dziegiel и сар., 2005). У принципу показано је да експресија

овог  фактора  корелише  са  градусом  код  саркома  меких  ткива  и  костију,

укључујући и липосаркоме (Dziegiel и сар., 2005; Heslin и сар., 1998; Lonardo и

сар.,  1997;  Schneider-Stock  и  сар.,  1999),  као  и  да  је  биолошки  маркер  лоше

прогнозе (Heslin и сар., 1998). Ситуација је другачија када је у питању корелација

између  експресије  протеина  р53  и  Ki-67.  Кавагучи  саопштава  позитивну

корелацију између експресија ова два протеина у остеосаркомима (Kawaguchi и

сар.,  2002),  док  Лонардо  и  сар.  нису утврдили везу  између ова  два  параметра

(Lonardo  и  сар.,  1997).  Туна  и  сар.  у  студији,  која  је  укључила  липоме  и

липосаркоме,  нису пронашли да имунорективност на протеин р53 корелише са

пролиферативним статусом туморских ћелија (Tuna и сар., 2004). Наши резултати

су  потврдили  позитивну  корелацију  између  Ki-67  и  градуса  тумора  у  оквиру

липосаркома као групе. Показано је и да експресијe протеина р53 и р16 корелишу

са експресијом протеина Ki-67. Занимљиво је осврнути се на последње поменуту

корелацију.  Као  што  је  већ  поменуто,  могуће  је  да  је  повишена  експресија

протеина  р16  у  плеоморфним  липосаркомима  последица  прогресије  тумора.

Корелација  између  нивоа  протеина  р16  и  Ki-67  ишла  би  у  прилог  овој

претпоставци.  Резултати ове студије  сугеришу да је  експресија  протеина Ki-67

добар показатељ малигног потенцијала у оквиру липосаркома као групе. 

Метилациони статус промотора гена  p14  и p16  у овој студији одређен је

методом МСП. Метода је економична, лака за извођење у лабораторији и веома

осетљива  (Herman  и  сар.,  1996).  Међутим,  МСП  детектује  само  потпуно

метиловане или неметиловане алеле. Поред тога, метода је квалитативна, тако да

не  постоји  дефинисана граница  која  би одређивала  када  се  испитивани узорак

класификује  као  метилован,  а  када  као  неметилован.  Ипак,  главни  проблем  у

експлоатацији је могућност да се добију лажно позитивни резултати (Hernández и

сар.,  2013).  Они  могу  бити  последица  непотпуне  бисулфитне  модификације

геномске  ДНК,  као  и  немогућности  прајмера  да  разликује  метиловани  од

неметилованог алела (Brandes и сар., 2007; Kristensen и сар., 2012). Постоји више
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публикација  у  којима  су  проверавани  резултати  добијени  коришћењем  МСП

методе.  Показано  је  да  су  резултати,  извесног  броја  истраживања,  лажно

позитивни.  До  и  сар.  након  опсежне  провере  резултата  претходних  студија

употребом методе ТВР-ОМ (топљење високе резолуције осетљиво на метилацију),

закључују  да  је  учесталост  метилације  промотора гена:  ATM,  MLH1,  BRCA1  и

XPC  прецењена у  случају  малигних тумора плућа (Do и сар.,  2014).  Закључак

проширују констатацијом да је у метилационим студијама неопходно користити

поузданије методе него што је МСП. У претходној студији Брандс и сар. такође су

показали да је учесталост метилације тумор супресора ATM прецењен у туморима

плућа, услед употребе неадекватних прајмера за умножавање метилованог алела

(Brandes и сар., 2007). Кристенсен и његов тим предлажу употребу методе, која

комбинује квантитативни МСП и методу ТВР-ОМ (Kristensen и сар., 2012). Оваква

метода је у могућности да открије лажно позитивне резултате. Све ово може да

доведе у питање поузданост саме методе, па тако и резултате нашег истраживања.

Анализом студија у којима су добијени лажно позитивни резултати утврдили смо

да  је  у  великом  броју  случајева  у  питању  лош  дизајн  прајмера.  Коришћени

прајмери су дизајнирани без придржавања два основна правила, а то су: а.) у циљу

избегавања умножавања геномске ДНК, прајмери би требало да на 3' крајевима

садрже  неколико  цитозина,  који  нису  у  склопу  динуклеотида  CG,  б.)  да  би

прајмери могли да  праве  разлику између метиловане и  неметиловане секвенце

ДНК, 3' крај мора да садржи бар један CG (Brandes и сар., 2007; Kristensen и сар.,

2012).

С обзиром на велики значај и широку примену методе, а у циљу повећања

квалитета дизајнираних прајмера, предложили смо једноставан in silico протокол.

Он подразумева следећa четири корака: а.) проналажење секвенце промотора гена

од  интереса,  б.)  дефинисање  дела  промотора  који  ће  служити  као  матрица  за

дизајн  прајмера,  в.)  одабир  одговарајућег  програма  за  дизајн  прајмера  и  г.)

