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EKSPRESIJA PROTEINA VISOKE MOBILNOSTI GRUPE A (HMGA) |
NJIHOVIH MODULATORA U KERATINOCITNOJ INTRAEPIDERMALNOJ
NEOPLAZIJI I INVAZIVNOM PLANOCELULARNOM KARCINOMU KOZE

REZIME:

Uvod: Skvamocelularni karcinom koze (engl Squamous cell carcinoma, SCC) je drugi
najces¢i maligni tumor koze. Solarna tj. aktini¢na keratoza (AK) i in situ SCC, odnosno
Bowen-ova bolest (engl. Bowen’s disease, BD) predstavljaju intraepidermalnu
proliferaciju neoplasti¢nih / displasti¢nih keratinocita. lako bi AK, BD i SCC mogli
predstavljati razlicite stadijume iste bolesti samo mali broj AK progredira u SCC.
Molekularni mehanizmi ove progresije nisu u potpunosti razjasSnjeni. Proteini visoke
mobilnosti grupe Ala/lb i A2 (High mobility group protein Ala/lb i A2, HMGAla/lb i
HMGAZ2) i njihovi modulatori protein arginin metiltransferaze (PRMT1 i PRMT6), p300 i
p300/CBP udruzeni faktor (p300/CBP associated factor, PCAF) imaju ulogu
transkripcionih faktora i posttranslacionih modulatora, te bi mogli imati ulogu u

kancerogenezi epidermalnih tumora.

Ciljevi: Cilj studije bio je da se utvrde razlike u ekspresiji HMGA1a/1b i HMGA2 proteina
i njihovih modulatora PRMT1, PRMT6, p300 i PCAF izmedu AK, BD i SCC, u in situ
lezijama klasifikovanim kao keratinocitna intraepidermalna neoplazija (KIN), kao i u
odnosu na prognosticke parametre SCC koze (dimenzije, debljina, dubina invazije i gradus

tumora).

Materijal i metode: Istrazivanje je sprovedeno na 90 AK, 50 BD i 167 slu¢ajeva SCC koze,
medu kojima je bilo 57 dobro, 55 srednje i 55 slabo diferentovanih tumora. Ekspresija
HMGA1la/lb, HMGA2, PRMT1, PRMT6, p300 i PCAF proteina je ispitivana
imunohistohemijski. Analizirani su broj pozitivnih ¢elija tj. obim ekspresije

(semikvantitativno) i distribucija imunopozitivnosti.



Rezultati: Ekspresija HMGALla/lb je ¢esce bila prisutna u SCC nego u AK i BD, kao i u
dobro i srednje diferentovanim SCC. U najvecem broju ispitanih slu¢ajeva obim ekspresije
je bio nizak, te nije postojala razlika izmedu AK, BD i SCC, kao ni u odnosu na gradus

KIN lezija i prognosticke parametre SCC koze.

Nizak obim HMGA?2 ekspresije je bio ¢es¢i u AK i BD nego u SCC, dok je difuzna
distribucija pozitivnih ¢elija bila ¢es¢a u SCC nego u AK i BD. Nizak obim je bio ¢es¢i u
KINI nego u KIN2 i KIN3 lezijama, dok je difuzna distribucija je bila ¢es¢a u KINI 1
KIN3 nego u KIN2. Difuzna distribucija HMGAZ2 ekspresije je bila ¢eS¢a u slabo
diferentovanim tumorima, dok nije bilo razlike u obimu ekspresije u odnosu prognosticke

parametre SCC koze.

Ekspresija PRMT1 u BD i SCC je bila visoka i difuzna u poredenju sa AK. Obim PRMT1
ekspresije nije bio udruzen sa prognostickim parametrima SCC koze, dok je difuzna
distribucija je bila odlika srednje i slabo diferentovanih tumora. Ekspresija PRMT6 je
uglavnom bila umerena i visoka u AK, BD i SCC. Difuzna distribucija je bila ¢es¢a u BD
nego u AK ili SCC. Visoka ekspresija PRMTG6 je bila karakteristika slabo diferentovanih
SCC, a difuzna distribucija imunopozitivnosti, kao domninatan obrazac, uoena je u

srednje i slabo diferentovanim SCC, kao i tumorima debljim od 6 mm,

Jedarna ekspresija p300 je bila visa u SCC nego u AK i BD, dok je citoplazmatska
ekspresija bila ¢eS¢e odsutna. Difuzna jedarna ekspresija p300 je bila ¢es¢a u BD i SCC
nego u AK, kao i u srednje i slabo diferentovanim SCC koze, tumorima debljim od 6 mm i
sa invazijom potkoznog masnog tkiva i dubljih struktura. Gubitak jedarne ekspresije PCAF
je bio ¢es¢i u SCC koze nego u AK i BD. Citoplazmatska ekspresija PCAF je bila prisutna
u veéini AK, BD i SCC, ali je njena distribucija bila difuzna u BD i SCC u poredenju sa
AK, kao i u slabo diferentovanim u poredenju sa dobro i srednje diferentovanim SCC
koze. Ekspresija PCAF nije bila povezana sa dijametrom, debljinom i dubinom invazije
SCC koze.

Prisustvo ekspresije HMGA1la/lb i njegova povisena ekspresija su bili udruzeni sa

visokom ekspresijom PRMT1 u SCC koze, ali ne i u AK i BD. Ekspresija HMGA1la/lb



nije bila udruZzena sa ekspresijom PRMT6 i p300 u AK, BD i SCC koze. Umerena, a
narocito visoka ekspresija HMGA?2 su bile udruZene sa visokom ekspresijom p300 u AK,

alinei BDiSCC.

Zakljucak: Rezultati naSeg istrazivanja ukazuju da bi poviSena jedarna ekspresija
HMGAla/lb, HMGA2, PRMT1, PRMT6 i p300, kao i gubitka jedarne i prisustvo
citoplazmatske ekspresije PCAF mogle imati ulogu u nastanku invazivnog SCC koze. Nasi
rezultati ukazuju i na ne$to manji znacaj ovih proteina u progresiji SCC koze. Jedarna
ekspresija HMGA2, PRMT1, PRMT6 i p300, kao i citoplazmatska ekspresije PCAF bi
mogle imati znacaj u dediferencijaciji tumora, dok je p300 povezan i sa drugim
parametrima progresije (debljinom 1 dubinom invazije) SCC koze. UdruZena ekspresija
HMGA?2 i p300 bi mogla imati ulogu u nastanku invazivnog SCC koze, a udruzena
ekspresija. HMGA1la/lb i PRMT1 u njegovoj progresiji. Dalja molekularno-genetska
istrazivanja na kulturama tumorskih ¢elija i Zivotinjskim ksenograft modelima mogu da
pomognu u rasvetljavanju uloge i potencijalne povezanosti ovih proteina u nastanku i

progresiji SCC koze.

Klju¢ne Reci: solarna keratoza; planocelularni karcinom koze; proteini visoke mobilnosti
grupe A; PRMT; p300; PCAF.

Naucna oblast: Molekularna medicina; patologija.

UZa naucna oblast: Dermatopatologija.



EXPRESSION OF HIGH MOBILITY GROUP A (HMGA) PROTEINS AND
THEIR MODULATORS IN KERATINOCYTIC INTRAEPIDERMAL
NEOPLASIA AND INVASIVE SQUAMOUS CELL CARCINOMA OF THE SKIN

ABSTRACT:

Introduction: Cutaneous squamous cell carcinoma (SCC) is the second most common
malignant cutaneous tumour Actinic keratosis (AK) and in situ SCC (also known as
Bowen’s disease, BD) represent intraepidermal proliferation of neoplastic / dysplastic
keratinocytes. Although AK, BD and SCC could represent different stages of the same
disease, only small number of AK will progress to SCC. Molecular mechanisms of this
progression are not fully understood. High mobility group Aa/lb and A2 proteins
(HMGA1a/1b and HMGAZ2), as well as their modulators protein arginin methyltransferases
(PRMT1 and PRMT6), p300 and p300/CBP associated factor (PCAF) act as transcriptional
factors and posttranslational modulators. Thus they could play important role in

cancerogenesis of epidermal tumors.

Aims: The aim of study was to evaluate differences in expression of HMGAla/lb and
HMGAZ2 proteins and their modulators PRMT1, PRMT6, p300 and PCAF between AK,
BD and SCC, in situ lesions classified as keratinocytic intraepidermal neoplasia (KIN), as
well as in relation to prognostic parameters of cutaneous SCC (tumor diameter, thickness,

level of invasion and its differentiation).

Material and methods: In this study, 90 AK, 50 BD i 167 cases of cutaneous SCC, among
which 57 well, 55 moderately and 55 poorly differentiated tumors, were included.
Expression of HMGAla/lb, HMGA2, PRMT1, PRMT6, p300 and PCAF proteins was
evaluated using immunohistochemical means. Number of positive cells (level of
immunopositivity, evaluated in a semiquantitative manner) and distribution of positive

cells were examined.

Results: HMGAZla/1b expression was often present in SCC compared to AK and BD, as

well as in well- and moderately differentiated SCC. In most of the cases level of



expression was low, and no difference was between AK, BD an SCC,. Also, no relation

was found with different KIN lesions or prognostic parameters of cutaneous SCC.

Low level of HMGAZ2 expression was frequent in AK and BD compared to SCC, where
diffuse distributions was frequently found. Low expression was frequent in KIN1
compared to KIN2 and KIN3, but diffuse pattern was often present in KIN1 and KIN3.
Diffuse pattern was also often in poorly differentiated tumors, while no differencies in the

level of expression were found in relation to prognostic parameters of cutaneous SCC.

PRMT1 expression in BD and SCC was found to be high and diffuse compared to AK.The
level of PRMT1 expression was not associated with SCC prognostic parameters. Diffuse
distribution pattern was frequent in moderately and poorly differentiated tumours. RMT6
expression was mostly moderate and high in AK, BD and SCC. Diffuse distribution pattern
was characteristic of BD rather than AK or SCC. High expression of PRMT6 was
associated with poorly differentiated SCC. Diffuse distribution was dominant pattern of
PRMT®6 expression in moderately and poorly differentiated tumours, and in SCC thicker
than 6 mm (p=0.020).

The level of p300 nuclear expression was higher in SCC than in AK and BD, while
cytoplasmic expression was often absent. Diffuse nuclear expression of p300 was often in
BD and SCC compared to AK, as well as in moderately- and poorly differentiated SCC,
tumors thicker than 6 mm, and in SCC that invaded subcutabeous fat tissue or deeper
tissues. Loss of nuclear expression of PCAF was more frequent in SCC than in AK and
BD. Cytoplasmic expression of PCAF was present in most of AK, BD and SCC, but its
distribution was often diffuse in BD and SCC compared to AK, likewise it was in poorly
differentiated SCC compared to well- and moderately differentiated tumors. PCAF

expression was not associated with SCC diameter, its thickness or level of invasion.

Presence of HMGAL/a/1b expression and its high expression were associated with high
expression of PRMT1 in SCC, but not in AK and BD. HMGAla/1lb expression was not
associated with the expression of PRMT6 and p300 in AK, BD or SCC. Moderate and



especially high expression of HMGAZ2 was associated with high expression of p300 in AK,
but not BD or SCC.

Conclusion: The results of our research suggest that increased expression of HMGA1a/1b,
HMGAZ2, PRMT1, PRMT6 and p300, as well as loss of nuclear and gain of cytoplasmic
PCAF expression could play an important role in the development of invasive SCC of the
skin. Our results imply their somewhat less important role in the progression of cutaneous
SCC. Nuclear expression of HMGA2, PRMT1, PRMT6 and p300, and cytoplasmic
expression of PCAF could be important in the process of dedifferentiation in SCC, while
p300 is associated with other parameters of SCC progression (thickness and the level of
invasion). Co-expression of HMGA2 and p300 could play important role in the
development of invasive SCC, while co-expression of HMGAla/lb and PRMT1 could be
important for its progression. Further molecular and genetic studies on cell cultures and
animal xenograft models could help to elucidate potential role and mutual relationship of

these proteins in the development and the progression of cutaneous SCC.

Keywords: actinic keratosis; squamous cell carcinoma of the skin; HMGA; PRMT; p300;
PCAF.

Scientific field: Molecular medicine; Pathology.

Special scientific field: Dermatopathology.
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1 UVvOD
1.1 Klini¢ke i histopatolo$ke karakterisitke aktini¢ne keratoze

Aktini¢na keratoza (AK) je tumorska lezija koze koja predstavlja pocetnu fazu u razvoju
planocelularnog karcinoma (engl. squamous cell carcinoma, SCC) koze (1). Ucestalost AK
je dvostruko veca kod muskaraca nego kod zena mladih ood 50 godina, ali je kod starijih
ucestalost medu polovima skoro izjednacena (2). Pojava AK je ¢e$ca kod starijih 0soba;
cak 80% osoba starijih od 70 godina ima AK (2). AK su ¢esto multiple promene, veli¢ine
do 1 cm, lokalizovane obi¢no na delovima koze izlozenim suncu (lice, dorzum Sake,
ramena, poglavina kod ¢éelavih) (3). AK moze imati izgled eritematozne makule ili papule,
rede plaka, sa telangiektazijama ili adherentnom skvamom na povrsini (3). Klini¢ki nalaz
je Cesto identican kao u SCC, te je biopsija neophodna za histopatolosku potvrdu prirode

lezije (3).

Histoloski izgled AK je obi¢no jasan (Slika 1a.). Epidermis moze biti normalne debljine,
zadebljao (akantotican) ili atrofiCan, sa manje ili viSe izraZenom parakeratozom 1
hipogranulozom. Celijska atipija se karakteri$e uveéanjem éelija, prisustvom vezikuloznih
ili hiperhromati¢nih jedara, poremecajem polarnosti jedara i povecanjem jedarno-
citoplazmatskog odnosa. Celijska atipija je inicijalno prisutna u bazalnom sloju epiderma,
a potom zahvata i vise slojeve. Ukoliko je prisutna celom debljinom epiderma, takva lezija
se naziva planocelularnim karcinomom in situ tj. Bowen-ovom bole$¢u (engl. Bowen’s
disease, skr. BD) (Slika 1b.) (4). Dermis je i u AK i BD izmenjen u smislu varijabilnog
prisustva solarne elastoze 1 inflamatornog infiltrata sacinjenog od limfocita 1 histiocita,
rede plazmocita (4). Opisano je sedam glavnih histoloskih tipova AK (hipertrofi¢ni,
atrofi¢ni, bovenoidni, akantoliti¢ni, proliferativni, lihenoidni i pigmentovani tip), ali
odredivanje tipa AK nema klini¢ki znacaj (3). Pored klasi¢nog histoloskog izgleda postoje
i svetlocelijska, pagetoidna 1 pigmentovana varijanta, za koje je neophodna

imunohistohemijska potvrda(5)



¢itog stepena keratinocitne

Slika 1. Histoloski izgled AK (a), BD (b) i SCC (c), kao i razli

intraepidermalne neoplazije KIN1 (d), KIN2 (e) i KIN3 (f).



1.1.1 Keratinocitna intraepidermalna neoplazija

Aktini¢na keratoza je ranije smatrana prekanceroznom ili premalignom lezijom koze, iako
se ¢elije SCC i AK ne mogu razlikovati histoloski. Kako u bioloskom i genetskom smislu
AK i SCC predstavljaju delove spektra jedne iste bolesti, Cockerell je predlozio novu
nomenklaturu za AK i BD i reklasifikaciju u tri gradusa keratinocitne intraepidermalne
neoplazije (KIN1-3), analogno cervikalnoj intraepitelnoj neoplaziji (CIN) (Tabelal, Slika
1d-f) (1). Nedostatak ovako predlozene klasifikacije jeste $to, pored histoloskih
kriterijuma, zahteva primenu i klini¢kih kriterijuma, koji nisu uvek dostupni patologu (6).
Takode, drugi istrazivai smatraju da prelaz iz KIN1 u invazivni SCC koze nije nuzno
postepen i da se ne odvija uvek preko KIN2 i KIN3. Naime, uoceni su slucajevi lezija sa
jasnom invazijom derma tumorskim ¢elijama, a da istovremeno nije postojala celijska

atipija celom debljinom epidermisa (4).

Tabela 1. Kriterijumi za gradiranje keratinocitne intraepidermalne neoplazije

Kriterijumi

Gradus Klini¢ki Histoloski Kriterijumi

I Ravna, ruzi¢asta makula na solarno o$tecenoj Fokalna atipija bazalnih keratinocita donje
kozi, bez neravnina i hiperkeratoze trecéine epidermisa

Fokalna atipija keratinocita najmanje dve
donje treéine epidermisa;
fokalna hiperkeratoza, naizmeni¢na orto- i
I Ruzicasta do crvena papula ili plak, varijabilno  parakeratoza uz adneksalnih struktura;

indurirana, sa hiperkeratozom na povrsini naglaSena akantoza i protruzije keratinocita u
gornji deo papilarnog dermisa;
prisustvo mitoza i u suprabazalnim slojevima
epidemrisa

Difuzna proliferacija atipi¢nih keratinocita
celom debljinom epidermisa;
Parakeratoza, akantoza, papilomatoza;
Zahvatanje adneksalnih struktura

Crveni indurirani plak sa skvamom na povrsini
i nastao na kozi oste¢enoj suncem;
moze biti pigmentovana




1.2 Klinicke i histopatoloske karakterisitke planocelularnog karcinoma koze

Broj novoprijavljenih sluc¢ajeva SCC koze varira u razli¢itim delovima sveta od 8,9 / 100
000 stanovnika u Hrvatskoj do ¢ak 1000-2000 /do 100 000 stanovnika u Australiji (7,8).
Ovakve razlike se objasnjavaju razli¢itim stilovima zivota, izloZzenosti razliCitim dozama
UV zracenja usled razli¢ite geografske pozicije i stepena oSte¢enja ozonskog omotaca, ali i
usled razli¢ite efikasnosti u vodenju tumorskih registara (7,8). SCC koze je i do pet puta
¢es¢i kod muskaraca nego kod Zena (7). Ovaj tumor je Ce$¢i kod osoba starijih od 60
godina, a narocito starijih od 80 godina, dok se retko javlja kod mladih od 45 godina (8,9).
Kutani SCC je, kao i AK, najcesce lokalizovan na podrucjima koze izlozenim suncu (lice,
poglavina, dorzumi $aka) (8), ali i na podru¢jima hroni¢nih ulceracija, opekotina, infekcije
humanim papiloma virusom (HPV) i hroni¢nog izlaganja hemijskim kancerogenima
(arsen, duvan, psoralen) (7). Klini¢ki izgled SCC koze je varijabilan. On moze imati izgled
induriranih papula ili plakova sa skvamom na povrsini, ali i biti i razmeksan, ulcerisan, pa
cak 1 hemoragicnog izgleda. Veli¢ina tumora moze biti manja od 1 c¢m, ali i ve¢a od 5 cm

(10).

Patohistoloska dijagnoza se obi¢no postavlja uobi¢ajenim hematoksilin-eozin bojenjem
(Slika 1c), a rede su potrebne dodatne imunohistohemijske analize. Tumor je sacinjen od
plaza atipi¢nih keratinocita koje infiltruju dermis ili dublja tkiva (8). Pored klasi¢ne
varijjante SCC postoje 1 posebni histoloSki tipovi (verukozni, vretenastocelijski,
dezmoplasti¢ni, adenoskvamozni i akantoliti¢ki tip), ali za razliku od AK, odredivanje
histoloSkog tipa ima klinicki znac¢aj. Naime, verukozni karcinom ima nizak metastatski
potencijal, dok poslednja Cetri tipa imaju znafajno veéi rizik za nastanak recidiva i
metastaza (4,8). Stepen diferentovanosti tj. gradus SCC se odreduje po najslabije
diferentovanoj komponenti tumora (11). TNM stadijum SCC kozZe se odreduje prema 7-om
izdanju Americkog Udruzenog komiteta za rak (engl. American Joint Committee on
Cancer, AJCC) iz 2010. godine (Tabele 2-3) (12). Elementi na osnovu kojih se odreduje
pT stadijum su dimenzija i debljina tumora, dubina invazije, prisustvo invazije koStanih
struktura i nerava, prisustvo slabo- ili nediferentovanog tumora, kao i posebne lokalizacije

tumora (uho i usna). Medutim, ova klasifikacija je kritikovana od strane pojedinih



dermatologa i patologa da nije dovoljno dobra u smislu predvidanja ishoda i prognoze, te

su predloZzene njene izmene kojima bi se klasifikacija vrSila prema stepenu rizika za

nastanak metastaza (Tabela 4.) (13,14).

Tabela 2. TNM Kklasifikacija stadijuma SCC koze prema 7. izdanju AJCC iz 2010.

