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GENETICKA 1 EPIGENETICKA STUDIJA PLEOMORFNIH ADENOMA PLJUVACNIH
ZLEZDA COVEKA: MUTACIONI STATUS HER-2, C-MYC, H-RAS 1 TP53 GENA I
METILACIONI STATUS P14 1P16 GENA

Rezime

Uvod: Pleomorfni adenom (PA) je spororastuci benigni tumor koji se obi¢no javlja
pljuvacne Zlezde, a cak u preko 70% slucajeva lokalizovan je u zaus$noj (parotidnoj)
pljuvacnoj zlezdi. Uglavnom se uspesno le¢i hirurski, ali je ipak to jedini benigni
tumor pljuvacnih Zlezda koji pokazuje sklonost ka malignoj transformaciji u
karcinom u pleomorfnom adenomu (CXPA).

U prvim, citogenetickim studijama, analizom kariotipa pokazano je u najveem
broju slucajeva prisustvo karakteristicne hromozomske translokacije koja
ukljucuje PLAG1 ili HMGAZ gene. Medutim, kod ovih, kao i kod tumora sa
neizmenjenim kariotipom, u nastanak i progresiju tumora su ukljuceni i drugi
mehanizmi. NaruSena mitogena signalna kaskada, koja u normalnim fizioloSkim
uslovima zapocinje na receptorima za faktore rasta (HER-2 npr.), jedan je od
klju¢nih mehanizama odgovornih za rast tumorske mase. Aberantni mitogeni
signal moZe takode biti generisan i endogeno kao rezultat mutacione aktivacije
onko-proteina iz familije Ras. Jedan od mogu¢ih mehanizama prenosa mitogenog
signala realizuje se preko ciklin zavisnih kinaza, €iji je snaZni regulator protein
p1l6. Mitogeni signal prenosi se dalje u nukleus gde, izmedu ostalih c-myc, stimuliSe
transkripciju gena ukljuCenih u cCelijsku deobu. Ukoliko se u genomu dogode
oStecenja, jedan od klju¢nih tumor supresorskih gena - TP53, zaustavice Celijski
ciklus i/ili ¢eliju uvesti u apoptozu. Jedan od pozitivnih regulatora p53 funkcije je
p14, koji vezuje Mdm2, ¢ime onemogucava formiranje Mdm2/p53 inhibitornog
kompleksa. Na funkciju i stabilnost ovih proteina mogu da utic¢u razli¢ite mutacije,
a na nivo ekspresije razliciti epigeneticki mehanizmi, u prvom redu metilacija

promotora.

Cilj: Cilj ove doktorske disertacije je ispitivanje povezanosti mutacija u genima

HER-2, c-myc, H-ras i TP53, kao i metilacionog statusa promotora p16 i p14 gena sa



nastankom, progresijom i malignom transformacijom pleomorfnih adenoma

parotidnih pljuvacnih Zlezda.

Materijal i metode: Eksperimentalna grupa je obuhvatala 60 pacijenata sa
dijagnostikovanim PA i 12 sa CXPA. Genomska DNK je izolovana iz isecaka
tumorskog tkiva ukalupljenog u parafinu. Metodom lancane reakcije polimeraze u
realnom vremenu (real time PCR) analizirane su amplifikacije gena HER-2 i c-myc;
metodom konformacijskog polimorfizma jednolanfanih segmenata DNK, uz
potvrdu sekvenciranjem, analizirani su mutacioni statusi H-ras i TP53 gena; metil
specificnim PCR-om utvrden je metilacioni status promotora p16 i p14 gena. Hi
kvadrat test i FiSerov test egzaktne verovatnoce koriS¢eni su za utvrdivanje razlika
u distribuciji ucestalosti mutacija i epimutacija u grupama (podela prema uzrastu,
klinickom ili patohistoloSkom nalazu, kao i medu grupama - adenomi i karcinomi).
Logistickom regresionom analizom ispitivani su geneticki ili epigeneticki
prediktori maligne transformacije. Dobijeni rezultati su obradeni statistickim

programom SPSS 17.0.

Rezultati: Amplifikacija HER-2 onkogena utvrdena je kod 18% pacijenata sa PA i
kod 42% pacijenata sa CXPA, dok je amplifikacija c-myc utvrdena kod svega 8%
pacijenata sa PA i kod 33% pacijenata sa CXPA. Prisustvo mutacije u H-ras genu
utvrdeno je u 15% PA i u 33% CXPA. U kodiraju¢im egzonima TP53 gena mutaciju
je imalo 25% pacijenata sa PA, i ¢ak 75% pacijenata sa CXPA. Metilacija promotora
pl6 gena utvrdena je u 67% adenoma i 67% karcinoma, a pI14 gena u 70%
adenoma i 83% karcinoma. Nije uoceno postojanje asocijacije izmedu mutacija ili
epigenetickih promena sa polom, uzrastom ili loSim navikama (puSenje i
konzumacija alkohola), kao ni sa Kklinickim ili patohistoloskim parametrima.
Poredenjem ucestalosti mutacija i epigenetickih promena u grupi pleomorfnih
adenoma i karcinoma u pleomorfnom adenomu pokazano je da postoji statisticki
znacajna razlika u ucestalosti mutacija c-myc gena (p=0,037, FiSer) i TP53 gena

(p=0,002, Fiser) izmedu ispitivanih grupa.

Zakljuc¢ak: Ovim istrazivanjem pokazana je visoka zastupljenost mutacija i

epigenetickih promena u ispitivanim genima. EpienetiCke promene u regionu



CDKNZA lokusa predstavljaju izuzetno znacajan molekularni mehanizam u
patogenezi pleomorfnog adenoma. Pokazano je da prisustvo genske amplifikacije
c-myc 5,5 puta povecava Sanse za malignu transformaciju pleomorfnog adenoma,

dok prisustvo TP53 mutacija ¢ak 9 puta povecava Sanse za malignu transformaciju.

Kljucne reci: pleomorfni adenom, karcinom u pleomorfnom adenomu, mutacije,

metilacioni status promotora, HER-2, c-myc, H-ras, TP53, p16, p14
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GENETIC AND EPIGENETIC STUDY OF PLEOMORPHIC ADENOMA OF THE SALIVARY
GLANDS IN HUMANS: MUTATIONAL STATUS OF HER-2,C-MYC, H-RAS AND TP53
GENES AND METHYLATION STATUS OF P14 AND P16 GENES

Abstract

Introduction: Pleomorphic adenoma (PA) is a slow-growing benign tumor that
usually develops in the fourth or fifth decade of life, more often in women. It is
mostly found in the major salivary glands, and over 70% are localized in the
parotid salivary gland. Surgical removal is usually successful and the patient is
cured. However it is the only benign salivary gland tumor with a tendency toward
malignant transformation into carcinoma ex pleomorphic adenoma (CXPA).

PAs have been extensively studied from a cytogenetic point of view and indeed the
presence of specific chromosomal translocations involving PLAGI or HMGAZ gene
loci have been reported in many instances. There has been much less studies on
other molecular events potentially involved in tumor development and
progression. Disruption of the mitotic signaling cascade is one of the key
mechanisms responsible for tumor growth. The aberrant signaling does not
necessarily start from growth factors and their receptors. It may be generated
endogenously, for instance from the mutated Ras protein. One possible
transmission of the mitogen signal is through cyclin dependent kinases that are
strongly regulated by the p16 protein. The signal is transmitted to the nucleus
where c-myc, among others, stimulates the transcription of the cell cycle
regulatory genes. Accumulation of DNA damage leads to cell cycle arrest and
programmed cell death under the control of p53. p14 interactions with Mdm?2
initiate p53-dependant cell cycle arrest and apoptosis. Lack of p14 results in higher
levels of Mdm2 and p53 inhibition.

Expression, function and stability of these cancer gene products may be
considerably affected by mutations, and epimutations - primarly gene promoter

methylation.

Aim: The aim of this doctoral dissertation was to assess the frequency and thus the

relevance of mutations in HER-2, c-myc, H-ras and TP53 genes, as well as



methylation status of pl6 and pI4 gene promoters in the development,
progression and malignant transformation of pleomorphic adenoma of parotid
salivary glands.

Material and Methods: The study group included 60 patients diagnosed with PA
and 12 diagnosed with CXPA. Genomic DNA was extracted from paraffin embedded
tumor tissue. Gene amplifications of HER-Z and c-myc genes was analyzed by real
time polymerase chain reaction (real time PCR); the presence of mutations in the
coding regions of H-ras and TP53 genes was analyzed by single strand
conformation polymorphism analysis and validated by sequencing; gene promoter
methylation status of p16 and p14 genes was assessed by methylation specific PCR.
Chi square test and Fisher exact test were used to analyze the differences in the
distribution of mutations and epigenetic lesions among specific groups (according
to age, clinical or pathohistological findings, as well as between groups - adenomas
and carcinomas). Logistic regression analysis was used to assess genetic and/or
epigenetic predictors of malignant transformation. Calculations were performed

using SPSS 17.0 statistical software.

Results: Gene amplification of HER-2 oncogene was found in 18% of PA patients
and in 42% of CXPA patients, whilst gene amplification of c-myc oncogene was
found in only 8% of PA patients and in 33% of CXPA patients. The presence of H-
ras gene mutation was found in 15% of PA and in 33% of CXPA. Mutations in the
coding regions of TP53 gene were detected in 25% of PA patients, and as high as
75% of CXPA patients. The prevalence of p16 gene promoter methylation was 67%
in both adenoma and carcinoma groups, and p14 gene promoter methylation was
70% in the adenoma group and 83% in the carcinoma group. No association was
found between mutations and/or epigenetic changes with gender, age or bad
habits (smoking and alcohol consumption), nor with clinical and pathohistological
findings. Comparison of mutation prevalence and epigenetic changes between PA
and CXPA group showed the presence of statistically significant difference in the

distribution of c-myc (p=0.037, Fisher) and TP53 mutations (p=0.002, Fisher).

Conclusion: This research showed a relatively high prevalence of mutations in the

HER/ras/myc signaling cascade genes and also established the importance of p14



and pl16 gene promoter methylation. Epigenetic changes in the CDKNZA locus
represent a critical event in pleomorphic adenoma pathogenesis. It was also
demonstrated that the presence of c-myc oncogene amplification increases the
chance for malignant transformation 5.5 times, whilst the presence of TP53

mutations leads to a 9-fold increase in chance for malignant transformation.

Key words: pleomorphic adenoma, carcinoma ex pleomorphic adenoma,

mutations, promoter methylation status, HER-2, c-Myc, H-ras, TP53, p16, p14

Scientific field: Biology

Narrower scientific field: Genetics
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1. UVOD



Tokom poslednjih nekoliko decenija postignut je znacajan napredak u shvatanju
osnove procesa nastanka i rasta tumora zahvaljuju¢i razvoju velikog broja
molekularno-bioloskih i molekularno-genetickih metoda. Bolje poznavanje
strukture genetickog materijala omogucilo je bolje razumevanje funkcionisanja
Celija, ali i patoloskih promena u njima poput nekontrolisane deobe ili izostanka
programirane celijske smrti. UsavrSavanjem eksperimentalnih tehnika u velikoj
meri olakSano je razumevanje etiologije benignih i malignih tumora. Time su
povecane mogucnosti prevencije, preciznije dijagnoze i efikasnije, personalizovane

terapije.



1.1. TUMORI

Tumor ili neoplazija je zajednic¢ki naziv za abnormalnu celijsku masu,
odnosno klon koji nastaje kao posledica nekontrolisanih deoba geneticki i/ili

epigeneticki oStecene cCelije.

Sve tumore delimo na maligne i benigne. Osnovna razlika izmedu ove dve
klase je u invazivnosti kao meri agresivnosti. Maligni tumori poseduju sposobnost
prodiranja u okolna tkiva, kao i metastaziranja. Takode ih karakteriSe i anaplazija,

odnosno gubitak strukturne i funkcionalne diferenciranosti celija.

Benigni tumori, za razliku od malignih, nikada ne prodiru u okolno tkivo.
Ovu klasu tumora karakteriSe relativno spor rast i prisustvo fibrozne kapsule sa
neizmenjenim epitelom. Celije benignih tumora jo$ uvek fenotipski podseéaju na

normalnu ¢eliju, odnosno pokazuju, i dalje, visok stepen diferenciranosti.

Benigni tumori se mogu Kklasifikovati na razli¢ite nacine. Jedna od
klasifikacija ovih tumora zasnovana je na tipu Ccelija, tj. tkiva iz koga se tumor
razvio. Tako razlikujemo: lipome - tumore koji se razvijaju u adipoznom tkivu,
hondrome - benigne tumore hrskavicavog tkiva, adenome - benigne tumore

Zlezdanog tkiva, i druge.

1.2. PLJUVACNE ZLEZDE

Pljuvacne Zlezde (glandulae salivatores s. oris) su parne Zlezde sa
spoljasnjim lucenjem, smestene u ili oko usne duplje u koju, preko specijalnih
izvodnih kanala - duktusa, izbacuju sadrzaj - salivu, odnosno pljuvacku. Smatraju
se vaznom komponentom gornjeg dela digestivnog trakta buduci da saliva, pored
ostalog, sadrZi enzime amilazu i lipazu sa kojima prakti¢no i pocinje varenje hrane.
Pljuvacne Zlezde, odnosno pljuvacka ima vaZznu ulogu u organizmu jer pored toga
Sto ,natapa“ hranu, olakSava gutanje i zapocinje varenje, saliva §titi zube od
demineralizacije, ima antimikrobno dejstvo i Stiti sluzokoZu usne duplje od

isuSivanja, mehanickih povreda i olakSava zarastanje rana (Mandel 1987).



1.2.1.Grada i podela pljuvacnih zlezda

Pljuvatne Zlezde su parni organi ektodermalnog porekla koji nastaju
invaginacijom pupoljaka epitela primitivne usne duplje u mezenhim. Rasporedene
su oko i u usnoj duplji u koju i izlucuju svoj sadrzaj. Pljuvacne Zlezde delimo na
velike i male (Holsinger i Bui 2007).

Male pljuvacne Zlezde su smeStene ispod sluzokoze veceg dela usne duplje,
osim u predelu desni i prednjeg dela tvrdog nepca. Broj im se krece od 600 do
1000. S obzirom na lokaciju, neposredno ispod mukozne membrane usne duplje,
njihovi izvodni kanali su daleko kra¢i od izvodnih kanala velikih pljuvac¢nih Zlezda.
Opsta karakteristika svih malih pljuvacnih Zlezda je odsustvo vezivno-tkivne
kapsule. Prema lokalizaciji, male pluvatne Zlezde se dalje dele na: labijalne,
bukalne, palatinalne, tonzilarne, retromolarne, lingvalne i faringealne. U manjem
broju nalaze se i u nazofarinksu, larinksu, paranazalnim Supljinama i traheji i one
su endodermalnog porekla.

Velike pljuvacne Zlezde izdvojene su u posebne organe koji su okruZeni
vezivnom Kkapsulom, a septama podeljeni na lobuse i lobuluse. Sa usnom Supljinom
povezane su preko duZih izvodnih kanala, duktusa. Kroz septe prolaze krvni i
limfni sudovi, kao i nervna vlakna. Parenhim Zlezde c¢ini sistem kanala Kkoji
zapocinju loptastim prosirenjima, nalik grozdu (sekretorni deo Zlezde, tzv. acinus).
Prostor izmedu acinusa ispunjava dobro vaskularizovana vezivna stroma. Po

lokaciji, velike pljuvacne Zlezde su podeljene na:
e zaulne ili parotidne (gl parotis),
e podvili¢ne ili submandibularne (gl. submandibularis),
e podjezi¢ne ili sublingvalne (gl sublingvalis).

Parotidne Zlezde su najvece pljuvacne Zlezde, seroznog tipa, smestene u
prostor ispred usne Skoljke. Ove velike pljuvacne Zlezde se nalaze u bliskom

kontaktu sa perifernim ograncima facijalnog nerva - nervus facialis (Slika 1).



Slika 1: Anatomski odnos facijalnog nerva (nervus facialis) prema parotidnoj
pljuvac¢noj Zlezdi
(preuzeto:http://www.parotidmd.com/salivary-gland-stones/)

1.2.2.Tipovi tumora pljuvacnih Zlezda

Tumori pljuvacnih Zlezda predstavljaju, morfoloski i klini¢ki, heterogenu
grupu neoplazija sa relativno niskom ucestalo$¢u koja se u humanoj populaciji
kre¢e oko 4%. Heterogenost ove klase tumora je posledica kako porekla -
epitelnog, mezenhimalnog ili limfoidnog, tako i njihove invazivnosti - benigni i
maligni (Speight i Barrett 2002).

Oko 95% svih tumora pljuvacnih Zlezda javlja se kod odraslih osoba.
[zuzetno su retki kod dece mlade od 10 godina, a ako se jave obi¢no je rec¢ o

pleomorfnom adenomu ili mukoepidermoidnom karcinomu (Bradley 2004).

Klasifikacija tumora pljuvacnih Zlezda, koju je predlozila SZO 2005. godine,
bazira se na invazivnosti i tipu Celija koje su pretrpele neoplasticnu transformaciju

Po toj klasifikaciji tumori pljuvacnih Zlezda se dele na benigne i maligne. Benigni se



dalje, po tipu c¢elija klasifikuju kao pleomorfni adenomi, mioepiteliomi, adenomi
bazalnih celija, itd, a maligni na karcinome acinusnih celija, mukoepidermoidne

karcinome, adenoidne cisti¢ne karcinome, itd. Potpuni spisak benignih i malignih

neoplazija pljuvac¢nih Zlezda, prikazan je u tabeli (Tabela 1).

Tabela 1: WHO Klasifikacija tumora pljuvacnih Zlezda (Barnes 2005)

Benigni epitelni tumori

Maligni epitelni tumori

Pleomorfni adenom
Mioepiteliom
Adenom bazalnih éelija
Warthin-ov tumor
Onkocitom
Kanalikularni adenom
Sebaceozni adenom
Limfadenom
Sebacealni
Nesebacealni
Duktalni papilomi
Invertovani duktalni papilom
Intraduktalni papilom
Sialoadenoma papiliferum
Cistadenom

Karcinom acinusnih ¢elija
Mukoepidermoidni karcinom
Adenoidni cisti¢ni karcinom
Polimorfni ,low grade” karcinom
Epitelno-mioepitelni karcinom
Karcinom svetlih celija, NOS
Adenokarcinom bazalnih éelija
Sebaceozni karcinom
Sebaceozni limfadenokarcinom
Cistadenokarcinom

,Low-grade” kribriformni cistadenokarcinom
Mucinozni adenokarcinom
Onkocitni karcinom

Karcinom pljuva¢nog duktusa
Adenokarcinom, NOS
Mioepitelni karcinom

Karcinom u pleomorfnom adenoma
Karcinom skvamoznih ¢elija
Karcinom malih celija

Karcinom velikih celija
Limfoepitelni karcinom
Sialoblastom

Ne-epitelni tumori (tumori mekog
tkiva i hematolimfoidni tumori)

Sekundarni tumori




1.2.2.1. Pleomorfni adenom pljuvacnih Zlezda

Pleomorfni adenom (PA) je najces$¢i i najbolje opisan tumor velikih
pljuvacnih Zlezda. Ovaj tip tumora karakteriSu izrazito spor rast i gotovo potpuno
odsustvo simptoma, kao i relativno retka maligna alteracija. Maligna alteracija,
pojava karcinoma u pleomorfnom adenomu, karakteristicna je za one PA koji su
yrasli“ godinama. Tako se u klinickoj praksi, srecu i slucajevi kod kojih je PA rastao
preko cetiri decenije pre nego Sto je dosSlo do maligne alteracije (Olsen i Lewis

2001).

.....

retko kod dece i adolescenata, kod kojih je on, inace, najucestaliji tumor pljuvac¢nih
Zlezda (da Cruz Perez i sar. 2004). Istovremeno, pleomorfni adenomi su daleko
¢eS¢i kod Zena, Sto ukazuje na potencijalnu ulogu estrogena u genezi pleomorfnog
adenoma. Naime, podaci iz literature ukazuju na razlike u ekspresiji estrogenskih
receptora kod PA u poredenju sa zdravim Zlezdama, Sto podrzava tezu o ulozi

estrogena u njihovoj patogenezi (Wong i sar. 2009; Kolude i sar. 2013).

Makroskopski, pleomorfni adenom je ovalnog oblika, glatke povrsine, jasno
ogranicen i uvek inkapsuliran. Medutim, povrsina kapsule pleomorfnih adenoma,
ponekad, moZe biti i perforirana zbog ¢ega tumor ,infiltrira“ okolno tkivo, $to ishod
leCenja ¢ini neizvesnijim. Funkcija facijalnog nerva je oc¢uvana. Poremecaj funkcije

facijalnog nerva se javlja samo u sluc¢aju njegove maligne alteracije.