селекција пара прајмера на основу in silico анализе (Davidović и сар., 2014). 

Проблему добијања информације о секвенци промотора посвећено је мало

пажње у литератури. Срећом, имплементација напредних технологија, у области
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молекуларне генетике, омогућила је карактеризацију промоторских региона гена

на нивоу генома (Dreos и сар., 2013; Tsuchihara и сар., 2009). Ово је омогућило

настанак  база  података,  које  садрже  информације  о  позицији  места  почетака

транскрипције  и  секвенци  промотора  циљног  гена.  ДБТСС  (енгл.  Database  of

Transcriptional Start Sites) и ЕПД (енгл.  Eucaryotic Promoter Database) су управо

две  такве  базе,  које  имају  добро  покривање  и  поузданост.  Базама  се  може

приступити преко следећих веза: http://dbtss.hgc.jp/ и http://epd.vital-it.ch/. 

Дефинисање дела промотора у којем ће прајмери хибридизовати је кључан

за успех метилационе студије. Наш предлог је да се пре одлуке, дефинишу тзв.

стратешке и рестриктивне тачке. Прве указују на места, у оквиру промотора, где

би  хибридизација  прајмера  била  сврсисходна.  Место  почетка  транскрипције

(МПТ)  као  и  места  везивања  регулаторних  протеина  представљају  стратешке

тачке, које умногоме одређују позиције прајмера. Чест је случај да се прајмери

смештају у близину МПТ. Разлог је претпоставка да метилација у околини МПТ

има велики утицај на транскрипцију. Такође, дизајнирање прајмера на начин да

покрију  места  везивања  регулаторних  протеина,  битних  у  регулацији  генске

активности,  је  друга  могућа  стратегија  (Zhu  и  сар.,  2004).  Супротно  овоме,

рестрикционе тачке дају информацију о местима у промотору, која нису погодна

као матрица за дизајн прајмера.  Делови секвенце промотора који имају високу

хомологију  са  одговарајућим  псеудогеном,  као  и  сегменти  која  садрже

полиморфизме,  морају  бити  идентификовани  и  искључени  из  процеса

одлучивања. У супротном резултати могу бити лажно позитивни, као што је био

случај са одређивањем метилационог статуса гена  PTEN или гена  BRCA1  (Do и

сар.,  2014;  Zysman  и  сар.,  2002).  Овакви  случајеви  могу  бити  елиминисани

провером  специфичности  прајмера  помоћу  програма  БиСерч  (енгл.  BiSearch),

опција ePCR, који је доступан на интернет адреси http://bisearch.enzim.hu/. 

Постоји  доста  програма,  који  су  развијени  са  циљем  да  дизајнирају

прајмере  за  МСП.  Програми  као  што  су  Метпрајмер  (енгл.  Methprimer) и

Метилпрајмер  експрес  (енгл.  Methylprimer  express)  пружају  сасвим  солидну

основу за успешан дизајн прајмера. 
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На основу  in  silico  анализе,  која  је  укључила пет промоторских региона

одабраних  гена,  закључено  је  да  се  прајмери  задовољавајућег  квалитета  могу

добити  ако  се  параметри  задају  на  следећи  начин:  а)  број  CpG  од  2  до  4  по

прајмеру, б.) број цитозина ван CpG четири и више, с тим да је пожељно да су у

близини 3' краја и ц.) температура топљења између 60ºC и 70ºC (Davidović и сар.,

2014). 

Добијени  прајмери  се  даље  испитују  на  способност  формирања

секундарних  структура  (димери  прајмера,  стварање  укосница).  Специфичност

везивања,  у  оквиру  бисулфитно модификованог  генома,  проверава  се  уз  помоћ

БиСерча.

Предложени протокол требало би да омогући како дизајнирање прајмера

задовољавајуће специфичности, тако и проверу прајмера из литературе.  In silico

анализа показала је да парови прајмера дизајнирани да специфично амплификују

метиловане алеле р14 и р16 (Burri и сар., 2001), нису успели да задовоље горе

наведене критеријуме. Као прво, температуре хибридизације су доста ниске, што

поспешује  неспецифична  везивања  прајмера  (Rand  и  сар.,  2002).  Ниске

температуре  хибридизације  парова  прајмера,  који  су  коришћени  у  студији

Буријеве  и  сар.  је  последица  њихове  дужине  (18  и  20  базних  парова).  Даље,

прајмери специфични за р16 имају укупно три динуклеотида CG, с тим да су два

која се налазе у оквиру антисенс прајмера постављени ближе 5' крају. Ситуација је

слична са прајмерима за р14, где сваки од прајмера има само по један динуклеотид

CG. Ако и ставимо по страни питање способности оваквих прајмера да разликују

метиловани  од  неметилованог  алела,  остаје  питање  да  ли  су  два  или  три

динуклеотида CG довољна да се да поуздана оцена метилациног статуса гена.  

