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ABSTRACT

Pancreatic carcinoma is one of the most invasive and progressive human
malignant neoplasms. This malignancy is characterized by activation of KRAS
oncogene and inactivation of p16, p53 and SMAD4 tumor supressor genes.
Recent results show association between KRAS activation and SMAD4
inactivation in pancreatic carcinogenesis. The structure of the SMAD4 gene
promoter has not been clearly defined and little is known about the transcription
regulatory mechanisms of this gene. This study was aimed at analyzing genetic
and epigenetic changes in the 5' regulatory region as potential mechanisms of
SMAD4 gene inactivation in pancreatic carcinoma and their coexistance with
KRAS codon 12 mutation in malignant tissues.

Structural analysis of SMAD4 gene promoter has shown that two
mononucleotide repeat elements, -462T(15) and -4T(12), are polymorphic in
pancreatic carcinoma and colorectal cancer tissues, while functional analysis
indicated that -4T(12) element may be important for transcriptional regulation.
The haplotype 14/10 was the most common haplotype in pancreatic carcinoma
tissue, present in 88% of cases. Haplotypes 10/12 and 9/12 were detected in 4%
of colorectal cancer tissues each. In majority of pancreatic carcinoma cases
(98%) either KRAS codon 12 mutation or SMAD4 gene promoter haplotype
14/10 was present.

These findings suggest that haplotypes 14/10, 1012 and 8/12 in the
SMAD4 gene promoter represent genetic markers that might be associated with
specific malignancy and potentially exploited for diagnostics and monitoring of
disease, alone or in combination with KRAS codon 12 mutation testing.



ABSTRACT

Pancreatic carcinoma is one of the most invasive and progressive human
malignant neoplasms. This malignancy is characterized by activation of KRAS
oncogene and inactivation of p16, p53 and SMAD4 tumor supressor genes.
Recent results show association between KRAS activation and SMAD4
inactivation in pancreatic carcinogenesis. The structure of the SMAD4 gene
promoter has not been clearly defined and little is known about the transcription
regulatory mechanisms of this gene. This study was aimed at analyzing genetic
and epigenetic changes in the §' regulatory region as potential mechanisms of
SMAD4 gene inactivation in pancreatic carcinoma and their coexistance with
KRAS codon 12 mutation in malignant tissues.

Structural analysis of SMAD4 gene promoter has shown that two
mononucleotide repeat elements, -462T(15) and -4T(12), are polymorphic in
pancreatic carcinoma and colorectal cancer tissues, while functional analysis
indicated that -4T(12) element may be important for transcriptional regulation.
The haplotype 14/10 was the most common haplotype in pancreatic carcinoma
tissue, present in 88% of cases. Haplotypes 10/12 and 9/12 were detected in 4%
of colorectal cancer tissues each. In majority of pancreatic carcinoma cases
(98%) either KRAS codon 12 mutation or SMAD4 gene promoter haplotype
14/10 was present.

These findings suggest that haplotypes 14/10, 10/12 and 9/12 in the
SMAD4 gene promoter represent genetic markers that might be associated with
specific malignancy and potentially exploited for diagnostics and monitoring of
disease, alone or in combination with KRAS codon 12 mutation testing.



ABSTRAKT

Karcinom pankreasa spada u najinvazivnije i najprogresivnije humane
maligne bolesti, Genetske promene karakteristitne za ovu bolest su aktivacija
onkogena KRAS i inaktivacija tumor supresor gena p16, p53 i SMAD4. Novija
istraZivanja ukazuju na povezanost aktivacije onkogena KRAS i inaktivacije
tumor supresor gena SMAD4 u pankreasnoj karcinogenezi. Struktura promotora
gena SMAD4 nedovoljno je prou¢ena i malo se zna o mehanizmima regulacije
transkripcije ovog gena. Ova studija je imala za cilji da istrazi genetske i
epigenetske promene u 5 regulatornom regionu gena SMAD4 kao potencijaine
mehanizme njegove inaktivacije u karcinomu pankreasa, kao i njihovu
udruZenost sa prisustvom mutacije u kedonu 12 gena KRAS u malignom tkivu,

Strukturna analiza promotora gena SMAD4 je pokazala da su dva
mononukleotidna ponovka, -462T(15) and -4T(12), polimorfna u karcinomu
pankreasa i kolorektalnom kanceru, dok je funkcionalna analiza pokazala da broj
timina u elementu -4T(12) moZe biti od znacaja za regulaciju transkripcije.
Haplotip 14/10 je bio najée&éi haplotip u tkivu karcinoma pankreasa, prisutan u
88% slucajeva. Haplotipovi 10/12 i 9/12 su otkriveni u po 4% sluajeva u tkivu
kolorektalnog kancera. U najvecem broju tkiva karcinoma pankreasa (98%) bila
je prisutna ili mutacija u kodonu 12 gena KRAS ili haplotip 14/10 u promotoru
gena SMAD4.

Rezultati ovog istraZivanja ukazuju da haplotipovi 14/10, 10/12 i 9/12 u
promotoru gena SMAD4 predstavljaju genetiCke markere koji mogu biti povezani
sa specifitnom malignom bole$éu, a njihova analiza potencijalno iskori§éena za
dijagnostikovanje | pracenje bolesti, pojedinacno ili u kombinaciji sa analizom
mutacije u kodonu 12 gena KRAS.
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1. UVOD

1. 1. Karcinom pankreasa
1.1. 1. Pankreas

Pankreas je organ digestivhog sistema smesten u abdomenu posteriorno
u odnosu na Zeludac i povezan je sa duodenumom (slika 1A). MorfoloSki se
moZe podeliti u tri regiona: glavu, telo i rep. Prema funkciji koju vrsi tkivo
pankreasa se deli na egzokrini i endokrini pankreas (1).

Egzokrini pankreas ima ulogu u procesu varenja. Njega ¢ine acinusi,
grupacije celija €iji se izvodni kanalici spajaju u zajednicki izvodni kanal, a koji se
uliva u duodenum (slika 1B). Acinarne celije Cine veci deo pankreasnog tkiva i
proizvode zimogene, neaktivne forme pankreasnih enzima, koji se izluéuju u
izvodne kanaliée. Epitelne éelije kanaliéa alkalizuju enzimsku megavinu
dodavanjem mukusa, vode i bikarbonata i tako se formira pankreasni sok koji se
izluéuje u duodenum. U intestinalnom sistemu enteropeptidaza prevodi zimogene
u aktivne enzime odsecanjem aktivacionog peptida.

Endokrini pankreas vrdi regulaciju metabolizma glukoze |uéenjem
hormona u krvotok. Endokrino tkivo pankreasa cine Cetiri specijalizovana tipa
¢elija (a, b, d i PP) koje su organizovane u kompaktna Langerhansova ostrvca
okruZzena acinarnim egzokrinim tkivom (slika 1B). Endokrine &elije pankreasa se
medusobno ne razlikuju morfoloski, veé su klasifikovane po tipu hormona koje
luge: tip a - glukagon, tip b - insulin, tip d - somatostatin, tip PP - pankreasni
polipeptid. Celije tipa a i b regulidu metabolizam glukoze, a éelije tipa PP i d
moduliraju sekretorna svojstva drugih tipova pankreasnih celija.



CELUE LANGERHANSOVIH OSTRVAUCA
IZLUCUIL HORMONE U KEVNE SUDOVE

Slika 1. Pankreas
A - poloZaj pankreasa u organizmu
B - grada pankreasnog tkiva




Poremec¢aji funkcije pankreasa mogu biti uzrokovani promenama u
egzokrinom ili endokrinom tkivu, ali se ¢esto javljaju udruzeno. Poremecaj bilo
egzokrinog, bilo endokrinog tkiva pankreasa znacajno povecava rizik za
oSte¢enje drugog tipa pankreasnog tkiva. NajéeSce bolesti pankreasa su
diabetes mellitus, pankreatitis i karcinom pankreasa. Diabetes mellitus
predstavlja poremecaj endokrine funkcije pankreasa. Postoje dva tipa ove
bolesti: tip 1 koji podrazumeva nemogucnost proizvodnje insulina i tip 2 koji
podrazumeva rezistenciju na insulin. Pankreatitis predstavlja inflamaciju
egzokrinog pankreasa, koja moZe biti akutna ili hroniéna. Karcinom pankreasa je
maligni tumor koji nastaje od egzokrinih pankreasnih celija.

1. 1. 2. Epidemiologija karcinoma pankreasa

Karcinom pankreasa (duktalni adenokarcinom pankreasa, adenokarcinom
pankreasa, kancer pankreasa) je najéeéca pankreasna neoplazma i €ini priblizno
80% svih maligniteta pankreasa (2). Ovu bolest karakteriSu izrazita progresivnost
i invazivnost, a rezistentna je na vecinu dostupnih terapija. UCestalost karcinoma
pankreasa iznosi 3-9 na 100000 osoba godisnje, pri éemu je udestalost niza u
razvijenim, a visa u nerazvijenim zemljama (3). Karcinom pankreasa je trinaesti
kancer po ucestalosti i osmi vodeéi uzrok smrtnosti od kancera u svetu, a
ucestalost ove bolesti i njom wvzrokovan mortalitet su skoro istovetni.
Petogodisnja stopa preZivijavanja nakon postavljanja dijagnoze iznosi samo 3%,
a prosecno prezivljavanje je manje od 6 meseci (2). Usled nespecificnih
simptoma i ograni¢enja dostupnih dijagnostickih metoda bolest se retko
dijagnostikuje u pofetnim stadijumima | metastaze su obiéno prisutne veé pri
inicijalno] dijagnozi. Operativno uklanjanje tumora je indikovano kod svega 15-
20% pacijenata, pri ¢emu su samo tumori glave pankreasa resektabilni, a
petogodiSnja stopa preZivljavanja nakon ove intervencije iznosi samo 20% (2).
Hemioterapija ima slab efekat usled snaZne otpornosti ovog kancera na
postojee terapijske protokole. Primenom dostupnih terapijskih protokola za



karcinom pankreasa kod vecine pacijenata se postiZe samo olakSavanje
simptoma bolesti.