Pleomorfni adenom se uglavnom uspesno leci hirurSkom resekcijom. Prema
literaturnim podacima stopa recidiviranja je varijabilna i moZe iznositi izmedu 1 i
50% i to nakon duZeg vremenskog perioda (Thoeny 2007). Pored sklonosti ka
recidiviranju, pleomorfni adenom je jedini benigni tumor pljuvacnih Zlezda koji

ima moguc¢nost maligne transformacije u oko 6% slucajeva (Gnepp 1993).



1.2.2.2. Karcinom u pleomorfnom adenomu

Karcinom u pleomorfnom adenomu (CXPA) je maligni tumor koji nastaje
unutar primarnog PA ili PA koji je recidivirao. Za CXPA je karakteristi¢no prisustvo
kako malignog, tako i benignog tumorskog tkiva, a od razlika u njihovom
procentualnom odnosu zavisi¢e i makroskopske karakteristike ovih malignih
neoplazmi. Prema literaturnim podacima, udeo maligne komponente u CXPA iznosi
najcesce preko 50% (Zbaren i sar. 2008). U nekim slucajevima, dogada se ¢ak da
maligna komponenta potpuno prevlada, ne ostavljaju¢i tragove benignog.
Utvrdivanje benignog porekla CXPA u takvim slucajevima, oslanja se na prethodnu
biopsiju, klinicko - patohistoloSke korelacije ili na naknadnom uzorkovanju.
Suprotno ovom, u CXPA je moguca i pojava rastrkanih, manjih polja maligno
transformisanih celija koje karakteriSe jedarna pleomorfnost, Ceste/atipi¢ne
mitoze, hemoragija i nekroza. Ovakvi CXPA-ma predstavljaju poseban dijagnosticki
izazov, jer su Cest uzrok pogresne dijagnoze, a time i neadekvatnog terapijskog

protokola.

Prema invazivnosti, karcinome u pleomorfnom adenomu delimo na:
intrakapsularne (neinvazivne), minimalno invazivne i invazivne. Intrakapsularni
su oni koji, kao $to im ime kaZe, ne napustaju fibroznu kapsulu, dok se minimalno
invazivni Sire van nje na udaljenost manju od 1,5 mm, a invazivni na ve¢u (Gnepp i

sar. 2005).

1.2.3.Epidemiologija i incidenca

Pleomorfni adenomi su najc¢e$¢i benigni tumori pljuvacnih Zlezda kod
odraslih, a tre¢i po ucestalosti kod dece (Lowe i sar. 2001). Na osnovu podataka iz
literature, udeo PA u benignim tumorima velikih pljuvacnih Zlezda iznosi ¢ak 70%
(Moonis i sar. 2007), odnosno 50% svih parotidnih tumora (Spiro 1986). Prema

nalazima Thoeny-a i sar. ucestalost PA u parotidnoj Zlezdi je znatno veca - 84%



(Thoeny 2007). Medutim, podaci o ucestalosti ovih tumora na teritoriji nase zemlje
neSto su drugaciji. Epidemioloska studija uradena na Klinici za maksilofacijalnu
hirurgiju StomatoloSkog fakulteta u Beogradu 2010. godine, je pokazala da se udeo

PA medu ostalim tumorima pljuvacnih zZlezda krece oko 37% (Anici¢ i DoZi¢ 2010).

Kao $to je ve¢ istaknuto, pleomorfni adenomi su jedini tumori pljuvacnih
Zlezda koji maligno alteriraju, i to sa ucestalos¢u koja se krece izmedu 5 i 25%.
(Spiro 1986; Zbaren i sar. 2003). Prema podacima o CXPA koje je sakupio Gnepp,
uCestalost maligne alteracije PA u odnosu na sve neoplazije pljuvacnih Zlezda
iznosi 3,6%, a u odnosu na maligne tumore pljuvacnih Zlezda je 11,6%. (Gnepp

1993).

1.2.4.Etiologija i etiopatogeneza

Geneza pleomorfnog adenoma, kao i drugih tumora oralne duplje, stoji u
tesnoj vezi sa nizom opStepoznatih faktora rizika. Medu etioloske faktore od
posebnog znacaja u patogenezi pleomorfnih adenoma, ubrajaju se alkohol i
pusenje koji izmedu ostalog, ispoljavaju i sinergisticki i kumulativni efekat. Pored
navedenih, u znacajne etioloSke faktore spadaju i izloZenost aflatoksinima i
zraCenju, infekcija Epstajn Bar virusom kao i odredene dijetetske i nutritivne

navike.

Etiopatogeneza, odnosno razvoj pleomorfnog adenoma pod uticajem
pomenutih egzogenih, ali i endogenih faktora rizika, jo$ uvek nije sasvim jasna. Po
jednoj od teorija, multicelularnoj, svaki tip tumora pljuvacne Zlezde, nastaje
neoplasticnom transformacijom specificnog tipa diferencirane celije pljuvacne
zlezde. Tako je i pleomorfni adenom rezultat alteracije Celije interkalatnog duktusa.
Prema drugoj, bicelularnoj teoriji maticnih Celija, svaka neoplazija vodi poreklo od
jedne ili dve rezervne - mati¢ne celije interkalatnog duktusa, pri ¢emu stepen
diferenciranosti mati¢nih ¢elija odreduje da li ¢e neoplazija biti benigna ili maligna.

Podaci iz literature uglavnom podrZavaju bicelularnu teoriju maticnih celija u



etiopatogenezi pleomorfnih adenoma pljuvacnih Zlezda, jer ona bolje tumaci

moguce poreklo neoplazija koje sadrze vise razlicitih tipova Celija (Bradley 2004).

Patogeneza karcinoma u pleomorfnom adenomu odvija se u fazama, pa se
Cesto u literaturi oznacava kao sekvencijalna evolucija (Cheuk i Chan 2007). U
najranijoj fazi, maligne Celije sa velikim atipicnim jedrima zamenjuju epitelne celije
duktusa u ve¢ postojeem pleomorfnom adenomu. Vremenom, ove Ccelije se
odvajaju i vrSe invaziju okolne strome. U slucaju da invazija zavrSi u okvirima
postojeceg pleomorfnog adenoma, karcinom postaje ,intrakapsularni“, i nakon
kompletne ekscizije, prognoza je odli¢na jer karcinom uglavnom ne metastazira..
Ukoliko se invazija nastavi van okvira fibrozne kapsule pleomorfnog adenoma,

karcinom prerasta u ,minimalno invazivni“ ili ,,invazivni®.

1.2.5.Histoloska grada

Pleomorfni adenomi su izgradeni od vezivne Kkapsule, epitelnih i
mioepitelnih ¢elija i mezenhimskih odnosno stromalnih elemenata. Zbog prisustva
Celijskih elemenata razli¢itog porekla, kao i zbog njihovog promenijlivog
meduodnosa, pleomorfni adenomi su ranije u literaturi oznacavani kao mesSoviti

(mixtus) tumori.

Kapsula pleomorfnih adenoma je najcesce varijabilne debljine (5-250 pm) i
postojanosti. Tacnije, na pojedinim mestima moZemo uociti zone tumorskog tkiva
sa izrazito tankom kapsulom (“focally very thin capsules”), bez kapsule (Slika 2) ili
sa nekompletnom kapsulom (“focal absence of encapsulation”), kao i zone sa
hernijacijom (“capsular herniation”). Istovremeno, za vec¢inu PA je karakteristicno
da pruzaju prstolike izrastaje u kapsulu ili ¢ak prolaze kroz kapsulu i formiraju

pseudopodije i satelitske ¢vorove (“satellite nodules”).
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Slika 2: Zona miksoidnog PA bez kapsule, tumor prodire izmedu adipocita (strelice)

lobula u okolno tkivo parotidne Zlezde (HE X 200); preuzeto (Stennert i sar. 2001)

Epitelna komponenta u PA gradena je od epitelnih ¢elija i obi¢no formira
ostrva, retikularne formacije ili duktusu-slicne strukture (Slika 3). U okviru
duktusu sli¢ne strukture, luminalne ¢elije su uglavnom kuboidne, a ponekad je
prisutan i spoljasnji sloj mioepitelnih celija. Mioepitelne celije morfoloski mogu
li¢iti na (i) luminalne celije, (ii) hondrocite zbog vakuolizovane citoplazme ili pak
(iii) glatko-miSi¢ne Celije zbog vretenastog oblika i eozinofilne citoplazme. Zajedno
sa stromom, izmenjene mioepitelne celije Cine mezenhimalnu komponentu
tumora. Sa druge strane, stromalni elementi pokazuju razli¢ite nivoe miksoidne,
hijalinske, hrskavi¢ave, pa c¢ak i koStane diferencijacije, zbog nakupljanja

mukoidnog ili hijalinskog materijala izmedu mioepitelnih ¢elija (Slika 4).
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Slika 3: Pleomorfni adenom (HE X 100). Na slici se vidi kako epitelna komponenta
delom pravi plaze (A), delom duktuse (B) i retikularne formacije (C); stromalna

komponenta miksomatozna.

Slika 4: (levo) u centru vidnog polja osteoidna komponenta; epitelne ¢elije formiraju

duktuse i plaZze; (desno) osteoidna mezenhimalna komponenta izgradena od

hipercelularnog kostanog tkiva

Histolosku klasifikaciju PA dao je Seifert sa saradnicima, na osnovu uocenih

pravilnosti u histoloskim karakteristikama tumora, bez obzira na njihov
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pleomorfizam (Seifert i sar. 1976). Podela na histoloske tipove se dakle, bazira na
stepenu diferencijacije epitelnih ¢elija, koli¢ini i prirodi strome i njihovom
koli¢inskom meduodnosu. Prototip stromalne diferencijacije predstavlja

miksomatozna stroma, dok je koStana diferencijacija najreda (1%).

Pleomorfne adenome delimo na:
e PA celijskog tipa (“cell-rich”), tumore sa mnoStvom epitelnih celija i
malom koli¢inom miksomatozne strome (Slika 5),
e PA miksoidnog tipa (“stroma-rich”), tumore sa stromom razli¢itog
stepena diferencijacije i malom koli¢inom ¢elija (Slika 6)
e Kklasi¢ni ili balansirani tip PA (“stroma-cell balanced”), tumore sa

jednakim udelom epitelne i stromalne komponente.

Y. 4

g
. BAa

Slika 5: Celijski histolo$ki tip pleomorfnog adenoma sa vie od 90% epitelnih ¢elija
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Slika 6: Miksoidni histoloSki tip pleomorfnog adenoma; na preparatu dominira

miksomatozna stroma, dok epitelne komponente formiraju retikularnu strukturu

Podaci iz literature jasno sugeriSu da je medu pleomorfnim adenomima
najcesce zastupljen PA miksoidnog tipa, a najredi je balansirani. Tako, Stennert i
saradnici u analiziranom uzorku nalaze da je miksoidni tip zastupljen sa 51%,
¢elijski sa 35%, a balansirani sa svega 14% (Stennert i sar. 2001). Slican odnos u

nivou ucestalosti razlic¢itih histoloskih tipova navode i drugi autori (Ito i sar. 2009).

Karcinomi u pleomorfnom adenomu se, kao Sto je ve¢ receno, prema
invazivnosti mogu podeliti na intrakapsularne ili neinvazivne, minimalno
invazivne i invazivne. Intrakapsularni CXPA se odlikuju benignim fenotipom, slicno
PA u kome se razvijaju (Brandwein i sar. 1996). Minimalno invazivni CXPA
histoloski nalikuju intrakapsularnim, sa neSto ve¢im udelom maligne komponente.
Invazivnim CXPA preovladava maligna komponenta, dok je benigna uglavnhom u
formi hijalinizirane strome sa proredenim, rastrkanim duktalnim strukturama.
Maligne ¢elije invazivnih CXPA pokazuju tendenciju smanjenja veli¢ine i povecanja

mobilnosti (Altemani i sar. 2005).
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Karcinome u pleomorfnom adenomu moZemo podeliti i prema Celijskom

poreklu maligne komponente na (Altemani i sar. 2005):

e CXPA sa samo epitelnim poreklom - maligno tkivo nastaje
transformacijom epitelnih ¢elija PA u kome se razvijaju,

e CXPA sa kombinovano epitelno-mioepitelnim poreklom - maligno
tumorsko tkivo vodi poreklo od epitelnih, ali i izmenjenih
mioepitelnih Celija iz PA,

e CXPA sa isklju¢ivo mioepitelnim poreklom - maligno tkivo vodi

poreklo od izmenjenih mioepitelnih ¢elija PA.

CXPA sa epitelnom malignom komponentom su najces¢i, dok su CXPA sa
isklju¢ivo mioepitelnim poreklom najredi i uglavnom invazivni (Demasi i sar.

2009).

Varijabilnost celijske morfologije, prostorne organizacije, kao i stepena
diferencijacije strome determiniSe i razliCite klinicke osobine PA i CXPA i u

mnogome utice na ishod lecenja.
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1.3. MOLEKULARNA OSNOVA TUMORA

U osnovi neoplasti¢ne transformacije lezi grupa gena koja se oznacava
kancerskim genima. Oni su u normalnim C¢elijama odgovorni za neometano
odvijanje osnovnih celijskih procesa kao $to su deoba, diferencijacija i apoptoza.
Ukoliko dode do strukturnih ili funkcionalnih lezija u kancerskim genima, oni sti¢u
neoplasti¢ni potencijal, ¢ime narusavaju balans izmedu Celijske deobe i apoptoze, a

sama Celija podleZe neoplasti¢noj transformaciji.
U genomu ¢oveka postoje tri klase kancerskih gena:

e Onkogeni
e Tumor supresorski geni

e Geni za popravku greSaka na molekulu DNK

0Od ove tri klase gena, najvaznije mesto u genezi tumora imaju onkogeni i
tumor supresorski geni. Svoj neoplasti¢ni potencijal sti¢u aktivacijom (onkogeni)

ili inaktivacijom (tumor supresorski geni).

1.3.1. Onkogeni

Onkogeni su geni ¢iji proteinski produkti stimuliSu ¢elijski rast i deobu,
odnosno promoteri Celijskog ciklusa. U normalnoj c¢eliji, oni se i prostorno i
vremenski eksprimiraju na strogo kontrolisan nacin. Onkogeni potencijal
pripadnici ove klase gena (proto-onkogena), sticu strukturnim lezijama makar

jednog alela, Sto ih svrstava u kategoriju dominantnih kancerskih gena.
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Na osnovu poloZaja i funkcije koju u celiji imaju, proteinski produkti proto-
onkogena mogu biti:
e faktori rasta - inicijatori mitogenog signala (c-sis)
e receptori za faktore rasta - transmembranske protein kinaze (HER-2)
e proteini sa GTP-aznom aktivnoscu i citoplazmatske protein kinaze — prenosioci
mitogenog signala ( c-abl, c-src, geni familije ras)

e transkripcioni faktori (c-myc)

Osnovna karakteristika svih proto-onkogena je visoka evolutivna
konzerviranost kodiraju¢ih sekvenci, $to ukazuje na ulogu onkoproteina u
osnovnim Celijskim procesima. Danas znamo da mutirana forma proto-onkogena
uzrokuje nekontrolisan celijski rast, odnosno da su njihovi aberantni proteinski
produkti odgovorni za produkciju, prijem, prenos i realizaciju ,nelegitimnih“
mitogenih signala. To prakticno znaci da ¢e aktivacija onkogena ciji je proteinski

proizvod faktor rasta, receptor za faktor rasta (HER-2) ili prenosilac mitogenog

signala (H-ras) imati za posledicu nekontrolisanu proliferaciju ¢elija.

Osnovni mehanizmi aktivacije proto-onkogena su:
. mutacije
o amplifikacije gena

° hromozomski rearanzmani

Prve studije na PA bavile su se detekcijom i definisanjem tipa
hromozomskih rearanZmana koji se mogu javiti u ovom tipu tumora. Rezultati su
jasno pokazali da ¢ak 70% PA nosi jedan od tri tipa specificnih citogenetickih
aberacija: reciprocne translokacije koje obuhvataju lokus 8q12 (39% slucajeva),
translokacije ili insercije koje ukljucuju lokus 12q13-15 (8% slucajeva) i
sporadicne klonalne promene koje ne obuhvataju nijedan od ova dva lokusa (23%
sluc¢ajeva) (Nagao i sar. 2005). Utvrdeno je da je vecina translokacija ukljucivala
gen PLAG1 na lokusu 8q12, a translokacione partnere su Cinili: CTNNB1 (gen koji
kodira B-katenin), LIFR (engl. leukaemia inhibitory factor receptor) i SII (faktor

elongacije transkripcije SII) u tzv. kripti¢noj translokaciji (Hess i Kossev 2002).
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Citogeneticke studije, posebno razli¢itih tipova translokacija PLAG1 gena,
decenijama su bile u fokusu naucnih istrazivanja. Sa druge strane, molekularno-
genetickim i epigenetickim promenama na genima koji kodiraju klju¢ne aktere
razlicitih signalnih puteva, pocev od EGFR familje receptora, pa do transkripcionih

faktora nije bila posvecena dovoljna paZnja.

Sa stanovista genetike tumora glave i vrata, neophodno je usredsrediti se na
grupu onkogena iz mitogene signalne kaskade HER-2/H-ras/c-myc, za koju je
pokazano da igra bitnu ulogu u nastanku razli¢itih malignih oboljenja kod coveka.
Prema literaturnim podacima neki ¢lanovi ovog signalnog puta ukljuceni su i u
procese neoplasti¢ne transformacije u tumorima pljuvacnih Zlezda (Milasin i sar.

1993; Tsang i sar. 2004; Hashimoto i sar. 2012).

1.3.1.1. HER-2

HER-2 (od engl. human epidermal growth factor receptor-2) je
transmembranski receptor za epidermalni faktor rasta koji je ukljucen u dva
glavna puta transdukcije mitogenih signala, MAPK i AKT. Ovaj onkoprotein zajedno
sa jos tri ¢lana (HER-1/EGFR/ErbB-1 HER-3/ErbB-3 i HER-4/ErbB-4) ¢ini familiju
receptora za epidermalne faktore rasta, medu kojima su najvazniji EGF i TGF-a.
Treba napomenuti da HER-2 receptor za razliku od vecine ¢lanova familije, nema

specificnog liganda.

Vezivanje liganda za N-terminalni domen receptora HER familije indukuje
homo- ili heterodimerizaciju, odnosno njihovo sparivanje (Sorkin i Goh 2008).
Dimerizacija dovodi do aktivacije unutarcelijskih kinaznih domena i fosforilacije
specificnih tirozinskih ostataka na citoplazmatskom Kkraju receptora. Ovako
fosforilisani, vezuju razli¢ite signalne molekule, ¢ije regrutovanje dovodi do
aktivacije intracelularnih signalnih puteva i prenosenja mitogenog signala do jedra.
Konstantno odrZavanje receptora u dimerizovanom stanju jedan je od razloga

neoplasticne transformacije Celije. Ovako generisani signal dalje se prenosi do
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jedra preko jedne od dve signalizacione kaskade MAPK ili Akt (PI3K) (Yarden i
Sliwkowski 2001).

Dimerizacija je kritican korak u HER-posredovanoj signalnoj transdukciji,

pri ¢emu su moguce mnoge kombinacije receptora. (Slika 7).

¢ Heparin-binding.
EGF-like ligand

Amphiregulin ; P e
@ _ Betacellulin — :.t _EGFike ligand /
) e .______3,‘Epiregulin/:r__:‘_--_._ \
i Betacellulin ) .\ ; (:.

#Heregulin™

Epigen

Slika 7: Clanovi HER familije receptora sa njihovim ligandima; preuzeto iz: (Okines

isar.2011)

Do sada je identifikovano viSe specificnih liganada za ove receptore. Svi
ligandi karakteriSu se prisustvom EGFR-u sli¢cnog domena, $to im pruZa moguénost
specificnog vezivanja. Neki od ovih liganada su: EGF, amfiregulin (AR) i
transformiSuci faktor rasta-a (engl. Transforming Growth Factor-a, TGF-a) koji se
vezuju za HER-1, betacelulin (BTC), heparin vezuju¢i EGF (engl. heparin-binding
EGF, HB-EGF) i epiregulin (EPR) koji se specifi¢cno vezuju i za HER-1 i za HER-4.
Trecu grupu liganda ¢ine takozvani neuregulini (NRG) i vezuju se specificno za
HER-3 i HER-4 (NRG-1 and NRG-2) ili samo za HER-4 (NRG-3 and NRG-4) (Holbro i
sar. 2003). EGF indukuje heterodimerizaciju HER-1/HER-2 i homodimerizaciju
HER1/HER-1, a neuregulin-1 inicira heterodimerizaciju HER-2/HER-3 ili HER-
2/HER-4 (Riese i Stern 1998; Klapper i sar. 1999) (Slika 10).
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Kao $to je ve¢ receno, nije utvrdeno postojanje direktnog liganda za HER-2
(Olayioye i sar. 2000; Holbro i sar. 2003). Primarna funkcija HER-2 je da
funkcioniSe kao koreceptor. Utvrdeno je da je najces¢i partner za
heterodimerizaciju sa ostalim ¢lanovima HER familije receptora (Tzahar i sar.
1996; Graus-Porta i sar. 1997) i najzasluzniji za pokretanje signalne transdukcije
posredovane HER receptorskom familijom (Beerli i sar. 1995; Graus-Porta i sar.
1995).