TNM o
L Kriterijumi
klasifikacija
T stadijum
Tx . . . ...
Primarni tumor se ne moze odrediti
T0 Nema dokaza 0 postojanju primarnog tumora
Tis Karcinom in situ
Tl Sirina tumora u najve¢em horizontalnom dijametru <2 cm + 0-1 faktor rizika*
Sirina tumora u najveé¢em horizontalnom dijametru <2 cm + 2-5 faktora rizika
T2 ILI
Sirina tumora u najveéem horizontalnom dijametru >2 cm
T3 Infiltracija kostiju lica ili lobanje
T4 Infiltracija kostiju skeleta ili baze lobanje
N stadijum
NXx Regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu odrediti
NO Nema metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima
N1 Solitarna, ipsilateralna metastaza u limfnom ¢voru, maksimalnog promera <3 cm
N2a Solitarna, ipsilateralna metastaza u limfnom ¢voru, maksimalnog promera >3 cm do
maksimalno 6 cm
N2b Multiple, ipsilateralne metastaze u limfnom ¢voru, sveukupnog dijametra <6 cm
N2¢c Multiple, bilateralne ili kontralateralne metastaze u limfnom ¢voru, sveukupnog
dijametra <6 cm
N3 Metastaze u limfnom ¢voru, dijametar >6 cm
M stadijum
MO Nema udaljenih metastaza
M1

Prisustvo udaljenih metastaza

*Faktori rizika ukljucuju debljinu tumora (>2 mm), invazija retikularnog dermisa i dubljih
struktura, prisustvo perineuralne invazije, posebne lokaliazacije (usna, usna Skoljka), stepen
diferencijacije (slabo- i nediferentovani tumori)



Tabela 3. Kriterijumi za odredivanje opsteg klini¢kog stadijuma SCC koze

Stadijum T N M
0 In situ NO MO
| T1 NO MO
11 T2 NO MO
i T3 NO ili N1 MO
TLiliT2 N1 MO
v T1, T2iliT3 N2 MO
Bilo koji T N3 MO
T4 Bilo koji N MO
Bilo koji T Bilo koji N M1

Tabela 4. Predlozene izmene AJCC Klasifikacije

Podela rizika Kriterijumi
cT
Nizak rizik Sirina tumora u najveéem horizontalnom dijametru <2 cm
Visok rizik Sirina tumora u najveéem horizontalnom dijametru >2 cm
pT
Bez rizika Debljina tumora <2 mm
Nizak rizik Debljina tumora >2 mm i <6 mm
Visok rizik Debljina tumora >6 mm

Dodatni faktori visokog Imunosupresija
rizika Dezmoplasticni ili slabo diferentovani tip
Lokalizacija na usnoj skoljci

1.3 Klinicki tok i terapija kod pacijenata sa AK i SCC

Mali broj AK prede u invazivni SCC. Godisnji rizik kod pacijenata kod kojih prethodno ne
postoji podatak 0 nemelanomskim malignim tumroima koze (engl. non-melanoma skin
cancer, NMSC) je 0,075%, dok je taj rizik nesto veci, 0,89%, kod pacijenata sa ve¢ ranije
dijagnostikovanim NMSC (15). AK moze da regredira u 18 do ¢ak 74% (u zavisnosti od
perioda pracenja) uz smanjenje izlozenosti UV zrafenju. Ipak, 15-53% takvih AK ce
recidivirati (15). Studije koje su ispitivale uticaj zastite od sunca su pokazale da se broj AK

moze smanjiti uz adekvatne mere zastite, dok se u suprotnom njihov broj povecava (15).



Prognoza kod pacijenata sa kutanim SCC je odlicna u poredenju sa SCC drugih
lokalizacija. Recidivi nastaju u 4,6% pacijenata u periodu od 10 godina, nodalne metastaze
u 3,7%, a 2,1% pacijenata umre (8). Najveéi broj recidiva (65%) nastaje u toku prve
godine od operacije, a nakon Sest godina nema pojave recidiva (12). Rizik za nastanak
recidiva i nodalnih metastaza je veéi ukoliko tumor nije hirurski adekvatno uklonjen (8).
Pored toga, 30-50% pacijenata u narednih pet godina dobije SCC koze na drugoj
lokalizaciji. SCC koze ima nizak metastatski potencijal; rizik je 3-5% tokom perioda od
pet godina (8). Pojava metastaza je CeS¢a kod pacijenata sa slede¢im kliniCkim i

histoloskim faktorima rizika:

e dijametar tumora >2 cm - u 9% pacijenata nastaju metastaze

e debljina tumora >6 mm - u 16% pacijenata nastaju metastaze

e prisustvo nediferentovanog ili dezmoplasti¢nog tipa - u 7-12% pacijenata nastaju
metastaze

e prisustvo perineuralne invazije — u 35% pacijenata nastaju nodalne metastaze, a u
15% udaljene metastaze

lokalizacija na usni (5%) ili uhu (10%)

e imunosupresija — rizik za nastanak metastaza je 5-10 puta veéi (8,16).

Postoji nekoliko vidova terapije AK. KiretaZa i elektrokoagulacija dovode do termalnog
oSte¢enja 1 oZiljavanja, te ne predstavljaju najbolji izbor. Kriohirurgija je najceSce
koriS¢ena i narocito pogodna za retke i dobro ograni¢ene promene, dok je dermoabrazija
najpogodnija u tretmanu multiplih AK. HirurSka ekscizija se preporucuje samo u onim
slu¢ajevima kada AK ima izgled cvrste, keratinizovane papule ili postoji sumnja na
invaziju dermisa. laserski tretman je naroCito pogodan u slucajevima AK koje se nisu
povukle nakon drugih vidova terapije ili kod AK na licu (3). Farmakoterapijski tretmani
mogu biti topikalni ¢iji je cilj hemijsko oSteCenje koze ili stimulacija imunskog odgovora
(primena 5-Fluorouracila, Imikvimoda, kombinacije doklofenaka i hijaluronske kiseline,
hemijskih pilinga sacinjenih od tri-hlor-siréetne kiseline, alfa-hidroksi-kiselina i fenola).
Primena retinoida je moguca topikalno ili peroralno, ¢esto u kombinaciji sa drugim

vidovima terapije. Najsavremeniji vid terapije je fotodinamska terapija, koja podrazumeva



primenu topikalnog leka 1 selektivnog zracenja lezije svetloS¢u talasne duzine 600-700

nm(3).

Za razliku od terapije AK prva metoda terapije SCC koze jeste hirurSka ekscizija,
standardna ili Mohs mikrografska (8). Standardna hirur§ka ekscizija se izvodi sa
minimalnom resekcionom marginom od 5 mm i zahvatanjem samo potkoznog masnog
tkiva (pod uslovom da dublja tkiva nisu infiltrisana). Preporucena Sirina resekcionih
margina zavisi od debljine tumora (Tabela 5.), te se dalje u terapijskom toku razmatra
dodatna hirurSka ekscizija ili primena drugih terapijskih modaliteta (8). Mohs
mikrografska hirurska ekscizija podrazumeva intraoperativnu mikroskopsku evaluaciju
svezih smrznutih preseka, sa ciljem S§to veée postede tkiva. Ovakav vid terapije zahteva
visoko obucene strucnjake, ali ne daje znacajno bolje rezultate u smislu pojave recidiva i
metastaza u odnosu na standardni vid hirurSke ekscizije. Ona se preporucuje u onim
regijama gde bi Siroka ekscizija izazvala vece estetske i funkcionalne defekte (centralni

deo lica, usne, usi) (8).

Tabela 5. Preporucena $irina resekcionih margina u hirurskoj eksciziji SCC koze

Nivo rizika Debljina tumora Sirina resekcionih margina
Minimalan <2 mm 5mm

Nizak 2.01-6 mm 5-10 mm*

Visok >6 mm 10mm

*Ukoliko posotji prisustvo dodatnih faktora rizika (dimenzije tumora >2 cm, visok histoloski
gradus, lokalizacija na usni ili uhu, prisustvo perineuralne invazije, recidiva ili imunosupresije)
tretira se kao da je tumor visokog rizika

ZraCna terapija ima ulogu u tretmanu inoperabilnih tumora (samostalno ili kao adjuvantna
terapija) i velikih tumora na specifiénim regijama (lice) (8). Stavovi koji se ti¢u biopsije
strazarskih (sentinel) limfnih ¢vorova kod pacijenata sa SCC koze nisu jo§ uvek
usaglaseni. Kod pacijenata sa tumorom u T1 stadijumu se takve metastaze obi¢no ne
nalaze, ali kod pacijenata u T4 stadijumu one su prisutne i u do 60% slucajeva (8). Lokalno
uznapredovala i metastatska bolest moze se tretirati hirurski (u slucaju metastaza u prolazu
- in transit metastaze), zra¢nom terapijom (u cilju smanjenja bola ili zaustavljanja

krvarenja) ili hemioterapijski (najéeS¢e kombinovanom primenom derivata platine, 5-



fluorouracila, velomicina, metotreksata ili drugih lekova). Medutim, ne postoje jasni
hemioterapijski protokoli za leCenje ovakvih pacijenata. U novije vreme primenjuju se
inhibitori receptora za epidermalni faktor rasta (engl. Epidermal growth factor receptor,
EGFR) kakav je cetuksimab. Do sada nije bilo randomizovanih klinickih studija primene
ovih lekova kod pacijenata sa metastazama SCC koze, za razliku od SCC drugih

lokalizacija (8).

Pacijenti sa dijagnostikovanim SCC kozZe se dalje moraju kontrolisati. Pregled cele koze je
neophodno sprovesti jednom godisnje. Kod pacijenata sa faktorima rizika palpacija mesta
ekscizije primarnog tumora i regionalnih limfnih nodusa se vr$i na svaka tri meseca u prve
dve godine, zatim na Sest meseci u toku tri godine, a potom jednom godis$nje. U slucaju
uznapredovale lokoregionalne bolesti, obavezan je ultrazvuc¢ni pregled drenirajucih limfnih

¢vorova svaka tri meseca (8).

1.4 Molekulsko-patoloske odlike aktinicne keratoze i planocelularnog
karcinoma koZe

AK se odlikuje manje kompleksnim promenama Kkariotipa nego SCC(17), ali su studije
genske ekspresije pokazale da se AK i SCC znacajno razlikuju u ekspresiji svega devet
gena (18). Mutacije p53 i H-Ras gena su prisutne i u AK i u SCC i smatra se da
predstavljaju rani dogadaj u kancerogenezi u kozi indukovanoj UV zracima (19,20).
Poremecaj funkcije p53 i H-Ras proteina dovode do nestabilnosti genoma i ozbiljnih
izmena regulacije Celijskog ciklusa i disfunkcije telomera (17). Jedan od mehanizama
izmenjene regulacije Celijskog ciklusa jeste 1 smanjena ekspresija p16. Medutim, smanjena
ekspresija je samo jednim delom posledica hromozomskih aberacija i delecije hromozoma

9p. Epigenetski posredovana inaktivacija p16™"* gena je manje ispitana (17).

Nastanak invazivnog SCC omogucen je poremecajem celijske adhezije, sticanjem
migratornog potencijala i invazivnosti tumorskih ¢elija. Smanjena athezija u SCC koze je
posledica smanjene ekspresije E-kaderina, koja je u AK i BD barem delimi¢no o¢uvana

(21). Invazivni kapacitet tumorskih ¢elija SCC je jednim delom omoguéen produkcijom



enzima matriksnih metaloproteinaza (MMP), koja je u AK i BD odsutna ili vrlo niska
(22,23).

1.5 Struktura hromatina i epigenetska regulacija transkripcije gena

Dezoksiribonukleinska kiselina (DNK) humanog genoma je u jedru organizovan u slozen
nukleproteinski kompleks, tj. hromatin. Osnovnu jedinicu grade hromatina ¢ini nukleozom
sacinjen od 147 baznih parova DNK obmotanih oko histonskog jezgra (Slika 2). Histonsko
jezgro je oktamer sacinjen od po dva molekula histona H2A, H2B, H3 i H4 (Slika 3.).
Prostorni odnos histona u nukleozomu, kao i odnos viSe nukleozoma odreduje gustinu
hromatina i moguc¢nost transkripcije DNK (24,25). Enzimske modifikacije histona i DNK
(tzv. epigenetske modifikacije) menjaju njihov prostorni odnos i reguliSu ne samo
transkripciju DNK, ve¢ i njenu replikaciju i popravku ostecenja (24,26). Enzimske
modifikacije histona obuhvataju (de)acetilaciju, metilaciju, fosforilaciju i ubikvitinaciju, a
omogucene su dejstvom velikog broja enzima na razliitim reziduama aminokiselina

razli¢itih histona (Tabela 6.) (26-30).

ﬁ'[} ﬂlyﬂll )i
’////L‘ n"////L’

Tercijarna omhm hmlmﬂn- (visoki nivo orgmmqo nmmallm)

@ Glavnl H3M4 tetramer @ Glavnl H2A-H2B dimer & Arhitekturain protsin
QZ] QD Varijanta H3/H4 tetramera ® @ Varljanta H2A-H28B dimera

Sekundarna struktura hromatina
(30nm viakno - nabiranje hromatina)

Slika 2. Pojednostavljena Sema strukture nukleozoma i hromatina (Modifikovano prema
Luger K. et al. Nat Rev Mol Cell Biol 2012.
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Tabela 6. Tipovi enzimskih modifikacija histona

Tip modifikacije  Enzimi Histoni i rezidue na kojima se odvija
modifikacija
(de)Acetilacija Acetil transferaze
HAT1 H4 (K5, K12)
CBP/P300 H3 (K14, K18), H4 (K5, K8), H2A (K5), H2B (K12,
K15)
PCAF H3 (K9, K14, K18)
TIP60 H4 (K5, K8, K12, K16), H3 K14
HBO1 H4 (K5, K8, K12)
Deacetilaze
SirT2 H4K6
Metilacija Lizin-metilacija
SUV39H1, SUV39H2, H3K9

G9a, ESET/SETDB1,
EuHMTase/GLP, CLLS,

SpClr4, R1Z1

MLL1-5, SET1A, SET1B, H3K4

ASH1

EZH2 H3K27

SET2, NSD1, SYMD?2 H3K36

DOT1 H3K79

Pr-SET 7/8, SUV4 20H1, H4K20

SUV420H2

Lizin-demetilacija

LSD1 H3K4

JHDM1a, JHDM1b H3K36

JHDM2a, JHDM2b, H3K9

JMJD2B, JMJID2D

JMID2A/JHDM3A, H3 (K9, K36)

JMJD2C/GASC1

Arginin-metilacija

PRMT1 H4R3

PRMT4/CARM1 H4R3, H3 (R2, R17, R26)

PRMT5 H3R8, H4R3

PRMT6 H3 (R2, R42)

PRMT7 H2A, H4R3
Fosforilacija Serin/Treonin kinaze
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Haspin H3T3

MSK1, MSK2 H3S28
CKll H4S1
Mstl H2BS14

Ubikvitinacija Ubikvitilaze
Bmi/RinglA H2AK119
RNF20/RNF40 H2BK120

Pored histona, u gradi hromatina ucestvuju i drugi nehistonski proteini (Slika 2), koji
neenzimskim, odnosno elektrostatskim interakcijama sa DNK i histonima ucestvuju u
regulaciji transkripcije DNK. Takvi proteini se nazivaju i arhitekturalnim proteinima, a
jedan deo njih ¢ini familija proteina visoke mobilnosti grupe A (engl. High mobility group
A, HMGA) (31,32). Arginin metilaze PRMT1 i PRMT®6, kao i acetil-transferaze p300 i
PCAF, pored enzimskih modifikacija histona, imaju i ulogu enzimskih regulatora HMGA
proteina (33). Usled toga je odnos HMGA proteina, arginin metilaza i acetil transferaza u

epigenetskoj kontroli genske ekspresije slozen.

1.6 HMGA familija proteina

Proteini visoke mobilnosti (engl. High mobility group, HMG) su nehistonski visoko
fosforilisani proteini hromatina, male molekulske mase, koji se odlikuju visokom
elektroforetskom pokretljivos¢u na poliakrilamidnim gelovima, po ¢emu su i dobili ime.
HMG familija se sastoji od tri potfamilije sa karakteristi¢cnom funkcionalnom proteinskom
sekvencom: HMGA, HMGB i HMGN (ranije nazvane HMGI/Y, HMG1/2 i HMG14/17)
(31,34). HMGAL gen se nalazi na hromozomu 6p21, a gen HMGA2 (ranije nazvan
HMGI/C) na hromozomu 12qg14-15. Alternativnim isecanjem HMGAL iRNK nastaju tri
izoforme: HMGA1a (107 aminokiselina, 11,7kDa), HMGA1b (96 aminokiselina, 10,6kDa)
i HMGAlc (179 aminokiselina, 19,7kDa) (slika 3). HMGAI1b nastaje unutra$njom
delecijom 33 bazna para HMGAla transkripta, te je za 11 aminokiselina kra¢i od
HMGAI1a, a ostatak sekvence im je identican. HMGA 1¢ nastaje koris¢enjem nekanonskih

mesta za isecanje, te sa HMGA 1a ima zajednic¢kih samo prvih 65 aminokiselina (31,34).
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HMGA1la
\

1 2228 5460 808692 106

[ \

1 2228 4349 697581 95

1 2228 546065 178

HMGA2

1 2531 4551 7379 93 108

Slika 3. Struktura HMGA proteina: HMGALc ima dva DNK-vezuju¢a domena tj. AT-kuke

(oznaceni plavom bojom), dok ostali imaju tri; HMGA 1c ima drugaciji i znac¢ajno duZzi
karboksi tj. COOH kraj (u HMGA 1¢ oznacen zeleno, a u ostalim roza bojom).
Modifikovano prema Ozturk et al. Front Cell Dev Biol 2014.

1.6.1 Mehanizam dejstva HMGA proteina

Proteini HMGA potfamilije sadrze konzervirane domene koje ¢ini ponovljena sekvenca
aminokiselina (Pro-Arg-Gly-Arg-Pro). Ovi domeni omogucavaju prepoznavanje |
vezivanje za segmente bogate adeninom i timinom u kra¢em navoju DNK, te se nazivaju
AT-kuke (engl. AT-hooks) (Slika 4.), usled ¢ega je ova potfamilija i dobila ime (31,34—
36). Interakcijom AT-hook domena i DNK nastaju njene konformacione (alosterne)
promene, koje imaju efekat na regulaciju inducibilne genske ekspresije (31,34,35). Razmak
izmedu AT-hook domena je razli¢it medu ¢lanovima familije, a sekvenca treceg AT-hook
domena se razlikuje izmedu HMGA1la/1b i HMGA?2 proteina (Slika 3) (37,38). Ovo za
posledicu ima selektivnost pojedinin HMGA proteina za odredene delove DNK. HMGA
proteini se mogu vezivati za slobodne krajeve DNK ili iRNK usled ¢ega ucestvuju u
procesu (ne)homologih rekombinacija DNK u normalnim i tumorskim ¢elijama i procesu
alternativnog isecanja iRNK (37). HMGA proteini imaju i svojstvo da mehanicki istisnu
histon H1 iz regiona hromatina u koje su regrutovani, te omoguce pristup histon-acetil-
transferazama, koje potom enzimskim modifikacijama histona destabiliSu jezgro
nukleozoma i aktiviraju transkripciju (31). Dodatno, HMGA proteini ostvaruju interakcije

sa multiproteinskim kompleksom transkripcionih faktora i AT-bogatim regionima
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promotorskih regiona DNK (engl. enhanceosom), te menjaju konformaciju DNK i afinitet
transkripcionih faktora za vezivanje za DNK, c¢ime olakSavaju pristup i enzimskim

transkripcionim kompleksima (37,39).

Pored regulacije transkripcije, HMGA proteini imaju bitnu ulogu i u regulaciji popravke
oste¢ene DNK isecanjem nukleotida (engl. Nucleotid excision repair, NER) i isecanjem
baza (engl. Base excision repair, BER), kao i popravke dvolancanih prekida DNK (engl.
Double strand break repair, DSBR). Ova funkcija je omoguéena osobinom vezivanja za
deformisane delove DNK (prelomljene delove, petlje, izbocine, kao i delove sa nesparenim
bazama). Prekomerna ekspresija HMGA inhibira popravku oste¢enja na DNK koja nastaju
dejstvom UV zracenja. Popravka ovih oSte¢enja NER-om je onemogucena usled otezanog
pristupa enzima NER-a, ali i inhibicijom transkripcije gena tih enzima (npr. Xeroderma
pigmentosum A (XPA), DNK ligaze I11 ili BRCA1) (36).

1.6.2 Regulacija transkripcije HMGA gena i posttranslacione modifikacije HMGA
proteina

Struktura HMGA gena i regulacija njegove ekspresije su veoma slozene. Usled postojanja
Cetiri razliCita startna mesta za transkripciju, kao 1 viSe mesta za vezivanje razli¢itih
transkripcionih faktora (c-myc, MYCN, HIF-1, Gli, itd.), regulacija transkripcije HMGA
gena nije dovoljno istrazena (37). Pokazano je da SP1 ima ulogu u bazalnoj aktivnosti
promotora HMGA1 gena u embrionalnim ¢elijama bubrega, a da mutirani Ras ima ulogu u
povisenoj ekspresiji HMGAI1 u c¢elijama karcinoma debelog creva (40). Ekspresija
HMGA2 proteina je regulisana pomo¢u miRNK let-7b, koja predstavlja represor HMGA2
gena (38).

Posttranslacione modifikacije (fosforilacija, metilacija, acetilacija) predstavljaju znacajan
vid regulacije aktivnosti HMGA proteina (Tabela 7, Slika 4). Fosforilacija i acetilacija se
odvijaju kako na AT-hook domenima, tako i na C-terminalnom domenu, dok se metilacija
vrsi isklju¢ivo na AT-hook domenima (33,39). Fosforilacija uglavnom ima inhibitorni
efekat na vezivanje za DNK, a ostvaruje se pomocu cdc2 (engl. cell-cycle-dependent, cdc),
HIPK2 (engl. homeodomain-interacting protein kinase-2), PKC (engl. protein kinase C),
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ATM (ataxia-telangiectasia mutated) i Nek2 kinaza (33,39,41,42) Acetilacija HMGAL
proteina moze imati dvojak efekat na transkripciju. CBP- posredovana acetilacija dovodi
do destabilizacije enhanceosoma i inhibicije transkripcije INF-p gena, dok acetilacija
posredovana PCAF-om stabiliSe enhanceosom, sprecava CBP-acetilaciju HMGAla i
aktivira transkripciju (33,39). PRMT6 posredovana metilacija se odvija na drugom AT-
hook domenu HMGAL1la, ali njen efekat jos uvek nije jasan. Metilacija posredovana
PRMTL1 proteinom je pokazana u in vitro uslovima, ali njeno postojanje u humanim
¢elijama nije jo§ uvek dokazano (43,44). Pored regulatorne uloge, posttranslacione
modifikacije mogu biti i konstitutivne. Takva fosforilacija HMGA proteina se odvija na C-
terminalnom kraju (pomoc¢u CK2 (engl. casein kinase 2) kinaze), a acetilacija na N-
terminalnom kraju (31). Medusobni odnos HMGA proteina i p300 i PCAF je slozen i
viSesmeran. Acetilacija HMGA1 posredovana PCAF-om stabiliSe enhanceosom, spre¢ava
CBP-acetilaciju HMGA1a i aktivira transkripciju (33,39). U kulturama ¢elija karcinoma
pankreasa pokazano je da HMGA2 reguliSe ekspresiju p300 i PCAF, kao i1 stepen
acetilacije histona H3K9 i H3K27 (45).