Etiologija karcinoma pankreasa je nedovoljno poznata. U faktore koji
mogu da moduliraju rizik za pojavu ove bolesti spadaju godine starosti, pol,
pusenje, nepravilna ishrana, dugotrajno izlaganje izvesnim karcinogenima,
hroniéni pankreatitis, diabetes | nasledni pankreatitis (4, 5). Glavni epidemioloZki
faktor koji utiée na nastanak i razvoj karcinoma pankreasa su godine starosti.
Bolest se retko javlja pre 40. godine, a sa starenjem se povecava | rizik, koji
kulminira oko 80. godine, kada je 40 puta povecan. Bolest se nesto Cesce javlja
kod mugkaraca nego kod Zena. Pudenje je povezano sa dvostrukim poveéanjem
rizika za nastanak karcinoma pankreasa, usled prisustva karcinogenih supstanci
u duvanskom dimu. Ishrana bogata mastima povecava rizik za nastanak
karcinoma pankreasa, dok ga ishrana koja se uglavnom sastoji od povréa i voca
smanjuje. Pretpostavlja se da intenzivno dugogodidnje konzumiranje alkohola
takode predstavlja faktor rizika. Dugotrajno izlaganje karcinogenim supstancama
u okviru profesije se smatra odgovornim za manje od 5% slucajeva karcinoma
pankreasa, Kod osoba obolelin od hroniénog pankreatitisa rizik je povec¢an za 30-
40%, kod diabetesa tipa 2 dva puta, a kod hereditarnog oblika hroniénog
pankreatitisa, koji je uzrokovan mutacijama u genu za katjonski tripsinogen, éak
50 puta (2). Smatra se da je 3-10% slu¢ajeva karcinoma pankreasa posledica
nasledne predispozicije.

1. 1. 3. Biologija karcinoma pankreasa

Celije karcinoma pankreasa su fenotipski sliéne duktalnim Gelijama i
duktalnog su porekla, ali nije poznato od kog tipa celija nastaje ovaj malignitet.
Pretpostavija se da karcinom pankreasa moze nastati od pankreasnih stem celija
ili transdiferenciranih egzokrinih ili endokrinih celija (4). Najnoviji podaci ukazuju
na moguénost da karcinom pankreasa nastaje od pankreasnih stelatnih celija,
subpopulacije ¢elija normalnog pankreasnog tkiva sa karakteristikama fibroblasta

(6). Kod ovih celija su u eksperimentalnim modelima kao odgovor na ostecenje



pankreasnog tkiva zapaZene proliferacija, migracija na mesta o3tecenja,
kontraktilnost, fagocitoza i sinteza komponenti ekstracelijskog matriksa, pa je
verovatno da ove celije u aktiviranom stanju mogu imati bitnu ulogu u fibrozi kod
hroniénog pankreatitisa i karcinoma pankreasa.

Kroz brojne histopatoloske i klinicke studije pankreasnih neoplazmi
identifikovana je serija karakteristicnih lezija u pankreasnom tkivu koje imaju
potencijal da dovedu do invazivnog maligniteta (7, 8). Ovi patoloski stadijumi se
nazivaju pankreasna intraepitelijalna neoplazma (PanIN, pancreatic
intraepithelial neoplasm), mucinozna cisticna neoplazma (MCN, mucinous cystic
neoplasm) i intraduktalna papilarna mucinozna neoplazma (IPMN, intraductal
papillary mucinous neoplasm) (slika 2).

Slika 2. Stadijumi razvoja duktalnog adenokarcinoma pankreasa
PaniM-1, 2, 3 - stadijumi pankreasne intraepitelijalne neoplazme
MCN = stadijum mucinozne cistiéne neoplazme

IPMN — stadijum intraduktalne papilarne mucinczne necplazme

Najbolje prougen i najceséi tip prekursornih lezija u karcinomu pankreasa
su PanIN stadijumi, koji se odlikuju nizom morfoloskih razlika u odnosu na



normalno tkivo. Okarakterisana su tri PanIN stadijuma, pri éemu se PanIN |
odlikuje pojavom mucinoznog epitela, dok kroz stadijume PanIN Il i PanIN il
dolazi do sve intenzivnije céelijske i jedarne dezorganizacije. Tkivo u vigim PanlN
stadijumima moze da se ftransformife u invazivni karcinom pankreasa.
Pretpostavija se da se proces maligne transformacije tkiva u stadijumima MCN i
IPMN odvija na slitan nacin kao i u PanlN lezijama.

1. 1. 4. Molekularna genetika karcinoma pankreasa

Progresija premalignih lezija u invazivni pankreasni adenokarcinom
objagnjava se povecanjem broja genetskih oste¢enja sa progresijom PanIN
stadijuma (9, 10). Najée3céi poremecaji genomske DNK u karcinomu pankreasa
su hromozomske aberacije, aklivacija onkogena, inaktivacija tumor supresor
gena, epigenetsko utiSavanje, poremecaji duZine telomera i mutacije
mitohondrijalne DNK, U najve¢em broju sluéajeva karcinoma pankreasa dolazi
do aktivaciie KRAS onkogena i inaktivacije tumor supresor gena p16, p53 i
SMAD4 (9, 10). NajceSce hromozomske aberacije u karcinomu pankreasa su
gubici hromozoma S, 17 i 18, na kojima se nalaze upravo tumor supresor geni
p16, p53 | SMAD4. Navedene genetske promene se zbog visoke ucestalosti u
karcinomu pankreasa smatraju molekularnim markerima pankreasne
karcinogeneze, dok su sve ostale genetske promene relativno retke ili
sporadiéne (tabela 1) (10, 11).

Tabela 1. Ucestalost genetskih promena u karcinomu pankreasa

UCESTALOST
GEN MUTACIJA (%)
pl6 (cyclin-dependent kinase inhibitor 24 (melanoma, inhibits CDK41) 80-95
P53 (TP53, tumor protein p53) 50-75
SEMADS  (SMAD family member 4) £5
KRAS  (v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) 75-90
BRAF (V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1) - 5-10
hMLH1  (mutL homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type 2 (E. coli)) 4
hMSHZ (mutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type 1 (E. coli))
BRCAZ (breast cancer 2, early onset) 7-10




Vaznu ulogu u karcinogenezi pankreasa moze imati i poremecena
ekspresija malih RNK, koje u¢estvuju u regulaciji ekspresije drugih gena na nivou
translacije. Na njihov potencijalni znaéaj ukazuje podatak da je preko 50% gena
za male BNK lokalizovano u regionima za koje se zna da su genetski nestabilni i
da su Cesto pogodeni rearanZmanima u kanceru (12). U karcinomu pankreasa od
gena za male RNK najcesSce je prekomerno eksprimiran gen za miR-221, a
poznato je da ova i druge male RNK mogu da uti¢u na ekspresiju gena KRAS |
p53.

Tipican profii mutacija u karcinomu pankreasa obuhvata mutacije u
genima za KRAS, p53 i p16, dok se inaktivacija gena SMAD4 najcesce javlja u
kombinaciji sa sve tri prethodno navedene mutacije (13). Do pomenutih
genetskih promena u karcinomu pankreasa najéesce dolazi odredenim
redosledom, pri ¢emu se aklivacija KRAS onkogena i inaktivacija p16 turmnor
supresor gena mogu smatrati ranim, a inaktivacija tumor supresor gena za p53 i
SMAD4 kasnim dogadajima u pankreasnoj karcinogenezi (slika 3).

— AKTIVACLIA pal
— INAKTIVACLIA SMADA

Slika 3. Hronologija molekularnih dogadaja u karcinomu pankreasa




Onkogen KRAS se aktivia u skoro svim slu€ajevima karcinoma
pankreasa | mutacije u genu KRAS predstavljaju najéesci genetski poremecaj u
ovoj bolesti. Mutacije koje aktiviraju onkogen KRAS javijaju se u 75-90%
sluajeva karcinoma pankreasa i najcesc¢e pogadaju koden 12, a u manjem broju
sluéajeva kodone 13 | 61 gena KRAS. Gen KRAS kodira membranski GTP-
vezujuci protein koji uéestvuje u signalnoj transdukciji posredovanoj faktorima
rasta. Mutacije dovode do pojave konstitutivno aktivne forme proteina, koja se
permanentno nalazi u GTP-vezanom stanju, i time do konstitutivne aktivacije
intracelijske signalne transdukcije. Mutacije koje dovode do aktiviracije onkogena
KRAS predstavljaju jedan od najranijih molekularnih dogadaja u benignim i ranim
malignim lezijama u pankreasnom tkivu. Prisutne su u priblizno 30% PanIN |
lezija (10).

Tumor supresor p16 je inaktiviian u 80-95% slu€ajeva karcinoma
pankreasa. Ciklin-zavisna kinaza p16 (CDKN2A/INK4A) utestvuje u regulaciji
celijskog ciklusa i najéesce je inaktiviran tumor supresor u karcinomu pankreasa.
Ovaj protein interaguje sa CDK4/CDK6 kompleksom, &ime spre€ava formiranje
aktivnog ciklin D-CDK4/CDKE kompleksa i time spreéava ulazak u S-fazu
celijskog ciklusa. Do gubitka funkcije proteina p16 mozZe doci zbog homozigotne
delecije gena (oko 40% slu€ajeva), gubitka heterozigotnosti pra¢enog mutacijom
na preostalom alelu (oko 40% sluéajeva) ili epigenetskim utiSavanjem usled
hipermetilacije promotora (oko 10-15% slugajeva). Gubitak nuklearnog proteina
p16 uoten je kod 30% PaniN |, 55% PanlIN Il i 70% PanIN Il lezija (10).

Tumor supresor p53 je inaktiviran u 50-75% sluéajeva karcinoma
pankreasa. Protein p53 je transkripcioni faktor koji regulide éelijski ciklus kroz
regulaciju transkripcije u smeru zaustavljanja celijskog ciklusa ili apoptoze kao
odgovor na ostecenja DNK. Do gubitka funkcije proteina p53 skoro iskljucivo
dolazi usled gubitka heterozigotnosti pracenog mutacijom na preostalom alelu.
Inaktivaciju gena p53 najéesScée uzrokuje mutacija u egzonima 5-8 koji kodiraju
DNK-vezivni domen ovog proteina. Akumulacija mutiranog proteina p53 u jedru
uocena je u PanIN Il lezijama, pa se gubitak funkcije p53 smatra kasnim
dogadajem u patogenezi karcinoma pankreasa (10).