HER-2 proto-onkogen je lociran na dugom kraku hromozoma 17, na poziciji
12 (17q12). Do onkogene aktivacije u celijama coveka najc¢eS¢e dolazi putem
njegove amplifikacije (uvecanja broja kopija u genomu) ili povecane ekspresije.
Ukoliko se na ovaj nacin nadu u visku, HER-2 proteini formiraju klastere u plazma
membrani, $to bi moglo imati znacajnu ulogu u tumorigenezi (Nagy i sar. 1999;
Kaufmann i sar. 2011). Dolazi do prenosenja nepostojecih, ,fantomskih“ signala,
onih koji se generiSu kao rezultat spontane HER2 dimerizacije u odsustvu liganda i
do nekontrolisanih ¢elijskih deoba. Znatno rede onkogena aktivacija se desava kao
posledica mutacija/delecija u kodiraju¢em regionu, na primer u ekstracelularnom

domenu, ili mnogo c¢es¢e u okviru kinaznog domena (Bose i sar. 2013).

1.3.1.2. (C-MYC

Mitogena kaskada, koja zapocinje od faktora rasta ili njihovih receptora,
preko citoplazmatskih protein kinaza vodi do jedra i transkripcionih faktora. Jedan
od najvaznijih transkripcionih faktora onkogenog potencijala, ukljucen u regulaciju
ekspresije 10 - 15% gena kod sisara, je c-myc gen (Chung i Levens 2005). Na taj
nacin myc protein je jedan od klju¢nih regulatora celijske proliferacije, rasta,

diferencijacije i apoptoze.
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C-myc protoonkogen koji kodira c-myc jedarni protein, je lociran na dugom
kraku hromozoma 8, na poziciji 12.4. Pripada familiji sa ve¢im brojem gena, a

onkogeni potencijal osim c-myc imaju I- i n-myc geni (Henriksson i Liischer 1996).

Kodiraju¢u sekvencu c-myc gena Cine tri egzona, koji se prevode u dve
izoforme c-myc proteina (Rabbitts i sar. 1985; Hann i sar. 1994). c-myc 2 protein
koji podstice Celijski rast ima molekulsku masu od 64kDa i za 14 aminokiselina je
kraci od c-myc 1 proteina koji ima 67kDa i inhibitornu ulogu (Hann i sar. 1988). U
normalnim ¢elijama ove dve forme c-myc proteina se diferencijalno eksprimiraju,
odnosno njihov meduodnos se menja u zavisnosti od faze celijskog ciklusa. U
tumorskim ¢elijama, dominira c-myc 1 protein (Hann i Eisenman 1984; Hann i sar.

1992).

Funkcionalno vazne regione c-myc proteina, predstavljaju njegovi C i N
terminus. N terminus c¢ini transaktivacioni domen od 143 aminokiseline, a C
terminus ¢ine aminokiseline od 355 do 439. C-myc protein preko svog C terminusa

formira heterodimer sa srodnim Max proteinom (slika 8).

Slika 8:Heterodimer c-myc/Max u interakciji sa DNK molekulom

Strukturni domeni c-myc proteina odgovorni za njegovo vezivanje za
specificnu DNK sekvencu (CACGTG, takozvani E-box myc site, EMS), kao i za

heterodimerizaciju sa Max proteinom sastoje se od dva motiva, heliks-petlja-helix
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(HLH od engl. helix-loop-helix) i leucin ,zipper” (LZ) motiv, a zajedno sa B (engl.
base) domenom, klju¢ni su za bioloSku aktivnost myc proteina (Amati i sar. 1993).
Kada nastane transkripcioni kompleks myc/max, on se vezuje za CACGTG
sekvencu promotora ili pojacivaca ciljnih gena (Ferre-D'Amare i sar. 1993).N
terminus je takode odgovoran za cCelijsku transformaciju, zbog svoje sposobnosti

da vezuje kofaktore (npr. TRRAP protein) (McMahon i sar. 1998).

Neki od ciljnih gena ¢iju ekspresiju kontroliSe c-myc protein, omogucavaju
napredovanje Celije kroz Celijski cilkus (promoter cCelijske proliferacije (ciklin A, E,
D1, D2, cdk4, cdc25A, cdc2, 1d2), stopiraju Celijski ciklus u G1 podfazi interfaze
(represori cCelijskog rasta p157k45, p21Cirl, gadd45 i gas1) ili pak vode celiju u
programiranu celijsku smrt (induktori apoptoze (p149/-Mdm2-TP53 signalni put)
(Galaktionov i sar. 1996; Rudolph i sar. 1996; Pérez-Roger i sar. 1997; Zindy i sar.
1998) (slika 9).
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Slika 9: Kompleksna regulatorna mreza c-Myc i njegovih ciljnih gena, kao i njihove
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funkcije i uticaj na Celijski rast (preuzeto: Dang, Mol Cell Biol., 1999; 19: 1-11,

modifikovano).
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Za razliku od drugih proto-onkogena, odnosno proto-onkoproteina, kao Sto
je na primer ras, kod kojih je neophodno da se desi izmena u primarnoj strukturi
da bi se aktivirao (onkoprotein), narusen nivo ekspresije myc proteina je dovoljan
da doprinese transformaciji €elije in vitro i tumorigenezi in vivo, pa je tako najcesci

oblik onkogene aktivacije c-myc gena je njegova amplifikacija.

1.3.1.3. H-RAS

H-Ras protein, takode poznat kao transformisuci protein p21, je jedan od
enzima sa GTP-aznom aktivno$cu (pripada grupi takozvanih G-proteina) lociran na
unutrasnjoj strani plazma membrane. On ima ulogu u transdukciji
ekstracelularnog mitogenog signala sa transmembranskih receptora HER familije.
Vezivanjem GTP nukleotida za sebe, ovaj protein prelazi u konformaciono aktivno
stanje i aktivira nizvodne proteine, najces¢e Raf, MAP i ERK kinaze i preko njih
prenosi signale do transkricionih faktora (c-myc, c-Jun i c-Fos) (Daum i sar. 1994;
Khosravi-Far i sar. 1998). Na taj nac¢in H-Ras protein ostvaruje svoju vaznu ulogu u
kontroli celijske proliferacije, rasta i diferencijacije. Fosforilacijom Raf kinaze sam
Ras protein prelazi u konformaciono neaktivno stanje, hidrolizom vezanog GTP-a u
GDP od strane GAP (engl. GTP-ase activating protein). Zatim se aktivno$¢u GEF
(engl. guanine nucleotide exchange factors) vrsi izmena GDP sa GTP nukleotidom
(s obzirom da je desetostruko zastupljeniji u celiji, GTP se vezuje sa veéim
afinitetom) i H-ras protein ponovo prelazi u svoju aktivnu konformaciju (Buday i

Downward 1993) (Slika 10).
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Slika 10:Petlja izmene Ras proteina u Cetiri koraka, izmedu neaktivne forme sa
vezanim GDP i aktivne forme sa vezanim GTP molekulom (preuzeto iz: Lodish H,
Berk A, Zipursky SL, et al. Molecular Cell Biology. Section 20.4, Receptor Tyrosine

Kinases and Ras. 4th edition. 2000. New York. W. H. Freeman, ed.)

U aktivnom, GTP-vezanom stanju, Ras protein interaguje sa razli¢itim
efektornim proteinima, stimuliSu¢i njihovu kataliticku aktivnost. Jedna od najcesc¢e
aktiviranih kaskada je ona u kojoj Raf protein kinaze iniciraju mitogen-aktivirani
protein (MAP), Sto vodi aktivaciji ERK (engl. extracellular regulated kinase). Ova
kinaza ima mnogobrojne suptstrate u citoplazmi i nukleusu, ukljucujuci
transkripcione faktore (npr. ELK1 koji reguliSe progresiju celijskog ciklusa).
Fosfoinozitol-3-kinaza tip 1 (PI3K) generise sekundarne lipidne glasnike, kao Sto je
fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfat, koji aktivira brojne ciljne proteine, ukljucujuci
signalnu kaskadu celijskog prezivljavanja oznacenu kao AKT/PKB. RALGDS
proteini su faktori izmene guaninskih nukleotida (GEF, engl. guanine nucleotide

exchange factors) za RAL, protein povezan sa Ras proteinom. Fosfolipaza C epsilon
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(PLCe) katalizuje hidrolizu fosfatidilinozitol-4,5-difosfata na diacilglicerol i inozitol
trifosfat, Sto rezultuje aktivacijom protein kinaze C (PKC) i mobilizacijom kalcijuma

iz unutarcelijskih rezervi (Slika 11).

Mature Reviews | Cancer

Slika 11: Efektorski molekuli Ras signalnog puta i krajnje konsekvence na

¢elijskom nivou; preuzeto:(Downward 2003)

Gen koji kodira H-Ras protein, H-ras gen, lociran je na kratkom kraku
hromozoma 11 (pozicija 15.5). H-ras gen pripada ras familiji gena, koju osim njega
¢ine joS K-ras i N-ras gen, locirani na hromozomima 12 i 1 (Barbacid 1987). Ova tri
gena kodiraju Cetiri sli¢na proteina (H-Ras, K-Ras4A, K-Ras4B i N-Ras). Prvih 85
aminokiselina su identi¢ne kod sve cetiri forme Ras proteina. U ovom regionu leZe
efektor vezujué¢i domeni, mesta vezivanja svih ciljnih molekula Ras proteina.
Slede¢ih 80 aminokiselina pokazuje 85% homologije izmedu Ras proteinskih
izoformi. C-terminalni region predstavlja hipervarijabilni region, startuje od 165
aminoKiseline i ne pokazuje slicnost izmedu razliCitih izoformi Ras proteina.
[zuzetak je Cys186-A-X-COOH C-terminalni motiv, koji usmerava post-translacionu
obradu i omogucéava asocijaciju Ras protein sa unutra$njom stranom plazma
membrane. Osim njega, joS cetiri nekontinuirana domena neophodna su za
normalnu funkciju Ras proteina: region od 5-63, 77-92, 109-123 i 139-165
aminokiseline (Barbacid 1987) .
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Osnovni mehanizam aktivacije gena iz familije ras je tackastim mutacijama,
koje u slucaju H-ras gena ,pogadaju“ kodon 12, 13 ili (Bos 1989). Mutacije na
kodonima 12 i 13 povecavaju afinitet GTP vezujuceg mesta ka GTP-u, dok mutacije
na kodonu 61 uglavnom sprecavaju GTP-aznu aktivnost, odnosno vezivanje GAP-a.
Neke od redih mutacija se deSavaju na kodonima 28, 116 do 119, zatim 144 i 146 i
uglavnom za posledicu imaju niZi afinitet Ras proteina prema GDP-u u odnosu na
GTP (Walter i sar. 1986; Reinstein i sar. 1991). Mutacije u efektornim regionima,
od 35-39 u aminokiselinskom nizu, odraZavaju se na konformaciju p21 proteina u
GTP vezuju¢em mestu, a samim tim i na smanjen afinitet GAP-a (Adari i sar. 1988).
Bez obzira da li se radi o onkogenim mutacijama koje onemogucavaju hidrolizu
GTP-a, vezivanje GAP-a ili efektornim mutacijama, posledice su iste. Mutacije
dovode do promena aminokiselinskog sastava Ras proteina, odnosno njegove
konformacije, pa on u tako izmenjenom obliku formira stabilan kompleks sa GTP-
om, odnosno zadrZava se trajno u aktivhom stanju, iniciraju¢i i prenoseci

konstantni mitogeni signal.

1.3.2. Tumor supresorski geni

Tumor supresorski geni - TSG (antionkogeni) su geni ¢ije su osnovne
funkcije regulacija ¢elijskog ciklusa, kontrola proliferacije i diferencijacije i
oc¢uvanje stabilnosti genoma. Odsustvom ekspresije TSG naruSena je kontrola
¢elijskog ciklusa, Sto za posledicu ima akumuliranje lezija iz ciklusa u ciklus,
odnosno opsStu genomsku nestabilnost $to je osnovna karakteristika tumorske
Celije. Takode, u odsustvu produkata tumor supresorskih gena, izostace prirodan
odgovor celije na nakupljanje genomskih oStecenja, odnosno ne aktivira se

programirana Celijska smrt (apoptoza).

Gubitak ili inaktivacija tumor supresorskih gena pokazali su se mozda cak
kao vazniji dogadaji od aktivacije proto-onkogena u procesu neoplasticne

transformacije Celija i nastanku tumora.
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Na osnovu funkcije proteinskog produkta, tumor supresorski geni mogu biti:

e regulatori Celijskog ciklusa

regulatori signalne transdukcije

e geni koji uCestvuju u meducelijskim interakcijama i interakciji Celije i
matriksa

e regulatori programirane celijske smrti

e ‘“citoskeletni” geni

e neklasifikovani, sa do sada nepoznatom funkcijom u ¢eliji

Brojni su i raznovrsni molekularni mehanizmi koji vode inaktivaciji TSG, ali mogu
se grubo podeliti na:

e tackaste mutacije,

e delecije,

e vezivanje virusnih onkogenih proteina,

e epigeneticke promene, i dr.

Za razliku od proto-onkogena koji se aktiviraju po dominantnom principu,
do inaktivacije tumor supresorskih gena dolazi usled molekularnih promena na
oba alela - fenomen koji je u molekularnoj genetici poznat kao Knudson-ova ,two-
hit“ hipoteza. Svoj transformisuci potencijal TSG sticu po recesivnom principu. Do
gubitka funkcionalnog prvog alela (engl. first hit) uglavnom dolazi kao posledica
tackaste mutacije, dok se gubitak funkcije drugog alela (engl. second hit) pripisuje
drugoj tackastoj mutaciji. ,Second hit“ ili druga greska Cesto moZe da bude gubitak
dela hromozoma koji sadrzi i TSG, drugim rec¢ima dogada se da bude deletiran ceo

gen Sto vodi pojavi ,loss of heterozigosity“ odnosno gubitku heterozigotnosti.
Jedan od izuzetaka od ovog pravila je TP53, poSto mutacije u ovom genu

funkcioniSu po tzv. ,dominantno negativhom“ principu, odnosno prisustvo

mutiranog p53 proteina moZe blokirati funkciju nemutirane, normalne kopije.
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U poslednje vreme velika paZnja usmerena je na epigeneticke promene i
njihovu ulogu u neoplasticnoj transformaciji. Generalno je prihvaceno stanoviste
da do nastanka tumora dolazi kada se narusi funkcija gena koji promovisu ili
inhibiraju rast celije ili njeno preZivljavanje, bilo genetickim bilo epigenetickim
mehanizmima. Ove promene se nagomilavaju tokom Zivota i sinergistickim
delovanjem vode gubitku kontrole nad celijskim rastom i pojavi kancera. Uloga
epigenetickih promena u procesu nastanka tumora podjednako je vaZna koliko i

uloga genetickih mutacija (Novak 2004) (slika 12).

gubitak prrog alela gubitak drugog alela
engl. "first hit" engl. "recond hit"

a)
Pyq P4
oo’
b) X =mutacija
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@ & =metilacija
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Slika 12: Razli¢iti mehanizmi inaktivacije TSG a) originalna Knudson-ova
»two-hit“ hipoteza po kojoj se inaktivacija deSava mutacijama/delecijom na oba
alela; b) drugi molekularni dogadaj koji prvu mutaciju dovodi u hemizigotno stanje
je metilacija; c) kod individue koja je nasledila epimutaciju, druga epimutacija
dovodi do gubitka funkcije TSG (preuzeto: Mossman and Scott Hereditary Cancer in
Clinical Practice 2006 4:75-80, modifikovano)

U epigeneticke promene ubrajaju se DNK metilacija, histonske modifikacije,

kao i promene na nivou mikroRNK koja je odgovorna za kontrolu transkripcione
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aktivnosti mnogih gena. Pokazano je da je Cest mehanizam inaktivacije TSG

metilacija njegovog promotora.

DNK metilacija predstavlja vezivanje metil grupe (CH3-) na poziciju 5
unutar citozinskog nukleotida. Kod sisara to se dogada skoro iskljuc¢ivo na
citozinima koji se nalaze uz guanin (CpG) u DNK sekvenci. Ve¢ina tih takozvanih
CpG ostrva rastrkanih u kodiraju¢im, ali i u intronskim sekvencama u genomu
coveka, su metilovana. Obrasci DNK metilacije podlezu izuzetno velikim
promenama tokom nastanka i progresije tumora. Ukupna koli¢ina metilovanih

citozina obi¢no se smanjuje Sto rezultuje globalnom hipometilacijom.

VaZan izuzetak od pravila da su CpG ostrva rastrkana po genomu i
metilovana su mesta pocetka transkripcije odnosno promotori tumor supresorskih
gena, u kojima se mogu naci desetine ili stotine CpG ostrva. Citozini u njima su
obi¢no nemetilovani i manje podloZni selekcionom pritisku (jer su manje podloZni
mutacionim dogadajima od metilovanih). Odrzavanjem ovih CpG ostrva u
nemetilovanoj formi, ¢elija odrZava normalnu i neometanu ekspresiju ovih gena
koji su ukljuceni u kontrolu ¢elijskog rasta i diferencijacije, Celijskog ciklusa i
apoptoze. Medutim, za Celije tumora karakteristi¢na je hipermetilacija ovih CpG
ostrva u promotorskim regionima TSG ili u njihovoj neposrednoj blizini i
posledi¢na inaktivacija TSG (Jones i Baylin 2002; Jones i Baylin 2007) . Tako su ovi
geni trajno ,utiSani“, jer se ovako steena promena nakon mitoze odrzava i u

tumorskom c¢elijskom klonu.

MoZda najbolja ilustracija kako metilacija CpG ostrva moZe imati iste
posledice kao inaktiviraju¢e mutacije tumor supresorskih gena su studije na
genima Rb1 (Sakai i sar. 1991), p16 (Myohdanen i sar. 1998) i hMLH1 (Kane i sar.
1997). Svaki od ovih gena moze biti inaktiviran DNK metilacijom ili mutacijama sa

podjednakom Sansom da dovedu do nastanka tumora.
U genetickim studijama malignih i benignih tumora glave i vrata posebna

pazZnja posvecena je inaktivaciji TP53 gena, zbog jako velikog broja funkcija koje

njegov proteinski produkt obavlja u celiji. Literaturni podaci o njegovoj ulozi u
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patogenezi pleomorfnih adenoma nisu jasno ni potvrdili ni opovrgli njegov znacaj
u ovom procesu. Takode, kao jedan od regulatora njegove aktivnosti, koji podleze
epigenetickoj regulaciji (metilacijom promotora), pI4 mogao bi biti jedan od
vaznih TSG u neoplasti¢noj transformaciji. p16 tumor supresorski gen cCesto je
ispitivan i impliciran kao vaZan regulator do c¢ije inaktivacije hipermetilacijom
promotora dolazi u benignim i malignim tumorima glave i vrata, izmedu ostalog i

zbog funkcionalne povezanosti sa HER-2/H-ras/c-myc signalnom kaskadom.

1.3.2.1. TP53

TP53 (od engl. tumor protein 53) je jedan od najbolje proucenih tumor
supresorskih gena uklju¢enih u nastanak neoplazija coveka (Ruddon 2007).
Poznato je da je TP53 gen jedan od najceS¢e mutiranih gena u tumorima. TP53
funkcionise kao potentni tumor supresorski gen, odnosno vazan je u prevenciji
nastanka i progresije tumora (Ko i Prives 1996; Bray i sar. 1998; Prives i Hall
1999).

TP53 gen, koji kodira za p53 protein, lociran je na kratkom kraku
hromozoma 17, na poziciji 13.1 (Isobe i sar. 1986). Gen se sastoji od 11 egzona i 10

intronskih sekvenci, s tim Sto je egzon 1 nekodirajuci (Slika 13).
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Slika 13: Strukturna organizacija TP53 gena (Preuzeto: http://www.stjude.org/
stjude/v/index.jsp?vgnextoid=ed17ca796f775310VgnVCM100000290115acRCRD
&vgnextchannel=d645ff98a6775310VgnVCM100000290115acRCRD,

modifikovano)
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P53 protein sastoji se od 393 aminokiseline i poseduje 5 specificnih

funkcionalnih domena (Slika 14):

N — n i H H —c
1-428K  43-92AK 101-306AK 307-355AK 356-393AK
N-terminalni domen centralni domen C-terminalni domen

- tetramerizacija

DNK vezujuci domen

Slika 14: Struktura p53 proteina i njegovi funkcionalni domeni

1. Amino terminalni deo od 1-42 amino Kkiseline (AK), sadrzZi kiseli transaktivacioni
domen (AD1) i MDM2 vezujucée mesto.