Tabela 7. Tipovi posttranslacionih modifikacija HMGA proteina, enzimi i tip HMGA
proteina i mesta modifikacije
Tip PTM ienzim Tip HMGA i mesto modifikacije

Fosforilacija

Cdc2 HMGALla (Thr-52, Thr-77)
HMGA?2 (Ser-43, Ser-58)
HIPK2 HMGALla (Ser-35, Thr-52, Thr-77)
PKC HMGALla (Ser-43, Ser-63)
ATM HMGAL1b (Ser-87)
Nek2 HMGA2*
Acetilacija
CBP HMGA1a (Lys-64)
PCAF HMGA1a (Lys-70)
Metilacija
PRMT6 HMGA1a (Arg-25, Arg-59)

*nije tacno identifikovano mesto modifikacije
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Slika 4. Sematski prikaz tipova posttranslacionih modifikacija HMGA proteina i njihovog
uticaja (a), kao i mesta na kojima se odvijaju (b). Modifikovano prema Cleynen and Van
de Ven Int J Oncol 2008.

1.6.3 Uloga HMGA proteina u razvoju tkiva i organa

HMGA proteini su visoko eksprimirani u toku embriogeneze. Medutim u kasnijim fazama
razvoja njihova ekspresija postaje manja. HMGAL je prisutan samo u pojedinim organima
sva tri klicina lista, dok je ekspresija HMGA?2 ograni¢ena samo na mezenhimalna tkiva. U
adultnim organizmima ekspresija oba proteina je vrlo niska i smatra se da je povezana sa
odrzavanjem stem-celijskog fenotipa (34,35). HMGAL proteini u embrionalnim stem
¢elijama regulisu diferencijaciju ¢elija hematopoeze. Homozigotna delecija HMGA gena u
ovim c¢elijama dovodi do redukcije broja makrofaga, ¢elija mijeloidne loze i T-limfocita,

dok su razvoj megakariocitne 1 eritroidne loze poremeceni su smeru ranije i ubrzane
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diferencijacije (46). Ekspresija HMGAL i HMGAZ2 proteina je niska u spermatogonijama
testisa miSeva, ali je zato visoka u spermatocitama i spermatidama (u kojima je ekspresija
nesto niZza nego u spermatocitima). U humanom testisu jedarna ekspresija HMGAL je
ograniCena na spermatogonije 1 primarne spermatocite, a ekspresija HMGA2 na
sekundarne spermatocite (47). Homozigotna delecija HMGA2 gena kod miSeva dovodi do
poremecaja spermatogeneze i to ne samo u smislu bloka sazrevanja, uglavnom na nivou
spermatogonija, ve¢ 1 poremecaja morfologije polnih ¢elija u svim fazama sazrevanja (48).
Ekspresija Hmga2 iRNK u embrionima miseva od pocetne visoke i, uglavnom, difuzne
ekspresije opada sa stadijumima razvoja, te postaje lokalizovana, uglavnom u
proliferisu¢im tkivima (epitel Zlezda u razvoju i kripta tankog creva) (49). HMGAZ2 nije
neophodan za inicijalni razvoj pulmonalnog endoderma iz endodermalne cevi, kao ni za
grananje, ali jeste za adekvatnu diferencijaciju distalnih epitelnih elemenata plué¢a. Naime,
homozigotna delecija Hmga2 dovodi do povisene proliferacije, naro¢ito u mezenhimu

pluc¢a embriona, te povecanja apoptoze i poremecéene diferencijacije distalnog epitela (50).

1.6.4 Uloga HMGA proteina u kancerogenezi i ekspresija u humanim tumorima

HMGAT1 protein je ukljuen u stem-Celijsko reprogramiranje tumorskih celija, njihovu
dediferencijaciju sa posledi¢nim agresivnim biolo§kim ponasanjem nekoliko humanih
malignih tumora (gliomi, karcinomi dojke i pankreasa) (43,51-55). Na misjim modelima
je pokazano da je u hemijski indukovanim tumorima koze prisutna povisena ekspresija
HMGAla i HMGAU1b proteina, kao i da ta ekspresija korelira sa stepenom ¢elijske atipije i
neoplasti¢nih promena (56). Eksperimenti na misevima koji su homozigoti ili heterozigoti
za deleciju HMGAL gena su pokazala i da je ta delecija protektivni faktor u nastanku
benignih i malignih epidermalnih tumora u modelima hemijske kancerogeneze. Takode, u
istim eksperimentima je pokazano da je ekspresija HMGA?2 poviSena samo u malignim, ali
ne i benignim indukovanim tumorima, odnosno da je indukcija ekspresije HMGAZ2 nastaje

kasnije nego indukcija ekspresije HMGAL u ovim modelima (57).

HMGA1 i HMGA2 imaju bitnu ulogu u nastanku i progresiji razli¢itih tumora. Mehanizmi

kojima tu ulogu ostvaruju su razli¢iti 1 ukljucuju uticaj na kontrolu proliferacije Celija,
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indukciju fenotipa mati¢nih ¢elija, nastanak epitelno-mezenhimne transformacije (EMT),
kao 1 na mehanizme popravke oste¢ene DNK. U ¢elijama karcinoma Zzeluca HMGAI, za
razliku od HMGA2, omogucéava proliferaciju tumorskih ¢éelija. Ova funkcija HMGAL je
regulisana Wnt/B-katenin signalnim putem, odnosno jedarnom lokalizacijom B-katenina i
aktivacijom transkripcionog faktora c-myc (58). Medutim, u ¢elijama trostruko-negativnih
karcinoma dojke, upravo aktviacija Wnt/B-katenin signalnog puta dovodi do ekspresije
HMGAZ2 i proliferacije tumorskih celija (59). Pokazana je i inverzna korelacija ekspresije
let-7 miRNK, kao generalnog represora genske ekspresije, i ekspresije HMGAL i HMGA2
u retinoblastomima, kao (60). U seroznim karcinomima jajnika ekspresija HMGAZ2 je bila
u pozitivnoj korelaciji sa Nestinom, kao markerom mati¢nih ¢elija i sa klaudinom-7, kao
markerom EMT (61). Nastanak EMT u HMGAZ pozitivnim ¢elijama karcinoma pankreasa
I SCC jezika je najverovatnije posredovan pozitivnom regulacijom Snail-a (62,63).
Ekspresija HMGAZ je, takode, znac¢ajno veca u Celijama glioblastoma koje su eksprimirale
CD133 kao marker stem ¢elija. HMGAZ2 omogucava invazivni potencijal i ve¢i kapacitet
za samoobnavljanjem ¢elija glioblastoma u kulturi, ali ne uti¢e na proliferaciju ovih ¢elija.
Takode, tumori sa ve€com HMGA2 ekspresijom pokazuju agresivnije biolo§ko ponaSanje
na ksenograft modelima (64). U kolorektalnim karcinomima je pokazano da je ekspresija
HMGA?2 cesta u tumorskim pupoljcima i tumorskim ¢elijama u invadiranim limfnim i
krvnim sudovima, ¢ak iako je sam tumor bio negativan. Ovakav nalaz ukazuje na znacaj
HMGA?2 u razvoju invazivnog kapaciteta tumorskih ¢éelija (65). Ekspresija HMGAZ2 u
¢elijama karcinoma debelog creva u kulturi smanjuje sposobnost popravke dvolan¢anih

prekida DNK, usled ¢ega je poveéana osetljivost ovih ¢elija na zracenje (66).

Ekspresija HMGAL je ispitivana u vise razli¢itih humanih tumora. PoviSena ekspresija u
odnosu na normalna tkiva uocena je u CIN1-3 i invazivnom SCC grli¢a materice (67),
hepatocelularnom karcinomu (engl. hepatocelular carcinoma, HCC) jetre (68), papilarnim i
folikularnim karcinomima S$titaste Zlezde (69), adenokarcinomima ekstrahepati¢nih
bilijanrih duktusa (70), kolorektalnim karcinomima (71,72), karcinomima pluca (73,74),
zeluca (58,75), jajnika (76,77), pankreasa (55,78-80) i dojke (81,82), kao i u

retinoblastomima (60), neuroendokrinim tumorima (NET) digestivhog trakta (83),
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adenomima hipofize (84) i gliomima mozga (53). U SCC jednjaka nije postojala razlika u
ekspresiji HMGA1 (iRNK ili proteina) u odnosu na normalna tkiva. lako je obim
imunopozitivnosti bio varijabilan u normalnom i tumorski izmenjenom tkivu jednjaka, vise
od polovine oba tipa uzoraka je imalo ekspresiju u vise od 50% celija. Sa druge strane,
ekspresija HMGA1 u adenokarcinomima jednjaka je bila znacajno visoka i nije bilo
negativnih slucajeva (85). Pokazana je i vi$a ekspresija HMGA1 u pojedinim karcinomima
u odnosu na odgovaraju¢e benigne tumore ili displazije. Veca ekspresija je uocena u
kolorektalnim karcinomima u poredenju sa adenomima (72), u karcinomima zeluca u
poredenju sa adenomima (86), u karcinomima pankreasa u poredenju sa pankreasnom
intraepitelnom neoplazijom (PanIN) (80), u adenokarcinomima ekstrahepati¢nih bilijarnih
puteva u poredenju sa adenomima (70), u invazivnom SCC grli¢a materice u poredenju sa
CIN lezijama (67), kao i u glioblastomima u poredenju sa gliomima nizeg gradusa (53).
Ekspresija HMGAL je bila ¢esc¢a u PanIN visSeg gradusa (PanIN2 i PanIN3) (80), odnosno
visa u adenomima zeluca visokog gradusa (72). U CIN1-3 je, takode, uoeno povecanje
ekspresije sa progresijom displazije (67). Interesantan je nalaz imunoekspresije HMGAL u
oralnoj leukoplakiji bez ili sa displazijom i u normalnoj oralnoj sluznici. Larsson i
saradnici su uocili da je ekspresija najvisa u zdravoj sluznici, kao 1 da je veca od ekspresije
u oralnoj leukoplakiji. Ipak, ekspresija u oralnoj leukoplakiji bez displazije je bila znac¢ajno
manja nego u normalnoj sluznici ili leukoplakiji sa displazijom (87). Ekspresija HMGAL je
korelirala sa histoloskim gradusom retinoblastoma 1 karcinoma plu¢a 1 pankreasa
(55,60,73), zatim sa veli¢inom HCC jetre (68), kao i veCom invazivno$¢u kolorektalnih
karcinoma, karcinoma Zeluca, retinoblastoma i adenoma hipofize (merena dubinom
invazije ili invazijom okolnih organa) (60,72,84,86). Udruzenost ekspresije HMGAL i
limfovaskulne ili perineuralne invazije je bila ¢es¢a u HCC jetre, kolorektalnom i
karcinomu zeluca (68,72,86). Prisustvo nodalnih metastaza bilo je udruzeno sa visokom
ekspresijom u kolorektalnim i karcinomima zeluca (72,86). Ekspresija HMGAL (proteina
ili 1IRNK) bi mogla imati prognosticki znacaj u HCC jetre, uvealnom melanomu,
adenokarcinomu pluca, karcinomu Zeluca i ampularne regije pankreasa, bilo kao prediktor

kraceg prezivljavanja ili pojave recidiva (68,74,80,86,88).
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Ekspresija HMGA? je, takode, ispitivana u vise razli¢itih tumora. PoviSena ekspresija u
odnosu na normalna tkiva uo€ena je u papilarnom i folikularnom karcinomu Stitaste zlezde
(89), glioblastomima dece i odraslih (64), NSCLC (90), SCC usne duplje, jezika i jednjaka
(63,85,91), adenokarcinomu ekstrahepati¢nih bilijanrih puteva (70), kao i u karcinomima
pankreasa (55), dojke (92) i nazofarinksa (93). Pokazana je i visa ekspresija HMGA2 u
pojedinim malignim tumorima u odnosu na odgovaraju¢e benigne tumore, displaziju ili
reaktivnu atipiju epitela. Ekspresija HMGAZ je znacajno veca u primarnim i metastatskim
melanomima koZe nego u melanocitnim nevusima (94), u karcinomima stitaste zlezde nego
u adenomima (89), kao i u adenokarcinomima ekstrahepati¢nih bilijarnih duktusa nego u
adenomima (70). Ekspresija HMGA?2 je korelirala sa agresivnijim bioloskim ponasanjem
pojedinih tumora. Imunopozitivnost je bila ¢es¢a u karcinomima dojke vecih dimenzija
(59), kao 1 u karcinomima ekstrahepati¢nih bilijarnih puteva koji su se klini¢ki prezentovali
kao velike tumorske mase (70). HMGA2 imunopozitivni intrahepati¢ni holangiokarcinomi
se odlikuju infiltrativnim rastom prema tkivu jetre (95). Ekspresija HMGAZ2 korelira i sa
slabijom diferentovano$é¢u i vis$im nuklearnim gradusom karcinoma dojke (92). Ekspresija
HMGAZ2 pozitivno korelira sa pojavom nodalnih ili udaljenih metastaza melanoma koze
(94), SCC usne duplje (91) i u karcinoma nazofarinksa i dojke (narocito trostruko
negativnih) (59,92,93). Korelacija ekspresije HMGAZ2 i pojave nodalnih i udaljenih
metastaza u kolorektalnim karcinomima je dala interesantne rezultate. HMGA2
imunopozitivnost u tumorskim ¢elijjama u invadiranim limfovaskulnim sudovima, ali ne i u
samom primarnom tumoru, korelira sa prisustvom nodalnih metastaza, dok je ekspresija u
primarnom tumoru udruzena sa pojavom udaljenih metastaza (65,66). Opisana je i
korelacija ekspresije HMGA2 sa klinickim stadijumom kod pacijenata sa seroznim
karcinomom jajnika i karcinomima nazofarinka (61,93). Ekspresija HMGAZ je nepovoljan
prognosticki parametar kod pacijenata sa melanomom (94), kolorektalnim karcinomom
(66), intrahepati¢nim holangiokarcinomom (95), krupnocelijskim karcinomom pluca (96),

SCC jezika i usne duplje (63,91), kao i karcinomom dojke i nazofarinksa (92,93).
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1.6.5 Dijagnostic¢ki znacaj HMGA1 i HMGA2

Genske analize, kao i imunohistohemijsko ispitivanje ekspresije HMGA proteina bi mogli
imati i dijagnosticki znacaj. Analizom mezenhimalnih tumora donjeg genitalnog trakta
uoceno je prisustvo balansiranih translokacija koje su zahvatale HMGAZ2 gen u trec¢ini
agresivnih angiomiksoma (AAM). U jednom slucaju genitalnog lejomioma (od 15) bila je
prisutna nebalansirana translokacija HMGA2, dok u drugim mezenhimalnim tumorima
nisu uoceni rearanzmani koji su obuhvatali ovaj gen. Ushodna transkripciona regulacija
HMGA2 je uocena u u treéini slu¢ajeva AAM sa translokacijom, dok u svim ostalim
mezenhimalnim tumorima ona nije bila prisutna. U dva sluaja AAM je preciziran
translokacioni partner i detektovana je t(1;12)(p32;915) (97). Kompleksna genska
preuredenja koja ukljuuju i HMGA2 su uocena u intravaskulnoj lejomiomatozi i
obuhvataju amplifikacije i povecanje broja kopija gena uz centromerne prekide. Takode,
pozitivna ekspresija HMGA2 je uocena uglavnom u sluc¢ajevima koji se odlikuju
translokacijom HMGAZ2 i 14924 (98). Amplifikacija 5’-netransliranog regiona i eksona 1-3
HMGAZ2, kao i imunoekspresija HMGAZ2 su bili ¢es¢i u liposarkomima iz grupe atipi¢ni
lipomatozni tumor / dobro diferentovani liposarkom, ali nije zanemarljiv ni procenat
dediferentovanih liposarkoma sa ovakvim nalazom. Nalaz ovakvih genskih izmena, kao i
prisustvo amplifikacija u 3’-netransliranom regionu HMGA2 su povoljan prognosticki
parametar jer su udruzeni sa kasnijom pojavom recidiva (99). Metodom fluorescentne in
situ hibridizacije (FISH) uocena su preuredenja HMGA2 gena u tumorima pljuvacnih
zlezda. U 3 od 8 karcinoma nastalih iz pleomorfnog adenoma uocena su nebalansirana
preuredenja tj. centromerna amplifikacija, telomerna amplifikacija ili oba tipa preuredenja.
U de novo karcinomima nisu uoceni rearanzmani U pleomorfnim adenomima uocena je
delecija telomernih regiona HMGAZ2, dok je u tumorima koji su histoloski sli¢ni ova

aberacija bila odsutna (100).

Prisustvo ekspresije HMGAL i HMGA2 u dubokim i dermatofibromima (DF) sa Sirenjem
u potkozno masno tkivo bi moglo imati primenu u razlikovanju ovih tumora od
dermatofibrosarcoma protuberans (DFSP), kao lokalno agresivhog tumorsa sa

metastatskim potencijalom. Ekspresija HMGAL je odsutna ili slaba u DFSP, a HMGAZ2 je
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odsutan u skoro svim sluc¢ajevima (101). Ekspresija HMGAL1 i HMGAZ2 (proteina i iRNK)
je ispitivana u intratubularnoj neoplaziji germinativnih ¢elija postpubertalnih testisa (engl.
intratubular germ cell tumor, ITGCT), seminomima, embrionalnim karcinomima epitelnoj
ili mezenhimalnoj komponenti teratoma i u yolk sac tumorima. Koekspresija ova dva
proteina bi mogla sugerisati na prisustvo embrionalnog karcinoma, ekspresija samo
HMGAL na prisustvo seminoma, dok bi eskpresija samo HMGAZ2 ukazivala na prisustvo
yolk sac tumora (47). Visoka ekspresija HMGAL je odlika adenokarcinoma jednjaka, za
razliku od SCC jednjaka, u kojima se uocava visoka ekspresija HMGA2 (85). lako je
ekspresija HMGA1 i HMGAZ2 uocena u reaktivnoj atipiji epitela ekstrahepati¢nih bilijanrih
duktusa, istovremena ekspresija oba proteina se u ovim lezijama nikada ne vida, za razliku
od adenokarcinoma. Takode, ko-ekspresija ovih proteina je retka i u adenomima bilijarnih
duktusa (70). Visoka ekspresija HMGA?2 je odlika SCC pluca i rede je prisutna u ostalim

histolo§kim tipovima tumora pluc¢a (96).

1.7 Protein arginin metiltransferaze

Protein arginin metil-transferaze (engl. Protein arginine methyltransferases, PRMT) su
jedni od najznacajnih enzima koji vrSe posttranslacione modifikacije proteina u celiji.
PRMT familija se odlikuje prisustvom visoko konzerviranog katalitickog domena duZzine
310 aminokiselina, kojim se vrsi modifikacija rezidua arginina. Mogu¢ je nastanak tri tipa
metilovanog arginina: mono-metil-arginin (MMA), simetri¢ni di-metil-arginin (SDMA) i
asimetriéni di-metil-arginin (ADMA) (slika 5a.) (27,102). U humanim ¢elijama je
otkriveno 11 ¢lanova ove familije (PRMTI1-11), ali za PRMT2, 10 i 11 jo$ uvek nije
pokazano da mogu da vrSe metilaciju arginina (27). Tip | PRMT (PRMT1, PRMTS3,
PRMT4[CARM1], PRMT6 i PRMT8) katalizuju nastanak MMD i ADMA, tip Il PRMT5 i
PRMTT7) nastanak MMD i SDMA, dok tip Il (PRMT7) katalizuju samo nastanak MMA
(slika 5b) (27,102). PRMT proteini (kao i njihove izoforme) su tkivno specifi¢ni, a neki od
njih su lokalizovani samo u odredenim delovima c¢elije (Tabela 8) (102-104). Takode,
PRMT proteini imaju veliki broj molekulskih partnera, ali su oni specifi¢ni za pojedine
¢lanove PRMT familije (102). Ulogu u epigenetskoj kontroli genske ekspresije ostvaruju
samo pojedini i to modifikacijom specificnih histona: PRMT1 (H4R3), PRMT4
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(H3R2,17,26,128,129,131,134), PRMT5 (H3R8,43), PRRMT6 (H3R2,42, H4R3, H2AR3),
PRMT7 (H2A, H43), PRMT8 (H4), PRMT9 (H2A, H4) (27,29,30). PRMT epigenetski
kontrolu vrsi i metilacijom HMGAla proteina, na drugom AT-hook domenu, ali je jo$

uvek nepoznato da li ta modifikacija ima inhibitorni ili aktivatorni efekat (43,44).
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Slika 5. PRMT u humanim ¢elijama: (a) Sema tipova metilacije arginina u humanim
¢elijama; (b) Sematski predstavljena struktura 10 PRMT u humanim ¢elijama (kataliticki
domen je obelezen sa Cetiri popreéne crte i PRMT7 19 ih imaju po dva). (modifikovano
prema Bedford and Clark Molecular Cell 2009.)
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Tabela 8. Tkivna specificnost PRMT proteina i ¢elijska lokalizacija

PRMT Tkivna specifi¢nost Celijska lokalizacija
PRMT1
PRMT1vl Ubikvitaran (narodito bubreg, jetra, pluéa, Dominantno jedro

skeletni misi¢i, slezina)
PRMT1v2 Ubikvitaran (narocito bubreg, jetra, pankreas) ~ Dominantno citoplazma

PRMT1v3 Ubikvitaran Jedro i citoplazma
PRMT1v4 Srce Jedro i citoplazma
PRMT1v5 Pankreas Jedro i citoplazma
PRMT1v6 Nije prisutan u normalnim tkivima Jedro i citoplazma
PRMT1v7 Srce i skeletni misic¢i Dominantno jedro
PRMT?2
PRMT2 Dominantno jedro, iskljucujuci
jedarce
PRMT2L2 Dominantno citoplazma
PRMT2a Dominantno jedro, iskljuc¢ujuéi
jedarce
PRMT2p Jedro (isklju¢ujuéi jedarce) i
citoplazma
PRMT2y Dominantno jedro, iskljucujuci
jedarce
PRMT3 Dominantno citoplazma
PRMT4 Dominantno jedro
PRMT5 Jedro i citoplazma
PRMTG6 Ubikvitaran Dominantno jedro
PRMT7
PRMT7a Jedro i citoplazma
PRMT7p Dominantno citoplazma
PRMTS mozak Celijska membrana
PRMT9 Nije definisana
PRMT10 Nije definisana
PRMT11 Nije definisana
1.7.1 PRTM1

PRMT]1 protein je prvi identifikovani ¢lan PRMT familije i odgovoran je za vecinu
metilacije arginina u celijama sisara (105). Transkripcijom gena koji se nalazi na
hromozomu 19 i alternativnim isecanjem primarnog transkripta nastaje sedam izoformi
(PMT1v1-7) (Slika 6.). Izoforme proteina su duzine od 37,7-40,5 kD i razlikuju se u

sastavu na N-terminalnom kraju proteina, dok im je C-terminalni kraj identican (104).
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Analizom iRNK uoceno je da za pojedine forme postoji specificna ¢elijska lokalizacija, da
su pojedine forme ubikvitarne ili tkivno specifi¢ne (Tabela 8.), ali i da se pojedine forme
mogu de novo javiti u maligno transformisanim tkivima (106-108). PRMT1 je protein sa
visokom mobilnosc¢u izmedu jedra i citoplazme. Medutim, nemaju sve izoforme nuklearni
lokalizacioni signal u svojoj sekvenci (osim PRMTv2, koja ima nuklearni eksportni

signal), te njihova mobilnost zavisi od interakcije sa njihovim supstratima (109).