Tumor supresor SMAD4 se inaktivira visoko specificno u karcinomu
pankreasa, pa se njegova inaktivacija smatra genetskim dogadajem koji je
karakteristican za ovu bolest. Na osnovu dosada&njin istraZivanja procenjeno je
da je gen SMAD4 inaktiviran u 55% sluéajeva karcinoma pankreasa, pri éemu se
u 30% sluéajeva radi o homozigotnoj deleciji, a u 25% sluéajeva o gubitku
heterozigotnosti pracenom mutacijom na preostalom alelu. Inaktivacija gena
SMAD4 je vercvatno u vecini maligniteta kasni molekularni dogadaj, &to je, osim
za karcinom pankreasa, pokazano i za kolorektalni kancer (14). Gubitak funkcije
proteina SMAD4 se deSava relativno kasno tokom patogeneze karcinoma
pankreasa i uogen je | u nekim tipovima nemalignih lezija u pankreasu (15, 16,
17). Pacijenti kod kojih je potvrdena ekspresija SMAD4 u pankreasnom tkivu
imaju vigu stopu prezivljavanja od onih kod kojih je gen SMAD4 inaktiviran (18,
19).

Inaktivacija tumor supresor gena SMAD4 u kombinaciji sa aktivacijom
onkogena KRAS karakteristicna je za vedinu sluéajeva karcinoma pankreasa.
Selektivna delecija gena SMAD4 u epitelu pankreasa nema znacajan efekat na
razvice ili fiziologiju pankreasa. Medutim, eksperimenti na miSevima su pokazali
da deficijencija SMAD4 omoguéava brzu progresiju neoplazmi u kojima je vec
prisutna jedna od nekoliko razli€itih mutacija otkrivenih u genu KRAS, G12D (20,
21). Dok samo prisustvo mutacije KRAS G12D dovodi do nastanka premaligne
PaniN lezije, koja laganom progresijom dovodi do adenokarcinoma, kombinacija
mutacije KRAS G12D i deficijencije SMAD4 dovodi do brzog razvoja tumora nalik
IPMN leziji, koja predstavilja prekursor adenokarcinoma. Protein SMAD4 kao
tumeor supresor karcinoma pankreasa blokira progresiju neoplazmi koje su
indukovane KRAS G12D mutacijom, pa gubitak proteina SMAD4 u tkivu koje je
vet¢ pogodeno mutacijom KRAS G12D dovodi do progresije bolesti. Kombinovani
efekat aktivacije onkogena KRAS i inaktivacije tumor supresor gena SMAD4
zapaZzen je i u MCN lezijama (22). Njihovo kombinovano prisustvo je ucéeno i u
tkivu pankreasa zahvacenom hroni€nim pankreatitisom, koji Cesto predstavija
osnovu za razvoj karcinoma pankreasa (23).



1. 2. SMAD4

1. 2. 1. Gen SMAD4

Gen SMAD4 je otkriven 1996. godine, kao genski lokus koji je deletiran u
tkivu karcinoma pankreasa, zbog &ega je izvorno oznalen kao gen DPC4
(homozygously deleted in pancreatic carcinoma, locus 4) (24). Analiza tkiva
karcinoma pankreasa je pokazala da u oko 90% slucajeva dolazi do
homozigotne delecije regiona g21.1 na hromozomu 18, u kome je potom mapiran
gen veliéine 54803bp, koji se sastoji od 11 egzona (25, 26). Utvrdeno je da je
gen DPC4 strukturni homolog gena Mad Drosophila melanogaster i gena sma-2,
sma-3 i sma-4 Caenorhabditis elegans (27, 28). Geni Mad | sma u navedenim
organizmima predstavljaju vaZne uéesnike signalnog puta koji je nalik humanom
signalnom putu familije TGF-B (transforming growth factor-f3), na osnovu ¢ega je
pretpostavljeno, a kasnije i potvrdeno, da i gen DPC4 vréi sliénu funkciju (29). Na
osnovu strukturne i funkcionalne homologije predloZena je vaZze¢a nomenklatura,
pa kojoj je svim pripadnicima ove familije gena dat naziv SMAD, nastao
spajanjem naziva gena sma i Mad, pa je gen DPC4 preimenovan u SMAD4 (30).
Oznaka ovog gena po vaZecoj nomenklaturi (SMAD4) u upotrebi je tek od
nedavno, zbog ¢ega njegovo obelezavanje u literaturi jos§ uvek nije unifermno.

1. 2. 2. Struktura proteina SMAD4

Protein SMAD4 pripada familiji SMAD proteina, intracelularnih proteina
visoko konzervirane strukture koji uéestvuju u signalnim putevima familije TGF-B.
Ove proteine kodira osam gena u humanom i misjem genomu, Cetiri gena u
genomu Drosophila melanogaster i tri gena u genomu Caenorhabditis elegans
(31). Od osam sisarskih SMAD proteina pet su supstrati za kinaze iz familije
TGF-p receptora | oznaéeni su kao receptorom regulisani ili R-SMAD proteini. U
ovu grupu SMAD proteina spadaju SMAD1, SMAD2, SMAD3, SMADS | SMADES.
Proteini SMAD6G i SMAD7 su oznaéeni kao inhibitorni ili I-SMAD proteini, jer
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interferiraju sa interakcijom SMAD proteina | TGF-§ receptora ili sa medusobnim
interakcijama SMAD proteina (32). Protein SMAD4, oznacen kao zajednicki
SMAD ili Co-SMAD (common SMAD), je kljuéni intermedijerni molekul u svim
signalnim putevima familije TGF-f i ostvaruje ligand-zavisnu interakciju sa svim
R-SMAD proteinima (33, 34).

Svi SMAD proteini su molekuli od oko 500 aminc-kiselina, koje karakterisu
dva visoko konzervirana globularna domena razdvojena linker regionom (slika 4).
Protein SMAD4 ima visok stepen primarne strukturne homologije sa drugim
SMAD proteinima, ali se znacajno razlikuje u sekundarnoj strukturi sva tri

domena i njihovim funkcionalnim karakteristikama.

R-Smad Co-Smad I-Smad
Smadi, Smad2, S Smad6
Smad3, Smad5, Smad8 Smad?

MLSHTO

Slika 4. Shematski prikaz strukture SMAD proteina

Aminoterminalni MH1 (Mad-homology 1) domen proteina SMAD4 ima
ulogu u interakciji sa DNK i autoinhibiciji, a stabilizuje se évrstim vezivanjem
atoma cinka. Kontakt MH1 domena sa DNK se ostvaruje preko visoko
konzervirane "beta-hairpin” strukture ("ukosnice"), koja se nalazi u regionu L43-
R135. Mutacije u ovomn regionu dovode do promena u afinitetu vezivanja proteina
SMAD4 za DNK (35).




Linker region je fleksibilni segment proteina SMAD4 sa visokim sadrzajem
amino kiseline prolina. Ovaj region sadrZi signal za nuklearni eksport (nuclear
export signal, NES).

Karboksiterminalni MH2 (Mad-homology 2) domen je visoko konzerviran u
svim SMAD proteinima. Efektorska funkcija proteina SMAD4 je locirana u ovom
domenu, a omogucava je region bogat baznim amino-kiselinama, koji interaguje
sa fosforilisanim regionom R-SMAD proteina.

Aktivacioni domen, SAD (SMAD4 activation domain), zahvata delove
linker regiona i MH2 domena, a €ini ga 47 amino-kiselina. Ovaj domen je klju¢an
za signaini odgovor proteina SMAD4, jer posreduje interakcije sa aktivatorima i
represorima transkripcije (34). Region koji omoguéava ligand-zavisnu aktivaciju
SAD nalazi se u MH1 domenu proteina SMAD4.

1. 2. 3. Funkcija proteina SMAD4

Protein SMAD4 je zajednicki intracelularni medijator signalnih puteva
familije TGF-B, koji kod ¢oveka obuhvataju ukupno 42 proteina (31, 36). Ovaj
signalni put se aktivira preko familije citokina TGF-p. Signal se prenosi preko
transmembranskih receptornih serin/treonin kinaza, a glavni efektorni molekuli u
citoplazmi su SMAD proteini, koji bivaju fosforilisani aktiviranim TGF-B

receptorima i prenose signal kroz medusobne homooligomerne i
heterooligomerne interakcije (37) (slika 5).
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Slika 5. Shematski prikaz molekularnih dogadaja u signalnom putu TGF-§3
TBR-l - TGF-f receptor tipa |
TBR-Il — TGF-p receptor tipa |l
P — mesto fosforilacije
R-SMAD - regulatorni SMAD protein

Clanovi familije citokina TGF-p su dimerni ligandi koji se po aktivaciji
signalnog puta vezuju za homodimere TGF-B receptora i promovisu stvaranje
heterotetramernih kompleksa. Kinaza TBR-II (TGF- type Il receptor) po aktivaciji
ligandom fosforilife molekul TBR-I (TGF-B type | receptor), koji indukuje
fosforilaciju R-SMAD proteina, njihovu translokaciju u jedro i nastanak
heterooligomernih kompleksa izmedu fosforilisanih proteina R-SMAD i SMAD4
(38, 39) (slika 5). Protein SMAD4 je konstitutivno fosforilisan u citoplazmi i nivo
njegove fosforilacije se ne menja nakon stimulacije celija sa TGF-p (38).
Fosforilacija R-SMAD proteina, koji se u neaktivnom nefosforilisanom stanju
neprekidno krec¢u izmedu citoplazme i jedra, dovodi do njihove akumulacije u
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jedru i interakcije sa proteinom SMAD4. U kompleks formiran od proteina R-
SMAD i SMAD4 se potom inkorporiraju odredeni kofaktori za vezivanje za DNK,
koji vrSe selekciju gena za Ciji ¢e se regulatorni region kompleks vezati i
regrutaciju odgovarajuéih transkripcionih koaktivatora ili korepresora. Dejstvo
signalnog puta TGF-f se prekida defosforilacijom R-SMAD proteina, ali tacan
mehanizam ovog procesa joS uvek nije poznat. Na opisani nacin je regulisano
nekoliko stotina gena, pri éemu se oko dve tredine od ovog broja po aktivaciji
signalnog puta TGF-f aktivira, a oko jedne trecine reprimira (36).