2. Region od 40-92 AK, sadrzi niz ponovljenih prolinskih ostataka, kao i drugi
transaktivacioni domen (AD2);

3. Centralni region od 101-306 AK, sadrzi DNK vezuju¢i domen. 90% svih mutacija
u TP53 genu koje se javljaju u kancerima kod ¢oveka, a koje dovode do inaktivacije
proteinskog produkta, nalazi se u ovom regionu. Ve¢ina ovih mutacija
onemogucava vezivanje proteina za ciljnu DNK sekvencu i sprecava transkripcionu
aktivaciju tih gena.

4. Oligomerizacioni domen (307-355 AK, TET), sadrzi (3-lanac koji interaguje sa
drugim p53 monomerom formiraju¢i dimer, dok a-lanac omogucava dimerizaciju
dva p53 Cime se dobija aktivha forma tetramera koja moZe da indukuje
zaustavljanje Celijskog rasta ili apoptozu.

5. Karboksilni kraj p53 proteina, od 356-393 AK, sadrZi tri jedarna lokalizaciona
signala i nespecificni DNK vezuju¢i domen koji se vezuje za oStecenu DNK. Ovaj

region je ukljuCen u nizvodnu regulaciju vezivanja centralnog domena za DNK.
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p53 se aktivira u odgovoru na mnostvo razliCitih tipova stresa (Slika 15),
koji mogu ukljucivati DNK oStecenje indukovano UV zraCenjem ili hemijskim
agensima, zatim oksidativni stres, osmotski Sok, deregulaciju ekspresije onkogena
itd. Latentna forma se u aktivhu prevodi fosforilacijom, acetilacijom ili
glikozilacijom C-terminalnog domena (Sakaguchi i sar. 1998). Fosforilaciju
katalizuju S i G2/M ciklin-zavisne kinaze koje uti¢u na odabir ciljne sekvence na
DNK za koju ¢e se vezati p53 ¢ime moduliraju aktivaciju njegovog ciljnog gena
(Rodier i sar. 2007). Protein kinaze koje fosforiliSu aminokiseline u okviru N-
terminusa mogu se podeliti u dve grupe. Prva grupa protein kinaza pripada MAPK
familiji (JNK1-3, ERK, p38 MAPK) za koju se zna da odgovara na nekoliko razli¢itih
tipova stresa, kao Sto je oStecenje Celijske membrane ili osmotski Sok, oksidativni
stres i dr. Druga grupa protein kinaza (ATR, ATM, CHK1 i CHK2, DNA-PK, CAK) je
uklju¢ena u molekularnu kaskadu koja detektuje i odgovara na nekoliko tipova
DNK oStecenja prouzrokovanih genotoksi¢nim stresom (Kaelin 1999; Barzilai i
Yamamoto 2004). Onkogeni takode mogu stimulisati aktivnost TP53, posredstvom
proteina p14ARF (eng. Alternate Reading Frame) koji interaguje sa MDM?2, ¢ime ga

inaktivira i omogucava aktivaciju TP53.
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Slika 15: p53 se aktivira u odgovoru na neki od signala stresa i regulator je
(pozitivni ili negativni) Sirokog spektra mogucih cCelijskih odgovora koji doprinose

supresiji tumora; preuzeto: (Bieging i Attardi 2012).

p53 protein svoju antiproliferativnu ulogu obavlja kroz kontrolu
transkripcije razlicitih ciljnih gena i kroz brojne protein-protein interakcije. PoSto
je jedan od vaznih regulatora Ccelijskog ciklusa i kontrolora koji sprecava
nagomilavanje mutacija, Cesto se naziva ,uvarem genoma“ (Rodier i sar. 2007).
Generalno je prihvaceno stanoviste da se tumor supresorska funkcija p53 proteina
ostvaruje putem niza mehanizama: blokira ¢elijsku deobu na prelazu iz G1 u S fazu
¢elijskog ciklusa, stimuliSe popravku oStecenja DNK i indukuje apoptozu. Naime,
ako je molekul DNK osteéen, dolazi do akumulacije p53 proteina i zaustavlja se
replikacija i celijska deoba dok se ne ispravi DNK oste¢enje. Ako su mehanizmi
ispravke neuspesni, p53 inicira apoptozu, a konacni rezultat je Celijska smrt.
Medutim, ukoliko izostaje p53 protein ili je izmenjen i nefunkcionalan kao
posledica mutacije, Celija nastavlja deobu, odnosno replikaciju lezije na DNK.
Ovakve celije su geneticki nestabilne, akumuliraju mutacije i dovode do
transformacije Celije u potencijalno malignu, Sto se ogleda u progresiji tumora

(Frebourg i sar. 1992; Rodier i sar. 2007).
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Osim Sto svojim transaktiviraju¢im dejstvom p53 protein stimuliSe sintezu
inhibitora ¢elijskog ciklusa u G1 fazi (P21%af1 i Gadd45), on moZe zaustaviti Celiju i
u G2 fazi, aktiviraju¢i inhibitore ove faze (14-3-3sigma i Reprimo proteina)

(Hermeking i sar. 1997; Ohki i sar. 2000).

Protein p53 u fizioloSkim uslovima ima veoma kratak poluzivot (4-5
minuta) i teSko ga je detektovati u normalnom tkivu. Medutim, u odgovoru na stres
biva stabilizovan fosforilacijom N-terminusa (Giaccia i Kastan 1998). Ovom post-
translacionom modifikacijom vreme poluzivota stabilizovanog p53 proteina
produzava se na nekoliko ¢asova. Mutirane forme p53 proteina su znacajno
stabilnije, sa vremenom poluZivota od 6 ¢asova. U normalnim ¢elijama p53 protein
se odrZava na niskom nivou kroz neprekidnu degradaciju. Nekoliko gena i njihovih
produkata ukljuceno je u negativnu regulaciju aktivnosti p53, izmedu ostalih i
Mdm2 gen. Proteinski produkt MdmZ2 gena se vezuje za p53 protein preko AD1
domena i tako blokira p53 transaktivacionu, odnosno transkripcionu aktivnost.
Osim toga, vezivanje MDM2 proteina za p53 protein ogovorno je za transport p53
proteina iz jedra u citoplazmu gde dolazi do njegove degradacije (Leri i sar. 1999).
Sto se ti¢e pozitivne regulacije p53 ekspresije, povecana ekspresija razli¢itih
onkogena, dejstvo citotoksi¢nih agenasa, jonizujuce zracenje i UV zracenje, ali i
hipoksija, citokini, faktori rasta, dejstvo NO, nefunkcionalno deobno vreteno i drugi

faktori mogu dovesti do njegove aktivacije (Gambino i sar. 2013).

[strazivanja su pokazala da je za gubitak funkcije TP53 tumor supresorskog
gena dovoljna jedna mutacija. Naime, mutirani polipetid kroz dimerizaciju sa
normalnim daje nefunkcionalne tetramerne forme p53 proteina. Dakle, dovoljan je
samo jedan mutirani TP53 gena, koji daje mutiranu formu p53 proteina, jer on ima
dominantan negativni efekat na divlju formu p53 proteina u hetero-oligomernom

kompleksu (Joers i sar. 1998).

Studije u kojima je ispitan mutacioni spektar u ¢itavoj kodirajucoj sekvenci
TP53 gena kod razlicitih tipova tumora, pokazale su da se preko 80% mutacija
grupiSe izmedu kodona 125 i 300, Sto odgovara uglavnom DNK vezujuéim

regionima izmedu egzona 5 i 8. Vec¢ina mutacija su ,missense“. S druge strane,
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izvan ovog regiona veCina mutacija su ,nonsense” ili ,frameshift” (Olivier i sar.

2010).

Nemaju sve mutacije isti efekat, ali ipak vedina u potpunosti naruSava
uobicajenu funkcionalnost p53 proteina i favorizovane su tokom procesa
tumorigeneze. p53 mutanti mogu biti ili tzv. ,kontaktni“ ili tzv. ,konformacijski“.
Dok prvi dovode do gubitka sposobnosti vezivanja p53 proteina za promotore
ciljnih gena, drugi onemogucavaju zauzimanje aktivne konformacije p53 proteina

(Freed-Pastor i Prives 2012).

Osim tackastih mutacija u nekom od kodiraju¢ih egzona, moguce je da do
gubitka funkcije ovog tumor supresorskog gena dode i na uobicajeni nacin,
gubitkom heterozigotnosti (LOH), pri ¢emu cesto dolazi do delecije nemutiranog
alela. Do inaktivacije TP53 gena moZe do¢i i epimutacijama, posto je u tumorskim
Celijama Cesta hipermetilacija CpG dinukleotida u promotorskom regionu ovog

gena.
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1.3.2.2. CDKNZ2A lokus

CDKNZA lokus (takode poznat kao INK4/ARF lokus) lokalizovan je na
kratkom kraku hromozoma 9 na poziciji 21.3. Sa ovog lokusa prepisuje se nekoliko
transkripcionih varijanti koje se razlikuju u prvom egzonu. Postoje barem tri
varijante dobijene alternativnim iskrajanjem (engl. splicing), a koje kodiraju
razli¢ite proteine (p16, p1l5 i p14). Od toga, prva dva su strukturno srodne
izoforme, inhibitori ciklin zavisne kinaze 4 (CDK4) i ciklin zavisne kinaze 6 (CDK6).
Preostali transkript ukljuCuje zasebni egzon 1, lokalizovan 20 kb uzvodno od
ostatka gena; ovaj transkript, poznat kao pI44RF ili samo p14, podrazumeva
izmenjeni otvoreni okvir Citanja (engl. alternate open reading frame (ARF) koji
daje protein strukturno nesrodan preostalim transkriptima. p14ARF protein
funkcionise kao stabilizator tumor supresorskog proteina p53, kroz interakciju i
inhibiciju Mdm2 proteina, odgovornog za degradaciju p53 proteina. Informacione
RNK sa kojih se prevode p16 i p14 proteini se sastoje od po 3 egzona. Egzoni 2 i 3
su im zajednicki, ali postoje dva razli¢ita transkripta egzona 1, varijante a i .
Egzon 13 (E1p) se poziciono nalazi izmedu tandemskih gena za p16 (INK4a) i p15
(INK4b). Tako su egzoni 1a i 1 veoma sli¢ni u pogledu sastava i duZine, startni
kodon (5" AUG) egzona 1 ima svoj promotor i otvara izmenjeni okvir ¢itanja
egzona 2 (odatle ARF u nazivu p144RF). Egzon 3 p14 se ne prevodi u protein, pa bez
obzira na preklapanje kodiraju¢ih regiona, p16 i pl4 proteini imaju razli¢ite

aminokiselinske sastave i razlicite funkcije (Slika 16).
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Slika 16: Prikaz CDKN2A (INK4/ARF) lokusa. Kodirajuéi egzoni su prikazani narandZasto
(p15), plavo (p14) i zeleno (p16), pri Cemu su egzoni 2 i 3 zajednicki za p14 i pl6
(prikazano kombinacijom boja). Crvenom bojom oznacena je duga intragenska
nekodirajuta RNK (oznaCena kao ANRIL ili CDKNZBAS), ona se transkribuje sa
neidentifikovanog promotorskog elementa u neposrednoj blizini E1, u antisens smeru u
odnosu na INK4 i ARF transkripte. ANRIL transkripti se isecaju i potencijalni egzoni su
prikazani crvenim Kkolonicama. (preuzeto: Sherr, C. J. 2012. Wiley Interdisciplinary
Reviews: Developmental Biology 1:731-741. © 2012 John Wiley & Sons, Ltd./Inc,

modifikovano).

Uprkos strukturnim i funkcionalnim razlikama, izoforme CDK inhibitora
(p16ip15)ipl4 (ARF) produkt dele zajedni¢ku funkcionalnost u kontroli ¢elijske
deobe, zbog regulatornih uloga koje imaju CDK4 i p53 u progresiji G1 faze ¢elijskog
ciklusa (Slika 17). p16 inhibira proliferaciju indirektno omogucavaju¢i Rb proteinu
da ostane u vezi sa E2F transkripcionim faktorima. p14 je ukljucen u aktivaciju p53
kroz inhibiciju Mdm2. Mdm?2 se vezuje za p53, inhibirajuéi njegovu transkripcionu
aktivnost. Takode Mdm?2 deluje kao ubikvitin ligaza, dajuci signal za transport p53
iz nukleusa u citoplazmu, gde dolazi do njegove degradacije. Delujuc¢i kao
antagonist Mdm2, ARF omogucava transkripcionu aktivnost p53 koja vodi
zaustavljanju Celijskog ciklusa i apoptozi. Stoga, gubitak ARF ili p53 daje

aberantnoj Celiji mogucnost da prezivi (Sherr 2006b).
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Slika 17: Veza dva signalna puta kontrole ¢elijskog ciklusa (TP53/MDMZ2/p14ARF j
CDK4/p16/Nk4/Rb1); preuzeto (http://scielo.isciii.es/scielo.php?pid=S1130-
14732007000500001&script=sci_arttext).
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LOH (gubitak heterozigotnosti) na CDN2A lokusu je proces koji je impliciran
u nastanku velikog broja razli¢itih tumora (Kishi i sar. 2005). Kao Sto je vec¢ receno,
viSe mehanizama vodi gubitku heterozigotnosti, a u slucaju ovog lokusa najceSce

su u pitanju homozigotna delecija ili hipermetilacija promotora.

1.3.2.2.1. p16 gen

p16 gen kodira p16NK4a protein (p16, poznat i kao inhibitor ciklin zavisne
kinaze 2A), tumor supresorski protein koji je ime dobio po svojoj molekulskoj
tezini i funkciji u inhibiciji CDK4/6. CDK4/6 tokom celijske deobe (u kasnoj G1
fazi) vezuju ciklin D i formiraju aktivni proteinski kompleks koji fosforilise
retinoblastoma protein (pRB). Ovako fosforilisan pRB se oslobada iz kompleksa sa
transkripcionim faktorom E2F, ¢ime njega prevodi u formu koja moZe iz
citoplazme da ude u nukleus, gde stimuliSe transkripciju gena odgovornih za prelaz
iz G1 u S fazu, odnosno gena ukljucenih u replikaciju DNK (Sherr 2001). p16 svoju

funkciju tumor supresora ostvaruje vezivanjem za ciklin zavisnu kinazu (CDK4/6),
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¢ime sprecava interakciju sa ciklinom D. Ovo kao krajnju konsekvencu ima
inhibiciju transkripcionih faktora, kao Sto je E2F1 na primer, i obustavljanje
Celijske proliferacije (Slika 18). Na ovaj nacin, DNK oSteCenje ne moZe da se
prenese na potomacke Celije i ovi defekti postaju signal Celiji da ude u proces

programirane Celijske smrti.
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Slika 18: Uloga Rb proteina u regulaciji ¢elijskog ciklusa (Preuzeto: S Munro, S M
Carr and N B La Thangue: Diversity within the pRb pathway: is there a code of
conduct? Oncogene 31, 4343-4352 (4 October 2012), modifikovano)

Hipermetilacija promotora tumor supresorskih gena je proces koji je Cesto
opisan kao jedan od osnovnih mehanizama ukljucenih u tumorigenezu. Regulacija
ekspresije p16 gena je kompleksna i ukljucuje interakciju nekoliko transkripcionih
faktora, kao i nekoliko proteina uklju¢enih u epigeneticku modifikaciju kroz

metilaciju i represiju promotorskog regiona.

Aktuelni pravac u istazivanjima uloge p16 gena je njegova identifikacija kao
prognostickog biomarkera u razli¢itim kancerima. Sve veci broj studija pokazuje
koliki je znacaj inaktivacije ovog gena putem hipermetilacije u kancerima glave i

vrata (Shaw i sar. 2006; Demokan i sar. 2012; Xu i sar. 2012). Takode, sve je viSe
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dokaza o ulozi hipermetilacije pI16 promotora u patogenezi neoplazija pljuvacnih
zlezda (Nishimine i sar. 2003; Augello i sar. 2006; Guo i sar. 2007; Schache i sar.
2010; Hu i sar. 2011). Ovaj vid epigeneticke promene vodi gubitku funkcije tumor
supresorskog gena kroz jedan od dva moguca mehanizma. Metilacija moZe fizicki
da onemoguci transkripciju sa gena ili pak vodi regrutovanju proteina koji vrse
represiju transkripcije. Oba mehanizma vode istom krajnjem ishodu - smanjenje

genske ekspresije koja vodi smanjenom nivou p16 proteina.

1.3.2.2.2. p14 gen

pl14 gen kodira za pl4 protein, molekulske tezine 14kDa i duZine 132
aminokiseline. U pitanju je transkripcioni produkt CDKNZA lokusa sa drugim
okvirom citanja (engl. alternate reading frame, ARF). Do indukcije p14ARF dolazi u
odgovoru na povecanu mitogenu stimulaciju, kao $to su aberantni signali poreklom
od Myc ili Ras proteina (Abida i Gu 2008). Predominantno se akumulira u
nukleolusu gde formira stabilne komplekse sa NPM ili Mdm2. Ove interakcije
omogucavaju mu da vrsi ulogu tumor supresora kroz inhibiciju biosinteze
ribozoma ili inicijacijom p53-zavisnog zastoja celijskog ciklusa i apoptoze (Sherr
2006a). Nekoliko mehanizama regulacije Mdm2 je opisano. Jedan od njih je
fosforilacija Mdm2 proteina, koja se odvija na visSe mesta u ¢eliji. U odgovoru na
DNK ostecenja ili drugi oblik Celijskog stresa, fosforilacija Mdm2 vodi promenama
proteinske funkcije i stabilizaciji p53. Osim toga, fosforilacija nekih AK ostataka
unutar centralnog domena Mdm2 moZe stimulisati njegovu sposobnost
targetovanja p53 za degradaciju. Indukcija pl4 proteina je joS jedan od
mehanizama negativne regulacije p53-Mdm2 interakcije. p53, Mdm2 i pl4
formiraju autoregulatornu povratnu spregu da bi strogo regulisali ekspresiju i
aktivnost p53. pl4 direktno interaguje sa MdmZ2 i onemogucava njegovu
produktivnu interakciju sa p53, Sto vodi povecanom p53 posredovanom
transkripcionom odgovoru. p14 moZe da se aktivira u odgovoru na aberantne
onkogene faktore kao Sto je npr. c-myc. NaruSavanje p14/Mdm2/p53 signalizacije

je Cesto kod kancera. p14 moze ispoljiti i p53 nezavisnu tumor supresorsku
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aktivnost direktnim vezivanjem i inhibicijom aktivnosti c-myc i MYCN proteina. I
TP53 1 MdmZ2 su ciljni geni za MYCN. Mdm?2 kontroliSe stabilnost i translaciju MYCN

iRNK, na taj nacin formirajuci pozitivnu povratnu spregu (Slika 19).
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Slika 19: MYC proteini (c-Myc [ MYCN) i p53/Mdm2/p144RF signalni put.
Preuzeto (Chen L. and Tweddle D.A. p53, SKP2, and DKK3 as MYCN target genes

and their potential therapeutic significance. Front. Oncol., 28 November 2012).

Funkcija p14 pre svega se vezuje za MDM2/p53 kompleks. Medutim, p14
ima i ulogu inhibicije ¢elijske proliferacije u ¢elijama koje nemaju funkcionalni p53
ili p53 i Mdm2, a jedna od njih podrazumeva vezivanje za nukleofozmin (NPM).
(Bertwistle i sar. 2004). NPM je ribozomski Saperon protein, a p14 u kompleksu sa
njim, inhibira obradu rRNK, onemogucavajuci formiranje funkcionalnog ribozoma.
[ako se smatra da je indukcija p14 u odgovoru na onkogene signale primarni,
najznacajniji mehanizam, nizak nivo p14 ekspresije uocCen je u ¢elijama u interfazi i

ima znacajnu ulogu u kontroli Celijskog rasta. Stoga, uloga baznog nivoa p14 u
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NPM/p14 kompleksu je izgleda da nadgleda proces biogeneze ribozoma i Celijskog

rasta nezavisno od prevencije proliferacije (Apicelli i sar. 2008).
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2. CILJEVI
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Predmet doktorske disertacije je analiza promena u genima HER-2, c-myc, H-ras i
TP53, kao i stepena metilacije promotora p16 i p14 gena u pleomorfnim adenomima
parotidnih pljuva¢nih Zlezda, kao i povezanosti promena na molekularnom nivou sa
anamnestickim i klinickim parametrima, tokom i ishodom bolesti. 1z ovoga proisti¢u

slede¢i zadaci istraZivanja:

e Utvrdivanje ucestalosti prisustva amplifikacije HER-Z i c-myc onkogena.

e Utvrdivanje ucestalosti i tipa mutacija u H-ras onkogenu i TP53 tumor
supresorskom genu.

e Utvrdivanje stepena metilacije promotora p16 i p14 tumor supresorskih
gena.

e Utvrdivanje povezanosti genetickih i epigenetickih promena sa
anamnesti¢kim parametrima.

e Utvrdivanje povezanosti geneti¢kih i epigenetickih promena sa klinickim
parametrima.

e Utvrdivanje povezanosti genetickih i epigenetickih promena sa

transformacijom pleomorfnog adenoma u karcinom.

HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Prisustvo specificnih mutacija u ispitivanim genima (HER-2, c-myc, H-ras i
TP53) i/ili uvecana stopa metilacije promotora p16 i p14 gena moze da se dovede u
vezu sa nastankom pleomorfnog adenoma parotidne pljuvacne Zlezde i njegovom
malignom transformacijom. Takode, prisustvo odredenih genetickih i/ili

epigenetickih promena potencijalno moze da posluzi kao prediktor ishoda bolesti.
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3. PACIJENTI, MATERIJAL I METODE
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Ova studija je odobrena od strane Etickog komiteta StomatoloSkog fakulteta

Univerziteta u Beogradu (broj odobrenja 26/22, od 14.04.2014. godine).

3.1. PACIJENTI I BIOLOSKI MATERIJAL

U eksperimentalnom radu koriS¢ena je genomska DNK pacijenata le¢enih na
Klinici za Maksilofacijalnu hirurgiju StomatoloSkog fakulteta Univerziteta u
Beogradu u periodu izmedu 2000-te i 2011-te godine, izolovana iz parafinskih
kalupa iz arhiva Laboratorije za patologiju Stomatoloskog fakulteta.

Molekularno geneticko istrazivanje sprovedeno je u Laboratoriji za humanu
genetiku Stomatoloskog fakulteta. Prva eksperimentalna grupa obuhvatila je
uzorke 60 pacijenata, 11 muskaraca i 49 Zena, starosti od 13 do 73, (prosecna
starost 44.77+14.45 godina, medijana 45.50 godina) sa dijagnozom pleomorfnog
adenoma parotidnih Zlezda. Drugu grupu cinilo je 12 uzoraka karcinoma u
pleomorfnom adenomu. Svi uzorci obuhvaceni ovom studijom bili su prethodno

patohistoloski okarakterisani.

3.2. METODE

3.2.1.1zolacija DNK iz parafinskih kalupa tumorskog tkiva

Genomska DNK je izolovana iz isecaka tumorskog tkiva fiksiranog u
formalinu i ukalupljenog u parafinu (FFPE, engl. formalin fixed paraffin
embedded), metodom koja se zasniva na hemijskoj lizi ¢elija i prevodenju DNK u
vodenu fazu, uz hemijsko uklanjanje proteina i RNK.

[zolacija DNK iz 3-5 listica debljine 5 um tumorskog tkiva ukalupljenog u
parafinu izvedena je na sledeci nacin:

Doda se 1 ml ksilola i mucka na vorteksu 30 min, a zatim centrifugira kratko
na 13000 obrtaja. Supernatant se odbaci. Dodaje se 1 ml apsolutnog etanola,
vorteksuje nekoliko minuta, centrifugira kratko na 13000 obrtaja i odbaci

supernatant. Ova dva koraka ponove se po potrebi, dok se ne ukloni sav parafin iz
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uzorka. Nakon zavrsSenih ispiranja, uzorak se ostavi u termostatu da ispari etanol.
Naliva se digestivni TNE pufer u promenljivoj zapremini, zavisno od kolicine tkiva
(100 mM NacCl, 10 mM TRIS HCI pH 8.0, 25 mM EDTA), proteinaza K (10 mg/ml) i
10% SDS (na 100 pl TNE pufera dodaje se 2 pl proteinaze Ki 10 ul SDS-a). Ostavi se
u vodenom kupatilu na 37 °C preko no¢i.

Narednog dana dodaje se isti volumen smesSe fenol/hloroform (u odnosu
1:1) i mucka blago da rastvor bude homogen. Centrifugira se na 3000 obrtaja 5
minuta da se odvoje dve faze: vodena i organska. Vodena faza prebacuje se u Cistu
mikrotubu, vode¢i racuna da se ne zahvati proteinska interfaza. Po potrebi
postupak se ponovi, dok se ne dobije bistra vodena faza. Dodaje se isti volumen
smese hloroform/izoamilalkohol (u odnosu 24:1) i mucka se blago da rastvor bude
homogen. Centrifugira se na 3000 obrtaja 5 minuta da se odvoje dve faze. Vodena
faza prebacuje se u novu mikrotubu. Po potrebi ovaj korak se ponavlja. Dodaje se
2-3 volumena apsolutnog etanola (-20 °C), 1/10 volumena 3 M natrijum acetata i
blago se mucka dok se ne pojavi konci¢ DNK. Centrifugira se nekoliko sekundi,
odbacuje etanol, zatim se ispira sa 70% etanolom (-20 °C), susi se talog i dodaje se

destilovana voda (200 pl).

Koncentracija DNK odreduje se spektrofotometrijski.

3.2.2.0dredivanje koncentracije DNK u uzorku

Na spektrofotometru (BioPhotometer Plus, Eppendorf, Nemacka) su
merene apsorbance na 260 i 280 nm. Ocitavanje apsorbance na 260 nm
omogucava racunanje koncentracije DNK u uzorku, a vrednost apsorbance
izmerene na 280 nm daje koli¢inu proteina u uzorku. Odnos apsorbanci na 260 nm
i 280 nm omogucava pocenu Cisto¢e uzorka. Uzorak DNK zadovoljavajuce Cistoce
ima odnos A260nm/A280nm 0ko 1.8.

Vrednost Az6onm merilo je koncentracije DNK na sledeci nacin: jedna jedinica A26onm

predstavlja kolicinu DNK sadrzanu u 1ml rastvora i daje vrednost OD = 1 (engl. OD
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- optical density). 1 OD na 260 nm za dvolanc¢anu DNK jednako je koncentraciji od
50 ng/pl.

Postupak rada je bio sledeci: pripremani su rastvori 1 ul DNK u 50 pl vode,
tako da je faktor razblaZenja 50. Nakon ocitavanja vrednosti ODzeonm ,

koncentracija se ratuna prema formuli: OD, ., x 50 ng/ul x faktor razblazenja.
Primera radi, ukoliko je OD260Hm= 1.6, onda je koncentracija DNK u uzorku:

1.6 x50 ng/pul x 50 = 4000 ng/pl, odnosno 4 pg/ul.

3.2.3.Lancana reakcija polimeraze (PCR)

Lancana reakcija polimeraze (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) je in
vitro sinteza odnosno umnoZavanje definisane DNK sekvence, podraZavajuci
proces replikacije DNK. Ova sinteza molekula DNK katalizovana je termostabilnom
Taq polimerazom. Eksponencijalno umnoZavanje specificnog DNK fragmenta
postiZze se ponavljanjem ciklusa denaturacije DNK, hibridizacije prajmera i
ekstenzije hibridizovanih prajmera od strane Taq polimeraze.

PCR reakcija odvija se u mikrotubi, a reakciona smesa zapremine izmedu 25

i 50uL se u PCR aparatu podvrgava preciznim, ciklicnim promenama temperature.

3.2.4.Poliakrilamidna gel elektroforeza (PAGE)

Gel elektroforeza je zasnovana na razliCitoj pokretljivosti biomolekula u
elektricnom polju. Razloga za postojanje razlike u pokretljivosti je vise: razlicite
molekulske mase, prostorne konformacije, a iznad svega razlika u koli¢ini
naelektrisanja (od presudnog znacaja za smer kretanja biomolekula u elektricnom
polju). Kada je u pitanju DNK molekul, on u svojoj primarnoj strukturi poseduje
veliki broj fosfatnih grupa koje su na fizioloSkom pH u jonizovanom stanju
(negativno naelektrisane). Zahvaljuju¢i tome, c¢itav molekul DNK poseduje
ravnhomerno rasporedeno negativno naelektrisanje, pa je Kkretanje ovog
makromolekula usmereno od katode (negativne elektrode) ka anodi (pozitivnoj

elektrodi).
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UspeSnost PCR reakcije proveravana je analizom produkata vertikalnom
elektroforezom na poliakrilamidnom gelu. Zahvaljujuéi brzini kojom se izvodi i
visokoj rezoluciji, PAGE je jedna od najceS¢e koriS¢enih metoda za razdvajanje i
vizuelizaciju nukleinskih kiselina.

Polimerizacijom monomera akrilamida dobijaju se dugacki lanci polimera
medu kojima bis-akrilamid formira popre¢ne veze, te se na taj nacin dobija
struktura nalik mreZi. Kao inicijatori i katalizatori polimerizacije akrilamida dodaju
se amonijum persulfat (APS) i N, N, N’, N’- tetrametiletilendiamin (TEMED). Odnosi

zapremina komponenti poliakrilamidnog gela dati su u tabeli 2.

Tabela 2:Sastav 8% poliakrilamidnog gela

ddH-0 . 3,9mL
5 x TBE pufer ‘ 1,3 mL
Akrilamid / bis-akrilamid (40%) @ 1,3 mL
APS (10%) . 46pL
TEMED . 84pL

Elektroforeza se odvija u 1 x TBE puferu, pri konstantnom naponu struje od
220 V u trajanju od oko 60 minuta. Da bi se vizuelizovali fragmenti DNK, gel je
nakon elektroforeze potapan u vodeni rastvor etidijum bromida, interkalirajuce
supstance koja se ugraduje izmedu lanaca DNK i fluorescira kada se osvetli UV

svetlom.

3.2.5.Lancana reakcija polimeraze u realnom vremenu (real

time PCR, qPCR)

Metoda lancane reakcije polimeraze u realnom vremenu (engl. real time
polymerase chain reaction, real time PCR, u literaturi oznaCen kao qPCR)
predstavlja modifikaciju PCR metode kojom je omoguceno pracenje toka reakcije.
U reakcionoj smesSi, pored standardnih komponenti, nalazi se i fluorescentna boja
SYBR Green, nespecificna interkalirajuca boja koja se ugraduje u dvolan¢ane DNK

produkte. PCR aparat u kome se izvodi ova reakcija ima pobudivac i detektor
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fluorescence, pa na kraju svakog od ciklusa detektuje nivo ugradenog SYBR Green-
a, ¢ime je moguce pratiti tok PCR reakcije. Trenutak kada fluorescentni signal koji
pratimo na ekranu kompjutera ulazi u eksponencijalnu fazu, odnosno kada
zapocne eksponencijalno umnoZavanje specificnog PCR produkta, oznacava se kao
Ct (engl. Cycle threshold, ciklus u kome se prelazi prag fluorescence). Sto je vise
DNK u uzorku, krace je vreme potrebno da se dostigne prag fluorescence, tj. Ct
vrednost je manja. Ova metoda se zato oznacava i kao kvantitativni PCR, jer
poznavanje Ct vrednosti omogucava odredivanje relativnog broja kopija nekog
gena u genomu, u odnosu na endogenu kontrolu, gen koji je uvek prisutan u
pojedinacnoj kopiji. To se postiZe poredenjem Ct vrednosti za svaki ciljni gen i
endogenu kontrolu, a ovaj vid relativne kvantifikacije u literaturi se oznacava kao
AACt metod. Specifi¢nost dobijenih PCR produkata proverava se podvrgavanjem
reakcione smesSe gradijentu topljenja (engl. Melting gradient). Svaki produkt ima
karakteristi¢nu temperaturu topljenja koja se definiSe kao temperatura na kojoj je
denaturisano 50% molekula. Oblik i pozicija krive topljenja su odredeni velicinom

DNK fragmenta i brojem GC odnosno AT baznih parova (Slika 20).
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Slika 20: Analiza krive topljenja radi potvrde specificnosti dobijenog PCR produkta
Sastav reakcione smeSe za amplifikaciju HER-2 i c-myc gena dat je u tabeli 3. U obe

reakcije kao endogena kontrola koriS¢en je gen za dopaminski D2 receptor.
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Tabela 3: Sastav reakcione smeSe za umnozavanje HER-2 i c-myc gena, kao i
endogene kontrole (DZR gen) (za svaki reakcioni smesSu, koris¢eni su odgovarajuci
prajmeri F i R)

Finalna Zapremina
koncentracija po uzorku
Thermo Scientific Maxima SYBR

Green/ROX qPCR Master Mix (2X) 1X 12,5 pL
Prajmer F (10 pM) 0,2 uM 0,5 pL
Prajmer R (10 nM) 0,2 uM 0,5 pL
ddH:0 do 25 uL 8,5 uL
DNK uzorak (50ng/pL) 150 ng 3 uL

3.2.5.1. gPCRreakcija u detekciji genomske amplifikacije HER-2

gena

Za potrebe odredivanja relativnog broja kopija HER-2 gena, radene su dve
PCR reakcije, koriS¢enjem prajmera za umnozavanje dela HER-2 gena i DZR gena.

Sekvence prajmera date su u Tabeli 4, temperaturni profil reakcije u Tabeli 5.

Tabela 4: Sekvence prajmera za PCR umnoZavanje HER-2 i DZR gena

Oznaka prajmera Sekvenca prajmera
HER-2 F 5'CCTCTGACGTCCATCATCT3’
HER-2 R 5'ATCTTCTGCTGCCGTCGTT3'
D2RF 5' CCACTGAATCTGTCCTGGTATG 3’
D2RR 5' GTGTGGCATAGTAGTTGTAGTGG 3’
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Tabela 5: Temperaturni uslovi qPCR reakcije za HER-Z gen

35 ciklusa
Inicijalna Finalna Gradijent
denaturacija | Denaturacija Hibridizacija Elongacija | ekstenzija | topljenja
na svakih 20
sekundi za po
10 minuta 30 sekundi 30 sekundi 30 sekundi | 5 minuta | 0,2°C
95°C 95°C 50°C 72°C 72°C (75°C-95°C)
3.2.5.2. gPCRreakcija u detekciji genomske amplifikacije c-myc

gena

Za potrebe detekcije genomske amplifikacije c-myc gena qPCR AACt

metodom, radene su dve PCR reakcije uz primenu odgovaraju¢ih prajmera.

Sekvence prajmera date su u Tabeli 6, a temperaturni profil reakcije dat je u Tabeli

7.

Tabela 6: Sekvence prajmera za PCR umnoZavanje c-myc i DZR gena

oznaka prajmera

c-myc F

c-mycR
D2RF
DZ2RR

sekvenca prajmera

5" GCTCCAAGACGTTGTGTGTTCG 3’

5" GGAAGGACTATCCTGCTGCCAA 3’

5' CCACTGAATCTGTCCTGGTATG 3’
5" GTGTGGCATAGTAGTTGTAGTGG 3’

Tabela 7: Temperaturni uslovi qPCR reakcije za c-myc gen

35 ciklusa
Inicijalna Finalna Gradijent
denaturacija | Denaturacija Hibridizacija Elongacija ekstenzija | topljenja
na 20 sekundi
10 minuta 30 sekundi 30 sekundi 30 sekundi | 5 minuta | zapo 0,2°C
95°C 95°C 50°C 72°C 72°C (75°C - 95°C)
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3.2.6.SSCP

Metoda konformacijski polimorfizam jednolancanih segmenata DNK (single
strand conformation polymorphism, SSCP) bazira se na osobini jednolan¢ane DNK
da spontano zauzima razli¢ite konformacije koje zavise od njene primarne
strukture, odnosno sekvence. Konformacijski polimorfizam utice na pokretljivost
DNK u elektricnom polju i omogucava uocavanje razlika izmedu normalnog i
mutiranog segmenta gena. Nakon umnoZavanja sekvence metodom PCR-a, dobijeni
produkt se denaturiSe u prisustvu redukcionog agensa formamida, koji ima ulogu
da stabilizuje jednolancanu formu DNK, odnosno onemogu¢i renaturaciju. Uzorci

se pustaju na PAGE elektroforezu i gel se nakon toga boji srebro nitratom.

3.2.6.1. PCR-SSCP reakcija u detekciji mutacija u H-ras genu

Za potrebe analize tzv. hot-spot kodona (12 i 13) u egzonu 1 H-ras gena,
koriS¢eni su odgovaraju¢i prajmeri Cija je sekvenca data u tabeli. Nakon PCR
amplifikacije, a prema gore opisanoj proceduri, PCR produkti su analizirani na
prisustvo mutacija koje bi uticale na promenu mobilnosti traka na PAA gelu.
Uporedo sa nasim uzorcima nepoznate sekvence, na svaki gel nalivana je kontrola
poznate sekvence, bez prisustva mutacija. Time je izvrSena selekcija uzoraka sa
mutacijom, odnosno uzorci koji su imali drugaciji Sablon traka na PAA gelu su

mogli biti podvrgnuti proveri na prisustvo mutacija metodom sekvenciranja (Slika

21).

53



Slika 21: Hromatografski zapis DNK sekvence bez mutacije (gore) i sa

mutacijom (nukleotidna zamena, donje tri sekvence)

Sekvence prajmera za PCR amplifikaciju segmenta H-ras gena date su u

Tabeli 8, sastav reakcione smesSe za PCR amplifikaciju dat je u Tabeli 9,

temperaturni profil reakcije u Tabeli 10.

Tabela 8: Sekvenca prajmera za PCR amplifikaciju prvog egzona H-ras gena

Duzina PCR
Gen Sekvenca prajmera produkta
H-ras 5 - ATGACGGAATATAAGCTGGT - 3’ 123 bp

5’ - CGCCAGGCTCACCTCTATA -3’

a
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Tabela 9: Sastav reakcione smeSe za PCR umnoZavanje egzona 1 H-ras gena

MgCl: (25 mM) 1,5 pL
10 x PCR pufer 2,5 uL
dNTP (10mM) 0,5 pL
prajmer F (5 uM) 0,5 pL
prajmer R (5 uM) 0,5 pL
ddH20 16,5 pL
Taq polimeraza 0,2 pL

DNK uzorak (c=200 pg/ nL) 3,0 pL

Tabela 10: Temperaturni uslovi PCR reakcije za H-ras gen

35 ciklusa
Inicijalna Finalna
denaturacija | Denaturacija Hibridizacija Elongacija | ekstenzija

3 minuta 45 sekundi 45 sekundi 1 minut 5 minuta

95°C 95°C 50°C 72°C 72°C

3.2.6.2. PCR-SSCP reakcija u detekciji mutacija u TP53 genu

PCR reakcija koriséena je da bi se umnoZili egzoni 5, 6 i 7 TP53 gena, radi
detekcije pristustva mutacija, po istom principu kao i za H-ras gen. Nakon
umnoZavanja, PCR produkti su podvrgnuti istoj analizi kao i u slu¢aju H-ras gena.
Prisustvo mutacija potvrdeno je metodom sekvenciranja.

Sekvence prajmera za PCR amplifikaciju ¢itavih egzona 5, 6 i 7 TP53 gena
date su u Tabeli 11, sastav reakcione smeSe za PCR amplifikaciju dat je u Tabeli 12,

a temperaturni profil reakcije u Tabeli 13.
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Tabela 11: Sekvence prajmera i velicina PCR produkata

Gen (egzon)

TP53 (egzon 5)

TP53 (egzon 6)

TP53 (egzon 7)

DuZina PCR
Sekvenca prajmera produkta
5’ - TACTCCCCTGCCCTCAACAA -3’ 184 bp
5’ - CATCGCTATCTGAGCAGCGC - 3’
5’ - GTCTGGCCCCTCCTCAGCAT - 3’ 113 bp
5’ - CTCAGGCGGCTCATAGGGCA - 3’
5’ - TCTCCTAGGTTGGTCCTGAC - 3’ 110 bp

5’ - CAAGTGGCTCCTGACCTGGA - 3’

Tabela 12: Sastav reakcione smeSe za PCR umnoZavanje egzona 5, 6 i 7 TP53 gena

MgCl2 (25 mM)
10 x PCR pufer
dNTP (10mM)
prajmer F (5 pM)
prajmer R (5 pM)
ddH20

Taq

polimeraza

DNK uzorak (c =200 pg/ pL)

1,5 pL
2,5 L
0,5 plL
0,5 plL
0,5 plL
16,5 pL
0,2 pL

3,0 pL

Tabela 13: Temperaturni uslovi PCR reakcije za TP53 gen (egzon 5,61 7)

35 ciklusa
Inicijalna Finalna
denaturacija | Denaturacija Hibridizacija Elongacija | ekstenzija
3 minuta 45 sekundi Iminut 45 sekundi | 5 minuta
95°C 95°C 61°C (egzon 5) 72°C 72°C

63°C (egzon 6)
60°C (egzon 7)
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3.2.7.Bisulfitna modifikacija DNK

Da bismo ispitali metilacioni status p16 i p14 gena, pre umnozavanja je
neophodno tretirati DNK molekul kroz proces bisulfitne modifikacije. Kompletna
genomska DNK se denaturiSe natrijum hidroksidom, zatim se jednolanc¢ana DNK
tretira koncentrovanim rastvorom natrijum bisulfita i hidrohinona, te se vrsi
desulfonacija, preciS¢avanje i taloZenje modifikovane DNK. Razvijeni su
komercijalni kitovi za bisulfitnu modifikaciju DNK (Zymo Research), koji

olakSavaju proces modifikacije, a pre¢iS¢avanje se vrsi na silikatnim kolonicama.