PRMTL: | Exon 1a |—| Exon 1b | | Exon 1c |—| Exon 1d |—| Exon 2 |—| Exon 3 |—| Exon 4 H Exon 5 HExon 6-12|

PRMT1v1: | Exon 1d | Exon 4 |—| Exon 5 |Exnn &12|

PRMT1v2: | Exon1d [ Exon2 [Exon4 [ Exon5 [Exon 6-12]

PRMT1v3: | Exon 1d | Exon 2 | | Exon 3 |—| Exon 4 |—| Exon 5 |Emn 5-12|

PRMT1v4: | Exon 1c | Exon 4 |—| Exon 5 |Exc.n 5—12|

PRMT1vS: |Exon1d [Exon2 [H Exon3 [Exon4 | Bxon5 [Exen 6-12|

PRMT1v6: | Exon 4 |—| Exon 5 |Exon 5-12|

DRMT1v7: | Exon 1d | Exon 5 |Exc|n &12|

Slika 6. Izoforme PRMT1 proteina nastale alternativnim isecanjem primarnog transkripta i
kombinacijom razli¢itih eksona (prema Baldwin et al. World J Biol Chem 2014.)

PRMT1 je epigenetski regulator genske ekspresije, ali iima i indirektnu ulogu jer vrsi
metilaciju niza transkripcionih faktora. PRMT1-posredovana di-metilacija arginina 3 u
histonu H4 (H4R3) je modifikacija histona udruzena sa genskom aktivacijom (103).
Interakcija PRMTL i transkripcionih faktora moze imati razlicit efekat na ekspresiju ciljnih
gena. Interakcija sa RUNX1 i BRCAL ima aktivacioni, dok interakcija sa E2F-a i Twistl
transkripcionim faktorima ima respresorni efekat (110-113). PRMT1-posredovane
posttranslacione modifikacije se odvijaju i na proteinima citosola i ¢elijske membrane,
kakav je Axin. PRMTL1 je zbog brojnih molekulskih partnera ukljucen u regulaciju
¢elijskog ciklusa i apoptoze (preko E2F-1 i SRSF1), ¢elijske adhezije i invazivnosti
tumorskih celija (preko Axina, Twistl 1 E-cadherina), popravke oSteCene DNK (preko
BRCAL, p53 i MREL11) i stabilnosti telomera (111,112,114-119). Dvojna uloga PRMT1 u
ocuvanju epitelnih karakteristika, odnosno u indukciji epitelno-mezenhimne transformacije

(EMT) je posebno interesantna. Metilacija Axina u normalnoj Celiji stabilizuje Axin, te
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membranska lokalizacija B-katenina i E-kaderina, ¢elijska adhezija i epitelne karakteristike
ostaju ocuvane (115). Medutim, PRMT1 aktivira Twistl, koji potom vrsi direktnu represiju
E-kaderin gena, usled Cega se indukuje EMT i povecava pokretljivost i invazivnost
normalnih epitelnih ¢elija i tumorskih ¢elija karcinoma brona (112). U ¢elijama karcinoma
dojke vl i v2 izoforme PRMT1 dovode do povecane pokretljivosti ¢elija, ali samo v2
izoforma indukuje 1 povecanu invazivnost. Mehanizam kojim ove izoforme ovo ¢ine nije u
potpunosti jasan. S obzirom da nema promena u nivou ekspresije E-kaderin gena i E-
kaderin proteina, pretspostavlja se da v2 izoforma ovakav efekat ostvaruje primarno

pomocu fosforilacije -katenina (120).

U vecini do sada ispitanih humanih karcinoma (karcinom debelog creva, dojke, urotela,
pankreasa, jednjaka i zeluca) ekspresija PRMT1 je bila povecana (104,121-126). Takode,

povecana ekspresija prisutna je i u akutnoj limfoblastnoj leukemiji (114).

1.7.2 PRTMG6

PRMT®6 gen se nalazi na hromozomu 1, ali, za razliku od PRMT1, nema alternativnog
isecanja primarnog transkripta i postoji samo jedna forma proteina. Takode, PRMT6 sadrzi
nuklearni lokalizacioni signal u sekvenci, te njegov transport u ¢eliji ne zavisi od drugih
supstrata. Protein je lokalizovan iskljuc¢ivo u jedru, gde i ostvaruje svoje uloge (109).
Imunohistohemijskim ispitivanjima uoceno je da, iako je ubikvitaran u tkivima, njegova

ekspresija u veéini tkiva vrlo niska, osim u melanocitima (127-129).

PRMT®6 je, kao i PRMT1, epigenetski regulator genske ekspresije. Medutim, dimetilacija
arginina 2 u histonu H3 (H3R2) je udruzena sa genskom represijom, dok je manje
ispitivana dimetilacija arginina 42 (H3R42) u istom histonu udruzena sa genskom
aktivacijom  (28-30). Indirektna uloga PRMT6 u genskoj regulaciji posredovana
metilacijom transkripcionih faktora je manje ispitana. Metilacija NF-kB ima aktivacioni
efekat na ovaj transkripcioni faktor i aktivira transkripciju gena za IL-6 (130). Modifikacija
HMGAa proteina obavlja se na drugom AT-hook domenu, ali njen efekat jos uvek nije
jasan (43,44).
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PRMT6 je zbog brojnih molekulskih partnera ukljucen u regulaciju vise procesa u celiji.
On ima represivni efekat na ekspresiju p53 i inhibitora ciklin zavisnih kinaza (p16, p21,
p57), te ima pozitivan efekat na Celijski ciklus i proliferaciju, a negativan na starenje Celije
(128,131-135). PRMT®6 inhibira ekspresiju MMP, te ima negativan efekat na motilitet i
invazivnost tumorskih ¢elija (135). Iako je PRMT®6 represor ekspresije p53 i na taj naéin
ima negativan uticaj na p53-posredovanu aktivaciju ¢elijskih mehanizama za popravku
DNK, on metilacijom DNK polimeraze B aktivira popravku DNK BER mehanizmom
(136,137).

Ekspresija PRMT6 je do sada ispitivana u manjem broju humanih tumora. Ekspresija
PRMT6 je snizena u melanomu, dok je u urotelnom i karcinomu prostate ona povecana.

Rezultati ispitivanja ekspresije u karcinomu dojke su bili neusaglaSeni (125,127-129,138).

1.8 Acetil-transferaze p300 i PCAF

p300 i p300/CBP-udruzeni faktor (engl. p300/CBP associated factor, PCAF) su proteini iz
grupe lizin acetil transferaza. Inicijalno su otkriveni zbog svoje histon acetil transferazne
funkcije, ali je potom uoceno da, pored histona, oni imaju niz drugih ciljnih molekula
(139). p300 acetiluje sva cetiri tipa histona jezgra nukleozoma, dok je PCAF selektivan za
histon H3. Oba proteina neutraliSu pozitivno naelektrisanje u histonima, smanjuju njihovo
vezivanje za DNK i omogucavaju pristup DNK transkripcionim faktorima i enzimima
transkripcije, te aktiviraju transkripciju gena (139-142). Medutim, p300 je, za razliku od
PCAF, nezamenljiv kada je u pitanju acetilacija histona H3 i aktivacija transkripcije (143).

Ciljni molekuli p300 i PCAF su i brojni drugi proteini, uklju¢ujuci razlicite transkripcione
faktore. Usled toga ovi enzimi su ukljuceni u regulaciju Celijskog ciklusa, apoptoze i
¢elijske diferencijacije (139,141,144). p300 i PCAF igraju znacajnu ulogu u u
diferencijaciji normalnih keratinocita i oCuvanju epitelnih karalteristika u tumorskim
¢elijama. Tokom diferencijacije keratinocita p300 je lokalizovan u jedru, dok se
lokalizacija PCAF u ¢eliji menja. U bazalnom sloju epiderma, kao i u ranim fazama
diferencijacije keratinocita u celijskim kulturama PCAF je prisutan u citoplazmi, dok je

ekspresija u jedru prisutna u suprabazalnim keartinocitima i kasnim fazama diferencijacije
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¢elija u kulturi (145). U tumorskim ¢elijama PCAF pozitivno reguliSe ekspresiju E-
kaderina i negativno korelira sa nastankom epitelno-mezenhimne transformacije (146).
Medutim, uloga p300 u ocuvanju epitelnih karakteristika tumorskih ¢elija, odnosno u
epitelno-mezenhimnoj transformaciji, nije potpuno jasna i moze biti razli¢ita u zavisnosti

od tipa tumorskih ¢elijskih kultura na kojima je ispitivanje vrSeno (146-149).

Ekspresija p300 i PCAF je ranije ispitivana u nekoliko tipova humanih karcinoma. Visoka
ekspresija p300 je uoCena u karcinomima dojke, prostate, nazofarinksa, debelog creva,
hepatocelularnom karcinomu i u SCC usne duplje, larinksa i jednjaka (149-160). Porast
ekspresije p300 korelira sa stepenom progresije CIN (158). Visoka ekspresija p300 je
ranije uoc¢ena u SCC koze, u poredenju sa normalnim epidermisom, ali nije ispitivana u
AK i BD (161). Ekspresija PCAF je bila smanjena u poredenju sa normalnim tkivom u
SCC jednjaka i intestinalnom tipu karcinoma Zeluca (162,163). Genetska ispitivanja su
pokazala da su mutacije PCAF u humanim karcinomima retke, a ako su i prisutne nemaju
efekat na ekspresiju proteina (164,165). Translokacije i delecije hromozoma 22 u humanim
solidnim tumorima ¢esto obuhvataju region u kome se nalazi p300 gen, ali su mutacije u
ovom genu retke. Ukoliko su i prisutne, mutacije p300 gena retko imaju efekat na
ekspresiju proteina, dok su epigenetske promene (pre svega gubitak metilacije

promotorskog regiona) znacajnije u kancerogenezi (141,151,166).

Medusobni odnos HMGA proteina 1 p300 i PCAF je slozen i viSesmeran. Acetilacija
HMGA1 posredovana PCAF-om stabiliSe enhanceosom, sprecava CBP-acetilaciju
HMGAla i aktivira transkripciju (33,39). U kulturama c¢elija karcinoma pankreasa
pokazano je da HMGAZ2 reguliSe ekspresiju p300 1 PCAF, kao 1 stepen acetilacije histona
H3K9 i H3K27 (45).
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2 CILJEVIISTRAZIVANJA
CILJEVI ISTRAZIVANIJA:

1.

Ispitati ekspresiju HMGAla/lb, HMGA2, PRMT1, PRMT6, PCAF i p300/CBP u
aktini¢noj keratozi, Bowen-ovoj bolesti i invazivnom planocelularnom karcinomu
koze.

Analizirati ispoljavanje HMGA proteina i njihovih modulatora u in situ lezijama
klasifikovanim kao keratinocitna intraepidermalna neoplazija (KIN).

Utvrditi  korelacije ekspresije  HMGA proteina i njihovih modulatora sa
prognostickim parametrima planocelularnog karcinoma koze — dimenzije, dubina
invazije, debljina i gradus tumora.

Proceniti razli¢ite nacine evaluacije imunohistohemijskog bojenja i ekspresije
HMGA proteina i njihovih modulatora u odnosu na tip lezije i prognosti¢ke

parametre.
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3 MATERIJAL | METODE

3.1 Uzorak

Za analizu i izradu tkivnog mikroniza inicijalno je odabrano 360 uzoraka pacijenata kojima
je dijagnostikovana AK, BD ili SCC u Institutut za patologiju, Medicinskog fakulteta u
Beogradu u periodu od 2002. do 2012. godine. Usled gubitka tkiva prilikom izrade
tkivnog mikroniza i serijskog secenja parafinskih kalupa za izradu imunohistohemijskih
preparata finalno su analizirani uzorci 307 pacijenata. Klinicke karakteristike (pol, starost i
lokalizacija) ispitivanog uzorka su prikazane u tabeli 9. Maksimalno je analizirano 90 AK,
50 BD i 167 slucajeva SCC koze. Medu SCC koze bilo je 57 dobro, 55 srednje i 55
slabodiferentovanih tumora. Dijametar SCC je bio <20mm u 105 slucajeva i >20mm u 62
slu¢aja. Debljina SCC je bila <2mm u 6 slu¢ajeva, >2mm i <6mm u 116 slucajeva, i >6mm
u 45 slucajeva. Zbog gubitka materijala tokom serijskog secenja i imunohistohemijskog
bojenja za pojedine markere je analiziran manji broj slucajeva, Sto precizno navedeno u

odgovaraju¢im poglavljima rezultata za svaki marker.

Tabela 9. Klinicke karakteristike pacijenata u ispitivanom uzorku

Klini¢ke karalteristike

AK BD SCC Ukupno
Pol (n [9%]) Muski 59 (65,6) 27 (54,0) 108 (64,7) 194 (63,2)
Zenski 31(34,4) 23(46,0) 59 (35,3) 113 (36,8)
Starost Srednja vrednost 71,8 72,6 73,7 73,0
(godine) Minimum-Maksimum 44-91 36-100 31-99 31-100
[%]) Trup 6(6,7) 14 (28,0) 9(54) 29 (9,4)
Ekstremiteti 9(100) 12(240) 36 (2L6) 57 (18,6)

Skracenice: n, broj sluéajeva; AK, solarna keratoza; BD, Bowen-ova bolest; SCC,
planocelulanri karcinom koze.

3.2 Tkivni mikroniz

Plo¢ice sa originalnim presecima bojenim hematoksilinom 1 eozinom su pregledane i
flomasterom sa tri boje su obelezena tri razli¢ita podrucja; u slucaju SCC njegov periferni,

povrsni i centralni deo (Slika 7a). Potom su na osnovu toga obelezena podrucja u
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originalnim (tzv. davalac) parafinskim kalupima (Slika 7b). Dalje su manuelno, iglom
promera 1,2 mm, izvuceni tkivni cilindri, koji su preneti u novi (tzv. primalac) parafinski
kalup u kome je formiran tkivni mikroniz (TMN) (Slika 7c). U svakom kalupu postojala su
po tri cilindra za svaki slucaj, ukupno 60 uzoraka po TMN kalupu. Pored toga, recipijentni
kalupi su sadrzali i tkivne cilindre iz kalupa sa uzorcima limfnog ¢vora, crvuljka i testisa,
koji su sluzili za orijentaciju tkivnog mikroniza, kao i za kontrolu imunohistohemijskog

bojenja.

Slika 7. Principi izrade TMN: Originalna hematoksilin-ecozin bojena plocCica (a) je
obeleZena na tri razli¢ita mesta plavom, crvenom i zelenom tackom. Na osnovu plocice
obelezavani su parafinski kalupi tackama istih boja (b). Na tim mestima su iz kalupa
vadeni cilindri i prenoseni u TMN parafinske kalupe, iz kojih su seceni preseci i bojeni
metodom imunohistohemije (c), a orijentacija je bila moguca pronalazenjem cilindara
kontrolnih tkiva na kraju prvog i tre¢eg red (oznaceno ljubicastim strelicama).

3.3 Imunohistohemijsko bojenje

Za imunohistohemijsko bojenje su seCeni serijski preseci debljine Spum iz parafinskih
kalupa sa TMN i nanoSeni na plo¢ice sa dodatnim adhezivnim svojstvima. Plocice sa
tkivnim presecima su potom suSene na temperaturi od 60°C tokom 2h. Uzorci su
deparafinisani u rastvoru ksilola u trajanju od 20 min, a potom hidratisani u etanolu
opadajuc¢e koncentracije (100%, 96%, 70%) u trajanju od 2x4 min, nakon cega su

ostavljeni u destilovanoj vodi tokom 5 min.
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Specificni uslovi demaskiranja antigena i inkubacije antitela za pojedinacna antitela su
prikazani u Tabeli 10. Demaskiranje antigena vr$eno je toplotom, u vodenom kupatilu, u
razli¢itim rastvorima, u zavisnosti od vrste ispitivanog antigena i primenjenog antitela, u
trajanju od 30 min. Nakon hladenja i ispiranja u destilovanoj vodi, vrSeno je blokiranje
endogene peroksidaze u 3% rastvoru vodonik peroksida u trajanju od 15 min. Potom je za
pojedina antitela vrSeno blokiranje nespecifi¢nog vezivanja primarnog antitela rastvorom
govedeg, odnosno magareceg seruma. Inkubacija uzoraka sa primarnim antitelom vrSena je
na sobnoj temperaturi u trajanju od 60 minuta ili na 4°C preko noc¢i. Nakon ispiranja,
rekacija primarnih ze¢jih i misjih antitela je vizuelizovana primenom Ultravision LP
sistema za detekciju (Lab Vision, Thermo Scientific, Fremont, CA, USA). Za vizuelizaciju
reakcije kozjeg antitela koriS¢en je ImmunoCruz™ goat ABC Staining System (sc-2023,
Santa Cruz Biotechnology CA, USA). Kao hromogen je koris¢en 3,3'-diaminobenzidin
(DAB), a kontrastiranje je vrSeno primenom Mayer-ovog hematoksilina. Nakon
dehidratisanja u etanolu rastuc¢ih koncentracija (70%, 96%, 100%) i ksilolu u trajanju od

2,5 min, plocice su pokrivane DPX medijumom i pokrovnim staklima.

32



Tabela 10. Uslovi demaskiranja i inkubacije primarnih antitela

Antigen Poreklo, Proizvodac Demaskiranje Blokiranje Razblazenje  Uslovi
klonalnost i antigena nespecifi¢nog inkubacije
klon antitela vezivanja

HMGAla/lb  Kozje, pk Abcam, Cambridge, Citratni pufer 1,5 % MS, 3,75ug/ml ST, 60 min
ab109706 MA, USA (10mM, pH 6,0) ST 30 min

HMGA?2 Zecje, pk Abcam, Cambridge, Citrakoni¢na 1% GS, ST 1:400 ST, 60 min
ab52039 MA, USA kiselina 1:2000 20 min

PRMT1 Zecje, mk Abcam, Cambridge, Citratni pufer Ne 1:200 ST, 60 min
ab92299 MA, USA (10mM, pH 6,0)

PRMT6 Zedje, pk Abcam, Cambridge, EDTA (pH 8,0) 1% GS, ST 1:200 ST, 60 min
ab93877 MA, USA 20 min

p300 Zedje, pk Santa Cruz Citrakoni¢na kiselina 1% GS, ST 1:800 ST, 60 min
sc-584 Biotechnology CA, USA  (1:2000) 20 min

PCAF Misje, mk Santa Cruz EDTA (pH 8,0) 1% GS, ST 1:200 ST, 60 min
sc-13124 Biotechnology CA, USA 20 min

E-kaderin Misje, mk DAKO, Glostrup, Citratni pufer Ne 1:50 ST, 60 min
NCH-38 Denmark (10mM, pH 6,0)

MMP9 ZeGje, pk Sigma-Aldrich, St Citratni pufer Ne 1:50 4°C, 24h
HPAQ001238  Louis, MO, USA (10mM, pH 6,0)

Vimentin Misje, mk DAKO, Glostrup, Citratni pufer Ne 1:50 ST, 60 min
3B4 Denmark (10mM, pH 6,0)

Skracenice: mk, monoklonalno; pk, poliklonalno; MS, magareci serum; GS, govedi serum; ST, sobna temperatura.



Kontrola imunohistohemijskog bojenja vrSena je analizom unutra$njih odnosno spoljasnjih
pozitivnih i negativnih kontrola. Odgovaraju¢e kontrole za pojedina¢ne antigene su

prikazane u Tabeli 11.

Tabela 11. Kontrole imunohistohemijskog bojenja

Antigen Pozitivha kontrola Negativna kontrola
HMGA1la/lb Testis (germinativne Celije) Limfni ¢vor
HMGA2 Testis (germinativne Celije) Limfni ¢vor
PRMT1 Testis (germinativne ¢éelije) Limfni ¢vor (interfolikularni limfociti)
Crvuljak (epitel)
Limfni ¢vor (germinativni centar limfnog
folikula)
PRMT6 Testis (germinativne ¢elije) Limfni ¢vor
p300 Testis (germinativne ¢elije) Limfni ¢vor (interfolikularni limfociti)
PCAF Placenta (citotrofoblast) Limfni ¢vor (interfolikularni limfociti)
E-kaderin Crvuljak (epitel) Limfni ¢vor
MMP9 Testis (stroma) Crvuljak (epitel)
Stroma ispitivanih tumora
Vimentin Krvni sudovi (glatkomisi¢ne ¢elije) i stroma  Normalan epidermis
(fibroblasti) Limfni ¢vor (interfolikularni limfociti)

3.4 Analiza imunohistohemijskog bojenja

Analiza je vrSena na Olympus BX50 svetlosnom mikroskopu na uveli¢anjima 100x i 200x.