Protein SMAD4 ima centralnu ulogu u svim signalnim putevima familije
TGF-B, kac heterocligomerizacioni inetrakcioni partner svih drugih SMAD
molekula. Protein SMAD4 ima ulogu i u aktivaciji transkripcije u jedru, koju
ostvaruje u kompleksu sa drugim SMAD proteinima (29). Preko domena MH1
protein SMAD4 omoguéava vezivanje kompleksa za DNK molekul, dok se preko
domena MH2 ostvaruje aktivacija neophodna za stimulaciju transkripcije (40, 41,
42, 43, 44). Overekspresija gena SMAD4 je dovoljna da indukuje aktivaciju
ekspresije gena koji dovode do zastoja u celijskom ciklusu, &to predstavija
karakteristicnu posledicu aktivacije TGF-3 signalnog puta (45, 46, 47).

Nukleotidne sekvence za koje se vezuju SMAD proteini oznacene su kao
SBE (SMAD binding element) sekvence. Nije precizno odredeno koja mesta u
genomskoj DNK prepoznaju SMAD proteini, ali se smatra da se uglavnom vezuju
za sekvencu GTCTG | komplementarnu CAGAC, a Cesto i za regione bogate GC
parovima nukleotida (48). Za visok afinitet i selektivnost proteina TGF-p
signalnog puta odgovorno je prisustvo mesta vezivanja za odgovarajuée
kofaktore u blizini SBE sekvence (49). Odredene mutacije koje mapiraju u
domenu MH1 proteina SMAD4 dovode do smanjenja ili potpunog odsustva
ekspresije gena koji sadrZze SBE, usled naruSavanja vezivanja proteina SMAD4
za DNK (50).
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1. 2. 4, Regulacija ekspresije gena SMAD4

Bazalni nivo ekspresije proteina SMAD4 je utvrden u svim tkivima. Sa
ovog gena se prepisuje informaciona RNK duZine 8789 nukleotida, a protein je
veliCine 552 amino-kiseline (25, 26).

O regulaciji ekspresije gena SMAD4 u literaturi postoji vrio malo podataka.
Promotor gena SMAD4 okarakterisan je 1998. godine, ali su njegova struktura i
funkcija jo8 uvek nedovoljno izugene (51) (slika 6). Mesto sa kog otpoéinje
transkripcija mapirano je 132bp uzvodno od mesta sa kog otpoginje translacija, a
bazalni promotor obuhvata oko 1,4kb, od -1,2kb do +0,2kb u odnosu na mesto sa
kog otpocinje transkripcija. Ovaj promotor ne sadrZi TATA boks i GC ostrvca, ali
sadrZi strukturu nalik TATA boksu (TAAAAT), koja se nalazi 3Z2bp uzvodno od
mesta sa kog otpocinje transkripcija. Softverska analiza promotora gena SMAD4
ukazala je da se u okviru ovog regiona nalaze potencijalna mesta vezivanja za
proteine AP-1, Pit-1, F2F i HoxA-5, koji uCestvuju u regulaciji celijskih signalnih
puteva. Protein AP-1 (activator protein 1) je univerzalni transkripcioni faktor koji
uéestvuje u regulaciji diferencijacije, proliferacije i apoptoze ¢elija u odgovoru na
raznovrsne celijske stimuluse (25). Proteini Pit-1 (pituitary-specific positive
transcription factor 1) i F2F (prolactin receptor) su tkivno-specifiéni transkripcioni
faktori koji imaju ulogu u razviéu endokrinog sistema i sintezi hormona (25).
Protein HoxA-5 (homeobox protein AS) spada u grupu Hox proteina koji imaju
vaZnu ulogu u morfogenezi, segmentaciji i diferencijaciji embriona, a za koje je
karakteristicna tkivno- i vremenski-specificna ekspresija u embrionalnom razvicu
(25). U promotoru gena SMAD4 prisutno je vise od deset TAAT boksova za koje
se mogu vezati mnogi proteini iz Hox familije, pa se pretpostavlja da se i drugi
proteini osim HoxA-5 vezuju u ovom regionu i reguliu ekspresiju gena SMAD4
tokom embrionalnog razvica.
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Slika 6. Prikaz sekvence DNK promotora gena SMAD4

- potencijalna mesta vezivanja proteina Hox familije
AP-1, Pit-1, F2F i HoxA-5 — potencijalna mesta vezivanja proteina

+1 — mesto sa kog otpodinje transkripcija

TATA-like box — struktura nalik TATA boksu

Nedavno je pokazano da

region od 655bp wuzvodno od prvog
nekodirajuéeg egzona gena SMAD4 i 16kb uzvodno od mesta sa kog otpocinje
translacija takode ima promotorsku aktivnost, ali njegova uloga jo§ uvek nije
razjasnjena (52). Ovaj region sadrzi TATA boks i GC ostrvca, kao i potencijaino

mesto vezivanja za transkripcioni faktor SP1.

1. 2. 5. Fiziolo$ka uloga proteina SMAD4

Signalni putevi familije TGF- reguliSu vazne celijske procese: deobu,

diferencijaciju, migraciju, adheziju i umiranje ¢elija. Kao ucesnik signalnog puta
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TGF-p protein SMAD4 ima veoma vaZnu ulogu u razviéu, §to je potvrdeno
eksperimentima na miSevima, ciji protein SMAD4 ima 88% homologije sa
humanim (53). Signali posredovani molekulom SMAD4 su kod mi&a neophodni
za proliferaciju epiblasta, formaciju jajnog cilindra i indukciju mezoderma (54).
Misevi koji su homozigoti za mutacije u genu SMAD4 umiru sedmog dana
embriogeneze, dok heterozigotni mutanti razvijaju gastrointestinalne polipe i
tumore u periodu od 6 do 12 meseci starosti (55, 56, 57).

Molekuli familije TGF-f# su potentni inhibitori celijske proliferacije i mnoge
maligne ¢éelije imaju smanjenu osetljivost na inhibiciju rasta posredovanu ovim
molekulima. Gubitak funkcije proteina SMAD4 dovodi do gubitka inhibicije
procesa rasta i povecanja proliferacije celija kroz povecanu aktivnost TGF-p
signalnog puta (58). Uloga gena SMAD4 kao tumor supresora je potvrdena u
eksperimentima na misevima (59). Da je protein SMAD4 deo signalnog puta
TGF-B | da posreduje njime indukovanu inhibiciju rasta dokazano je i
eksperimentima na humanim ¢elijama u kulturi (60). Uvodenje proteina SMAD4 u
c¢elijsku liniju humanog karcinoma pankreasa, iako ne dovodi do obnavljanja
senzitivnosti na TGF-P, suprimira formiranje tumora in vivo i utiée na
angiogenezu kroz smanjenje ekspresije vaskularnog endotelijalnog faktora rasta i
povecenje ekspresije trombospondina-1 (61). Celije sa homozigotnom delecijom
gena SMAD4 mogu delimiéno da prevazidu nedostatak proteina SMAD4 u
signalizaciji kroz jo§ uvek neobjasnjen mehanizam, $to ukazuje na verovatno
postojanje i SMAD4-nezavisnog TGF-p signalnog puta (62).

1. 2. 6. Inaktivacija gena SMAD4 u patofizioloskim stanjima

Inaktivacija gena SMAD4 je karakteristitna za karcinom pankreasa, pri
cemu se cesce javlja u celijskim linijjama u odnosu na primarni adenokarcinom
(24, 63). Mutacije u genu SMAD4 nisu otkrivene u sluéajevima familijarnog
karcinoma pankreasa, Cija se genetska osnova razlikuje u odnosu na
nefamilijarni oblik bolesti (64).



Familijarni juvenilni poliposis je oboljenje koje se nasleduje autozomno-
dominantno i uzrokovano je prisustvom mutacija u genu SMAD4. Ovu bolest
karakteriSu razvo] polipa gornjeg i donjeg gastrointestinalnog trakta u ranoj
miadosti, kao i poviSeni rizik za razvoj gastrointestinalnih kancera (65). Kod
pacijenata obolelih od ove bolesti mutacije gena SMAD4 prisutne su u
germinativnim ¢elijama i uglavnom dovode do nekompletne transkripcije i do
skraéivanja proteina SMAD4 u karboksiterminalnom regionu, ¢ime je oSteéena
njegova normalna funkcija (66, 67, 68).

Mutacije u genu SMAD4 se javljaju | u drugim malignitetima, ali u relativno
malom broju sluéajeva (<10%) (69). Osim u karcinomu pankreasa, do inaktivacije
gena SMAD4 najtesce dolazi u kolorektalnom kanceru (70, 71, 72, 73, 74, 75).
Mutacije u genu SMAD4 su takode otkrivene, ali sa vrlo malom uéestalo&cu, u
tumorima prostate, dojke, jajnika, pluéa, bilijarnog trakta, stitne zlezde, vrata i
glave (71, 76, 77, 78, 79, 80). Otkriveno je da su mutacije u genu SMAD4 takode
prisutne u neoplazilama wudruZenim sa hroniénim ulceroznim kolitisom |
Kronovomn boleséu (81). U neuroblastomu transkript gena SMAD4 moZe da se
iskraja na razlicite nacine i uoCene su dve varijante kojima nedostaju egzoni 5i 6,
odnosno egzoni 4-6 (B2). Inaktivacija gena SMAD4 je vrlo redak dogadaj u
tumorima endokrinog pankreasa, Sto ukazuje na njihovo razlidito geneticko
poreklo (83, 84, 85).