3.2.8.Metil specificna lancana reakcija polimeraze (metil

specificni PCR)

Metil specificna lancana reakcija polimeraze (engl. Methyl specific
polymerase chain reaction, MS-PCR ili MSP) je modifikacija metode PCR-a kojom je
moguce ispitivanje metilacionog statusa gena ili genskih promotora.

Bisulfitom modifikovana DNK ovde se koristi kao matrica za PCR , uz
primenu odgovaraju¢ih prajmera za metilovanu, odnosno nemetilovanu DNK. Za
svaki uzorak modifikovane DNK rade se po dve PCR reakcije za odgovaraju¢i gen:
jedna sa setom za metilovane i druga sa setom za nemetilovane prajmere. Pored
uzoraka, u svakoj PCR reakciji radene su i kontrole za odgovarajue setove
prajmera. Kao pozitivna kontrola za nemetilovane prajmere koriS¢en je uzorak
modifikovane DNK iz leukocita periferne krvi zdrave osobe, dok je kao pozitivha
kontrola za metilovane prajmere koriS¢ena modifikovana in vitro metilovana DNK
(tretirana enzimom metil transferazom, uz prisustvo S adenozil metionina). S
obzirom na cinjenicu da je DNK tretirana bisulfitom poprilicno fragmentisana, a
imaju¢i u vidu i cinjenicu da je moguce nekompletno ispiranje agresivnih
hemikalija tokom tretmana, u PCR reakcionu smesu dodaju se dva reagensa koja
sluze stabilizaciji enzima Taq polimeraze (BSA - engl. Bovine Serum Albumin) i
inhibiraju formiranje sekundarnih struktura DNK matrice ili formiranje dimera

prajmera (DMSO - engl. Dimethyl sulfoxide).
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Tabela 14: Sastav reakcione smeSe za PCR umnoZavanje modifikovanog
promotora p16ip14 gena, u ukupnoj zapremini od 50 pL

Finalna koncentracija Zapremina

10 x PCR pufer 1x 5uL
MgClz (25 mM) 6,7 UM 9,4 uL
dNTP (10mM) 1,25 uM 6,25 puL
BSA (20mg/ml) 0,4 ug/uL 1pl
DMSO (100%) 5% 2,5 pL
prajmer 1 (5 uM) 0,6 uM 6 uL
prajmer 2 (5 uM) 0,6 uM 6 uL
ddH20 do 50 uL 10,55 plL
Taq polimeraza (5 U/ul) 1,5U 0,3 puL
DNK uzorak (konvertovan) 3uL

3.2.8.1. Metil specifi¢ni PCR za ispitivanje metilacionog statusa

p16 gena

Za umnoZavanje dela promotora p16 gena, koris¢eni su prajmeri posebno
dizajnirani za bisulfitom modifikovanu DNK, koji sa nemodifikovanom DNK ne daju
produkt. Prajmeri se razlikuju na mestima koja su najceS¢e pogodena metilacijom

(Tabela 15).

Tabela 15: Sekvence prajmera, temperature hibridizacije i duzina produkta u

amplifikaciji p16 promotora

Duzina
Oznaka Temperatura PCR
prajmera Nukleotidna sekvenca prajmera hibridizacije = produkta
p16/NktaU 1 5' TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT 3' 60 °C 151 bp
p16/Nktal 2 5' CAACCCCAAACCACAACCATAA 3’
pl6NktaM1 5" TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC 3’ 65 °C 150 bp
p16/Nkta M 2 5' GACCCCGAACCGCGACCGTAA 3’
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Tabela 16: Temperaturni uslovi PCR reakcije za p16 gen

35 ciklusa
Inicijalna Finalna
denaturacija | Denaturacija Hibridizacija Elongacija | ekstenzija
3 minuta 45 sekundi 45 sekundi 1 minut 4 minuta
95°C 95°C 60 °C/65 °C 72°C 72°C

3.2.8.2. Metil specificni PCR za ispitivanje metilacionog statusa

p14 gena

Za umnoZavanje dela promotora pI14 gena, koris¢eni su prajmeri posebno
dizajnirani za bisulfitom modifikovanu DNK, pa sa nemodifikovanom DNK izostaje
produkt reakcije. Prajmeri se razlikuju na mestima koja su naj¢es¢e pogodena

metilacijom (Tabela 17)

Tabela 17: Sekvence prajmera, temperature hibridizacije i duzina produkta u

amplifikaciji p16 promotora

Duzina
Oznaka Temperatura PCR
prajmera Nukleotidna sekvenca prajmera hibridizacije = produkta
p144ARfFU 1 5 ' TTTTTGGTGTTAAAGGGTGGTGTAGT 3' 53°C 132 bp
p14ARFU 2 5' CACAAAAACCCTCACTCACAACAA 3’
p14ARFM 1 5' GTGTTAAAGGGCGGCGTAGC 3' 53 °C 122 bp
p142ARFM 2 5' AAAACCCTCACTCGCGACGA 3'
Tabela 18: Temperaturni uslovi PCR reakcije za p14 gen
35 ciklusa
Inicijalna Finalna
denaturacija Denaturacija Hibridizacija Elongacija | ekstenzija
3 minuta 45 sekundi 45 sekundi 1 minut 5 minuta
95°C 95°C 53 °C 72°C 72°C
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3.2.9. Statisticka analiza

Statisticka obrada podataka uradena je koriS¢enjem deskriptivnih i

analitickih statisti¢ckih metoda.

0d deskriptivnih metoda koris¢eni su:

e Apsolutni i relativni brojevi (%).

e Mere centralne tendencije (aritmeticka sredina i medijana).

e Mere disperzije (standardna devijacija, minimum, maksimum).

Od analitickih statistickih metoda koriS¢eni su:

e Hi kvadrat (x2) test za utvrdivanje razlika u distribuciji ucestalosti
mutacija i epimutacija u grupama (podela prema uzrastu, klinickom ili
patohistoloskom nalazu, kao i medu grupama- adenomi i karcinomi).

e FiSerovim testom egzaktne verovatnoce (eng. Fisher Exact Probability
Test) su testirane razlike u slucaju da je ocekivana ucestalost manja od
5%.

e Logistickom regresionom analizom racunat je odnos verovatnoca (eng.
Odds Ratio) za utvrdivanje genetickih ili epigenetickih prediktora
maligne transformacije, sa intervalom poverenja (eng. Confidence

Interval, CI) od 95%.

Dobijeni rezultati su obradeni statisticCkim programom SPSS 17.0 (Statistical
Package for the Social Sciences, Chicago, Illinois) i prikazani tabelarno i graficki.
Sve prikazane p vrednostisu bile su two-sided i ukoliko je vrednost manja od 0.05,
vrednosti dobijene odgovaraju¢im statistickim testom su smatrane statisticki

znacajnim.
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4. REZULTATI
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4.1. DISTRIBUCIJA PACIJENATA PREMA GODINAMA STAROSTI 1
POLU, KONZUMIRANJU DUVANA I ALKOHOLA

Analizom je obuhvac¢eno ukupno 72 ispitanika, 60 pacijenata obolelih od
pleomorfnog adenoma i 12 pacijenata obolelih od karcinoma u pleomorfnom
adenomu, svi leCeni na Kklinici za Maksilofacijalnu hirurgiju Stomatoloskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu. Pacijenti sa pleomorfnim adenomom su
operisani u periodu izmedu 2007. i 2011. godine, dok je za potrebe sakupljanja
zadovoljavaju¢eg minimalnog broja uzoraka karcinoma u pleomorfnom adenomu
bilo neophodno pokriti vremenski period od 2000. do 2011. godine, imajuci u vidu

nisku incidencu ovog tipa karcinoma.

Grupa pacijenata obuhvatila je muSkarce i Zene uzrasta izmedu 13 i 73
godina, prosecne starosti 44,77 godina, medijana 45,50 godina (Slika 22 i Tabela
19). Prema literaturnim podacima, srednja vrednost uzrasta u kome se javlja
pleomorfni adenom je 46 godina, pri cemu se moZe javiti izmedu prve i desete
decenije Zivota (Eveson i sar. 2005). Rezultati nase studije su u saglasnosti sa ovim

podacima.
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Slika 22: Prikaz odnosa broja pacijenata sa PA u odnosu na godine Zivota
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Tabela 19: Mere centralne tendencije i disperzije uzrasta pacijenata prilikom

uspostavljanja dijagnoze

60 44,77 14,45 45,50 13 73

Ukoliko se pogleda odnos broja pacijenata mladih i starijih od vrednosti
prosecCne starosti (44,77~45 godina), tacno polovina pacijenata sa dijagnozom
pleomorfnog adenoma bila je mlada od 45 i isto toliko je bilo starijih od 45 godina.

Medu pacijentima sa dijagnozom pleomorfnog adenoma bilo je 11
muskaraca (18,3%) i 49 Zena (81,7%). U naSoj studiji, pleomorfni adenom se 4,45
puta CeSce javljao kod Zena nego kod muskaraca (Slika 23). Prema dosadasnjim
literaturnim podacima, razlike u distribuciji prema polu postoje; uglavnom od 2 do

5 puta CeSce se javljaju kod Zena, Sto potvrduje i nasa studija.

B muskarci

M zene

Slika 23: Distribucija pacijenata prema polu
Polna distribucija po dekadama uzrasta pacijenata bila je prilicno

ujednacena i uglavnom je odrazavala ukupne razlike u ucestalosti javljanja

pleomorfnog adenoma kod muskaraca i Zena. (Slika 24)
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B Zene ' Muskarci

16
13% 14 13
14%
23%
8
6 87% . 25%
. 869

3 17% . 77%
33% 83% 75%
do 20 21-30 31-40 41-50 51-60 60+

Slika 24: Polna distribucija u razli¢itim uzrasnim kategorijama (po dekadama)

U ispitivanoj grupi pacijenata sa PA, pusaca je bilo 26 (43,3%), alkohol je
konzumiralo njih 8 (13,3%), bez ovih faktora rizika je bilo njih 31 (51,7%), a njih 5

su bili pusaci i konzumirali su alkohol (8,3%)(Slika 25).

Nijedno |- L

Cigarete 21
Oba 5

Alkohol 3

Slika 25: LoSe navike
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4.2. LOKALIZACIJA TUMORA, VELICINA TUMORA, VREME
PROTEKLO OD UOCAVANJA PRVE PROMENE I HISTOLOSKI
TIP

Svi tumori bili su u parotidnoj pljuvac¢noj Zlezdi, a u pogledu lokalizacije sa
leve ili desne strane, nije bilo razlike. 0d 60 tumora, 29 je bilo lokalizovano na levoj

(48,3%), a 31 na desnoj strani (51,7%) (Slika 26).

B |eva strana

52%

desna strana

Slika 26: Distribucija pacijenata prema lokalizaciji tumora

Veli¢ina tumora kretala se od 0,5 x 0,5 do najveceg koji je bio dimenzija 7 x
6 cm. NajviSe tumora (50%) bilo je dimenzija izmedu 2 i 3 cm, dok su samo 2 (3,2
%) bila vec¢a od 4 cm. Na slici 27 prikazana je distribucija pacijenata prema velicini
tumora i polu, dok je na slici 28 ilustrovana ucestalost javljanja odredene veli¢ine

tumora u razli¢itim uzrasnim grupama pacijenata (po dekadama Zivota).
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Mugkarci Velicina
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mZene
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-
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Slika 27: Distribucija pacijenata prema klini¢koj veli¢ini tumora (u cm) i polu
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Slika 28: Distribucija pacijenata prema veli¢ini tumora (u cm, legenda ispod

grafika) i godinama starosti (po dekadama)

Veli¢ina tumora nije proporcionalna vremenu njegovog rasta/evolucije

(koeficijent korelacije 0,237; p=0,068).
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Najveci broj pacijenata lekaru se javilo radi otpocinjanja terapije tokom
prve dve godine od uocavanja prvih simptoma (medijana 24, tabela 20). Po tri
pacijenta su zapoceli sa leCenjem 2, odnosno 240 meseci nakon pojave prvih
simptoma. Vremenski period od pojave prvih simptoma do pocetka lecenja je

varirao u intervalu od 2 meseca do 240 meseci (slika 29).

Tabela 20: Mere centralne tendencije i disperzije vremenskog intervala od pojave

prvih simptoma do pocetka leCenja

42,32 60,73

<1 1-2 2-3 3-4 4-5 >5

Slika 29: Prikaz odnosa broja pacijenata i vremena proteklog od uocavanja prve

promene do trenutka pocetka lecenja (u godinama)

59 pleomorfnih adenoma (98,3%) je operisano prvi put kao primarni tumor
dok je 1 adenom recidivantan (1,7%) i po redosledu recidiviranja pojavljuje se
Cetvrti put. JoS jedan PA je recidivantan, ali kao karcinom u pleomorfnom

adenomu.
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Prema histoloSkom tipu, najc¢e$¢i je bio miksoidni tip (62,7%), dok je
klasi¢ni bio najredi (6,8%). Ovo je u skladu sa literaturnim podacima (Ito i sar.
2009) (slika 30).

B miksoidni
W celijski

klasicni

Slika 30: Distribucija pacijenata prema histoloskom tipu pleomorfnog adenoma

4.3. KARAKTERISTIKE KARCINOMA U PLEOMORFNOM
ADENOMU

Ukupno 12 karcinoma u pleomorfnom adenomu je analizirano. Jedan je
recidivirao (i primarni tumor i recidiv su analizirani). Na osnovu izvrSene TNM
klasifikacije, uzorci su klasifikovani u dve grupe, karcinome niZeg Kklinickog
stadijuma (stadijum 1 i 2) i karcinome viSeg klinickog stadijuma (stadijum 3 i 4).
Takode, podela je izvrSena prema tome da li su transformisane celije zahvatile

lokalne limfne ¢vorove ili ne. Udaljenih metastaza nije bilo.
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Od ukupno 12 uzoraka karcinoma u pleomorfnom adenomu, 3 (25%) su
svrstana u tumore nizeg klinickog stadijuma, a preostalih 9 (75%) u tumore viSeg

klinickog stadijuma (Slika 31).

ml.i2.

m3.i4.

Slika 31: Distribucija pacijenata sa CXPA prema klinickom stadijumu

Kod dva pacijenta uocena je infiltracija tumorskog tkiva u lokalni limfni

¢vor (17%). (Slika 32)

ne 10

da

Slika 32: Distribucija pacijenata prema tome da li je zahvacéeno tkivo regionalnih

limfnih ¢vorova
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4.4. ANALIZA GENETICKIH REZULTATA

4.4.1.Genska amplifikacija HER-2 gena

Da bi bilo moguce utvrditi broj uzoraka sa genskom amplifikacijom HER-2
gena, bilo je neophodno usvojiti odredene praZzne vrednosti (engl. cut - off value).
Tako su npr, Tse i saradnici utvrdili da odnos HER-2/referentni gen vrednosti 2,2
ili viSe, daje najbolje korelacije sa pozitivnim rezultatima dobijenim FISH
analizama (Tse i sar. 2005). Mnogi autori medutim predlazu da svaka laboratorija
usvoji svoje vrednosti, te su u nasoj studiji uzorci koji su imali HER-2/D2R odnos
veci ili jednak 2,5 smatrani pozitivnim na prisustvo genske amplifikacije.

Genska amplifikacija HER-2 gena detektovana je kod 11 pacijenata sa
pleomorfnim adenomom, odnosno u 18,3% slucajeva.

U grupi pacijenata sa karcinomom u pleomorfnom adenomu genska
amplifikacija HER-2 gena detektovana je kod 5 pacijenata, odnosno u 41,7%
slucajeva. Na grafikonu (Slika 33) su prikazane ucestalosti amplifikacije HER-2

gena u pleomorfnom adenomu (PA, levo) i karcinomu u pleomorfnom adenomu

(CXPA, desno).

60

50 49 M amplifikacija

40 i bez amplifikacije
30
20

10

PA CXPA

Slika 33: Ucestalosti genske amplifikacije HER-2 gena u grupi pacijenata sa

pleomorfnim adenomom (PA) i karcinomom u pleomorfnom adenomu (CXPA)
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4.4.2. Genska amplifikacija c-myc gena

Usvajanjem iste prazne vrednosti kao za HER-2 gen, dobijeno je da je c-myc
gen prisutan u uvetanom broju kopija kod 5 pacijenata sa pleomorfnim
adenomom, odnosno u 8,3% slucajeva. Kod pacijenata sa karcinomom, taj procenat
je znatno vedi (33,3%) jer je genska amplifikacija detektovana kod 4 pacijenta. Na
grafikonima (Slika 34) se mogu videti uCestalosti amplifikacije c-myc gena u
pleomorfnom adenomu (PA, levo) i karcinomu u pleomorfnom adenomu (CXPA,

desno).

60 55

50 M amplifikacija

40 i bez amplifikacije
30

20

10

PA CXPA

Slika 34: Ucestalosti genske amplifikacije c-myc gena u grupi pacijenata sa

pleomorfnim adenomom (PA) i karcinomom u pleomorfnom adenomu (CXPA)

4.4.3.Mutacije u H-ras genu

Mutacije u H-ras genu detektovane su kod 9 pacijenata sa pleomorfnim
adenomom, odnosno u 15% slucajeva.
Za razliku od njih, u grupi pacijenata sa karcinomom u pleomorfnom

adenomu, mutacije u H-ras genu imala je trecina pacijenata (4 od 12).
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Na slici 35 je prikazana ucestalost mutacija u grupi pacijenata sa

pleomorfnim adenomom i pacijenata sa karcinomom u pleomorfnom adenomu.

40 -

30

M mutacija

20 | i bez mutacije

10 |

PA CXPA

Slika 35: Ucestalosti mutacija u grupi pacijenata sa pleomorfnim adenomom (PA) i

karcinomom u pleomorfnom adenomu (CXPA)

4.4.4.Mutacije u TP53 genu

U TP53 genu kod pacijenata sa pleomorfnim adenomom detektovano je
ukupno 15 mutacija (25% slucajeva), od toga 3 u egzonu 5 (5%), 3 u egzonu 6
(5%) i 9 u egzonu 7 (15%). Pri tome, ni jedan od pacijenata sa pleomorfnim
adenomom nije imao mutacije u viSe od jednog egzona (slika 36).

S druge strane, 9 od 12 pacijenata sa karcinomom u pleomorfnom adenomu
je imalo mutacije u TP53 genu. Ukupno, 6 mutacija je bilo u egzonu 5 (50%), 2 u
egzonu 6 (16,7%) i 3 u egzonu 7 (25%). 3 pacijenta uopste nisu imala mutacije u
TP53 genu, 7 pacijenata je imalo mutacije u samo jednom od egzona, jedan pacijent

je imao mutacije u egzonima 5 i 7, a jedan u egzonima 6 i 7 (slika 37).
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Slika 36: Ucestalost mutacija TP53 gena u pleomorfnom adenomu

1 =
2
3
4
5
6 [
7 |
8
9
10
11
12
W egzon 5 egzon 6 Megzon7

Slika 37: Raspodela mutacija u TP53 genu kod 12 pacijenata sa karcinomom u
pleomorfnom adenomu; tamno plavo - mutacija u egzonu 5; svetlo plavo -

mutacija u egzonu 6; ljubicasto - mutacija u egzonu 7.

73



4.5. ANALIZA EPIGENETICKIH REZULTATA

4.5.1.Metilacija promotora p16 gena

U grupi pacijenata sa pleomorfnim adenomom, promotor p16 gena je bio
metilovan kod 40 pacijenata, odnosno u 66,7% slucajeva. Sto se ti¢e grupe uzoraka
karcinoma u pleomorfnom adenomu, promotor p16 gena metilovan je u 8 (66,7%)
slucajeva. Na grafiku (Slika 38) su prikazane ucestalosti metilacije promotora p16
gena u grupi pleomorfnih adenoma (PA, levo) i karcinoma u pleomorfnom

adenomu (CXPA, desno).

45

40

40 : -
B metilovani
35

30 i nemetilovani
25
20
15

10

PA CXPA

Slika 38: Ucestalost metilacije promotora p16 gena u PA i CXPA grupi
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4.5.2.Metilacija promotora p14 gena

Metilacija promotora p14 gena je utvrdena kod 42 pacijenta sa pleomorfnim
adenomom, odnosno u 70% slucajeva. Kod pacijenata sa karcinomom u
pleomorfnom adenomu, promotor p14 gena metilovan je u 10 (83,3%) slucajeva.
Na grafiku (Slika 39) su prikazane ucestalosti metilacije promotora pI14 gena u
grupi pleomorfnih adenoma (PA, levo) i karcinoma u pleomorfnom adenomu

(CXPA, desno).