Analizirana je povrsina celog cilindra TMN-a. Analizirani su slede¢i parametri:

e 0bim imunopozitivnosti tj. broj pozitivnih ¢éelija

e distribucija pozitivnih Celijja
3.4.1 Analiza HMGA1la/1b imunohistohemijskog bojenja

Analizirana je jedarna imunopozitivnost bilo kog intenziteta. Ispitivani su postojanje i
obim jedarne ekspresije. Jedarna ekspresija u svakom pojedina¢nom sluc¢aju je ocenjivana
kao odsutna ili prisutna. Obim jedarne ekspresije je ocenjivan kao nizak (0-10% pozitivnih
¢elija) i kao povisen (>10% pozitivnih ¢elija). Distribucija pozitivnih ¢elija je ocenjivana

kao nedifuzna (pozitivne ¢elije u bazalnom ili suprabazalnom sloju epiderma u AK i BD,
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odnosno u perifernim i intermedijernim delovima tumorskih plaza u SCC) i difuzna
ekspresija (pozitivne ¢elije distribuirane celom debljinom epiderma u AK i BD, odnosno

celom povr§inom tumorskih plaza u SCC).

3.4.2 Analiza HMGAZ2 imunohistohemijskog bojenja

Analizirana je jedarna imunopozitivnost. Obim imunopozitivnosti je ocenjivan
semikvantitativno trostepenim gradiranjem kao nizak (<30% pozitivnih ¢elija), umeren
(>30%-60%) 1 visok obim ekspresije (>60%). Distribucija pozitivnih ¢elija je ocenjivana
kao nedifuzna (pozitivne ¢elije u bazalnom ili suprabazalnom sloju epiderma u AK i BD,
odnosno perifernim i intermedijernim delovima tumorskih plaza u SCC) i difuzna
ekspresija (pozitivne ¢elije distribuirane celom debljinom epiderma u AK i BD, odnosno

celom povrSinom tumorskih plaza u SCC).

3.4.3 Analiza PRMT1 imunohistohemijskog bojenja

U svim ispitanim slucajevima bila je prisutna jedarna imunopozitivnost. Obim
imunopozitivnosti je ocenjivan semikvantitativno trostepenim gradiranjem kao nizak
(<30% pozitivnih c¢elija), umeren (>30%-60%) i visok obim ekspresije (>60%).
Distribucija pozitivnih ¢elija je ocenjivana kao nedifuzna (pozitivne ¢elije u bazalnom ili
suprabazalnom sloju epiderma u AK i BD, odnosno perifernim i intermedijernim delovima
tumorskih plaza u SCC) i difuzna ekspresija (pozitivne celije distribuirane celom

debljinom epiderma u AK i BD, odnosno celom povr$inom tumorskih plaza u SCC).

3.4.4 Analiza PRMT6 imunohistohemijskog bojenja

U svim ispitanim sluCajevima bila je prisutna jedarna imunopozitivnost. Obim
imunopozitivnosti je ocenjivan semikvantitativno trostepenim gradiranjem kao nizak
(<30% pozitivnih celija), umeren (>30%-60%) i visok obim ekspresije (>60%).
Distribucija pozitivnih ¢elija je ocenjivana kao nedifuzna (pozitivne ¢elije u bazalnom ili
suprabazalnom sloju epiderma u AK i BD, odnosno perifernim i intermedijernim delovima
tumorskih plaza u SCC) 1 difuzna ekspresija (pozitivne celije distribuirane celom

debljinom epiderma u AK i BD, odnosno celom povr§inom tumorskih plaza u SCC).
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3.4.5 Analiza p300 imunohistohemijskog bojenja

Uoceno je prisustvo jedarne i citoplazmatske p300 imunopozitivnosti. Obim jedarne
ekspresije je ocenjivan kao visok (>60% pozitivnih ¢elija) i nizak (<60% pozitivnih éelija).
Citoplazmatska ekspresija je ocenjivana kao prisutna ili odsutna. Distribucija celija sa
pozitivnom jedarnom ekspresijom ocenjivana je kao nedifuzna (pozitivne celije u
bazalnom ili suprabazalnom sloju epiderma u AK i BD, odnosno perifernim i
intermedijernim delovima tumorskih plaza u SCC) ) i difuzna ekspresija (pozitivne ¢elije
distribuirane celom debljinom epiderma u AK i BD, odnosno celom povr$inom tumorskih
plaza u SCC).

3.4.6 Analiza PCAF imunohistohemijskog bojenja

Uoceno je prisustvo jedarne i citoplazmatske PCAF imunopozitivnosti. Obim jedarne 1
citoplazmatske eksporesije su ocenjivani kao pristna ili odsutna ekspresija. Distribucija
¢elija sa pozitivnom citoplazmatskom ekspresijom ocenjivana je kao nedifuzna (pozitivne
¢elije u bazalnom ili suprabazalnom sloju epiderma u AK i BD, odnosno perifernim i
intermedijernim delovima tumorskih plaza u SCC) ) i difuzna ekspresija (pozitivne ¢elije
distribuirane celom debljinom epiderma u AK 1 BD, odnosno celom povr§inom tumorskih

plaza u SCC).

3.4.7 Analiza E-kaderin, MMP9 i vimentin imunohistohemijskog bojenja

Analizirano je prisustvo membranske ekspresije E-kaderina. Ona je, radi poredenja sa
PRMT1 ekspresijom, ocenjivana kao normalna (>90% c¢elija sa membranskim bojenjem),
smanjena (>10% i <90% celija sa membranskim bojenjem) ili odsutna (0-10% celija sa

membranskim bojenjem).

Ekspresija MMP?9 je analizirana u citoplazmi tumorskih ¢éelija. Ona je ocenjivana kao niska

(0-25% pozitivnih ¢elija) i visoka (>25% pozitivnih ¢elija).

Ekspresija vimentina je analizirana u citoplazmi tumorskih ¢elija. Ona je ocenjivana kao

normalna (<5% pozitivnih ¢elija) ili aberantna (>5% pozitivnih celija).
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3.5 Dvostruko imunofluorescentno bojenje

Za dvostruko imunofluorescentno bojenje su seceni preseci debljine Sum iz parafinskih
kalupa i nanoSeni na ploCice sa dodatnim adhezivnim svojstvima. PloCice sa tkivnim
presecima su potom susene na temperaturi od 60°C tokom 2h. Uzorci su deparafinisani u
rastvoru ksilola u trajanju od 3x5 min, a potom hidratisani u etanolu opadajuce
koncentracije (100%, 96%, 70%) u trajanju od 2x4 min, nakon ¢ega su ostavljeni u

destilovanoj vodi tokom 5 min.

Demaskiranje antigena vrSeno je toplotom, u pretis loncu u citratnom puferu (10mM, pH
6,0) u trajanju od 10 min. Nakon hladenja i ispiranja u destilovanoj vodi na preseke je
nano$en 3% rastvor glicina u fosfatnom puferu, a u cilju smanjenja autofluorescencije
tkiva. Potom je vrSeno blokiranje nespecificnog vezivanja primarnih i sekundarnih antitela
rastvorom 1% govedeg seruma tokom 20 minuta. Inkubacija uzoraka sa prvim primarnim
kozjim anti-HMGA1la/lb antitelom (koncentracija 1,8 pg/ml; ab109706, Abcam,
Cambridge, MA, USA) vrsena je na sobnoj temperaturi u trajanju od 60 minuta. Nakon
ispiranja u fosfathom puferu je vrSena inkubacija sa sekundarnim magare¢im anti-Kozjim
antitelom obeleZenim fluorohromom Alexa Fluor 594 (razblaZenje 1:500; A-11058,
Invitrogen, Basel, Switzerland) na sobnoj temperaturi u trajanju od 60 minuta. Nakon
ispiranja u fosfatnom puferu tkivni preseci su inkubirani sa drugim primarnim antitelom:
ze¢jim anti-PRMT1 antitelom (razblazenje 1:100; ab92299, Abcam, Cambridge, MA,
USA), ze¢jim anti-PRMT6 antitelom (razblazenje 1:100; ab93877, Abcam, Cambridge,
MA, USA) ili ze¢jim anti-p300 antitelom (razblazenje 1:200; sc-584, Santa Cruz
Biotechnology CA, USA) na sobnoj temperaturi tokom 60 minuta. Nakon ispiranja u
fosfatnom puferu tkivni preseci su inkubirani sa sekundarnim kozjim anti-zecjim antitelom
obelezenim fluorohromom Alexa Fluor 488 (razblazenje 1:500; A-11034, Invitrogen,
Basel, Switzerland) na sobnoj temperaturi u trajanju od 60 minuta. Nakon ispiranja u
fosfatnom puferu preseci su prekrivani ProLong Gold medijumom za pokrivanje koji u
sebi sadrzi 4',6-di-amidino-2-fenilindol (engl. 4',6-di-amidino-2-phenylindole, DAPI)
(P36931, Invitrogen, Basel, Switzerland) i pokrovnim staklima.
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Analiza je vr$ena na epifluorescentnom mikroskopu sa F-View CCD kamerom (Olympus,
Germany), a digitalne slike za svaki fluorescentni kanal su slikane na uveli¢anju 400x i
preklapane za svaki tip signala upotrebom AnalySIS softvera za analizu (Soft Imaging
Systems, Olympus, Germany). Crveni fluorescentni signal je predstavljao ekspersiju
HMGAIla/lb, a zeleni ekspresiju PRMTI, PRMT6 ili p300. Zuti do narandZasti
fluorescentni signal na preklopljenim slikama je predstavljao kolokalizaciju dva markera u
pojedina¢nim ¢elijama. Plavi fluorescentni signal je predstavljao signal koji je stvarao

DAPI i oznacavao je jedra ispitivanih éelija.

3.6 Statisticka analiza

Razlike u ekspresiji HMGAla/lb, HMGAZ2, PRMT1, PRMT6, p300 i PCAF su ispitivane
u odnosu na:

e tip ispitivane lezije (AK, BD, SCC)

e gradus keratinocitne intraepidermalne neoplazije (KIN1-3)

e stepen diferentovanosti SCC koze (dobro, srednje i slabo diferentovani SCC)

e dijametar SCC koze (<2 cm i >2 cm)

e debljinu SCC koze (<6 mm i >6 mm)

e dubinu invazije SCC koze (dermis i potkozno masno tkivo 1 dublja tkiva).
U celom uzorku, kao i u AK, BD i SCC zasebno, je vrSena i uporedna analiza ekspresije E-
kaderina sa ekspresijom PRMT1, p300 i PCAF, ekspresije MMP9 sa ekspresijom PRMTG,

kao i ekspresije vimentina sa ekspresijom p300 i PCAF.

Vrsena je i uporedna analiza ekspresije HMGAla/lb i PRMT1, PRMT6 i p300, odnosno
HMGAZ2 i PCAF u celom uzorku, kao i u AK, BD i SCC zasebno.

U statistickoj analizi kori$¢eni su studentov t-test, Kruskall-Wallis-ov test, Hi-kvadrat test,
Fiserov test tacne verovatnoce i Mann-Whitney test. Vrednosti p<0,05 su smatrane

statisticki znacajnim.
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4 REZULTATI

4.1 Ekspresija HMGA proteina
4.1.1 Ekspresija HMGA1la/lb proteina

Ekspresije HMAG1a/lb je ispitana u 276 slu¢ajeva, odnosno 78 AK, 45 BD i 153 SCC (54
dobro, 41 srednje i 58 slabo diferentovanih). Rezultati analize ekspresije HMGAla/lb su
prikazani u tabeli 12. Jedarna ekspresija koja je uocena u ispitanim uzorcima je uglavnom
bila slabog intenziteta i u najve¢em broju slucajeva je bila niska (<10%). Jedarna
ekspresija je bila ¢esce prisutna u SCC nego u AK i BD (p=0,012) (Slika 8a-c). Medutim,
nije bilo razlike u obimu ekspresije. Distribucija pozitivnih ¢elija je u vecini sluc¢ajeva bila

difuzna, bez obzira na obim, uz vrlo retke slucajeve sa nedifuznom distribucijom.

Analizom ekspresije u in situ lezijama (AK i BD) u odnosu na stepen displazije tj. KIN

nije uocena razlika u prisustvu jedarne ekspresije, kao ni u obimu jedarne eskpresije.

Analizom obima ekspresije u odnosu na prognosticke parametre SCC koze uocena je
razlika u odnosu na diferentovanost tumora. Jedarna ekspresija je bila ¢es¢a u dobro i
srednje diferentovanim SCC nego u slabo diferentovanim tumorima (p<0,001) (Slika 8d-f),
dok je obim ekspresije bio ¢es¢e visi u dobro diferentovanim nego u slabo diferentovanim
SCC (p=0,028). Nije bilo razlike u prisustvu i obimu jedarne ekspresije u odnosu na
dijametar (p=0,401), debljinu (p=0,733) i dubinu invazije tumora (p=0,175). Takode, nisu
uocene ni razlike u obimu jedarne ekspresije u odnosu na dijametar (p=0,963), debljinu

(p=313) i dubinu invazije tumora (p=0,333).
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Tabela 12. Imunohistohemijska analiza ekspresije HMGAla/1b u AK, BD i SCC

Prisustvo jedarne

Obim jedarne

VARIJABLA ekspresije _ ek_spresije _
Odsutna  Prisutna nizak  povisen
n (%) (%) p (%) (%) p
Tip lezije
AK 78 56,4 43,6 82,1 17,9
BD 45 60,0 40,0 0,012* 86,7 13,3 0,273
SCC 153 39,9 60,1 76,5 23,5
KIN
KIN1 44 63,6 36,4 84,1 15,9
KIN2 32 50,0 50,0 0,494 84,4 15,6 0,996
KIN3 46 58,7 41,3 84,8 15,2
Diferentovanost
SCC
Dobro 54 14,8 85,2 64,8 35,2
Srednje 41 31,7 68,3 <0,001* 78,0 22,0 0,028*
Slabo 58 69,0 31,0 86,2 13,8
Dijametar SCC
(cm)
<2 94 37,2 62,8 76,6 23,4
>2 59 44,1 55,9 0,401 76,3 23,7 0,963
Debljina SCC
(mm)
<6 108 40,7 59,3 78,7 21,3
>6 45 37.8 622 07 711 g9 0313
Dubina invazije
dermis 83 34,9 65,1 79,5 20,5
potkozno masno 0,175 0,333
tkivo i dublje 70 45,7 54,3 72,9 27,1

Skracenice: n, broj slu¢ajeva; AK, solarna keratoza; BD, Bowen-ova bolest; SCC,

planocelulanri karcinom koZze; KIN, keratinocitna intrapeidermalna neoplazija, p, vrednosti

verovatnoca; *statisticki znacajne p vrednosti.
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Slika 8. Ekspresija HMGA1la/lb u AK, BD i SCC: Odsutna jedarna ekspresija u AK (a) i
BD (b); Prisutna jedarna ekspresija u SCC (c), dobro (d) i srednje (e) diferentovanim SCC;
Odsutna ekspresija u slabo diferentovanom SCC (f) (uveli¢anje x200).
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4.1.2 Ekspresija HMGAZ2 proteina

Ekspresije HMAG2 je ispitana u 299 slu¢ajeva, odnosno 78 AK, 48 BD i 173 SCC (58
dobro,58 srednje i 57 slabo diferentovanih). Rezultati analize ekspresije HMGAZ2 su
prikazani u tabeli 13. Analizom obima ekspresije uoceno je da je nizak obim bio ¢eséi u
AK i BD nego u SCC (p<0,001) (Slika 9a-c). Difuzna distribucija HMGAZ2 pozitivnih
¢elija bila je ¢es¢a u SCC nego u AK i BD (p<0,001).

Analizom ekspresije u in situ lezijama (AK i BD) u odnosu na stepen displazije tj. KIN
uoceno je da je nizak obim HMGA?2 bio ¢es¢i u KIN1 nego u KIN2 i KIN3 lezijama
(p=0,003). Ipak, difuzna distribucija je bila ¢eS¢a u KIN1 i KIN3 nego u KIN2 (p=0,029).

Analizom obima ekspresije u odnosu na prognosticke parametre SCC koze nije uocena
razlika u odnosu na diferentovanost (p=0,080), dijametar (p=0,391), debljinu (p=0,942) i
dubinu invazije SCC (p=0,589). Difuzna distribucija HMGA2 pozitivnih ¢elija je bila
ceS¢a u slabo diferentovanim SCC u poredenju sa dobro i1 srednje diferentovanim
tumorima (Slika 9d-e), kao i u srednje diferentovanim SCC u poredenju sa dobro
diferentovanim tumorima (p<0.001). Nije bilo razlike u distribuciji imunopozitivnosti u

odnosu na dijametar (p=0,081), debljinu (p=0,905) i dubinu invazije tumora (p=0,064).
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Tabela 13. Imunohistohemijska analiza ekspresije HMGA2 u AK, BD i SCC

Obim ekspresije Distribucija
VARIJABLA N nizak umeren  visok p nedifuzna  difuzna p
(%) (%)
Tip lezije
AK 78 80,8 14,1 51 80,0 20,0
BD 48 68,8 27,1 42 <0,001* 51,5 48,5 <0,001*
SCC 173 36,4 38,7 24,9 29,9 70,1
KIN
KIN1 53 90,6 9,4 0 12,7 27,3
KIN2 23 60,9 21,7 17,4 0,003* 86,4 13,6 0,029*
KIN3 49 67,3 28,6 4,1 52,9 47,1
Diferentovanost
SCC
Dobro 58 414 46,6 12,1 53,7 46,3
Srednje 58 414 25,9 32,8 0,080 25,5 745  <0,001*
Slabo 57 26,3 439 29,8 10,9 89,1
Dijametar SCC
(cm)
<2 110 38,2 39,1 22,7 32,7 67,3
>2 63 33,3 38,1 28,6 0,391 24,6 75,4 0,081
Dubina invazije
SCC
Dermis 93 33,3 419 24,7 36,0 64,0
PotkoZno masno 0,589 0,064
tkivo i dublje 80 40,0 35,0 25,0 22,7 77,3
Debljina SCC (mm)
<6 125 36,8 37,6 25,6 32,8 67,2
>6 48 354 417 29 02 9o g7g 0905

Skracenice: n, broj slu¢ajeva; AK, solarna keratoza; BD, Bowen-ova bolest; SCC,
planocelulanri karcinom koZze; KIN, keratinocitna intrapeidermalna neoplazija, p, vrednosti
verovatnoca; *statisticki znacajne p vrednosti.
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Slika 9. Ekspresija HMGA2 u AK, BD i SCC: Nizak obim jedarne ekspresije u AK (a) i
BD (b); Visok obim ekspresije u SCC (c); Nedifuzna distribucija jedarne
imunopozitivnosti u dobro (d) i srednje (e) diferentovanim SCC; Difuzna distribucija u
slabo diferentovanom SCC (f) (a,b - uveli¢anje x100; c-f — uveli¢anje 100x).
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4.2 Ekspresija PRMT proteina
4.2.1 Ekspresija PRMT1

Ekspresije PRMTL1 je ispitana u 307 slu¢ajeva, odnosno 90 AK, 50 BD i 167 SCC (57
dobro, 55 srednje i 55 slabo diferentovanih). Rezultati analize ekspresije PRMT1 su
prikazani u tabeli 14. Analizom obima PRMT1 ekspresije uoceno je da je visoka ekspresija
bila ¢es¢a u BD i SCC nego u AK (p=0,001) (Slika 10a-c). Takode, u BD i SCC je bila
¢esca i difuzna idstribucija imunopozitivnih ¢elija (p<0,001). U BD je skoro jednak broj
slu¢ajeva bio sa difuznom 1 nedifuznom distribucijom, dok je u SCC dominantan obrazac

distribucije bio difuzan.

Analizom ekspresije u in situ lezijama (AK i BD) u odnosu na stepen displazije tj. KIN
uoCeno je da je visoka ekspresija bila ¢es¢a u KIN1 i KIN3 nego u KIN2 lezijama
(p<0,001). Medutim, difuzna distribucija je bila ¢es¢a u KIN1 i KIN3 nego u KIN2, kao i u
KIN3 nego u KIN1 (p<0,001).

Analizom obima ekspresije u odnosu na prognosticke parametre SCC koze nije uocena
razlika u odnosu na diferentovanost (p=0,295), dijametar (p=0,898), debljinu (p=0,375) |
dubinu invazije SCC (p=0,653). Difuzna distribucija je bila ¢e$¢a u srednje i slabo
diferentovanim SCC (p<0.001), dok nije bilo razlike u odnosu na dijametar (p=0,489) ,
debljinu (p=0,082) i dubinu invazije tumora (p=0,210).
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Tabela 14. Imunohistohemijska analiza ekspresije PRMT1 u AK, BD i SCC

Obim ekspresije Distribucija
VARIJABLA n nizak umeren visok p nedifuzna  difuzna p
(%) (%)
Tip lezije
AK 90 7.8 45,6 46,7 81,1 18,9
BD 50 0 28,0 72,0 0,001* 46,0 54,0 <0,001*
SCC 167 7.2 24,0 68,9 24,0 76,0
KIN
KIN1 53 3,8 35,8 60,4 71,7 28,3
KIN2 36 13,9 58,3 27,8  <0,001* 94,4 5,6 <0,001*
KIN3 51 0 29,4 70,6 471 52,9
Diferentovanost
SCC
Dobro 57 53 22,8 71,9 50,9 49,1
Srednje 55 55 18,2 76,4 0,295 14,5 85,5 <0,001*
Slabo 55 10,9 30,9 58,2 55 94,5
Dijametar SCC
(cm)
<2 105 7,6 24,8 67,6 25,7 74,3
>2 62 6,5 22,6 71,0 0,898 21,0 79,0 0,489
Dubina invazije
SCC
Dermis 90 8,9 23,3 67,8 27,8 72,2
Potkozno masno 0,653 0,210
tkivo i dublje 77 5,2 24,7 70,1 19,5 80,5
Debljina SCC
(mm)
<6 115 6,1 21,7 72,2 27,8 72,2
>6 52 9.6 288 615 0370 15.4 gag 008

Skracenice: n, broj slucajeva; AK, solarna keratoza; BD, Bowen-ova bolest; SCC,
planocelulanri karcinom koze; KIN, keratinocitna intrapeidermalna neoplazija, p, vrednosti
verovatnoca; *statisticki znacajne p vrednosti.
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Slika 10. Ekspresija PRMT1 i PRMT6 u AK, BD, SCC: Umerena ekspresija PRMT1 u
AK (a); Visoka ekspresija PRMT1 u BD (b) i SCC (c); Umerena ekspresija PRMT6 u AK
(d); Visoka ekspresija PRMT6 u BD (e) i SCC (f) (uveli¢anje x200).
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Razlike u ekspresiji E-kaderina u odnosu na ekspresiju PRMTL1 analizirane su zasebno u
AK, BD i SCC. Kao grani¢na vrednost normalne 1 poviSene ekspresije PRMT1 koriS¢ena
je vrednost od 60%. Usled gubitka tkiva prilikom izrade preparata i imunohistohemijskog
bojenja analizirano je 71 AK, 42 BD i 155 SCC (Tabela 15.). Ekspresija E-kaderina nije se
razlikovala u odnosu na ekspresiju PRMT1 ni u AK (p=0,736), niti u BD (p=0,957) ili
SCC (p=0,142).