1. 2. 7. Mehanizmi inaktivacije gena SMAD4 u karcinomu pankreasa

Funkcija tumor supresor gena u malignoj celiji mozZe biti poremecena
usled genetskih i epigenetskih promena. Genetske promene podrazumevaju
deleciju kompletnog gena ili prisustvo genskih mutacija, dok epigenetske
promene podrazumevaju promene nasledenog stanja genske ekspresije. Tri
najéesca nacina inaktivacije tumor supresor gena su homozigotna delecija gena
ili hromozoma, gubitak jednog gena ili hromozoma (gubitak heterozigotnosti)

pracen mutacijom na preostalom alelu i hipermetilacija promotora (86).



Homozigotna delecija je najéeséi mehanizam inaktivacije tumor supresor
gena SMAD4, U karcinomu pankreasa uglavnom dolazi do hemozigotne delecije
kompletnog hromozoma 18, a nesto rede do delecije hromozomskog regiona
21, u kome se nalazi gen SMAD4.

Mutacije u genu SMAD4 su cest dogadaj u karcinomu pankreasa, a
njihovo prisustvo je uogeno u razliGitim regionima gena (26, 87). Konzervirani
karboksiterminalni domen proteina SMAD4 odgovoran je za vecinu ligand-
specifitnin efekata, pa je stoga i primarni target tumorigene inaktivacije.
Karboksiterminalni domen proteina SMAD4 formira trimer kroz konzervirane
meduproteinske interakcije, pa upravo u regionima koji uéestvuju u interakciji
mapira wvelika vecina mutacija karakteristicnih za tumore, koje ometaju
homooligomerizaciju in vitro i in vivo (88). Dok mutacije u karboksiterminalnom
domenu direktno pogadaju efektorsku funkciju proteina SMAD4, mutacije u
aminoterminalnom domenu dovode do povecanja afiniteta ovog domena za
karboksiterminalni domen, ¢ime posredno inhibiraju interakciju proteina SMAD4
sa drugim SMAD proteinima (89).

Mehanizam inaktivacije tumor supresor gena putem hipermetilacie
podrazumeva metilovanje GC ostrvaca u 5' nekodirajuéem regionu, koja su u
normalnom fiziolo&kom stanju nemetilovana (90, 91, 92). Do aberantne metilacije
moze da dode ve¢ u najranijim stadijumima progresije tumora, &to moZe dalje
dovesti do gubitka kontrole éelijskog ciklusa, promena funkcije transkripcionih
faktora, narugavanja normalnih celijskih interakcija, inaktivacije puteva signalne
transdukcije, gubitka signala za apoptozu | genetske nestabilnosti.
Hipermetilacija 5' regulatornog regiona gena SMAD4 do sada nije uofena u
karcinomu pankreasa.



1. 3. CILJ RADA

Mehanizmi inaktivacije gena SMAD4 u karcinomu pankreasa su relativno
slabo prouceni. Poznato je da u vise od polovine slucajeva karcinoma pankreasa
dolazi do inaktivacije gena SMAD4 usled gubitka obe kopije ili delecije jedne
kopije gena pracene pojavom mutacije na drugoj kopiji. Do sada nisu otkriveni
drugi mehanizmi inaktivacije gena SMAD4 u karcinomu pankresa, ali su u drugim
malignim bolestima (endometrijalnom kanceru i karcinomu prostate) otkrivene
genetske | epigenetske promene u 5' regulatornom regionu gena SMAD4, za
koje se pretpostavija da dovode do poremecaja njegove ekspresije (93, 94), O
ekspresiji gena SMAD4 postoji vrlo malo podataka u literaturi. Okarakterisan je
promotor odgovoran za osnovni nivo ekspresije ovog gena, ali rezultati nekih
skorijih istraZivanja ukazuju da je regulacija njegove ekspresije verovatno mnogo
sloZenija nego $to se do sada smatralo (51, 52).

Ovaj rad je bio usmeren na analizu genetskih i epigenetskih promena u
delovima 5' regulatornog regiona gena SMAD4 kao potencijalnih mehanizama
inaktivacije gena SMAD4 u karcinomu pankreasa. Analizirano je i prisustvo
mutacije u kodonu 12 gena KRAS. Rad je takode obuhvatio i izu€avanje
navedenih promena u kolorektalnom kanceru, bolesti u kojoj je, uz karcinom
pankreasa, gen SMAD4 najéeice inaktiviran.

Ciljevi ovog rada su sledeci:

1. Analiza tkiva karcinoma pankreasa na prisustvo genetskih varijanti u
promotoru gena SMAD4, u regionu priblizne veli¢ine 800bp koji obuhvata okolinu
prvog kodirajuéeg egzona, a u okviru kog se nalazi bazalni promotor.

2. Analiza tkiva karcinoma pankreasa na prisustvo metilacije u delu %'
regulatornog regiona gena SMAD4 priblizne veliéine 400bp koji cbuhvata prvi
nekodirajuéi egzon bogat potencijalnim mestima metilacije.

3. Analiza tkiva kolorektalnog kancera na prisustvo genetskih varijanti

otkrivenih u genu SMAD4 u karcinomu pankreasa.
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4, Funkecionalna analiza otkrivenih genetskih varijanti promotora SMAD4 |
procena njihovog znacaja za molekularne mehanizme koji leZe u osnovi
karcinoma pankreasa i kolorektalnog kancera.

5. Analiza uticaja prisustva otkrivenih genetskih varijanti u promotoru gena
SMAD4 na vezivanje jedarnih proteina za ovaj region i procena njihovog znacaja
za regulaciju ekspresije gena SMAD4.

6. Analiza prisustva mutacije u kodonu 12 gena KRAS u tkivu karcinoma
pankreasa u korelaciji sa prisustvom genetskih varijanti u promotoru gena
SMAD4.

7. Procena primenljivosti otkrivenih genetskih varijanti kao molekularnih
markera u dijagnostici i pracenju toka karcinoma pankreasa.
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2. MATERIJAL | METODE

2. 1. Ispitanici

Ovo istraZivanje je obuhvatilo 55 ispitanika koji su u periodu od 2004, do
2008. godine na osnovu klinike dijagnoze karcinoma pankreasa podvrgnuti
proceduri operativnog uklanjanja tumora na Prvoj hirurskoj klinici Klinickog centra
Srbije u Beogradu, a od kojih su za analizu uzeti uzorci odstranjenog
pankreasnog tkiva. IstraZivanje je takode obuhvatilo 50 ispitanika kod kojih je u
periecdu od 2002. do 2006. godine postavijena klinicka dijagnoza karcinoma
pankreasa na Odeljenju za gastroenterologiju Klinickog centra Srbije u
Beogradu, a od kojih su za analizu uzeti uzorci periferne krvi. Kod svih ispitanika
ukljuéenih u studiju kliniCka dijagnoza karcinoma pankreasa je postavljena na
osnovu nalaza abdominalnog ultrazvuka i rezultata skeniranja metodom spiralne
kompjuterizovane tomografije. Dostupni podaci za sve ispitanike sa
dijagnostikovanim karcinomom pankreasa uklju¢ene u istrazivanje dati su u
tabelama 2 i 3.

U ovo istraZivanje je bilo ukljuéeno 50 ispitanika koji su u periodu od 2004.
do 2006. godine na osnovu klinicke dijagnoze kolorektalnog kancera podvrgnuti
proceduri operativnog uklanjanja tumora na Prvoj hirurSkoj klinici Klinickog centra
Srbije u Beogradu. Od ispitanika sa kolorektalnim kancerom bili su dostupni
uzorci DNK izolovani iz tkiva kolorektalnog kancera | periferne krvi. Kod svih
ispitanika ukljuenih u studiju klinicka dijagnoza kolorekialnog kancera je
postavljena na osnovu analize biopsije uzorka kolorektalnog tkiva dobijenog
kolonoskopijom. Dostupni podaci za sve ispitanike sa kolorektalnim kancerom
ukljuéene u istraZzivanje dati su u tabeli 4.



Nakon operativhog zahvata uzorci tkiva odstranjenog tumora analizirani
su histopatoloski radi potvrde klinicke dijagnoze. Stadijum tumora za karcinom
pankreasa i kolorektalni kancer je odredivan na osnovu TNM klasifikacije
malignih tumora zasnovanoj na kriterijumima predloZzenim od strane udruzenja
American Joint Committee on Cancer (AJCC) (95). U okviru histopatiotke TNM
klasifikacije odreduju se tri parametra: stepen u kome je tkivo zahvaéeno
tumorom i njegova veli¢ina (T1-T4), stepen infiltracije lokalnih limfnih Evorova
tumorom (N1-N3) | metastaze tumora u udaljena tkiva (M1). U tabelama su za
sve pacijente dati parametri T i N, dok je parametar M izostavijen, jer se za
karcinom pankreasa i kolorektalni kancer najceSée ne moZe odrediti rutinskom
histopatologkom analizom.

Za sve ispitanike su bili dostupni podaci o polu i starosti na postavijanju
dijagnoze. Za ispitanike sa karcinomom pankreasa i kolorektalnim kancerom &iji
su uzorci tkiva analizirani bili su dostupni podaci o histopatoloskoj dijagnozi i
stadijumu tumora. Za ispitanike sa karcinomom pankreasa ciji su uzorci periferne
krvi analizirani bili su dostupni podaci o porodiénoj anamnezi i prisutnim poznatim

faktorima rizika za karcinom pankreasa.