Прајмери  које  смо  користили  у  овој  студији,  за  процену  метилационог

статуса гена  р14 и  р16  (Herman и сар., 1996), имају довољан број динуклеотида

CG,  који  су  добро  позиционирани.  Сваки  од  прајмера  поседује  бар  два

динуклеотида  CG на  3'  крају.  Ситуација  је  унеколико  другачија  у  погледу

позиционирања конвертованих цитозина унутар секвенце прајмера. Наиме, сенс
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прајмери за р14 и р16 имају три односно четири конвертована цизозина, али само

по један на 3' крају. Међутим, добар распоред цитозина у антисенс прајмерима

надокнађује овај недостатак. 
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6. Закључци

Резултати наше студије су показали следеће:

1. Промене у сигналним путевима р53-р14 и р16-Rb могу имати значаја у

патогенези  сва  три  подтипа  липосаркома.  Разлике  се  огледају  у  квалитету  и

квантитету промена.

2.  Метилација  промотора  гена  р14  чест  је  догађај  у  миксоидном  и

плеоморфном подтипу. Ова промена се јавља рано током развоја тумора.

3.  Мутације  гена  р53 нису  детектоване  у  добродиферентованим

липосаркомима, док су у остала два подтипа релативно редак догађај. Алтерације

гена р53 нису ограничене само на ОЋ компоненту у МЛПС/ОЋЛПС. 

4. Метилација промотора гена р16 потенцијално је значајна за касније фазе

еволуције  плеоморфних  тумора,  док  у  остала  два  подтипа  није  од  значаја  за

туморигенезу.

5. Промене  на  нивоу eкспресије  протеина  р16  и  циклина  D1  рани  су

догађаји током развоја сва три подтипа липосаркома.

6.  Експресија  пролиферативног  фактора  Ki-67  корелише  са  градусом

испитиваних тумора и добар је показатељ њиховог малигног потенцијала.

7.  Ниједан  испитивани  параметар  није  показао  корелацију  са  полом,

старосном доби и величином тумора.

8.  Предложени  in silico протокол  може  да  помогне  да  се  препознају

прајмери ниског квалитета и избегну лажно позитивни резултати у метилационој

студији. 
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Име и презиме аутора Радослав Давидовић

Број уписа   __________________________________________________________

Студијски програм Молекуларна биологија еукариота
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Ментор др Весна Мандушић, научни сарадник Института за нуклеарне науке 
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Потписани Радослав Давидовић

изјављујем да је штампана верзија мог докторског рада истоветна електронској
верзији  коју  сам  предао/ла  за  објављивање  на  порталу  Дигиталног
репозиторијума Универзитета у Београду. 

Дозвољавам  да  се  објаве  моји  лични  подаци  везани  за  добијање  академског
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Ови  лични  подаци  могу  се  објавити  на  мрежним  страницама  дигиталне
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    Потпис докторанда 

У Београду, 19. 06. 2014.
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за трајно архивирање. 
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Београду могу да користе сви који поштују одредбе садржане у одабраном типу
лиценце Креативне заједнице (Creative Commons) за коју сам се одлучио/ла.
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2. Ауторство - некомерцијално

3. Ауторство – некомерцијално – без прераде
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лиценци дат је на полеђини листа).
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У Београду, 19. 06. 2014.
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дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин одређен од стране аутора
или даваоца лиценце, чак и у комерцијалне сврхе. Ово је најслободнија од свих
лиценци.

2.  Ауторство – некомерцијално.  Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно
саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин одређен од
стране аутора или даваоца лиценце. Ова лиценца не дозвољава комерцијалну
употребу дела.

3.  Ауторство  -  некомерцијално –  без  прераде.  Дозвољавате  умножавање,
дистрибуцију  и  јавно  саопштавање  дела,  без  промена,  преобликовања  или
употребе дела у свом делу, ако се наведе име аутора на начин одређен од стране
аутора или даваоца лиценце. Ова лиценца не дозвољава комерцијалну употребу
дела.  У односу на све остале лиценце,  овом лиценцом се ограничава највећи
обим права коришћења дела. 

 4.  Ауторство  -  некомерцијално –  делити  под  истим  условима.  Дозвољавате
умножавање, дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе
име аутора на начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце и ако се
прерада  дистрибуира  под  истом  или  сличном  лиценцом.  Ова  лиценца  не
дозвољава комерцијалну употребу дела и прерада.

5.  Ауторство  –  без  прераде.  Дозвољавате  умножавање,  дистрибуцију  и  јавно
саопштавање дела, без промена, преобликовања или употребе дела у свом делу,
ако  се  наведе  име  аутора  на  начин  одређен  од  стране  аутора  или  даваоца
лиценце. Ова лиценца дозвољава комерцијалну употребу дела.

6.  Ауторство  -  делити  под  истим  условима.  Дозвољавате  умножавање,
дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на
начин  одређен  од  стране  аутора  или  даваоца  лиценце  и  ако  се  прерада
дистрибуира  под  истом  или  сличном  лиценцом.  Ова  лиценца  дозвољава
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