Tabela 15. Poredenje ekspresije E-kaderina sa ekspresijom PRMT1 u AK, BD i SCC

PRMT1
TIP E-Kaderi
LEZIJE = <@%ern <6004 >60% P
n (%) n (%)
AK
Normalna 6 (15,8) 8(24,2)
Smanjena 28 (73,7) 17 (51,5) 0,736
Odsutna 4 (10,5) 8(24,2)
BD
Smanjena 5 (55,6) 18 (54,5) 0.957
Odsutna 4 (44,4) 15 (45,5) ’
SCC
Normalna 3(6,5) 6 (5,5)
Smanjena 22 (47,8) 69 (63,3) 0,142
Odsutna 21 (45,7) 34 (31,2)

Skracenice: n, broj slu¢ajeva; AK, solarna keratoza; BD, Bowen-ova bolest; SCC,
planocelulanri karcinom koze; p, vrednosti verovatnoca.

4.2.2 Ekspresija PRMT6

Ekspresije PRMT6 je ispitana u 307 slu¢ajeva, odnosno 90 AK, 50 BD i 167 SCC (57
dobro, 55 srednje i 55 slabo diferentovanih). Rezultati analize ekspresije PRMT6 su
prikazani u tabeli 16. U AK, BD i SCC ekspresija PRMT6 je bila dominantno umerena i
visoka (Slika 10d-f), ali je u SCC ona ¢esce bila niska nego u AK (p=0,015). Difuzna
distribucija imunopozitivnih ¢elija je ceS¢e bila prisutna u BD nego u AK ili SCC

(p=0,038).

Analizom ekspresije u in situ lezijama (AK i BD) u odnosu na stepen displazije tj. KIN
nije uocena razlika u obimu ekspresije PRMT6 (p<0,001). Medutim, difuzna distribucija je
bila ¢es¢a u KIN3 nego u KIN1 (p=0,029).
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Dalje je analizirana ekspresija PRMT6 u odnosu na prognosticke parametre SCC koze.
Visoka ekspresija je bila karakteristika slabo diferentovanih SCC (p<0.001) (Slika 11a-c),
dok nije bilo razlike u obimu ekspresije u odnosu na dijametar (p=0,240) i dubinu invazije
tumora (p=0,104). Postojala je tendencija prisustva visoke ekspresije u tumorima debljim
od 6 mm, ali razlika nije bila znacajna (p=0,055). Difuzan obrazac distribucije PRMT6
imunopozitivnih ¢elija je bio dominantan u srednje i slabo diferentovanim tumorima
(p<0.001), u tumorima debljim od 6 mm (p=0,020), kao i u tumorima sa invazijom
potkoznog masnog tkiva i dubljih struktura (p=0,013). Razlika u tipu distribucije

imunopozitivnih ¢elija nije uo¢ena u odnosu na dijametar SCC koze (p=0,565).
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Tabela 16. Imunohistohemijska analiza ekspresije PRMT6 u AK, BD i SCC

Obim ekspresije Distribucija
VARIJABLA N nizak umeren visok p nedifuzna difuzna p
(%) (%)
Tip lezije
AK 90 11 51.1 47,8 30,0 70,0
BD 50 6,0 44,0 50,0  0.002* 12,0 88,0 0.038*
SCC 167 18,6 42,5 38,9 31,7 68,3
KIN
KIN1 53 0 50,9 49,1 35,8 62,3
KIN2 36 28 50,0 47,2 0,940 22,2 77,8 0.029*
KIN3 51 59 45,1 49,0 11,8 88,2
Diferentovanost
SCC
Dobro 57 228 57,9 19,3 57,9 42,1
Srednje 55 255 40,0 345 <0.001* 32,7 67,3 <0.001*
Slabo 5 73 29,1 63,6 3,6 96,4
Dijametar SCC
(cm)
<2 105 20,0 44,8 35,2 33,3 66,7
>2 62 16,1 38,7 45,2 0.240 29,0 71,0 0-565
Dubina invazije
SCC
Dermis 90 15,6 50,0 34,4 40,0 60,0
Potkozno masno 0,104 0,013*
tkivo i dublje 77 221 33,8 44,2 22,1 77,9
Debljina SCC
(mm)
<6 115 20,0 47,0 33,0 37,4 62,6 .
>6 52 154 32,7 51,9 0.055 19,2 80,8 0.020

Skracenice: n, broj sluéajeva; AK, solarna keratoza; BD, Bowen-ova bolest; SCC,
planocelulanri karcinom koze; KIN, keratinocitna intrapeidermalna neoplazija; p, vrednosti

verovatnoca; *statisticki znacajne p vrednosti.
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dobro (a) i srednje (b) diferentovanim SCC; Visok obim ekspresije u slabo diferentovanom

Slika 11. Ekspresija PRMT6 u razli¢ito diferentovanim SCC: Umeren obim ekspresije u
SCC (¢) (uvelicanje x200).



Razlike u ekspresiji MMP9 u odnosu na ekspresiju PRMT6 analizirane su zasebno u AK,
BD i SCC. Kao grani¢na vrednost normalne i poviSene ekspresije PRMT6 koris¢ena je
vrednost od 30%. Usled gubitka tkiva prilikom izrade preparata i imunohistohemijskog
bojenja analizirano je 87 AK, 45 BD i 155 SCC (Tabela 17.). Ekspresija E-kaderina nije se
razlikovala u odnosu na ekspresiju PRMT6 ni u AK (p=0,767), niti u BD (p=0,580) ili
SCC (p=0,347).

Tabela 17. Poredenje ekspresije E-kaderina sa ekspresijom PRMT1 u AK, BD i SCC

PRMT6
TP MMP9
LEZIJE <30% >30% P
n (%) n (%)

AK

Normalna 1 (100) 79 (91,9) 0.767

Povecana 0(0) 7(8,1) '
BD

Normalna 3 (100) 38 (90,5)

Povecana 0(0) 4 (9,5) 0,580
SCC

Normalna 21 (75,0) 105 (82,7) 0,347

Povecéana 7 (25,0) 22 (17,3)
Skracenice: n, broj slu¢ajeva; AK, solarna keratoza; BD, Bowen-ova bolest; SCC,
planocelulanri karcinom koze; p, vrednosti verovatnoca.

4.3 Ekspresija acetil transferaza p300 i PCAF
4.3.1 Ekspresija p300

Ekspresije p300 je ispitana u 294 slucaja, odnosno 79 AK, 47 BD i 168 SCC (58 dobro, 58
srednje i 52 slabo diferentovanih). Rezultati analize ekspresije p300 su prikazani u tabeli
18. Analizom obima jedarne ekspresije uoceno je da je visoka ekspresija bila ¢es¢a u SCC
nego u AK i BD (p=0,001) (Slika 12a-c). Obrnut trend je uocen u citoplazmatskoj
ekspresiji, te je ona bila ¢eS¢e odsutna u SCC nego u AK (p=0,026) (Slika 12d-e).
Distribucija jedarne imunopozitivnosti je ¢esc¢e bila difuzna u BD i SCC nego u AK
(p<0.001) (Slika 12f-h).

Analizom ekspresije u in situ lezijama (AK i BD) u odnosu na stepen displazije tj. KIN

nije uocena razlika u obimu jedarne ekspresije p300. Citoplazmatska ekspresija je bila
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ceS¢a u KIN2 nego u KIN1 i1 KIN3 lezijama (p=0,003). Medutim, difuzna distribucija
jedarne imunopozitivnosti je bila ¢e$¢a u KIN3 nego u KIN1 i KIN2 lezijama (p<0,001).

Obim jedarne ekspresije se nije razlikovao medu razli¢ito diferentovanim SCC (p=0,817),
kao ni tumorima razli¢itog dijametra (p=0,214), debljine (p=0,284) ili dubine invazije
(p=0,214). Citoplazmatska ekspresija je CeS¢e bila prisutna u tumorima sa invazijom
potkoznog masnog tkiva ili dubljih struktura (p=0,049), dok nije bilo razlike u odnosu na
diferentovanost SCC (p=0,193), dijametar (p=0,367) ili debljinu tumora (p=0,349).
Difuzna distribucija jedarne imunopozitivnosti je bila karakteristika srednje i1 slabo
diferentovanih SCC, pre nego dobro diferentovanih tumora (p<0.001). Nije bilo razlike u
distribuciji imunopozitivnosti u odnosu na dijametar SCC (p=0,071). Takode, difuzna
distribucija je bila odlika tumora debljih od 6 mm (p=0,027), kao i tumora sa dubokom

invazijom (p=0,001).
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Tabela 18. Imunohistohemijska analiza ekspresije p300 u AK, BD i SCC

Citoplazmatska

Distribucija jedarne

VARIJABLA Jedarna ekspresija ekspresija imunopozitivnosti
n niska (%)  Visoka (%) P odsutna (%)  prisutna (%) P nedifuzna (%)  difuzna (%) P
Tip lezije
AK 79 69,6 30,4 40,5 59,9 79,7 20,3
BD 47 71,1 28,9 0.001* 44,4 55,6 0.026* 9,1 90,9 <0.001*
SCC 168 48,2 51,8 57,7 42,3 35,0 65,0
KIN
KIN1 45 66,7 333 57,8 42,2 78,6 21,4
KIN2 32 71,9 28,1 0,838 18,8 81,3 0,003* 80,6 19,4 <0.001*
KIN3 46 71,7 28,3 43,5 56,5 11,1 88,9
Diferentovanost
SCC
Dobro 58 44,8 55,2 67,2 32,8 72,4 27,6
Srednje 58 50,0 50,0 0,817 53,4 46,6 0,193 20,7 79,3 <0.001*
Slabo 52 50,0 50,0 51,9 48,1 6,4 93,6
Dijametar SCC
(cm)
<2 106 51,9 48,1 60,4 39,6 40,2 59,8
>2 62 41,9 58,1 0,214 53,2 46,8 0,367 26,2 73,8 0,071
Debljina SCC
(mm)
<6 120 50,8 49,2 60,0 40,0 40,2 59,8 -
>6 48 417 58,3 0.284 52,1 47,9 0,349 21,7 78,3 0.027
Dubina invazije
dermis 89 51,7 48,3 64,0 36,0 48,2 51,8
potkozno masno 0,214 0.049* 0.001*
tkivo i dublje 74 41,9 58,1 48,6 51,4 21,9 78,1

Skracenice: n, broj slucajeva; AK, solarna keratoza; BD, Bowen-ova bolest; SCC, planocelulanri karcinom koze; KIN,

eratinocitna intrapeidermalna neoplazija, p, vrednosti verovatnoca; *statisti¢ki znacajne p vrednosti.
keratinocitna intrapeidermalna neoplazija, p, vrednost tnoca; *statistick dnost
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Slika 12. Imunohistohemijska analiza eskpresije p300 u AK, BD i SCC: Nizak obim
jedarne ekspresije u AK (a) i BD (b); Visok obim jedarne ekspresije u SCC (c); Prisutna
citoplazmatska eskpresija u AK (d); Odsutna citoplazmatska ekspresija u SCC (e);
Nedifuzna distribucija jedarne imunopozitivnosti u AK (f); Difuzna distribucija jedarne
imunopozitivnosti u BD (g) i SCC (h) (a,d,f — uvelicanje 400x, b,c,e,g,h — uvelicanje
200x).
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Ekspresija markera epitelno-mezenhimne transformacije (EMT) je analizirana odvojeno u
AK, BD i SCC. Usled gubitka tkiva prilikom izrade preparata i imunohistohemijskog
bojenja analizirano je 69 AK, 42 BD i 153 SCC (Tabela 19.). lako je postojao trend Ceséeg
prisustva normalne ekspresije E-kaderina u AK sa visokom ekspresijom p300, nalaz nije
bio znacajan (p=0,125). Normalna ekspresija E-kaderina nije uo¢ena u BD niti u SCC. Nije
bilo razlike u ekspresiji E-kaderina u odnosu na ekspresiju p300 ni u BD (p=) niti u SCC
(p=0,559). Postojala je jasna tendencija da SCC sa visokom ekspresijom p300 imaju

aberantnu ekspresiju vimentina (p=0,046).

Tabela 19. Poredenje ekspresije p300 i markera EMT

TIP Ekspresija p300
LEZIJE EMT Niska Visoka p
marker n (%) n (%)
AK
E-kaderin
normalna 7 (14,9) 8 (36,4)
smanjena 33(70,2) 11 (50,0) 0,125
odsutna 7 (14,9) 3 (13,6)
BD
E-kaderin
smanjena 16 (55,2) 7 (53,8)
odsutna 13 (44,8) 6 (46,2) 0,937
SCC
E-kaderin
normalna 4 (5,5) 5(6,2)
Smanjena 44 (60,3) 54 (67,5) 0,559
odsutna 25 (34,2) 21 (26,3)
Vimentin
normalna 64 (87,6) 60 (75,0) 0.046*
aberantna 9 (12,4) 20 (25,0) '

Skracenice: n, broj slu¢ajeva; EMT, epitelno-mezenhimna transformacija; AK, solarna
keratoza; BD, Bowen-ova bolest; SCC, planocelularni karcinom koze; p, vrednosti
verovatnoca; *statisticki znacajne p vrednosti.

4.3.2 Ekspresija PCAF

Ekspresije PCAF je ispitana u 294 slucaja, odnosno 79 AK, 47 BD i 168 SCC (58 dobro,
58 srednje i 52 slabo diferentovanih). Jedarna ekspresija PCAF-a je ¢esce bila odsutna u
SCC nego u AK i BD (p<0.001) (Slika 14a-c), dok nije bilo razlike u prisustvu
citoplazmatske ekspresije (p=0,590) (Slika 13d-f).  Difuzna distribucija celija sa
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pozitivnom ekspresijom PCAF-a u citoplazmi je bila odlika BD i SCC, pre nego AK
(p<0.001) (Slika 13g-i).

Analizom ekspresije u in situ lezijama (AK i BD) u odnosu na stepen displazije tj. KIN
nije uocCena razlika u prisustvu jedarne ekspresije HMGA2 (p=0,864), kao ni u prisustvu
citoplazmatske ekspresije (p=0,827). Medutim, difuzna distribucija citoplazmatske

immunopozitivnosti je bila ¢e$¢a u KIN3 nego u KIN1 i KIN2 lezijama (p<0,001).

Daljom analizom nije uo¢ena razlika u prisustvu jedarne ekspresije PCAF-a u odnosu na
diferentovanost SCC (p=0,097), niti njegov dijametar (p=0,900), debljinu (p=0,898) ili
dubinu invazije (p=0,592). Nije bilo razlike ni u prisustvu citoplazmatske ekspresije
PCAF-a u odnosu na diferentovanost SCC (p=0,060), niti njegov dijametar (p=0,854),
debljinu (p=0,116) ili dubinu invazije (p=0,885). Difuzna distribucija ¢éelija sa pozitivnom
citoplazmatskom ekspresijom bila je ¢eS¢a u slabo diferentovanim SCC (p<0.001), dok
razlike nisu uoéene kada je distribucija analizirana u odnosu na dijametar (p=0,692),

debljinu (p=0,840) ili dubinu invazije tumora (p=0,914).
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Tabela 20. Imunohistohemijska analiza ekspresije PCAF u AK, BD i SCC

Citoplazmatska

Distribucija

VARIJABLA Jedarna ekspresija ekspresija citoplazmatske ekspresije
n Odsutna (%)  Prisutna (%) P odsutna (%)  prisutna (%) P nedifuzna (%) difuzna (%) P
Tip lezije
AK 79 59,5 40,5 <0.001 15,2 84,8 69,7 30,3
BD 47 55,6 44,4 * 111 88,9 0,590 23,1 76,9 <0.001*
SCC 168 82,7 17,3 10,7 89,3 30,5 69,5
KIN
KIN1 45 57,8 42,2 13,3 86,7 69,2 30,8
KIN2 32 62,5 37,5 0,864 15,6 84,4 0,827 69,2 30,8 <0.001*
KIN3 46 56,5 43,5 10,9 89,1 25,0 75,0
Diferentovanost
SCC
Dobro 58 86,2 13,8 3,4 96,6 46,6 53,4
Srednje 58 74,1 25,9 0,097 12,1 87,9 0,060 35,3 64,7 <0.001*
Slabo 52 88,5 11,5 17,3 82,7 44 95,6
Dijametar SCC
(cm)
<2 106 83,0 17,0 10,4 89,6 31,6 68,4
>2 62 82,3 17,7 0.900 113 88,7 0.854 28,6 71,4 0,692
Debljina SCC
(mm)
<6 120 82,5 17,5 8,3 91,7 31,0 69,0
>6 48 83,3 16,7 0,898 16,7 83,3 0.116 29,3 70,7 0,840
Dubina invazije
dermis 89 84,3 15,7 10,1 89,9 31,3 68,3
potkozno masno 0,592 0,885 0,914
tkivo i dublje 74 81,1 18,9 10,8 89,2 30,9 69,1

Skracéenice: n, broj slucajeva; AK, solarna keratoza; BD, Bowen-ova bolest; SCC, planocelulanri karcinom koze; KIN,

keratinocitna intrapeidermalna neoplazija, p, vrednosti verovatnoca; *statisticki znacajne p vrednosti.
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Slika 12. Ekspresija PCAF u AK, BD i SCC:Prisutna jedarna ekspresija u AK (a) i BD (b);
Odsutna jedarna ekspresija u SCC (c); Prisutna citoplazmatska ekspresija u AK (d), BD (e)
i SCC (f); Nedifuzna distribucija citoplazmatske imunopozitivnosti u AK (g); Difuzna
distribucija citoplazmatske imunopozitivnosti u BD (h) i SCC (i) (a,d,g — uveli¢anje 400x,
bc,e,f,h,i —uveli¢anje 200x).
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Ekspresija markera epitelno-mezenhimne transformacije (EMT) je analizirana odvojeno u
AK, BD i SCC. Usled gubitka tkiva prilikom izrade preparata i imunohistohemijskog
bojenja analizirano je 69 AK, 42 BD i 153 SCC (Tabela 21.). Nije uo¢ena razlika u
ekspresiji E-kaderina u odnosu na ekspresiju PCAF ni u AK (p=0,803), niti u BD
(p=0,977) ili SCC (p=0,693). Postojala je tendencija da SCC sa odsutnom jedarnom
ekspresijom PCAF imaju aberantnu ekspresiju vimentina, ali razlika nije bila znacajna

(p=0,076).

Tabela 21. Poredenje ekspresije PCAF i markera EMT
Tip  Ekspresija Ekspresija PCAF

LeEzige _EMT . . P
markera niska visoka
AK
E-kaderin
normalna 9(21,9) 6 (21,4)
Smanjena 27 (65,9) 17 (60,7) 0,803
odsutna 5(12,2) 5 (17,9)
BD
E-kaderin
smanjena 12 (54,5) 11 (55,0)
odsutna 10 (45,5) 9 (45,0) 0,977
SCC
E-kaderin
normalna 8 (6,4) 1(3,6)

smanjena 81 (64,8) 17 (60,7) 0,693
odsutna 36 (28,8) 10 (35,7)

Vimentin
normalna 98 (78,4) 26 (92,9) 0.076
aberantna 27 (21,6) 2(7,1) ’

Skracenice: n, broj sluc¢ajeva; EMT, epitelno-mezenhimna transformacija; AK, solarna
keratoza; BD, Bowen-ova bolest; SCC, planocelularni karcinom koze; p, vrednosti
verovatnoca.

4.4 Uporedna analiza ekspresije HMGA proteina i njihovih regulatora
4.4.1 Uporedna analiza ekspresije HMGAla/1b i PRMT1

Poredenjem prisustva ekspresije HMGAla/lb 1 obima ekspresije PRMT1 nije uocena
udruzenost njihove ekspresije u celom uzorku (p=0,106), kao ni u AK (p=0,510) i BD
(p=0,999) (Tabela 22). Medutim, prisutna jedarna ekspresija HMGAL1/1b je bila ¢e$¢a u
SCC sa visokom (>60% pozitivnih celija) ekspresijom PRMT1 (p=0,020) (Slika 13).
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Dalje, poredenjem obima jedarne ekspresije HMGAIla/1b i obima ekspresije PRMTI,
takode nije uocena udruzenost njihove ekspresije u celom uzorku (p=0,108), kao ni u AK
(p=0,511) i BD (p=1,000) (Tabela 22). Medutim, povisena jedarna ekspresija HMGA1/1b
je bila ¢esc¢a u SCC sa visokom (>60% pozitivnih ¢éelija) ekspresijom PRMT1 (p=0,025)
(Slika 14a-d).