Tabela 2, Karakteristike ispitanika sa klinickom dijagnozom karcinoma pankreasa

¢iji su uzorci tumorskog tkiva analizirani

OZNAKA | POL |STARDST NA HISTOPATOLOSKA THM STADIJUM
| UZORKA DIJAGNDZI DIJAGNOZA TUMORA
Al M 50 karcinom pankreasa T3 N1
A2 M B4 karcinem pankreass T2 N1
A3 Z &g karcinom pankraasa TIN1
i £ 52 karcinom pankreasa T3 N1
a5 7 40 kErminom nankreasa T3 N1
Al M 61 KArCinom pankreasa Td NX
AT I A Karcinom pankreass T3 N
AR 3 42 karcinom pankreasa T2 N1
AS ] 53 karcinom pankreasa T3 NO
AlD M BT karcinom pankreasa T3 N1
A1 0] 62 Banignl UMer Dankraass e
A2 M 51 karcinom pankreasa T3 N1
A13 i £ karcinam pankieasa T3 NO
Add M i karcinom pankreasa T3 H1
A16IATE M 10 karcinom pankreasa T3 N1
AT M 51 kBrcirom pankreasa T3 N1
ATB/A1D M &2 karcinom pankreasa T3 MO
Al 1] 51 karcindm pankreasa T3 N1
AZ1 M 54 kErcinom pankreasa T3 N1
Azaipzy | 2 64 karcinom pankreasa T3 N1
AZE H 51 karcinom pankreasa T3 NOD
AZE i 72 karcinom pankreasa T3 NO
AZBIAZT 1] [ karcinom pankraass TI N1
AZB [ 52 karcinom pankreasa T3 N1
A2E M 42 hroniéni pankraatitis —
A30 £ %] KAMCNGm pankreasa T1NO
A1 i 47 karginom pankreasa Ta N1
A3Z M 53 karcinom pankragas T3 Nt
[EEE] Z 45 karcinom pankreasa T3 N2
AZS M T karcinom pankreasa T2 M1
A36 [ 54 karcinom pankraaza T2 N1
AT £ g2 karcinom pankreasa T3 N1
A3l M E1 karcinom pankreasa T3 N1
AdS M BT cistitna distrofija pankreasa —
Al M 45 cistitna distrofia pankreasa ===
A1 i [F] hraniéni pankrestits s
Ad2 2 55 karginom pankreasa Ta N1
A3 M 4T Ransinem pankisasa T3 M1
] M 53 karcinom pankreasa T4 M1
A4S 1 B2 karsinam pankreasa T3 M1
AdE F 49 karcinom pankreasa T3 N2
A4T M T kancingm pankreasa T4 N2
AsB M 54 karcinom pankraass T3 N2
AT M 57 karcinom pankreasa T4 N2
ASD Fi (] karcinom pankmasa T3 N1
AS1 ] 65 Karcindm pankreass TIN2
AS2 M 45 karcinom pankreasa T3 N2
AS53 z [F] kareinom pankresss T3 N2
Ab4 M 53 karcingm pankraasa T4 N2
ASS M 53 karcinom pankreasa T3 N1
A5G M B5 Karcinom pankreasa Ta NI
AST Z 49 karcinom pankreass T3 Hi
ASE M 54 karcinom pankreasa TEN1
Asg M 54 karcinom pankraasa T4 N2
ABD M 48 Kaninom pankisass T3 N2

24



Tabela 3. Karakteristike ispitanika sa klinickom dijagnozom karcinoma pankreasa

¢iji su uzorci periferne krvi analizirani

DZNAKA | POL | STAROST NA | PORODICNA ANAMNEZA POZNATI FAKTORI RIZIKA ZA
UZORKA DIJAGNOZI KARCINOM PANKREASA
1A M 54 - diabates
28, M 75 - hroni&ni pankreatitis
48 W 76 - hroniéni pankraatitis
5, M 63 - hroni&ni pankreatitis
G 2 56 - hraniéni pankraalitis
TA Z 41 & holecistekiomia
BA Z 70 - -
114 3 65 - -
13A m B0 = holecistektomija
144 M 6 - -
154, M B4 z E
174 Z 71 z kalkuloza holecists
184, M 66 = =
20A M 67 - .
22A M g2 - diabetes
234 2 43 - duodanalni ulkus
2448 M 41 - digbates, hroniéni pankrastitis
27A i T8 - karcinom basika
J0A M 74 - diabetes, holecistekiomija
21A M 58 sestra karcinom jajnika diabetes
324 M 81 olae karcinom jeire -
334 z 52 = =
344 M 46 - -
A58, £ [55] = -
364 M &2 - -
a7TA M 57 - -
384 ] 53 olac karcinom pluéa -
354, M 65 majka holecistaktomija -
404 ) 68 - -
41A M 62 = =
434 M 70 - -
444 i B1 = =
4654, M 54 - holecistekiomija
4TA £ 58 - diabetes
454, M 51 . .
S0A M 1] -
51A M 77 - =
S2A Z &1 - -
534 M 36 - c
54 ¥ 70 =
554, Z 71 : holecistektomija
B6A M 56 majka karcinom uterusa diabetes
S5TA ; E8 - -
584, i 55 - diabetes
S8A i 65 - diabates
G0A M 68 sestra karcinom jetra dizbates
E1A M 40 - -
824 Z 46 - -
E3A M 77 otac karcinom bedike holecistektomija
[T i 71 z dusdenalni ulkus
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Tabela 4. Karakteristike ispitanika sa histopatoloskom dijagnozom kolorektalnog
kancera &iji su uzorci tumorskog tkiva i periferne krvi analizirani

OZNAKA [ POL [STAROST NA|TNM STADIJUM
UZORKA DIJAGNOZI TUMORA
CRC1 | M g2 T2 NO
CRC2 | M 55 T1 ND
CRC3 | 2 57 T1 N1
CRCZ | M 63 T3 ND
CRCS | M 72 T2 NO
CRCE | M 71 T1 NO
CrRCY | 7 g7 T3 ND
CRCB _E 52 T1 N1
CRCS | M ) T1 MO
CRC10 | M &1 T3 NO
CRC11 | M 57 T1 NA
crRC12 | # 48 T3 NO
crcia | # 74 T2 NO
CRC14 | 2 55 Ta N1
CRCIS | M 57 T2 N1
CRC1E | M 80 T3 NO
CRC17T [ M B85 T3 N1
CRC18 | 2 55 T2 NO
CRC18 | 2 75 T2 N2
CRC20 | 2 46 73 N1
CRE21 | M 3 T2 N1
cRC22 | 2 58 T2 N1
crc23 | M &2 T1 N1
CRC24 | M &5 T3 NO
CRC25 | 2 70 T3 NO
CRC28 | M 83 T3 N1
CRC27 | M 53 T3 NO
CRC28 | £ 89 T4 N1
CRC25 | M 54 T3 NO
CRC30 | Z 77 T4 N2
CRC31 | M 51 T3 ND
CRC32 | M 74 T3 NO
CRC33 | M 70 T2 NO
CRC34 | M 89 T3 N3
CRC35 | 2 58 T2 NO
CRC36 [ M [H Ta N1

| CRC37 | M E1 T3 NO
crCas | 2 73 T3 NO
CrRCag | m B5 T3 N1
CRC40 | M 70 T3 NO
CRC41 | M 63 T4 NO
CRC42 | Z 60 T4 N1
CRC43 | M 76 T2 NO
CRC44 [ M B4 T2 N1
CRC45 | 7 64 T1 N1
CRC46 | M 53 T1 ND
CRC4T [ M 56 TZ N1
CRC48 | M 59 T2 N1
CRC48 | M &0 T1 NO
CRC50 | M &8 T2 N1
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2. 2. Materijal

2. 2. 1. Uzorci tkiva karcinoma pankreasa

Za ovo istrazivanje koris¢en je deo uzorka tkiva karcinoma dobijen
resekcijom pankreasa prilikom hirurske intervencije. Uzorci A1-A11 i A35-AB60 su
bili dostupni u obliku parafinskog kalupa tkiva, a uzorci A12-A34 su bili dostupni
kao delovi svezeg tkiva pankreasa odstranjenog prilikom operacije.

Uzorci dostupni kao parafinski kalupi tkiva se cuvaju na sobnoj
temperaturi. SveZi uzorci tkiva pankreasa (=1g) se nakon resekcije potope u 1mL
fizioloskog rastvora (0,9% NaCl) i transportuju u laboratoriju, gde se potom
centrifugiraju Smin na 2000rpm, nakon ¢ega se supernatant odbaci, a talog
zamrzne i Cuva na -80°C.

2. 2. 2. Uzorci periferne krvi

Uzorci periferne krvi ispitanika sa karcinomom pankreasa se uzimaju sa
3,8% Ma-citratom kao antikoagulansom i &uvaju na -20°C.

2. 2. 3. Uzorci DNK

Uzorci DNK izolovani iz tkiva kolorektalnog kancera i periferne Krvi
ispitanika sa kolorektalnim kancerom su dobijeni od Instituta za humanu genetiku
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Uzorci su bili dostupni u vidu
vodenog rastvora DNK koncentracija 100-500ng/pL.

U radu su koriséena i dva kontrolna uzorka DNK dobijena od Division of
Oncology, University Hospital Basel. Ovi uzorci DNK izolovani su iz tkiva
ispitanika sa kolorektalnim kancerom i u oba je prethodno analizirano prisustvo
mutacija u kodirajuéem regionu gena SMAD4. U jednom uzorku su prisutne dve
mutacije u kodiraju¢em regionu (C931T i G1237T), a u drugom je prisutna
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mutacija u intronu 7 koja dovodi do poremecaja obrade RNK. Uzorci su bili
dostupni u vidu vodenog rastvora DNK koncentracije 3ug/ul.

2. 2. 4. Vektori

U ovom radu su koriséeni vektori pGEM-T Easy i dva pGL4 vekiora,
pGL4.10[luc2] i pGL4.70[hRluc] (Promega) (Slika 7).

Vektor pGEM-T Easy, velicine 3015bp, je prokariotski vektor sa
ampicilinskom rezistencijom.

Vektori pGL4 su eukariotski ekspresioni vektori sa ampicilinskom
rezistencijom. Vektor pGL4.10[luc2], velicine 4242bp, sadrzi reporterski gen za
luciferazu Photinus pyralis, dok vektor pGL4.70[hRluc], velitine 3522bp, sadrZi
reporterski gen za luciferazu Renilla reniformis.
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Slika 7. Shematski prikaz vektora pGEM-T Easy i pGL4

2. 2. 5. Bakterijski sojevi

U ovom radu je koridéen bakterijski soj XL1-Blue E. coli (genotip: recA1
endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F° proAB lacFfZAM15 Tni10

(Tet)]).