45 42

M metilovani

M nemetilovani

PA CXPA

Slika 39: Ucestalost metilacije promotora p14 gena u PA i CXPA grupi
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4.6. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA

Komparativni prikaz ucestalosti alteracija u genima koji su ispitivani u okviru

ove studije dat je na Slici 40.

M alteracija ™ bez alteracije

P53 25%

pl4 70%

Slika 40: Procentualna zastupljenost analiziranih genskih alteracija

* tamnije - mutacija/metilacija; svetlije - bez mutacije/metilacije
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4.6.1. Analiza kombinovane uloge mutacija u genima HER-2/H-ras/c-

myc signalne kaskade u patogenezi pleomorfnog adenoma

Pojedinacni doprinosi mutacija u genima HER-2, c-myc i H-ras u patogenezi
pleomorfnog adenoma parotidne Zlezde su relativno mali, ako se ima u vidu
njihova niska ucestalost (18%, 8% i 15%, redom).

Ukoliko se pogleda koliko pacijenata je imalo mutacije u makar jednom od
ova tri gena, taj procenat je znatno veci (38%), te se moze zakljuciti da se uticaj ove

mitogene signalne kaskade ne moZe zanemariti (Slika 41).

62%

38%

mutaciia bez mutaciie

Slika 41: Ucestalost mutacija u jednom, dva ili sva tri gena HER-2/H-ras/c-myc

signalne kaskade
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4.6.2. Analiza ucestalosti kombinacija metilacije promotora p16ip14

gena

Uporednom analizom metilacionog statusa pl16 i pl14 promotora kod
pacijenata sa pleomorfnim adenomom utvrdeno je da su oba promotora bila
metilovana kod 27 pacijenata (45%), samo p16 promotor bio je metilovan kod 13
(22%), a samo p14 kod 15 (25%) pacijenata. Ni jedan od ova dva promotora nije
bio metilovan kod 5 pacijenata (8%) (Slika 42). Na osnovu ovih rezultata, moZe se

reci da su ove dve metilacije nepovezani dogadaji (p = 0,39).

Slika 42: Ucestalosti kombinacija metilacije promotora p16 i p14 gena;
(p16+/p14+) - oba promotora metilovana, (p16+/p14-) p16 metilovan, a p14
nemetilovan, (p16-/p14+) p16 nemetilovan, a p14 metilovan, (p16-/p14-) oba

nemetilovana
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4.7. ANALIZA POVEZANOSTI MUTACIJA I METILACIJE SA
ETIOLOSKIM FAKTORIMA I KLINICKIM I PATOHISTOLOSKIM
NALAZOM

Asocijacije izmedu analiziranih mutacija, odnosno epimutacija i etioloskih
faktora u grupi PA pacijenata su predstavljene u Tabeli 21. Nije uocena statisticki
znacajna asocijacija neke mutacije ili epimutacije sa polom, uzrastom ili
konzumacijom alkohola ili duvana (Tabela 21). C-myc je bio mutiran iskljucivo kod

Zena, ali ovo nije bilo statisticki znacajno (p = 0,349).

Povezanost mutacija i epigenetickih promena sa klini¢kim i patohistoloskim
varijablama u proucavanoj PA grupi predstavljena je u Tabeli 22. Nijedna od
klinickih ili patohistoloSkih varijabli: strana, veli¢ina, duZina trajanja ili
patohistoloski (PH) tip, nije bila asocirana sa analiziranim mutacijama ili
epigenetickim promenama u ovoj studiji (Tabela 22). Veca je ucestalost mutacija
HER-2 uocena kod tumora krace evolucije (25%, naspram 15% kod tumora duZe
evolucije), a H-ras mutacija kod tumora duze evolucije (36%, naspram 12,5% kod
tumora krace evolucije), ali ove razlike nisu statisticki znacajne (p = 0,714 ip =

0,208, redom).
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Tabela 21. Povezanost mutacija HER-2, c-myc, H-ras i TP53 gena i epimutacija p16 i

p14 gena sa etioloSkim faktorima

varijabla | n || HER-2 o-Myc H-ras TP53 p16 pld
pol
muiki 11 2/a 011 2/9 2/9 /4 7/4
fenski 49 a/40 544 7/42 13/36 33/16 35/14
p 1.000 0.349 0.6642 0.714 1.000 0.719
godine
< 45 30 4/26 3/27 4/26 9/21 19/11 20/10
45 30 7/23 2/28 5/25 6/24 21/9 22/8
p 0.506 1.000 1.000 0.552 0.785 0.779
puienje
ne 34 B/26 2/32 5/29 6/28 20/14 2212
da 26 3/23 3/23 a/22 9/17 20/6 20/6
p 0.320 0.544 1.000 0.148 0.174 0.398
alkahol
ne 52 10/42 5/47 9/43 15/37 34/18 35/17
da g 1/7 0/8 0/8 0/8 6/2 71
p 1.000 1.000 0.339 0.182 0.707 0.415

*rezultati u poljima prikazani kao: sa amplifikacijom/bez amplifikacije (HER-2, c-myc), sa
mutacijom/bez mutacije (H-ras, TP53), metilovan/nemetilovan (p16, p14)

Tabela 22. Povezanost mutacija HER-2, c-myc, H-ras i TP53 gena i epimutacija p16 i

p14 gena sa klini¢kim i patohistoloSkim varijablama

varljabla || n | HER-2 c-Mye H-reis EE p16 pl4

strana
leva 29 4/25 4f25 5/24 7/22 18/10 20/9
desna 31 7/24 1/30 4f27 B/23 21/10 22/9
B 0.509 0.188 0.727 1.000 1.000 1.000

vellEina
do 2 em 7 1/6 0f7 2/5 3f4 52 4f3
od 2 do 3em 30 6/24 2/28 426 g/21 15/11 21/9
od3 do dem 21 4717 3/18 2/19 i/18 16/6 15/6
preko 4 cm 2 0f2 0f2 11 0/2 11 2fo
0.89%9 0.553 0322 0.315 0.877 0.6599

trajanje
do 42 meseca || 45 536 3/42 5/40 1134 30/15 3213
preko 42 mesecall 15 2f13 2/13 411 4/11 10/5 10/5
p 0.714 0.551 0.208 1.000 1.000 0.754

PH tip
miksoldnl 37 5/32 5/32 4f33 9/28 22/15 25/12
Eelljsk 18 612 o/18 5/13 5/13 15/3 13/5
klasiEnl 4 0/4 o/4 0/4 0/4 2/2 /1
p 0.127 0.197 0.176 0.953 0.167 0.912

*rezultati u poljima prikazani kao: sa amplifikacijom/bez amplifikacije (HER-2, c-myc), sa
mutacijom/bez mutacije (H-ras, TP53), metilovan/nemetilovan (p16, p14)

80



4.8. ANALIZA PREDIKTORA MALIGNE TRANSFORMACIJE

Analiza zastupljenosti mutacija i epigenetickih promena u proucavanim
genima izmedu grupe pacijenata sa pleomorfnim adenomom i grupe sa
karcinomom u pleomorfnom adenomu je pokazala da postoji statisticki znaCajna
razlika u ucestalosti mutacija c-myc gena (p=0,037, Fisher) i TP53 gena (p=0,002,
Fisher) izmedu ispitivanih grupa (Slika 43 i Tabela 23). Pokazano je da prisustvo
genske amplifikacije c-myc 5,5 puta povecava Sanse za malignu transformaciju
pleomorfnog adenoma (OR 5,5; 95% CI 1.2155-24.886), dok prisustvo TP53
mutacija ¢ak 9 puta povecava Sanse za malignu transformaciju (OR 9; 95% CI
2.1508-37.6603) (Tabela 23). Obe vrednosti su statisti¢ki znacajne. Sto se tice
preostalih analiziranih mutacija i epimutacija, razlike u ucestalosti izmedu PA i

CXPA grupe nisu pronadene (Slika 43 i Tabela 23).
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Slika 43: Procentualna zastupljenost prouc¢avanih mutacija i epimutacija u grupi
pleomorfnih adenoma (PA) i karcinoma u pleomorfnom adenomu (CXPA): a) HER-
2; b) c-myc; ¢) H-ras; d) TP53; e) p16; f) p14. Vrednosti p<0,005 su podebljane i

oznacene zvezdicom.




Tabela 23: Distribucija mutacija u grupi pleomorfnih adenoma (PA) i karcinoma u

pleomorfnom adenomu (CXPA)

HER-2 mutacija 11 5 0.122 3.18 0.84-11.92
bez mutacije 49 7

c-myc mutacija 5 4 0.037%* 5.50 1.22-24.87
bez mutacije 55 8

H-ras mutacija 9 4 0.21 2.83 0.70-11.42
bez mutacije 51 8

TP53 mutacija 15 9 0.002* 9.00 2.15-37.66
bez mutacije 45 3

pl6 metilovani 40 8 1.000 1.00 0.27-3.72
nemetilovani 20 4

pl4 metilovani 42 10 0.49 214 0.43-10.78
nemetilovani 18 2

p vrednosti manje od 0,005 oznacene su zvezdicom (*) i statisticki su znacajne.

OR - odnos Sansi (engl. odds ratio); 95% CI - 95% interval poverenja (engl. confidence interval)
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5. DISKUSIJA
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Progresivna akumulacija genetickih i epigenetickih promena, pre svega u
genima regulatorima Celijskog ciklusa i proliferacije, vodi favorizovanju celija koje
imaju sposobnost da se brzo i neograniCeno dele i izbegavaju odbrambene

mehanizme organizma Sto dovodi do nastanka tumora.

Iako postoje podaci o ulozi onkogena i tumor supresorskih gena u nastanku
tumora pljuvacnih Zlezda, i dalje se malo zna o ulozi mitogene HER-2/H-ras/c-myc
signalne kaskade u patogenezi pleomorfnih adenoma. Rezultati izneti u okviru ove
doktorske disertacije ukazuju na to da uloga ovog signalnog puta nije zanemarljiva,

s obzirom da je 38% pacijenata imalo mutacije u jednom, dva ili sva tri gena.

Amplifikacija HER-2 je pronadena kod 18% pacijenata sa pleomorfnim
adenomom i kod 42% pacijenata sa karcinomom u pleomorfnom adenomu. Ova
razlika u distribuciji, medutim, nije statisticki znacajna. C-myc je bio amplifikovan u
nesto manjem procentu u odnosu na HER-Z, odnosno u 8% pleomorfnih adenoma i
33% karcinoma u pleomorfnom adenomu (p = 0,037). S obzirom na postojanje
statisticki znacajne razlike u distribuciji ove mutacije izmedu dve grupe, ovi
rezultati ukazuju na to da bi genska amplifikacija c-myc mogla biti jedan od
molekularnih mehanizama ukljuc¢enih u proces maligne transformacije. Rezultate
dobijene u Kkarcinomima u pleomorfnom adenomu treba donekle uzeti sa

rezervom, s obzirom na relativno mali uzorak.

HER-2 je vaZzan medijator u neoplasti¢noj transformaciji, i njegova
prekomerna ekspresija srece se u velikom broju razli¢itih tipova tumora. Nakon
dimerizacije HER-2 proteina, najvazniji unutarcelijski signalni putevi koji se
aktiviraju pripadaju MAPK signalnoj osi, koja ukljucuje Ras, RAF, MEK i ERK

proteine, vazne aktere u ¢elijskoj deobi.

Uvecanje broja kopija gena je dogadaj koji je Cesto opisan u tumorskim
¢elijama, a o znacaju amplifikacije HER-2 onkogena u neoplazijama pljuvacnih
Zlezda govore studije joS od pre nekoliko decenija, medu kojima jedna pokazuje
cak 30-struko povecanje broja kopija ovog onkogena u adenokarcinomima
pljuvacnih Zlezda (Semba i sar. 1985). U novijoj studiji u kojoj je koriS¢ena

fluorescentna in situ hibridizacija nije utvrdeno postojanje genske amplifikacije
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HER-2 onkogena u pleomorfnim adenomima (Wemmert i sar. 2013). Medutim,
pokazano je da je HER-2 amplifikacija Cest dogadaj u transformaciji pleomorfnog
adenoma u karcinom (Di Palma i sar. 2005). Takode je pokazan sinergisticki efekat
HER-2 i TP53 alteracija u ranim stadijumima maligne transformacije pleomorfnog

adenoma (Freitas i sar. 2005; Di Palma 2013).

Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju na povezanost HER-Z
amplifikacije u karcinomima sa pojavom recidiva, odnosno pronadena je i u
primarnom karcinomu i u recidivu kod istog pacijenta. Slicno ovim rezultatima, ali
na nesto ve¢em uzorku, Hashimoto i sar. su pokazali da amplifikacija HER-2 gena
igra ulogu u progresiji karcinoma u pleomorfnom adenomu i da prisustvo genske

amplifikacije HER-2 moZe biti indikator loSije prognoze (Hashimoto i sar. 2012).

S obzirom na visoku ucestalost amplifikacije HER-Z2 gena u razli¢itim
tipovima tumora i njegovu vaZznu ulogu u procesu neoplasti¢ne transformacije,
predloZeni su i, u slucaju nekih tipova tumora usli u klinicku primenu, anti-HER-2
terapijski pristupi koji blokiraju njegov onkogeni efekat. Studije su takode pokazale
da HER-2 pozitivnost (bilo usled prekomerne ekspresije ili amplifikacije gena)
predstavlja nezavisni marker loSe prognoze u mukoepidermoidnom i
adenocisticnom karcinomu (Press i sar. 1994; Giannoni i sar. 1995; Cornolti i sar.
2007).

Genska amplifikacija c-myc je prethodno bila ustanovljena u karcinomima u
pleomorfnom adenomu, ali ne i u pleomorfnom adenomu (Rao i sar. 1998; Tsang i
sar. 2004). U okviru ove disertacije prvi put je pokazano da c-myc amplifikacija
moZe da se javi i u benignom tumoru pljuvacnih Zlezda, iako u relativno malom
procentu. Ovo govori u prilog znacajnijoj ulozi c-myc amplifikacije u patogenezi
malignih tumora pljuvac¢nih Zlezda nego benignih. C-myc amplifikacija, nadena je i
u drugim tipovima tumora pljuvacnih Zleza, kao npr u adenocisti¢cnom karcinomu
(ACK), ali i ovde je bila relativno redak dogadaj. Naime, Sequeiros-Santiago i
saradnici, na uzorku od 24 ACK pljuvacnih Zlezda, amplifikaciju su pokazali u svega
9% uzoraka (Sequeiros-Santiago i sar. 2009). Medutim, pored amplifikacije
sugerisani su i alternativni mehanizmi koji bi mogli dovesti do prekomerne

ekspresije c-myc proteina u pleomorfnim adenomima i njihovog ukljucenja u

86



patogenezu PA. Zhao i saradnici su imunohistohemijski pokazali da prekomerna
ekspresija PLAG1 (koja je Cesta u pleomorfnim adenomima) dovodi do izrazito

povecane ekspresije c-myc proteina u tumorskom tkivu (Zhao i sar. 2006).

Ucestalost mutacija H-ras gena je relativno niska (15%), medutim ako se
uzmu u obzir prethodni rezultati na istoj populaciji (35%) (Milasin i sar. 1993), ne
moZe se zanemariti udeo ove molekularne promene u patogenezi odredene
podgrupe PA. Nasuprot ovim rezultatima, Augello i sar. (Augello i sar. 2006) su
pronasli mutirani H-ras u svega 4% slucajeva pleomorfnog adenoma, uz zakljucak
da H-ras mutacije ne predstavljaju bitan molekularni dogadaj u PA patogenezi.
Prisustvo H-ras mutacija ispitivano je i u drugim neoplazijama pljuvacnih Zlezda, i
utvrdeno je da se one relativno cesto sre¢u. Pokazano je na primer da su H-ras
mutacije prisutne u 23% uzoraka adenokarcinoma, i ¢ak se smatraju genetickim

markerom podgrupe adenokarcinoma pljuvacnih Zlezda (van Halteren i sar. 1994).

H-ras mutacije su detektovane i u mukoepidermoidnom karcinomu, a
ucestalost im je povezana sa gradusom tumora (5% u tumorima niZeg gradusa,
17% u srednjem i 35% u tumorima visokog gradusa). Ovo svakako ukazuje na
znacaj onkogene aktivacije H-ras za patogenezu i/ili  progresiju

mukoepidermoidnog karcinoma (Yoo i Robinson 2000).

Mada nije utvrdena povezanost pojedinacnih mutacija ili metilacije sa
Klinickim karakteristikama pleomorfnih adenoma, utvrdeno je postojanje
asocijacije izmedu amplifikacije c-myc gena/mutacija TP53 gena i maligne
transformacije pleomorfnog adenoma. Ovo upucuje na potrebu za redovnim
pracenjem PA pacijenata sa pomenutim mutacijama. Ovo je u saglasnosti sa
rezultatima do kojih su dosli Deguchi i sar. koji zakljucuju da aktivacija c-myc i ras
p21 proto-onkogena, zajedno sa mutacijama u TP53 genu, moZe igrati znacajnu

ulogu u malignoj transformaciji PA (Deguchi i sar. 1993).

Somatske Celije poseduju evoluciono konzervirane i vrlo precizne

mehanizme zaStite od nekontrolisane proliferacije. Najvazniju ulogu u toj kontroli
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igraju tumor supresorski geni koji, kada celija pretrpi akutni stres i oStecCenja,
zaustavljaju Celijski ciklus da bi omogucili reparacionim mehanizmima da poprave
nastala oStec¢enja. p53 protein, kljucan faktor genomske stabilnosti, odgovara na
stres posttranslacionim modifikacijama. Ovo za rezultat ima njegovu aktivaciju kao
transkripcionog faktora koji inicira programe zastoja Celijskog ciklusa, ¢elijskog
starenja ili apoptoze. Aktivacija p53 puta i njegove mreZe gena pokrece sloZene
autoregulatorne mehanizme, po principu pozitivne ili negativne povratne sprege,
koji p53 put povezuju sa drugim signalizacionim kaskadama u celiji. Nakon
aktivacije, p53 je u stanju da bilo inhibitorno, bilo stimulatorno, uti¢e na funkciju
viSe stotina gena, Sto jasno govori o centralnom poloZaju koji ovaj gen zauzima u
¢elijskoj homeostazi, kao i o razmerama efekata njegove geneticke ili epigeneticke

alteracije.

Mutacije u kodiraju¢im egzonima TP53 gena identifikovane su kod cetvrtine
pacijenata (25%) sa pleomorfnim adenomom. Prema literaturnim podacima, ne
postoji konsenzus o znacaju TP53 mutacija u patogenezi pleomorfnih adenoma.
Tako na primer, Gomes i saradnici, koji su utvrdili prisustvo mutacija u svega dva
adenoma, smatraju da je njihova uloga u patogenezi zanemarljiva (Gomes i sar.
2012). ViSe nego mutacijama, istrazivali su se bavili imunohistohemijskom
ekspresijom p53 i njenom povezano$¢u sa razvojem pleomorfnog adenoma.
Zanimljivo je da je meta-analiza Alaizari i saradnika, koja je obuhvatila studije iz
poslednjih 15 godina, nasla srednju vrednost za imunopozitivnost od 25% Sto je
podudarno sa nasSim podacima o mutacijama (Alaizari i sar. 2015). Treba ipak
istaci da autori zadrzavaju odredenu rezervu prema tim rezultatima i smatraju da
je potrebno primeniti osetljivije metode da bi se dobila pouzdana slika o vezi

izmedu p53 i pleomorfnog adenoma.

Prisustvo TP53 mutacija viSe puta je pokazano u odredenim podgrupama
tumora pljuvacnih Zlezda i neki autori ¢ak smatraju da je u pitanju rani dogadaj u
malignoj transformaciji pleomorfnog adenoma. Nordkvist i saradnici su najvisSe
pozitivne ekpresije p53 proteina opisali u CXPA. Od ukupno 237 malignih tumora
ukljuCenih u studiju ekspresije, 19 su analizirali na prisustvo mutacija u

kodiraju¢im egzonima (4 do 9) i utvrdili prisustvo 9 mutacija u 7 tumora. S druge
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strane, nijedan od 68 ispitivanih pleomorfnih adenoma nije pokazivao nivo
nuklearne ekspresije ve¢i od 10% (negativno bojenje, odnosno normalna
ekspresija p53) kao ni prisustvo mutacija (Nordkvist i sar. 2000). Sli¢no
rezultatima iznetim u okviru ove doktorske disertacije, Augello i saradnici su
pronasli znacajno vec¢i procenat mutacija u karcinomima u odnosu na pleomorfne
adenome (60% u malignim tumorima naspram 14% u pleomorfnim adenomima) i
zakljucili da bi ovo mogao biti jedan od molekularnih mehanizama odgovornih za

malignu transformaciju (Augello i sar. 2006).