Tabela 22. Uporedna analiza ekspresije HMGAla/lb i PRMT1

Prisustvo jedarne Obim jedarne
Ekspresija ekspresije ekspresije
PRMT1 odsutna  prisutna nizak povisen
n (%) (%) p (%) (%) p
Svi
slu¢ajevi
<60% 99 42,2 32,6 0,106 39,6 27,8 0,108
>60% 167 57,7 67,4 60,4 72,2
AK
<60% 41 50,0 576 0510 51,6 615 (511
>60% 36 50,0 42,4 ’ 48,4 38,5 ’
BD
<60% 11 25,9 22,2 25,6 16,7
= ' ' 0,999 ' ' 1,000
>60% 34 74,1 77,8 74,4 83,3
SCC
<60% 47 43,9 253  gopox 376 171 goo5*
>60% 97 | 56,1 74,7 ’ 62,4 82,9 ’

Skracenice: n, broj slucajeva; AK, solarna keratoza; BD, Bowen-ova bolest; SCC,
planocelularni karcinom koZe; p, vrednosti verovatnoca; *statisticki znacajne p vrednosti.
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Slika 14. Prikaz prisutne i poviSene ekspresije HMGAla/1b u SCC sa visokom ekspresijom PRMT]1 (a-d) i u SCC sa visokom
ekspresijom p300 (e-h) (uvelic¢anje 400x).
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4.4.2 Uporedna analiza ekspresije HMGAla/lb i PRMT6

Poredenjem prisustva jedarne ekspresije HMGAZla/lb i obima ekspresije PRMT6 nije
uocena udruzenost njihove ekspresije u celom uzorku (p=0,556), kao ni u AK (p=0,999),
BD (p=0,999) i SCC zasebno (p=0,819) (Tabela 23). Dalje, poredenjem obima jedarne
ekspresije HMGA1la/lb i obima ekspresije PRMT6 nije uoCena udruZenost njihove
ekspresije u celom uzorku (p=0,875), kao ni u AK (p=0,999) , BD (p=0,999) i SCC
zasebno (p=0,931).

Tabela 23. Uporedna analiza ekspresije HMGA1a/1b i PRMT6

Prisustvo jedarne Obim jedarne
Ekspresija ekspresije ekspresije
PRMT6 odsutna  prisutna nizak  poviSen
n (%) (%) p (%) (%) p
Svi
slu¢ajevi
<30% 28 9,4 11,6 10,4 11,1
>30% 238 90,6 88,4 0,556 89,6 88,9 0.875
AK
<30% 1 2,3 0,0 1,6 0
>30% 76 97,7 100,0 0,999 98,4 100 0,999
BD
<30% 3 7,4 5,6 7,7 0
>30% 42 92,6 94,4 0,999 92,3 100 0,999
SCC
<30% 24 15,8 17,2 17,1 16,7
= ' ' 0,819 ’ ’ 0,931
>30% 120 84,2 82,8 82,9 83,3

Skracenice: n, broj slucajeva; AK, solarna keratoza; BD, Bowen-ova bolest; SCC,
planocelularni karcinom koze; p, vrednosti verovatnoca; *statisticki znacajne p vrednosti.
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4.4.3 Uporedna analiza ekspresije HMGALla/lb i p300

Poredenjem prisustva jedarne ekspresije HMGA1a/1b 1 obima ekspresije p300 nije uocena
udruzenost njihove ekspresije u celom uzorku (p=0,660), kao ni u AK (p=0,889), BD
(p=0,212) i SCC zasebno (p=0,642) (Tabela 24). Dalje, poredenjem obima jedarne
ekspresije HMGA1la/lb i obima ekspresije PRMT6 nije uocena udruzenost njihove
ekspresije u celom uzorku (p=0,598), kao ni u AK (p=1,000) i BD (p=0,643). lako je
postojala tendencija da je ekspresija p300 visoka u SCC sa povisenom ekspresijom

HMGA 1a/1b, udruzenost nije bila znac¢ajna (p=0,680) (Slika 14e-f).

Tabela 24. Uporedna analiza ekspresije HMGAZl1a/1b i p300

- Prisustvo jedarne Obim jedarne
Ekspresija ekspresije ekspresije
p300 odsutna  prisutna nizak  povisen
n (%) (%) p (%) (%) p

Svi
slu¢ajevi

<60% 122 56,1 53,2 55,4 51,1

>60% 102 43,9 46,8 0,660 44,6 48,9 0,598
AK

<60% 38 63,6 65,4 63,5 71,4

>60% 21 36,4 34,6 0,889 36,5 28,6 1,000
BD

<60% 25 57,1 76,5 63,6 80,0

>60% 13 429 235 0212 g4 00 064
SCC

<60% 57 50,0 45,6 48,3 44,1

>60% 64 50,0 | 54,4 0,642 51,7 55,9 0,680

Skracenice: n, broj slucajeva; AK, solarna keratoza; BD, Bowen-ova bolest; SCC,
planocelularni karcinom koze; p, vrednosti verovatnoca; *statisticki znacajne p vrednosti.

4.4.4 Uporedna analiza ekspresije HMGA2 i p300

Poredenjem obima jedarne ekspresije HMGA?2 i obima ekspresije p300 uoceno je da je

visoka ekspresija HMGA2 udruzena sa visokom ekspresijom p300 u celom uzorku
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(p<0,001), kao i u AK (p=0,004) (Tabela 25). Medutim, udruZzenost ekspresije ova dva
proteina nije bila prisutna u BD (p=0,740) i SCC (p=0,106).

Tabela 25. Uporedna analiza ekspresije HMGAZ2 i p300

Ekspresija Obim ekspresije HMGA2
p300 nizak umeren visok
n (%) p

Svi
slucajevi

<60% 130 65,6 43,2 35,9

>60% 111 34,4 56,8 641 0001
AK

<60% 35 73,7 33,3 0,0 0.004

>60% 19 26,7 66,7 100,0 '
BD

<60% 27 70,4 63,6 50,0 0.740

>60% 13 29,6 36,4 50,0 '
SCC

<60% 66 58,5 41,5 38,2 0.106

>60% 74 41,5 58,5 | 61,8 '

Skracenice: n, broj sluéajeva; AK, solarna keratoza; BD, Bowen-ova bolest; SCC,
planocelularni karcinom koze; p, vrednosti verovatnoca; *statisticki znacajne p vrednosti.

65



5 DISKUSIJA

Proteini visoke mobilnosti HMGAL1 i HMGA2 su visoko eksprimirani u toku
embrionalnog razvoja, kada igraju bitnu ulogu u nastanku i razvoju vise razli¢itih tkiva i
organa (34,35,46-50). U adultnom organizmu ekspresija oba proteina je vrlo niska i
omogucava odrzavanje stem-celijskog fenotipa (34,35). HMGAL1 i HMGA2 imaju bitnu
ulogu u nastanku i progresiji razli¢itih tumora. Mehanizmi kojima tu ulogu ostvaruju su
razliciti 1 ukljucuju izmenu kontrole proliferacije ¢elija, indukciju fenotipa maticnih ¢elija,
nastanak epitelno-mezenhimne transformacije (EMT), kao i negativan uticaj na mehanizme
popravke oSte¢ene DNK (43,51-55,58,59,61-66). Ekspresija HMGALl i HMGA2 je
poviSena u benignim i malignim tumorima koze koji su hemijski indukovani kod miSeva i
korelira sa stepenom celijske atipije i neoplasti¢nih promena (56,57). Njihova ekspresija do
sada nije ispitana u veéini humanih tumora koze, osim u melanomu, dermatofibromu i
DFSP (47,94).

Nase istrazivanje je pokazalo da je jedarna ekspresija HMGAla/lb uglavnom odsutna u
AK i BD, kao intraepidermalnim neoplasti¢nim proliferacijama, za razliku od invazivnog
SCC koze. Medutim, obim ekspresije je uglavnom bio nizak kako u AK i BD, tako i u
SCC. Takode, u vecini pozitivnih sluc¢ajeva eskpresija je bila slabog intenziteta. Ekspresija
HMGAL je ranije ispitana u displazijama drugih epitela i odgovaraju¢im invazivnim
karcinomima. Veca ekspresija je uofena u karcinomima pankreasa u poredenju sa
pankreasnom intraepitelnom neoplazijom (PanIN) (80), kao i u invazivnhom SCC grli¢a
materice u poredenju sa CIN lezijama (67). Takode, ekspresija HMGA1 je bila visa u
kolorektalnim karcinomima nego u adenomima, kao prekursorskim lezijama (72). Ranije
je u celijama karcioma zeluca pokazano da poremecaj Wnt/B-katenin signalnog puta i
jedarna lokalizacija p-katenina dovode do aktivacije HMGAL i povecane proliferacije
tumorskih ¢elija (58). S obzirom da je ovaj signalni put ¢esto poremeéen u SCC koze
moguce je da je aktivacija ekspresije HMGA1 posredovana PB-kateninom u nastanku
invazivnog SCC koze (167).

Poredenjem ekspresije HMGA1a/1b nismo uocili razliku u odnosu na stepen displazije u

epidermu tj. graduse KIN-a. Za razliku od naseg sitrazivanja, pokazano je da je ekspresija
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HMGAL cesc¢e prisutna u PanIN viseg gradusa (PanIN2 i PanIN3) nego nizeg (PanIN1)
(80). U CIN1-3 je, takode, uoceno povecanje ekspresije sa progresijom displazije (67).
Ekspresija je znacajno manja i u oralnoj leukoplakiji bez displazije nego u leukoplakiji sa
displazijom (87). Ekspresija u kolorektalnim adenomima sa atipijom niskog i umerenog
stepena se nije razlikovala medusobno. ali je bila znac¢ajno niza nego u adenomima sa
visokim stepenom atipije (72). U izmenjenom epitelu bronha ekspresija HMGAL je
detektovana u bazalnim c¢elijama u hiperplaziji bazalnih i mukusnih ¢elija, zatim donjim
delovima metaplasti¢nog epitela bronha, ali i difuzno u razli¢itom obimu u displazijama i

in situ karcinomu (74).

Dalje je analizarana ekspresija HMGA1la/lb u odnosu na prognosticke parametre SCC.
Uocili smo da je ona ceS¢e odsutna i niza u slabo diferentovanim nego u bolje
diferentovanim tumorima. Ovakav nalaz je paradoksalan i drugaciji od nalaza u drugim
tumorima. Ekspresija HMGAL je u pozitivnoj korelaciji sa histoloskim gradusom glioma
mozga, retinoblastoma i karcinoma pluca i pankreasa (53,55,60,73), ali ne i sa gradusom
NET digestivnog trakta i karcinoma zeluca i dojke (58,75,82,83). U nasem istrazivanju
nije uocena razlika u ekspresije HMGA1la/lb u SCC koze u odnosu na njihov dijametar,
debljinu ili dubinu invazije. Ekspresija HMGAI je bila udruzena sa ve¢im dimenzijama
HCC i dubljom invazijom zida creva kolorektalnim karcinomom (68,72). Razlike u
ekspresiji HMAGI1 nisu nadene u odnosu na dijametar karcinoma Zeluca i1 uvealnog
melanoma (75,88), kao ni u odnosu na debljinu uvealnog melanoma i dubinu invazije
karcinoma Zeluca (75,88). Nasi rezultati ukazuju da bi HMGAZla/1b mogao da ima ulogu u

nastanku invazivnog SCC koze, ali ne i U njegovoj progresiji.

NaSe istrazivanje je pokazalo da je ekspresija HMGA2 niska u AK 1 BD u poredenju sa
SCC koze, u kome je ona ¢es¢e umerena i visoka. Takode, ekspresija HMGA2 u SCC se
odlikuje difuznom distribucijom. Ranije je pokazano da je ekspresija HMGA2 znacajno
viSa u duktalnom karcinomu pankreasa nego u PanIN (168). Veca ekspresija HMGAZ2 je
uoCena i U primarnim i metastatskim melanomima koze, karcinomima Stitaste zlezde nego
odgovaraju¢im benignim tumorima - adenokarcinomima ekstrahepati¢nih bilijarnih

duktusa nego u melanocitnim nevusima i adenomima Stitaste Zlezde i ekstrahepati¢nih
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bilijarnih puteva (70,89,94). PoviSena ekspresija HMGA2 u SCC kozZe bi, kao i u slucaju
HMGA1a/1b, mogla biti posledica poremecene kontrole Wnt/B-katenin signalnog puta.
Naime, u ¢elijama trostruko-negativnih karcinoma dojke, upravo aktivacija Wnt/B-katenin
signalnog puta dovodi do ekspresije HMGA2 i proliferacije tumorskih celija (59).
Translokacije i amplifikacije HMGA2, kao i delecije pojedinih delova ovog gena su
opisane u razli¢itim mezenhimalnim tumorima, kao i karcinomima pljuvac¢nih zlezda
nastalih iz pleomorfnog adenoma (97,99,100). S obzirom da su u SCC i melanomima
vulve uocene duga i skracena forma HMGA2 iRNK (169), moguce je da preuredenja gena,
ali i izmena posttranskripcione obrade iRNK imaju ulogu u nastanku invazivnog SCC

koze, te su neophodna dalja istrazivanja koja bi to ispitala.

Kada smo in situ lezije analizirali kao KIN uoceno je da je niska ekspresija prisutna u
KIN1, a da je difuzna distribucija bila prisutna ne samo u KIN3 ve¢ i u KINI. Kako
najveci deo KIN3 ¢ine BD, ovakav nalaz moze ukazati na to da su AK heterogene lezije u
smislu ekspresije HMGAZ2. Ukoliko bi AK bile homogene lezije moglo bi se ocekivati da
je ekspresija HMGA2 u KIN1 niza 1 nedifuzna, a u KIN2 bi ona bila, najmanje, visa, ako
ne i difuzna. Ekspresija HMGA2 u hiperplasti¢cnom epitelu bronha je bila odsutna u
bazalnim c¢elijama, ali prisutna u drugim ¢elijama (obrnuta distribucija nego HMGA1), dok
je u displazijama ona bila difuzna i varijabilnog obima (74).

U ovom radu analizirana je i ekspresija HMGAZ2 proteina u odnosu na prognosticke
parametre SCC koze. Pokazali smo da je ekspresija HMGA2 difuzna u slabo
diferentovanim tumorima, dok nije bilo razlika u obimu ekspresije. Povezanost ekspresije
HMGA?2 sa diferentovano$¢u tumora ranije je pokazana u adenokarcinomu pankreasa,
seroznom karcinomu jajnika, karcinomu dojke, NET digestivnog trakta, retinoblastomu i
SCC jezika (60,63,77,83,92,168), ali ne i u SCC usne duplje kolorektalnim karcinomima
(65,91). U karcinomima pankreasa ekspresija HMGAZ2 je bila difuzna nezavisno od
stepena diferentovanosti (79). Aktivacija HMGA?2 doprinosi odrZavanju nediferentovanog
stanja embrionalnih mati¢nih celija (38), te bi, iako nije bilo razlika u obimu ekspresije
HMGAZ2, nas nalaz difuzne distribucije pozitivnih ¢elija u plazama slabo diferentovanih

SCC koze mogao ukazati na znacaj aktivacije HMGAZ u evoluciji i progresiji SCC koze. S
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obzirom da HMGA proteini ostvaruju direktnu interakciju i sa drugim transkripcionim
faktorima (34), ispitivanje uloge ovih proteina u normalnim i tumorskim tkivima, kakav je
SCC, se usloznjava. Takode, u nasem istrazivanju nisu uocene razlike ni u obimu ni u
distribuciji ekspresije HMGAZ2 u odnosu na dijametar, debljinu ili dubinu invazije SCC. U
adenokarcinomima pankreasa, SCC usne duplje i karcinomima nazofarinksa obim
HMGAZ2 ekspresije nije bio povezan sa veli¢inom primarnog tumora (91,93,168), ali jeste
sa veli¢inom karcinoma dojke (59). Ekspresija HMGAZ2 je korelirala sa dubinom invazije
karcinoma zeluca (86), ali ne i kolorektalnih karcinoma (65). Sveukupno posmatrano,
moguce je da HMGA?2 igra bitnu ulogu u nastanku invazivnog SCC koZe, ali da je u

progresiji ovih tumora njegov znacaj znacaj ogranicen.

Metilacija arginina, jedna od najznacajnijih posttranslacionih modifikacija proteina je
ukljucena u regulaciju osnovnih procesa u ¢eliji. PRMT1 je odgovoran za vecinu arginin
metilacije u ¢eliji, mada su i PRMT1 i PRMT6 bitni za normalno funkcionisanje celije
(102,103). Ekspresija ovih proteina u normalnim i tumorskim tkivima je do sada ispitivana
u nekoliko imunohistohemijskih studija. Ekspresija PRMT1 je uocena u vecini normalnih
tkiva, ukljucujuéi i epidermis (121). Medutim obrazac ekspresije i intracelijska lokalizacija
(jedarna vs. citoplazmatska) nisu evaluirane u vecini studija (0sim u onim koje su ispitivale
ekspresiju u Stitastoj zlezdi). Citoplazmatska ekspresija PRMT1 je uo€ena u normalnom
epitelu dojke i debelog creva (122,123). Veoma slab intenzitet ekspresije PRMT1 i
PRMT6 uocen je u normalnom urotelu (125). U naSoj studiji ekspresija PRMTI1 je bila
samo jedarna. Anti-PRMT1 antitelo koje je koris¢eno u istraZivanju prepoznaje C-
terminalni kraj PRMT1, koji je zajednicki za sve izoforme, te antitelo nije specificno za
pojedinacne forme, tj. trebalo bi da ispoljava rekativnost prema svim izoformama. Moguce
je da su PRMT1 izoforme vl and —v7, kao uglavnom jedarne forme, dominantne u
ispitivanim tumroima, a da izoforma v2, kao dominantno citoplazmatska forma, nije
eksprimirana. Neophodna su detaljnija istrazivanja, RT-PCR ili proteomska, kako bi se
detaljnije razjasnio obrazac i uloga izoformi PRMT1 u ovim tumorima. Ekspresija PRMT6
u AK, BD 1 SCC je, takode, bila samo jedarna.
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Nekoliko studija koje su ispitivale prisustvo PRMT1 iRNK su pokazale da u karcinomima
dojke, debelog creva, mokracne besike, kao i u nesitnocelijskim karcinomima pluc¢a postoji
ushodna regulacija PRMT1 u poredenju sa normalnim tkivima (104,122—-126). Primenom
imunohistohemijskih metoda uoceno je da je PRMTI eksprimiran u citoplazmi celija
karcinoma dojke i debelog creva, kao i u jedrima skvamoznog i urotelnog carcinoma
mokracéne besike (122,124,125). U studiji Elakoum-a i saradnika, u kojoj je ispitivana
ekspresija PRMT1 u nesitnocelijskim karcinomima pluca, analizirani su i procenat
pozitivnih ¢elija i1 intenzitet imunohistohemijskog bojenja, odnosno njihov umnozak.
Medutim, Celijska lokalizacija nije evaluirana (126). Mi nismo analizirali intenzitet
bojenja. Naime, mi smo uocili da intenzitet varira medu ¢elijama pojedina¢nih slucajeva.
Takode, evaluacija intenziteta bojenja je izrazito subjektivna i tesko je posti¢i adekvantu
meduposmatracku saglasnost. U naSoj studiji je visoka ekpresija PRMT1 bila ¢es¢a u BD i
SCC, kao uznapredovalim neoplasti¢nim proliferacijama, nego u AK. Ovi nalazi bi se
mogli objansiti dvojakom ulogom PRMTL1 u regulaciji ekspresije E-kaderina i ¢elijske
athezije. PRMT1 metiluje Axin i omogucava membransku lokalizaciju E-kaderina i
adekvatnu ¢elijsku atheziju (115). Takode, on metiluje i aktivira Twistl, transkripcioni
repressor gena za E-kaderin (112). Prekomerna ekspresija v1 i v2 izoformi PRMTL1 u
¢elijskim kulturama carcinoma dojke je dovela do smanjenja ¢elisjke athezije posredovane
E-kaderinom i B-kateninom, indukcije epitelno-mezenhimne transformacije i povecanog
motiliteta Celija 1 invazivnosti (120). Ranije je pokazano da bi gubitak membranske
ekspresije B-katenina mogao imati ulogu u progresiji od in situ do invazivnog SCC
koze(167). Moguce je da je nishodna-regulacija PRMTI1 i Axina neophodna u pocetku
neoplasti¢ne transformacije keratinocita u AK. Analizom ekspresije PRMT1 u KIN
lezijama razli¢itog stepena, uoceno je da je ekspresija u KIN1 viSa i ¢eS¢e difuzna nego u
KINZ2 lezijama. S obzirom da KIN1 i KIN2 lezije ¢ine AK, ovakav nalaz ukazuje da su AK
heterogene lezije 1 da se ekspresija PRMT1 proteina ne menja linearno od displazija niZzeg
ka displazijama viSeg gradusa. Tokom naSeg istrazivanja postavljena je i pretpostavka da
bi povisena ekspresija PRMT1 u BD i SCC bi mogla imati efekat na Twistl i biti uzrok
smanjene ekspresije E-kaderina, pomeranja B-katenina u jedro i aktivacije Wnt-signalnog

puta. Medutim, mi mismo uocili razlike u ekspresiji E-kaderina u odnosu na ekspresiju
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PRMT1 u AK, BD ili SCC. Bitno je naglasiti da postoji sedam izoformi PRMT1, kao i da
svaka ima specifiéne supstrate (103). Visoka ekspresija v1 i v2 varijanti iRNK je bila
udruzena sa visokim tumorskim gradusom u karcinomima dojke i debelog creva (122,123).
U naSoje studiji obim eskpresije PRMTL1 nije bio udruzen sa gradusom SCC, niti je
postojala razlika u ekspresiji E-kaderina u odnosu na ekspresiju PRMTI u razli¢ito
diferenotvanim tumorima. Neophodna su dalja istrazivanja koja bi objasnila koje izoforme
su prisutne u normalnom epidemrisu, a koje igraju bitnu ulogu u neoplasti¢noj
transformaciji keratinocita. Kako antitelo koje je kori§¢eno u nasoj studiji prepoznaje sve
izoforme PRMTI1, mogucée je da postoji ushodna ili jnishodna regulacija razliCitih
izoformi, ¢ime bi s emogle objasniti varijacije u ukupnoj ekspresiji PRMT]1 koja je uocena

u nasem istrazivanju.