2. 2. 6. Celijske linije

U ovomn radu su korid¢ene slede¢e humane permanentne celijske linije:

Sa08S-2, poreklom iz primarnog osteosarkoma
NTERA-2, poreklom iz pluripotentnog embrionalnog karcinoma
K562, poreklom iz hroniéne mijelogene leukemije

Hela, poreklom iz epiteloidnog karcinoma cerviksa

2. 2. 7. Oligonukleotidi

U ovom radu su kori&éeni sledeéi oligonukleotidi:

P1X
P2H
P1
P2f
15TF
15Tv
12TF
Hm1
Hm2

5'-GCGCGCTATACTCGAGATTTCTCGGCTTCTTCAATA-3
5'-CCGCCGAATTAAGCTTTGTTCAAGTTTTTCCTTTTA-3
S-ATTTCTCGGCTTCTTCAATA-3'
5-6-FAM-TGTTCAAGTTTTTCCTTTTA-3'
S-AAGTGTCCTTTAGAATCCTT-3'
S'-VIC-CCTAAAAGTCTATTACTAAT-3'
5-ATCTTTTCCCAAGTAGTCAG-3'
5'-CAAGTTGGCAGCAACAACAC-3'
5-ACATGGCGCGGTTACCT-3'

KRAS12 S'-TCAAAGAATGGTCCTGGACC-3'
KRAS12psm 5-ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCT-3'



2. 3. Metode

2. 3. 1. Deparafinizacija kalupa tkiva pankreasa

U epruvetu od 1,5mL se odvoji deo parafinskog kalupa pribliZne
zapremine 0,1cm® iseden sterilnim skalpelom (96). U epruvetu se zatim doda
1mL ksilola, smesa se vorteksuje Smin i centrifugira 5min na 13000rpm. Nakon
&to se supernatant ukloni, talog se ponovo ispere sa 1mL ksilola, sme&a
vorteksuje Smin i centrifugira Smin na 13000rpm. Nakon uklanjanja supernatanta
deparafinisano tkivo se dva puta ispira etanolom. U svakom ispiranju u epruvetu
se doda 1mL etanola, smesga se vorteksuje 1min, centrifugira Smin na 13000rpm
i supernatant ukloni. U talog se zatim doeda 1mL 70% etancla, sme3a se
vorteksuje 1min i centrifugira Smin na 13000rpm. Kada se supernatant ukloni,
preostali talog se susi 1h na 37°C.

2. 3. 2, lzolacija DNK iz tkiva pankreasa

Izolacija DNK se vrsi iz 20-100mg deparafinisanog ili svezeg tkiva
pankreasa (97). Tkivo se najpre dva puta ispere u po 1mL pufera Tris-EDTA
(0,15M Tris pH8,0, 0,07M EDTA), centrifugira 2min na 1500rpm i supernatant
ukloni. Tkivo se zatim resuspenduje u 140pL pufera Tris-EDTA, pa se u smesu
doda 20uL proteinaze K (20mg/mL) i 40pL 10% SDS. Smesa se zatim inkubira
1h-3h na 50°C, sa povremenim vorteksovanjem, do potpunog razlaganija tkiva, U
200uL smesSe se zatim doda 300uL fenola, smesSa se promucka i centrifugira
5min na 13000rpm. Supernatant se prebaci u novu epruvetu i u njega se doda
300uL smese fenolhloroform:izoamilalkohol (25:24:1). Nakon muckanja i
centrifugiranja 5min na 13000rpm, supernatant se ponovo prebaci u novu
epruvetu i u njega se doda 300uL smeée hloroform:izoamilalkohol (24:1). Smesa
se promucka, centrifugira Smin na 13000rpm i supernatant ponovo prebaci u
novu epruvetu. U supernatant se zatim doda 5uL 3M natrijum-acetata i 750uL

etanola. Nakon meganja i centrifugiranja 5min na 13000rpm, supernatant se
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odbaci, a talog ispere sa 300uL 70% etancla. Nakon centrifugiranja 5min na
13000rpm, supernatant se odbaci, a talog osusi na sobnoj temperaturi i potom
rastvori u 50uL sterilne vode.

2, 3. 3. lzolacija DNK iz periferne krvi

Za izolaciju DNK iz limfocita periferne krvi koristi se komercijalni kit GFX
Genomic Blood DNA Purification Kit (Amersham Biosciences). |zolacija se vrSi iz
100uL periferne venske krvi uzete sa Na-citratom kao antikoagulansom, u koju
se dodaje 500uL Extraction Solution. Smesa se zatim inkubira 5min na sobnoj
temperaturi, a potom nanese na prethodno sklopljenu kolonu i epruvetu za
sakuplianje i centrifugira 1min na 8000rpm. Teénost sakupliena u epruveti za
sakupljanje se odliva, a na kolonu se doda S00pL Extraction Solution. Nakon
centrifugiranja od 1min na 8000rpm sakupljena tec¢nost se odbacuje. Nakon toga
se na kolonu doda S500pL Wash Solution i vrdi se centrifugiranje 3min na
13000rpm. Kolona se zatim prebaci u epruvetu od 1,5mL i na nju se doda 100uL
sterilne vode, prethodno zagrejane na 70°C. Ovako pripremljena kolona se
inkubira 1min na sobnoj temperaturi i zatim centrifugira 1min na 8000rpm. Nakon
centrifugiranja kolona se odbaci, a u epruveti ostaje 100uL rastvora DNK.

2. 3. 4, Elektroforeza DNK u gelu od agaroze

Analiza prinosa i kvaliteta DNK izolovane iz tkiva pankreasa i periferne
krvi i analiza prinosa plazmidne DNK izolovane iz bakterijskih kultura vrie se
pomocu elektroforeze u 1% gelu od agaroze. Provera fragmenata DNK dobijenih
reakcijom lananog umnoZavanja vrsi se elektroforezom u 2% gelu od agaroze.

Za pripremu gelova i elektroforezu se koristi 1XTAE pufer (40mM Tris,
20mM Na-acetat, TmM NazEDTA). Elektroforeza se vréi pri naponu 7-10V/cm.
Vizuelizacija DNK se omogucava dodavanjem etidijum bromida u gel (0,5ug/mL)
i osvetljavanjem gela UV svetlo&¢u.
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2. 3. 5. Amplifikacija genoma

Amplifikacija genoma se vrii pomocu komercijalnog kita GenomiPhi DNA
Amplification Kit (GE Healthcare). Metoda se zasniva na koris¢enju polimeraze
visoke preciznosti Phi29, koja ima sposobnost uklanjanja novosintetisanih lanaca
sa DNK matrice, i heksamemih oligonukleotida, koji vezivanjem za nasumicna
mesta u genomu omogucavaju njegovo nespecificno umnoZavanje (slika 8). Ova
metoda se primenjuje za povecanje ukupne koliine DNK u uzorcima koji je
sadrze u maloj kolicini il u tragovima (1ng/uL)
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Slika 8. Shematski prikaz reakcije amplifikacije genoma

U 9uL Sample Buffer se doda 1pL rastvora DNK minimalne koncentracije
1ng/ul. Smeséa se inkubira 3min na 95°C i potom ohladi na 4°C. U smesu se
zatim doda 9uL Reaction Buffer i 1uL Enzyme Mix. Smesa se zatim inkubira 18h
na 30°C, nakon ¢ega se inkubira 10min na 65°C i potom €uva na 4°C.

2. 3. 6. Reakcija lancanog umnozavanja DNK (PCR)

Reakcija lantanog umnozavanja DNK (polymerase chain reaction - PCR)
omoguéava umnozavanje segmenta DNK definisanog oligonuklectidima koji su



komplementarni

njegovim krajevima. Sastavi

reakcionih smefa |

uslovi

umnoZavanja koriséeni u ovom radu za pojedine fragmente dati su u tabeli 5.

Tabela 5. Sastavi smesa i uslovi reakcije lan€anog umnozZavanja DNK

Fgﬁﬂ;ﬂf ZAPREMINA | SASTAV REAKCIONE SMESE USLOVI UMNOZAVANJA
KRAS 25uL 84°C / 5min
egzon 2 1X Reaction buffer B (Solis BioDyne) 94°C / 1min
(157bp) 2,5mM MgCly 35ciklusa  S5°C/ 1min
0,2mM dNTP smesa 72°C / 1min
po Spmal oligonuklectida KRAS12 | KRAS12psm 72°C / 10min
1U FIREPol DNA Polymerase (Solis BioDyne)
250nq DNK
SMAD4 25pL 95°C / 10min
nekodirajuéi 1X Reaction buffer B (Solie BioDyne) 85°C [/ 30sec
egzon 1 2,5mM MgCls 40 ciklusa B0°C [ 45sec
{(408bp) 0,2mM dNTP smesa 72°C [ 458ec
10% DMSO 72°C / 10min
po 10pmaol cligonuklectida Hm1 | Hm2
2,5U FIREPol DNA Polymerase (Solis BioDyne)
500ng DNK
SMAD4 50uL 84°C / 5min
promotor 1X GeneAmp PCR Gold Buffer (Applied Biosystems) 84°C / 1min
(832bp) 2,5mM MgCl; 35 ciklusa  55°C/ 1min
0,2mM dNTP smesa 72°C [ 1min
po 10pmel oligonukleotida P1X i P2H 72°C / 10min
2U AmpliTag Gold DNA Polymerase (Applied Biosystems)
250ng DNK
deo SMAD4 12,56pL 84°C / Smin
promotora 1X Reaclion buffer B (Solis BioDyne) 94°C [/ 30sec
{153bp) 2.5mM MaClz 40 ciklusa  55°C [/ 30sec
obeleZen bojom 0,2mM dNTP smesa 72°C | 30sec
VIC po 2,5pmol oligonuklectida 156TF | 15Tv 72°C / 10min
0,5U FIREPol DNA Polymerase (Solis BioDyne)
100ng DNK
deo SMAD4 12,54l 94°C / 5min
promotora 1X Reaction buffer for HotStar Tag (QIAGEN) 84°C [ 30sec
(198bp) 2,5mM MgCly 40 ciklusa  50°C [ 30sec
obeleZen bojom 0,2mM dNTP smesa 72°C [/ 30sec
6-FAM po 2,5pmol cligonukleotida 12TF i P2f 72°C 1 10min
0,5U HotStar Tag DNA Polymerase (QIAGEN)
500ng DNK
SMAD4 50pL 84°C / 5min
pramotor 1X GeneAmp PCR Gold Buffer (Applied Biosystems) 94°C [ 1min
{800bp) 2,5mM MgCl: 35ciklusa  55°C [ 1min
obelezen bojom 0,2mM dNTP smesa 72°C/ 1min
B-FAM po 10pmol oligenukleotida P1 | P2f 72°C J 10min

2U AmpliTag Gold DNA Polymerase (Applied Biosystems)
250ng DNK




2. 3. 7. Digestija DNK restrikcionim enzimima

Digestija PCR fragmenta egzona 2 gena KRAS restrikcionim enzimom
BsiN| radi detekcije mutacije u kodonu 12 se vréi u reakcionoj smesi od 20pL
koja sadrzi 15,5uL umnozenog fragmenta, 2uL 10X NE Buffer 2 (New England
BioLabs), 2uL BSA (1mg/mL) i 0,5uL enzima BstNI (10U/puL, New England
BioLabs). Reakciona smesa se inkubira preko noci na 60°C.