Li i saradnici (Li i sar. 1997) su primenom fluorescentne in situ hibridizacije
detektovali gubitak kopije hromozoma 17, odnosno monozomiju TP53 gena. Oni su
u studiji koja je obuhvatila 13 kontrola (tri normalne pljuvacne Zlezde i 10 limfnih
¢vorova bez promena), 11 pleomorfnih adenoma i 9 karcinoma u pleomorfnom
adenomu utvrdili da je gubitak kopije TP53 gena bio znatno ¢e$¢i u adenomima (6
od 11) nego u kontrolama, $to bi znacilo da je u pitanju alteracija koja prethodi
malignoj transformaciji. Takode, ista alteracija najzastupljenija je u grupi
karcinoma u pleomorfnom adenomu. Ovo je jedna od prvih studija u kojoj je
ispitivana uloga TP53 alteracija u patogenezi pleomorfnog adenoma i njegovoj
transformaciji u karcinom u pleomorfnom adenomu. Skorasnja studija Wemmert-a
i saradnika (Wemmert i sar. 2013) potvrdila je prisustvo promena u TP53 genu u
pleomorfnim adenomima, pokazavsi deleciju u 4 od 29 slucajeva (14%) metodom

komparativne genomske hibridizacije.

Celijsko ili replikativno starenje je vid zastoja ili blokade ¢elijskog rasta
(prvi put opisano u celijskoj kulturi fibroblasta) gde metabolicki aktivne celije
podlezu stabilnom obustavljanju ¢elijskog ciklusa u G1 fazi (Serrano i sar. 1997;
Sharpless i DePinho 2005). Ovaj proces je indukovan razli¢itim vidovima stresa
i/ili oStecenja i predstavlja mehanizam zaStite celije u kojoj se nagomilavaju
oSteCenja i sprecavanje proliferacije ovakve cCelije i nastanka tumora. Regulatori
Celijskog ciklusa, kao na primer oni ukljuCeni u retinoblastoma (Rb) ili p53-
posredovane signalne kaskade predstavljaju svojevrsne ,cuvarkuce” koji odrzavaju

proces replikativnog starenja. Jedna od vaznih karakteristika celija u stanju
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replikativnog starenja je da imaju skracene telomere (skracuju se pri svakoj
Celijskoj deobi do dostizanja kriticne duZine). Ukoliko se aktivira neki od
mehanizama produZavanja telomera, Celija se mozZe vratiti iz stanja replikativne
starosti u aktivno proliferiSuce stanje, Sto vodi nastanku i progresiji tumora. Stoga
je jedan od dosta bitnih molekularnih mehanizama uklju¢enih u patogenezu
odredenih tipova tumora, produZenje ili skracenje telomera, odnosno telomerna
nestabilnost. Fenomen produZavanja telomera koji je prisutan u izvesnim
tumorima glave i vrata, pre svega kancerima ezofagusa (Zhang i sar. 2014),
ostvaruje se bilo aktivacijom telomeraze bilo alternativnim mehanizmima (Shay i
sar. 2001). NaSi rezultati su takode pokazali da produzZavanje telomera moze biti
vazan faktor u patogenezi pleomorfnih adenoma. Ova pojava, zajedno sa izrazenom
metilacijom p16 i p14 tumor supresorskih gena, ukazuje na to da su osnovni
mehanizmi u patogenezi pleomorfnih adenoma predominantno usmereni na
vracanje Celije iz replikativne starosti u aktivno proliferiSuce stanje (Nikolic i sar.

2015).

Medu vazne kontrolore i regulatore Ccelijskog (replikativhog) starenja
ubrajaju se ciklin zavisne kinaze (CDK) i CDK inhibitori, medu kojima su kao
najznacajniji identifikovani produkti CDKN2A lokusa (p14, p15 i p16) (Collado i
sar. 2005). U odsustvu p16 proteina, ciklin zavisne kinaze 4 i 6 vezuju se za ciklin
D1 i Rb protein je fosforilisan, Sto dovodi do deregulacije G1/S kontrolne tacke u
¢elijskom ciklusu i pokrece se Celijska proliferacija. U humanim epitelnim celijama
tokom starenja dolazi do povecanja produkcije p16 (Serrano i sar. 1997). Cinjenica
da je gubitak funkcionalnog p16 proteina Cest u patogenezi mnogih tumora jo$
jedan je od dokaza koji ide u prilog hipotezi da je najvazniji korak u neoplasti¢noj

transformaciji ¢elije prevazilaZenje replikativnog starenja.

pl4 se dobija alternativnim iskrajanjem iRNK transkribovane sa CDKN2A
gena. pl4 je takode negativni regulator Celijskog ciklusa, funkcija koju ostvaruje
zaustavljanjem celijske deobe u G1/S ili pak G2/M medufazi. p14 interakcija
inhibira MDM2 onkoprotein, blokiraju¢i obrazovanje MDM2-p53 proteinskog
kompleksa i sprecavaju¢i MDM2-posredovanu degradaciju p53. U fibroblastima

coveka je pokazano da je pl4-indukovano zaustavljanje Celijskog ciklusa zavisno
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od p53 (Stott i sar. 1998). Inaktivacija p16/Rb i/ili p53/p21 signalnih puteva
smatra se odgovornom za kriticno skracenje telomera kod nekih tumora (Radpour
i sar. 2010). S obzirom da je kod uzoraka ispitivanih u okviru ove doktorske
disertacije pokazano da je hipermetilacija p14 promotora povezana sa duZim
telomerama, ovi rezultati, iako za sada jedinstveni u literaturi, idu u prilog
konceptu da p14 utiSavanje utice na p53 posredovanu inhibiciju tumorigeneze

(Nikolic i sar.2015).

DNK metilacija je ¢est mehanizam ukljucen u nastanak i progresiju tumora,
bilo da se radi o hipometilaciji onkogena Sto rezultuje njihovom aberantnom
aktivacijom, ili o hipermetilaciji i sledstvenoj inhibiciji tumor supresorskih gena.
Analiza i procena metilacionog statusa tumor supresorskih gena pokazala se kao
moc¢no orude u uspostavljanju rane dijagnoze u razli¢itim tipovima kancera
(Esteller i Herman 2002). Neki od gena ¢iji su promotori locirani u okviru tzv. CpG
ostrvaca su jako vazni regulatori ¢elijskog ciklusa, popravke oSte¢enja DNK ili pak
procesa angiogeneze (Esteller 2000). I dalje je relativno mali broj studija koje su se
bavile epigenetikom u tumorima pljuva¢nih Zlezda, ukljucujué¢i i analize

hipermetilacije p16 i p14 gena.

U naSoj studiji, hipermetilacija oba promotora je vrlo Cesta (p16 je bio
metilovan u 67%, a p14 u 70% slucajeva u grupi pleomorfnih adenoma, dok je u
karcinomima p16 bio metilovan u 67%, a p14 u 83% slucajeva). Ovako visoke
uCestalosti ukazuju na cinjenicu da bi hipermetilacija mogla biti znacajan
molekularni mehanizam u patogenezi kako pleomorfnog adenoma, tako i
karcinoma u pleomorfnom adenomu. Studije na veem broju karcinoma u
pleomorfnom adenomu, sa zasebnim analizama benignog i malignog dela
neoplazije, bile bi neophodne za donoSenje zakljucka o ulozi epigenetike u

patogenezi ovih tumorskih komponenti.

Nishimine i saradnici su u seriji od 36 karcinoma pljuvac¢nih Zlezda takode
pokazali da bi inaktivacija p16 i p14 gena bilo homozigotnom delecijom bilo

hipermetilacijom promotora mogla biti igrati znacajnu ulogu u molekularnoj
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patogenezi tumora pljuvacne Zlezde, kao i da su epigeneticke promene (na prvom
mestu metilacija) povezane sa karcinogenezom pljuvacnih Zlezda (Nishimine i sar.
2003). Schache i saradnici su pokazali da je kombinovani epigenotip koji je
ukljucivao p16, hTERT, RASSF1 i WT1 gene asociran sa znacajno vecom Sansom za
detektovanje maligniteta u bilo kom pozitivnhom uzorku (OR 24, P<0.001). Drugim
reCima, oni smatraju da bi gMSP mogao da se razvije kao znacajan dijagnosticki
alat pomocu koga bi se napravila razlika izmedu benignih PA i malignih karcinoma
u PA (Schache i sar. 2010). U saglasnosti sa ovim rezultatima, Hu i saradnici su
utvrdili da bi prekomerna ekspresija citoplazmatskog i smanjena ekspresija
nuklearnog p16 proteina mogla biti zna¢ajan mehanizam u evoluciji PA u CXPAida
se metilacija promotora p16 moZe korelisati sa malignom transformacijom PA (Hu

isar.2011).

Weber i saradnici su hipermetilaciju p16 identifikovali u svega 12 od 42
slucaja pleomorfnog adenoma parotidne pljuvacne Zlezde, $to je manje od 30%,
dok su hipermetilaciju p14 opisali samo u jednom slucaju. Nisu pronasli ni jaku
vezu izmedu metilacionog statusa dva promotora, ali su utvrdili postojanje jasne
veze izmedu metilacije promotora i transkripcionog utisavanja, ¢ime ukazuju da je
hipermetilacija jedan od glavnih mehanizama inaktivacije CDK2A lokusa u
pleomorfnom adenomu parotidne pljuvacne zZlezde (Weber i sar. 2002). Slicno
ovim rezultatima, ni u okviru ove doktorske disertacije nije utvrdeno postojanje

veze izmedu metilacionih statusa p16 i p14 promotora.

Augello i saradnici su u njihovoj studiji hipermetilaciju p16 opisali u jos
manjem procentu pleomorfnih adenoma (4 od 28 slucajeva, sto je 14%), ali je ovaj
promotor bio metilovan u svih pet uzoraka karcinoma pljuvac¢nih Zlezda, od cega je

jedan bio karcinom u pleomorfnom adenomu (Augello i sar. 2006).

Li i saradnici ukazuju na znacaj hipermetilacije promotora p16 gena u
razvoju adenocisticnog karcinoma pljuvacne Zlezde (u 28 od 60 uzoraka) (Li i sar.

2005).

Guo i saradnici su u studiji na 38 uzoraka mukoepidermoidnog karcinoma

pokazali da su homozigotna delecija i hipermetilacija najceS¢e molekularne
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promene koje su vodile transkripcionom utiSavanju i gubitku tumor supresorske

funkcije p16 u ovim karcinomima (Guo i sar. 2007).

Brojne studije ukazuju na razlike u distribuciji hipermetilovanih gena i
promotora medu pripadnicima razli¢itih rasnih ili etni¢kih grupa koje se pripisuju
razli¢itim Zivotnim navikama (Mokarram i sar. 2009; Ambrosone i sar. 2014;
Devaney i sar. 2015), Sto bi moglo da objasni diskrepancu izmedu ucestalosti
hipermetilacije opisane u drugim studijama i rezultata iznetih u okviru ove

doktorske disertacije.
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6. ZAKLJUCCI
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Na osnovu rezultata ove doktorske disertacije, izvedeni su sledeci zakljucci:

e Amplifikacija HER-2 onkogena utvrdena je kod 18% pacijenata sa PA i kod
42% pacijenata sa CXPA ukazuju¢i na znacaj ove promene u patogenezi
tumora pljuvacnih Zlezda.

e c-myc amplifikacija utvrdena je kod svega 8% pacijenata sa PA i kod 33%
pacijenata sa CXPA ukazujuci na neSto manji uticaj ovog tipa alteracije na
patogenezu tumora parotida.

e Prisustvo mutacije u H-ras genu utvrdeno je u 15% PA i u 33% CXPA.

e S obzirom da su mutacije u jednom, dva ili sva tri analizirana gena HER-2/c-
myc/H-ras mitogene kaskade detektovane kod ukupno 38% pacijenata,
uloga ovog signalnog puta u patogenezi PA ne moZe se zanemariti.

e U kodirajué¢im egzonima TP53 gena mutaciju je imalo 25% pacijenata sa PA,
i cak 75% pacijenata sa CXPA.

e Metilacija promotora pl6 gena utvrdena je u 67% adenoma i 67%
karcinoma, a p14 gena u 70% adenoma i 83% karcinoma. S obzirom na
visoku ucestalost hipermetilacije mozZe se zakljuciti da su epigeneticke
promene u regionu CDKNZA lokusa izuzetno znacCajan molekularni
mehanizam u patogenezi pleomorfnog adenoma.

e Nije uoceno postojanje asocijacije izmedu mutacija ili epigenetickih
promena sa polom, uzrastom ili loSim navikama (puSenje i konzumacija
alkohola).

e Nijedan od Kklinickih ili patohistoloSkih parametara nije asociran sa
analiziranim mutacijama ili epigenetickim promenama.

e Poredenjem ucestalosti mutacija i epigenetickih promena u grupi
pleomorfnih adenoma i karcinoma u pleomorfnom adenomu utvrdeno je
postojanje statisticki znacajne razlike u zastupljenosti c-myc i TP53
mutacija. LogistiCkom regresionom analizom pokazano je da prisustvo c-
myc genske amplifikacije 5,5 puta povecava Sansu za malignu
transformaciju, a prisustvo TP53 mutacije ¢ak 9 puta povecava Sansu za

malignu transformaciju pleomorfnog adenoma.
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Molekularna biologija i fiziologija, upisala je Skolske 2002/2003. godine, a
diplomirala Skolske 2008/2009. godine na usmerenju Primenjena genetika.
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prof.dr Jelene MilaSin. Zvanje istrazivac saradnik stekla je 2013. godine.
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Mpwunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

[MoTnucaxu-a Haha C. Hukonuh
Opoj nHaekca 53003/2010
UzjaBrbyjem

[a je OOKTopCcKa gucepTauuja nog HacnoBom

» EHETUYKA 1 enureHeTuyKa ctyanja nneoMopdHUX ageHomMa MibyBayHuX xresna
yoBeka: mytauunonu ctatyc HER-2, c-myc, H-ras n TP53 reHa n meTunaumonu cratyc
p14u p16 reHa”

e pPEe3ynTaT CONCTBEHOr UCTpaXmnBadKkor pana,

e [a npeanioxeHa gucepraluja y LenvHu HU Yy AenoBuma Huje buna npeanoxeHa
3a pobujake 6uno koje AunnoMe npema CTyAWjCKMM MporpamumMa [gpyrux
BVICOKOLLIKOSICKUX YCTaHOBA,

e [1a Cy pe3yntaTtu KOPeKTHO HaBegeHu n

e [Ja HWCaM KpLuMo/na ayTopcka npaea W KOPWUCTUO WHTENEeKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc gokTopaHaa

//5/‘? St

Y Beorpaay, _10.12.2015. roguHe




Mpunor 2.

U3jaBa 0 NICTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U efleKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Vive n npesume aytopa Haha C. Hukonuh

Bpoj ungexca 53003/2010

CTyaujckn nporpam buonoruvja

Hacnoes papa JJeHeTu4ka 1 enureHeTndka cryavja MAeomMopdHUX ageHoma

NibyBavYHMX Xesga YyoBeka: MyTaumonn crtatyc HER-2, c-myc, H-ras n TP53 reHa u
MeTunaunoHu ctaryc p714 u p16 reHa“

MeHTop ap JeneHa MunauwmH

[NoTnuncaHwu/a Haha C. Hukonuh

WsjaBrbyjem fa je wrtamnaHa Bepauvja Mor AOKTOPCKOr pafa WCTOBETHA €NeKTPOHCKO]
BEp3MjM KOjy cam npepao/na 3a objaBrbvMBake Ha nopTany AduraranHor
peno3utopuyma YHuBep3uteta y Georpagy.

[os3sorbaBam aa ce objaBe moju NMYHM NoJauM BesaHu 3a fobujare axkagemckor
3Baka [OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe 1 Npe3ume, roguHa 1 Mecto pohewa u gatym

onbpaHe pana.

OB/ nU4HW nogauu Mory ce o06jaBuUTU Ha MPEXHUM CTpaHuuama gurutanqe
BrubnmoTeke, y eneKTpoHCcKoM kaTtanory 1y nybnvkauvjama YHusepsuteTa y beorpaay.

MoTnuc gokTtopaHaa

/%cfj?{ | /L/Z 115 7\L

Y beorpagy, _ 10.12.2015. roaunHe




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Oenauwhyjem YHusepsuteTcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh* ga y [duruTtanyu
penosuTopujym YHuBepauteTa y beorpagy yHece Mojy OOKTOpPCKY AucepTtauujy rnoj
HacnoBoMm:

,[ EHeTMYKa 1 enureHeTNYKa CTyauvja NNeoMopHNX afeHoMa NibyBavyHUX xnesana
yoBeka: MyTauuoHu ctatyc HER-2, c-myc, H-ras v TP53 reHa 1 METUNAUMOHN cTaTyc
p14 v p16reHa”

Koja je Moje ayTopcKko Aeno.

[vicepTauujy ca cBumMm npunosuma npegao/na cam y enekrpoHckoM opmarty norogHoM
3a TPajHO apxuBupame.

Mojy foKTopcKy aucepTauujy noxpaweHy y urmtanHu penosuTopujym YHuMBepauTeTa
y Beorpagy mory fa kopucTe CBUW Koju NOLWTYjy oapenade cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatmsHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogfydno/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMepLujanHo
@AyTopCTBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepane
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHo — AennTy NoA UCTUM YCroBMMa
5. AytopctBo— 6e3 npepage
6. AyTopCcTBO — AEnuUTU Nog UCTUM yCrioBMMa

(Monumo fa 3aokpyxute camo jefHy O LUecCT MOHYREeHUX NUUEHUM, KpaTak onwuc
AnUeHUn 4art je Ha nonefuHu nucta).

MoTnuc fnokTopaHga

# Cj/’?‘\ /7/1// ks A MZ/
v

Y beorpagy, _10.12.2015. roauHe




1. AytopcTBo - [losBorbasarte YMHOXaBarbe, ONCTpubyuujy ¥ jaBHO caoniuTaBare
aena, v npepage, ako ce HaBe[e uMme aytopa Ha HauuH ofpeheH o cTpaHe ayTtopa
W fasaoua nuueHue, Yak u y komepuujande capxe. OBo je HajcnobogHuja og cBmx
nuueHun.

2. AytopcTBO — HekoMepuujanHo. [lo3sorbaearte yMHOXaBake, AUCTpUBYUnjy 1 jaBHO
caonrasare Jena, u npepage, ako ce HaBeae uMe aytopa Ha HauuH onpefen ofn
CTpaHe ayTopa wnuv gasaoua nuuedue. OBa nuueHLa He 403BOrbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTtopcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBate yMHOXaBaHe,
oveTpubyuujy 1 jaBHo caonwtaBarbe nena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBarsa UNu
ynotpebe fena y CBOM [efly, ako Ce HaBefe Mme ayTopa Ha HauuH ogpeheH of
cTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHLa He [03BOrbaBa koMmepuujanty
yrnoTtpeby nena. Y ofHOCY Ha CBe ocTare nuueHue, OBOM JIMLEHLIOM Ce orpaHuMyasa
Hajsehu obum npasa kopulhewa agena.

4. AyTOpCTBO - HekomepuujanHo — AenvTu nofd uctum ycnosuma. [lo3sBorbapare
yMHOXaBame, AMcTpubyLinjy ¥ jasHo caoniutTaBare Aera, u rnpepaje, ako ce HaBefe
ume aytopa Ha HayvH ofapeheH of CcTpaHe ayTopa unu gasaoua NULEeHLe U ako ce
npepaga auctpubympa nofd WUCTOM wunu CiMYHOM ruueHuoM. OBa nuueHua He
[03BOrbaea KomepuujanHy ynotpedy aena u npepaga.

5. AytopctBo —6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBatse, OUCTpUbYLM)y W jaBHO
caonuwrtaame gena, 6es npoMmeHa, npecbnukoBara unu ynotpebe nenay cBom geny,
axKo ce Hasefe UMe ayTopa Ha HauumH ogpefeH of CTpaHe ayTtopa wiu pasaoua
nuueHue. OBa NuLeHLa A03BOMbasa KoMepLujanHy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO - [AenuTu noj WuctuMm ycnoeuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBamwe,
AucTpubyLujy 1 jaBHO caoniuTasamwe Aena, v npepaje, ako ce Hapefe nMe aytopa Ha
HayuH ofpefeH of CcTpaHe aytopa wuimM faBaoua ruUeHLe W ako ce rnpepana
anctpubyupa nofg MCTOM WM crivdHoM  rvueHuom. OBa nuueHua [03Borbasa
KomepuujanHy ynorpeby pena u npepaga. CnuuyHa je codpTBEPCKMM ruLEHLIama,
OOHOCHO NnuuUeHUama OTBOPEHOr Koaa.
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