Uloga PRMT6 u kancerogenezi je manje poznata. U poredenju sa normalnim tkivima
ekspresija na nivou iRNK ili proteina je smanjena u melanomima, ali je poviSena u
karcinomima prostate, pluc¢a, dojke i mokraéne besike (125,127,129). Mi smo uocili
generalno poviSenu ekspresiju PRMT6 u AK, BD i SCC, i nije bilo negativnih slucajeva.
Ipak, niska ekspresija PRMT®6 je bila ¢esce prisutna u SCC nego u AK. U KIN lezijama su,
uglavnom, uocene umerena i visoka ekspresija PRMT6, nezavisno od stepena KIN lezije.
Interesantan nalaz jeste porasta ekspresije u slabo diferentovanim SCC u poredenju sa
dobro i srednje diferentovanim tumorima. Ranije je pokazano da PRMT6 ima represivan
uticaj na ekspresiju MMP9 (135), kao i da je kespresija MMP9 poviSena u invazivnom
SCC koze (22). Medutim, u nasoj studiji nisu uocene razlike u ekspresiji MMP9 u odnosu
na ekspresiju PRMT®6 niti u AK, BD ili SCC, kao ni medu tumorima razli¢itog dijametra,
debljine ili stepena diferentovanosti. Pored inhibitorog uticaja na transkripciju gena
PRMT6 ima svojstvo metilacije histona H3R42, kojom se aktivira transkripcija gena (30).
Nije poznato Kkoji geni se aktiviraju na ovaj nacin, te su dalja istrazivanja neophodna kako
bi se ispitala uloga PRMT6 i ovog vida genske regulacije u nastanku i progresiji SCC

koze.

p300 i PCAF su, kao transkripcioni kofaktori i epigenteski modulatori ukljuceni u

regulaciju Celijske proliferacije, diferencijacije, reakcije na oSte¢enje DNK 1 apoptozu.
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(139,141,144). U naSoj studiji analizirani su jedarna i citoplazmatska ekspresija p300 i
PCAF. Uocena je visoka jedarna ekspresija p300 u SCC u poredenju sa AK 1 BD, dok je
citoplazmatska ekspresija ¢esce bila odsutna. Takode, uocili smo i da je obim jedarne
ekspresije p300 relativno sliénan u KIN1 i KIN2 lezijama, ali da je u KIN2 lezijama
distribucija ¢eS¢e difuzna. Usled toga, AK su lezije sa relativno homogenim obimom
ekspresije p300, ali ne i njegove distribucije. Do sada su razlike u jedarnoj i
citoplazmatskoj ekspresiji p300 ispitivane samo u melanocitnim tumorima, kada je
pokazano da je jedarna ekspresija smanjena, a citoplazmatska poviSena u melanomima u
poredenju sa obi¢nim i displastiénim melanocitnim nevusima (170). Ovakav obrazac
jedarne i citoplazmatske ekspreisje u melnaomima je suprotan onom koji smo mi uocili u
SCC koze. Moguce je da je p300 ukljucen u drugacije molekularne puteve u melanocitima
I keratinocitima, te da je uloga p300 drugacija u kancerogenezi melanocitnih i
keratinocitnih tumora. Genska ispitivanaj p300 gena su pokazala da mutacije u ovom genu
nisu Ceste u solidnim tumorima. Neke od uocenih mutacija nemaju efekat na ekspresiju
gena, dok u nekima dovode do gubitka ekspresije (141,166). Mutacije p300 gena su
uocene u SCC usne duplje, ali bez efekta na ekspresiju. U istoj studiji je pokazana
demetilacija promotorskog regiona ovog gena (151), §to ukazuje da izmenjena epigenetska
kontrola ekspresije p300 ima bitnu ulogu u razvoju SCC usne duplje. Medutim, ostaje da
se ispita koji mehanizmi kontrole ekspresije p300 su izmenjeni u AK, BD 1 SCC koze i
kako doprinose njihovom nastanku i progresiji. Neophodna su dalja istrazivanja koja bi

ispitala prisustvo i znacaj izmenjene epigenetske kontrole p300 u evoluciji SCC koze.

Ekspresija p300 je ispitivana u SCC razli¢itih lokalizacija. Visoka nuklearna ekspresija je
bila udruzena sa vi§im gradusima SCC jednjaka i larinksa, ali ne i SCC koZe 1 usne duplje.
(150,151,156,161). U nasem istrazivanju, takode, nije uo¢ena udruzenost jedarne, ali ni
citoplazmatske ekspresije p300 i diferentovanosti SCC koze. Jedino je u srednje i slabo
diferentovanim tumorima bila ¢e$c¢a difuzna distribucija pozitivnih ¢éelija. Takode, jedarna
ekspresija p300 nije bila povezana sa dijametrom SCC koze i usne duplje (151,161).
Nalazi naSeg istrazivanja su sli¢ni, tj. nije postojala udruZenost jedarne ili citoplazmatske

ekspresije sa dijamterom SCC. Medutim, u nasem istrazivanju je kao granicna vrednost za
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dijametar tumora koris¢eno 2 cm, dok su Chen 1 saradnici u svojoj studiji poredili tumore
manje i veée od 5 cm (161). U nasem uzorku ni citoplazmatska ni jedarna ekspresija p300
nisu bile udruzene sa debljinom tumora, ali je postojala tendencija prisustva
citoplazmatske ekspresije u tumorima koji su infiltrisali potkozno masno tkivo i dublja
tkiva. Pored toga, difuzna distribucija jedarne imunopozitivnosti je bila znacajno ¢e$c¢a u
debljim tumorima (>6 mm) i tumorima sa infiltracijom dubljih tkiva. Prema poslednjoj
verziji sistema za odredivanje stadijuma AJCC debljina SCC veéa od 2 mm i infiltracija
retikularnog dermisa i dubljih tkiva predstavljaju kriterijume visokog rizika i ¢ije prisustvo
odreduje pT1 odnosno pT2 stadijum (12). Medutim, u naSem uzorku je postojalo svega
nekoliko slu¢ajeva SCC tanjih od 2 mm, te smo koristili grani¢nu vrednost od 6 mm. Ova
grani¢na vrednost debljine SCC koze je ranije predlozena od drugih autora, jer je uoceno
da bolje korelira sa povecanim rizikom za nastanak metastaza (13). Chen i saradnici su
ranije pokazali da jedarna ekspresija ne korelira sap T stadijumom SCC koZe, ali da
korelira sa sveukupnim klini¢kim stadijumom (161). Povezanost visokog obima jedarne
ekspresije i prisustva dublje infiltracije, odnosno viseg pT stadijuma je pokazana u SCC
jednjaka (156). Nasa studija je prva u kojoj je ispitivan odnos citoplazmatske ekspresije

p300 i distribucije jedarne imunopozitivnosti sa prognosti¢kim parametrima SCC koze.

Nase istrazivanje je prvo koje je ispitivalo ekspresiju PCAF u AK, BD i SCC koze.
Uoceno je smanjenje jedarne ekspresije u SCC u poredenju sa AK 1 BD. Citoplazmatska
ekspresija je uocena u vecini slucajeva AK, BD i SCC, ali je u BD i SCC cesce bila
prisutna difuzna distribucija citoplazmatske imunopozitivnosti. Takode, gubitak jedarne i
prisustvo citoplazmatske ekspresije su prisutni nezavisno od stepena KIN lezija. Ranije je
pokazano da je ekspresija PCAF prisutna u citoplazmi keratinocita bazalnog sloja
epidermis (nediferentovani keratinociti), dok je ekspresija u jedru prisutna u suprabazalnim
(diferentovanim) keratinocitima.(145). Moguce je da citoplazmatska ekspresija PCAF-a
predstavlja imaturni obrazac u normalnim keratinocitima. Cini se da veéina ¢elija u AK,
BD i SCC ima ovakav imaturni obrazac ekspresije PCAF-a, te da bi njegova disregulacija
mogla biti rani dogadaj u neoplasti¢noj transformaciji keratinocita. Medutim, s obzirom da

je PCAF gen retko mutiran u humanim karcinomima, a da i tada ne nastaje poremecaj
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proteinske ekspresije,(164,165) necophodna su dalja istraZivanja koja bi objasnila znacaj

fenotipa koji je uoc¢en u nasoj studiji..

Ekspresija PCAF-a je ranije ispitana u dva tipa humanih karcinoma — u SCC jednjaka i
intestinalnom tipu adenokarcinoma zeluca. Pokazano je da postoji smanjena ekspresija
iIRNK u SCC jednjaka, ali to smanjenje nije koreliralo sa histoloskim gradusom ili
stadijumom tumora. U vecini takvih slucajeva sa smanjenom ekspresijom postojala je
metilacija promotorskog regiona gena za PCAF, dok su delecije bile retke (163). Gubitak i
jedarne i citoplazmatske ekspresije PCAF-a je uocen u intestinalnom tipu adenokarcinoma
zeluca. Ovaj gubitak je korelirao sa dubljom infiltracijom zida zeluca i ve¢im dijametrom
tumora, ali ne i sa stepenom diferencijacije tumora (162). U nasoj studiji gubitak jedarne i
prisustvo citoplazmatske ekspresije PCAF-a su bili uoceni u vecini sluc¢ajeva SCC i nije
postojala povezanost ekspresije PCAF-a (bilo jedarne, bilo citoplazmatske) sa
diferentovanoséu SCC koze, njegovim dijametrom, debljinom ili dubinom invazije. Jedine
razlike su uoCene u distribuciji citoplazmatske imunopozitivnosti, koja je bila
karakteristi¢na za slabo diferentovane SCC. Kao §to je prethodno receno, gubitak jedarne,
a porast citoplazmatske ekspresije PCAF-a bi mogao predstavljati imaturni obrazac koji je

dominantan u slabo diferentovanim SCC kozZe.

Uloga p300 i PCAF u epitelno-mezenhimnoj transformaciji (EMT) je ranije ispitana na
nekoliko razli¢itih tipova celijskih kultura, ali su rezultati bili neujednaceni. U Kulturi
¢elija intrahepaticnog holangiokarcinoma p300 1 PCAF su indukovali ekspresiju E-
kaderina, dok je njihova supresija dovodila do smanjenja ekspresije E-kaderina i
potenciranja EMT (171). Nasuprot tome, u kulturama invazivnog i slabo diferentovanog
hepatocelularnog karcinoma inhibicija p300 je dovodila do porasta ekspresije E-kaderina,
smanjenja ekspresije vimentina i imala negativan efekat na migratorni potencijal tumorskih
¢elija (149). Ranije je pokazano da pojava EMT u SCC koze korelira sa aktivacijom
PISK/AKT puta (172). AKT fosforiluje i stabilizuje p300, potencira njenu acetilaznu
aktivnost i regrutuje je u region promotora gena (173). Upotrebom imunohistohemijskih

metoda mi nismo pokazali da postoji korelaicja ekspresije E-kaderina i obima ekspresije
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p300 ili prisustva jedarne ekspresije PCAF-a. Moguce je da p300 i PCAF regulisu EMT u
SCC koze nezavisno od ekspresije E-kaderina. U tkivu karcinoma debelog creva visoka
ekspresija p300 je korelirala sa prisustvom transkripcionog faktora ZEB1 u regionu gena
za receptor za vitamin D (engl. vitamin D receptor gene,VDR), ali ne i sa prisustvom
SNAIL transkripcionog faktora u regionu gena za E-kaderin (148). S obzirom das mo
uocili slabu udurzenost ekspresije vimentina i jedarne ekspresije p300, neophodna su dalje
ispitivanja, imunohistohemijska in a ¢elijskim kulturama, kako bi se ispitala moguca uloga
p300 i PCAF u nastanku EMT u SCC koze.

Posttranslacione modifikacije HMGA proteina bi mogle imati veliki znacaj u regulaciji
njihove aktivnosti. Medutim, mehanizmi kojima su PTM regulisane, kao ni njihov efekat
na HMGA proteine nisu u potpunosti razjasnjeni. Metilacija posredovana PRMT1
proteinom je pokazana u in vitro uslovima, ali ne i u humanim c¢elijama, za razliku od
PRMT6. Medutim, njihov efekat na funkciju HMGA proteina nije potpuno jasan (43,44)..
HMGA proteini i p300 i PCAF imaju sloZzen i viSesmeran odnos. Acetilacija HMGAL
posredovana PCAF-om stabiliSe enhanceosom, sprecava CBP-acetilaciju HMGAla i
aktivira transkripciju (33,39), dok HMGA2 regulise ekspresiju p300 i PCAF, kao i stepen
acetilacije histona H3K9 i H3K27 (45). U nasem istrazivanju smo pokazali da su prisustvo
ekspresije HMGA1a/1b i njegova povisena ekspresija u SCC koze udruZeni sa visokom
ekspresijom PRMT1. Umerena, a narocito visoka ekspresija HMGAZ2 su bile udruzene sa
visokom ekspresijom p300 u AK. NaSe istrazivanje pokazuje da, pojedinacno, ispitani
proteini imaju bitnu ulogu u nastanku invazivnog SCC koze, dok je njihov znacaj u
progresiji tumora nesto manji. Udruzena ekspresija HMGAZ2 i p300 bi mogla imati ulogu u
nastanku invazivnog SCC koze, a udruzena ekspresija HMGAla/1b i PRMTL u progresiji
tumora. Medutim, imunohistohemijske metode analize ekspresije proteina ne omogucavaju
odredivanje smera odnosa dva ili viSe proteina, ali mogu ukazati na njihovu potencijalnu
povezanost. Usled toga su neophodna dalja istrazivanja, ukljucujuc¢i eksperimente na

kulturama tumorskih ¢elija i Zivotinjskim ksenograft modelima.
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6 ZAKLJUCCI

Na osnovu analize ekspresije ispitivanih markera u odnosu na histopatoloski tip lezije

izvedeni su slede¢i zakljucci:

1. Ekspresija HMGA1la/1b je ceSce prisutna u SCC nego u AK i BD, ali je generalno

niskog obima u ispitanim uzorcima, dok je HMGAZ2 visoka i difuzna u SCC koze,
dok je niska i nedifizna u AK i BD

Ekspresija PRMT]1 je ¢esce visoka i difuzna u BD i SCC koze nego u AK, dok je
PRMT®6 uglavnom umerena ili visoka u AK, BD i SCC koze.

Jedarna ekspresija p300 je CeS€e visoka, a citoplazmatska ¢eS¢e odsutna u SCC
koze u poredenju sa AK i BD; takode difuzna jedarna ekspresija p300 je cesc¢a u
BD i SCC nego u AK.

Jedarna ekspresija PCAF je ces¢e odsutna u SCC koze nego u AK i BD;
citoplazmatska ekspresija PCAF je prisutna u vecini AK, BD 1 SCC, ali je njena
distribucija ¢eS¢e difuzna u BD 1 SCC nego u AK.

Na osnovu analize ekspresije HMGA proteina i njihovih modulatora u keratinocitnoj

intraepidermalnoj neoplaziji (KIN) izvedeni su slede¢i zakljucci:

5.

6.

7.

8.

AK je homogena lezija u pogledu prisustva i obima ekspresije HMGALa/1b, dok je
heterogena u pogledu obima i distribucije ekspresije HMGAZ2, s obzirom da je u
KINL1 ekspresija niska i difuzna, dok je u KIN2 difuzna

AK je heterogena lezija u pogledu obima i distribucije ekspresije PRMT1, s
obzirom da je ekspresija u KIN1 visoka i nedifuzna, a u KIN2 umerena i nedifuzna,
a homogena u pogledu obima i distribucije ekspresije PRMT6.

AK je heterogena lezija u pogledu ekspresije p300 s obzirom na ¢eSce prisustvo
citoplazmatske ekspresije u KIN2 i odsustvo razlika u jedarnoj ekspresiji izmedu
KIN1 i KIN2.

AK je homogena lezija u pogledu prisustva jedarne i citoplazmatske ekspresije, kao

i distribucije citoplazmatske ekspresije PCAF.
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Na osnovu analize ekspresije HMGA proteina i njihovih modulatora sa prognostickim

parametrima planocelularnog karcinoma koze izvedeni su slede¢i zakljucci:

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Ekspresija HMGAla/lb je ceSée prisutna i viseg obima u dobro i srednje
diferentovanim nego u slabo diferentovanim SCC koZze, a nije povezana sa
dijametrom, debljinom i dubinom invazije SCC koze.

Difuzna ekspresija HMGA?2 je ceS¢a u srednje i slabo diferentovanim SCC koze
nego u dobro diferentovanim tumorima, ali nije povezana sa dijametrom, debljinom
1 dubinom invazije SCC koze.

Difuzna ekspresija PRMT1 je ¢eS¢a u srednje i slabo diferentovanim SCC koZze
nego u dobro diferentovanim tumorima; medutim, obim 1 distribucija ekspresije
PRMT1 nisu povezane sa dijametrom, debljinom i dubinom invazije SCC koze.
Ekspresija PRMT®6 je visa i difuzna u slabo diferentovanim nego u dobro i srednje
diferentovanim SCC koze.

Difuzna jedarna ekspresija p300 je ¢eS¢a u srednje i1 slabo diferentovanim SCC
koze, tumorima debljim od 6 mm, kao i u tumorima sa invazijom potkoznog
masnog tkiva i dubljih struktura.

Difuzna distribucija citoplazmatske ekspresije PCAF je ceS¢a u slabo
diferentovanim nego u dobro i srednje diferentovanim SCC koze, dok nije
povezana sa dijametrom, debljinom i dubinom invazije SCC koze.

Udruzena ekspresija HMGAZ2 1 p300 bi mogla imati ulogu u nastanku invazivnog
SCC koze, a udruzena ekspresija HMGAla/lb i PRMTL1 u progresiji tumora; p300
je, takode, povezan i sa znacajnim parametrima agresivnijeg biolSkog ponaSanja
(debljinom 1 dubinom invazije) SCC koze.

Imunohistohemijskim metodama nije pokazana jasna povezanost ekspresije
PRMT1, PRMT6, p300 i PCAF ekspresijom markera epitelno-mezenhimne
transformacije u AK, BD i SCC koze, osim povezanosti ekspresije p300 sa

ekspresijom vimentina.

Na osnovu procene razlic¢itih nacina evaluacije imunohistohemijskog bojenja u odnosu na

tip lezije 1 prognosticke parametre izvedeni su slede¢i zakljuccei:
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17.

18.

19.

Obim i distribucija jedarne ekspresije HMGA2, PRMT1, PRMT6 odnosno p300
imaju podjednak znaCaj u analizi ispoljavanja ovih markera u odnosu na
histopatoloski tip lezije.

Distribucija jedarne ekspresije PRMT6 i p300, kao i citoplazmatske ekspresije
PCAF imaju veci znacaj nego obim ekspresije u analizi razlika u prisustvu ovih
markera u in situ lezijama klasifikovanim kao KIN.

Distribucija jedarne ekspresije PRMT1, PRMT6 i p300, kao i citoplazmatske
ekspresije  PCAF imaju veéi znacaj nego obim ekspresije u analizi
imunohistohemijskog bojenja ovih markera u odnosu na prognosticke parametre

planocelularnog karcinoma koze.
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uloga epigenetskih i mehanizama ocuvanja telomera u kancerogenezi. Dr Bosi¢ se
kontinuirano usavrSavala u zemlji 1 inostranstvu; u€esnik je nekoliko domacih 1 inostranih
kongresa, kurseva 1 simpozijuma, a u februaru 2014. je zavrsila obuku za fluorescentnu in
situ hibridizaciju u Institutu za istrazivanje raka dece u BeCu, Austrija, pod mentorstvom
prof. Petera Ambrosa. Dr Bosi¢ je ¢lan Evropske asocijacije za istrazivanje raka,
Medunarodnog drustva dermatopatologa, kao 1 Evropskog udruZenja patologa, gde je ¢lan

Radne grupe za dermatopatologiju.

Do sada je u saradnji sa drugim autorima objavila 31 bibliografsku jedinicu od kojih je 9
objavljeno in extenso (jedan u vrhunskom medunarodnom casopisu, jedan u istaknutom
medunarodnom c¢asopisu, Sest u medunarodnim casopisima 1 dva u casopisima
medunarodnog znacaja). Prvi autor je u dva rada (jedan u vrhunskom medunarodnom
Casopisu i1 jedan u medunarodnom casopisu). Od radova objavljenih u izvodu, 16 su
saopStenja sa medunarodnih nau¢nih skupova, a pet su saopStenja sa domac¢ih nau¢nih

skupova.



Prilog 1.

Izjava o0 autorstvu

Potpisani-a:  Martina Bosi¢

brojupisa:  08-DS-MM-11

Izjavljujem
da je doktorska disertacija pod naslovom

,,Ekspresija proteina visoke mobilnosti grupe a (hmga) i njihovih modulatora u
keratinocitnoj intraepidermalnoj neoplaziji i invazivnom planocelularnom karcinomu
koze*

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

e da predlozena disertacija u celini ni u delovima nije bila predlozena za dobijanje
bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova,

e da su rezultati korektno navedeni i
e da nisam krsio/la autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda

'y Fr
/ EJf—D FELA

U Beogradu, 30.03.2016.



Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije
doktorskog rada

Ime i prezime autora: Martina Bosi¢
Broj upisa 08-DS-MM-11
Studijski program Molekularna medicina

Naslov rada ,,Ekspresija proteina visoke mobilnosti grupe a (hmga) i njihovih modulatora
u keratinocitnoj intraepidermalnoj neoplaziji i invazivnom planocelularnom karcinomu
koze*

Mentor prof. dr Dimitrije Brasanac

Potpisani

izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju
sam predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta u
Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji licni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja
doktora nauka, kao $to su ime 1 prezime, godina i mesto rodenja 1 datum odbrane rada.

Ovi li€ni podaci mogu se objaviti na mreZnim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

' o,
i ".:J‘LC' FLLA

U Beogradu, 30.03.2016.



Prilog 3.
Izjava o koriSéenju

Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢*“ da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

,,Ekspresija proteina visoke mobilnosti grupe a (hmga) i njihovih modulatora u
keratinocitnoj intraepidermalnoj neoplaziji i invazivnom planocelularnom karcinomu
koze*

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne
zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo

2. Autorstvo - nekomercijalno

@Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je na
poledini lista).

Potpis doktoranda

i
U Beogradu, 30.03.2016. ,L L



1. Autorstvo - Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopsStavanje dela, i prerade,
ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence, ¢ak i u
komercijalne svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo — nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili
davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo - nekomercijalno — bez prerade. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i
javno saopstavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se
navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se
ograni¢ava najvec¢i obim prava koris¢enja dela.

4. Autorstvo - nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje,
distribuciju i javno saopsStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden
od strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom
licencom. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo — bez prerade. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje
dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime autora
na na¢in odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava komercijalnu
upotrebu dela.

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane
autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili sli€nom licencom. Ova
licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada. Sli¢na je softverskim licencama,
odnosno licencama otvorenog koda.
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