Digestija genomske DNK restrikcionim enzimima Mspl i Hpall radi
detekcije metilacije u promotoru gena SMAD4 se vrsi u reakciongj smesi od 10uL
koja sadrzi 500ng genomske DNK, 1uL 10X Buffer Tango (Fermentas) i 0,5uL
enzima Mspl ili Hpall (10U/uL, Fermentas). Reakciona smesa se inkubira preko
noci na 37°C.

Digestija plazmida pGEM sa insertom promotora gena SMAD4 i plazmida
pGL4.10 restrikcionim enzimima Hindlll i Xhol se vrii u reakcionoj smesi od 20uL
koja sadrzi 2ug plazmida, 2plL 10X NE Buffer 2 (Mew England BioLabs), 2uL
BSA (1mg/mL), 1uL enzima Hindlll (10U/uL, New England BioLabs) i 1uL
enzima Xhol (10U/uL, New England BiolLabs). Reakciona smesa se inkubira
preko noéi na 37°C.

2. 3. 8, Elektroforeza DNK u gelu od poliakrilamida

Za analizu produkata digestije PCR fragmenta gena KRAS radi detekcije
mutacije u kodonu 12 koriste se nedenaturiduéi 10% poliakrilamidni gelovi (9,7%
akrilamid, 0,3% N,N'-metilenbisakrilamid, 100mM Tris, 83mM borna kiselina,
1mM EDTA pH8, 0,1% amonijumpersulfat, 0,01% TEMED). Elektroforeza se vréi
u 1xTBE puferu (100mM Tris, 83mM borna kiselina, 1mM EDTA pH8) pri naponu
10V/em. Gelovi se po zavrieno| elektroforezi boje srebro-nitratom.

34



2. 3. 9. Bojenje DNK u gelu od poliakrilamida srebro-nitratom

Poliakrilamidni gelovi se po zavrsenoj elektroforezi fiksiraju 20min u
rastvoru 10% etanola i 0,5% sircetne kiseline (98). Gelovi se boje 10min u 0,1%
rastvoru srebronitrata, a potom dva puta isperu destilovanom vodom radi
uklanjanja vigka rastvora srebronitrata. Razvijanje se vrsi 20min u rastvoru 1,5%
natrijumhidroksida, 0,01% natrijjumborhidrida i 0,048% formaldehida. Gelovi se
potom drZze 10min u rastvoru 0,75% natrijumkarbonata radi fiksiranja dobijenih
traka.

2. 3. 10. Kapilarna elektroforeza DNK

Kapilarna elektrotoreza DNK je znatno brza i jednostavnija za izvodenje
od elektroforeze u gelu, jer se odvija pri daleko vecoj voltaZi, a vizualizacija DNK
je zasnovana na laserskoj detekciji fluorofora kojima je DNK obeleZena (slika 9).
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Slika 9. Shematski prikaz kapilarne elektroforeze
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Fragmenti promotora gena SMAD4 umnoZeni pomocu parova graniénika
15TF i 18Tv i 12TF i P2f, kao | pre€idceni fragmenti dobijeni nakon digestije
dezoksiribonukleazom | analiziraju su kapilarnom elektroforezom na aparatu
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Pre elekiroforeze uzorci se
pripremaju mesanjem odgovarajuce koli€ine uzorka (1pL-10pL) sa 0,2uL
GeneScan-500 LIZ Size Standard (Applied Biosystems) i 20uL HiDi Formamide
(Applied Biosystems). Ovako pripremljeni uzorci se denaturiu inkubiranjem 3min
na 95°C i potom éuvaju na ledu do nano$enja na aparat. Kapilarna elektroforeza
se vrii u komercijalnom polimeru POP-7 (Applied Biosystems) u standardnim
uslovima za G5 set fluorofora. Analiza dobijenih rezultata se vrii pomocu
softvera GeneMapper Software Version 4.0 (Applied Biosystems) koris¢enjem
standardnog modula za genotipizaciju.

2. 3. 11. Prediséavanje DNK fragmenata

Preciscéavanje PCR fragmenata promotora gena SMAD4 za sekvenciranje
i ligaciju u pGEM T-Easy vektor, kao i produkata digestije dezoksiribonukleazom
| se vrSi pomocu komercijalnog kita QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen). U
40uL PCR produkta se doda 200uL pufera PB. Smes$a se nanese na prethodno
sklopljene kolonu i epruvetu za sakupljanje i centrifugira 1min na 13000rpm.
Nakon centrifugiranja te¢nost iz epruvete za sakupljanje se odliva, a na kolonu
se sipa 750pL pufera PE. Zatim se vrie dva centrifugiranja od po 1min na
13000rpm, a nakon svakog se ukloni teénost iz epruvete za sakupljanje. Kolona
se potom prebaci na epruvetu od 1,5mL i na kolonu se sipa 30uL sterilne vode.
Nakon inkubacije od 5min na sobnoj temperaturi vrii se centrifugiranje 1min na
13000rpm. Nakon centrifugiranja kolona se odbaci, a u epruveti ostaje 30uL
preciscenih DNK fragmenata.
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2. 3. 12. Sekvenciranje DNK

Redosled nukleotida u PCR fragmentu promotora gena SMAD4
umnozenog pomecu granicnika P1X | P2H, kao i fragmentima ukloniranim u
vektor pGEM odreduje se metodom sekvenciranja DNK. Metoda se zasniva na
sposobnosti  DNK  sekvenaze da sintetise komplementaran lanac DNK
nastavljajuéi oligonuklectidni lanac vezan za jednolanc¢anu DNK. Reakcija
sinteze komplementarnog lanca se zaustavlja ugradivanjem
didezoksiribonukleotida (ddNTP) koji ne poseduje 3'-OH grupu na molekulu
dezoksiriboze neophodnu za elongaciju molekula DNK. Kao produkti reakcije
sekvenciranja dobijaju se fragmenti DNK &ije se duZine razlikuju za po 1
nukleotid, a koji se zavrsavaju jednim od obelezenih dideoksinukleotida (slika
10).
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Slika 10. Shematski prikaz reakcije sekvenciranja DNK
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Za sekvenciranje se koristi BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems). Kao matrica u reakciji sekvenciranja se koristi preéiséena
dvolantana DNK dobijena u reakciji lanéanog umnoZavanja ili preciscena
plazmidna DNK. Odgovarajuéa koli¢éina preis¢enog PCR produkta (1-
2ng/100bp) ili plazmida (150-300ng) pome3a se sa 3,2pmol jednog od
oligonukleotida kojim je vrieno umnoZavanje u zapremini od S5uL. U smesu se
zatim doda 3puL BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix. Nakon inicijalne
denaturacije fragmenta od 1min na 96°C i 25 ciklusa umnoZavanja: 10sec na
96°C, Ssec na 50°C i 4min na 60°C, produkti reakcije sekvenciranja se
precipitiraju pre nanoSenja na aparat. U 8uL smesSe u kojoj je vrsena reakcija
sekvenciranja doda se 40pL 0,1M Na-acetata pH5,2 rastvorenog u etanolu,
centrifugira se 10min na 13000rpm i ukloni supernatant. Talog se zatim ispere
dva puta sa po 200uL 70% etancla, a nakon svakog ispiranja smesa se
centrifugira 10min na 13000rpm i supernatant ukloni. Talog se susi nekoliko
minuta na sobnoj temperaturi i pre nano$enja na aparat rastvori u 25uL Hi-Di
Formamide (Applied Biosystems). Produkti reakcije sekvenciranja se analiziraju
kapilarnom elektroforezom na aparatu 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) u komercijalnom polimeru POP-7 Polymer (Applied Biosystems). Za
analizu dobijenih sekvenci se koristi Sequencing Analysis Software v5.3.1 with
KB Basecaller v1.4 (Applied Biosystems).

2, 3. 13, Ligacija

Ligacija pre€ié¢enih fragmenata DNK dobijenih umnoZavanjem pomocu
graniénika P1X i P2H sa vektorom pGEM-T Easy se vrii pomodéu komercijalnog
kita pGEM-T Easy Vector System (Promega). Reakcija ligacije ukupne
zapremine 10pL sadrzi 1X pufer za ligazu (Promega), 1pL ligaze (10U/L,
Promega), 50ng linearizovanog pGEM-T Easy wvektora (Promega) i 40ng
precis¢enog fragmenta. Reakciona smesa se inkubira preko noéi na 4°C.

Ligacija preciséenih fragmenata dobijenih isecanjem inserta iz pGEM-T
Easy vektora sa vektorom pGL4.10[luc2] vrii se pomocu enzima T4 ligaze.
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Reakcija ligacije ukupne zapremine 20uL sadrzi 1X pufer za ligazu (New England
BioLabs), 10U T4 ligaze (New England BiolLabs), 50ng linearizovanog
pGL4.10[luc2] vektora | 40ng prefiféenog inserta iseéenog iz vektora pGEM-T
Easy. Reakcija se odvija preko noéi na 16°C.

2. 3. 14, Kultivacija bakterija

Bakterije soja XL1-Blue E. coli se gaje na 37°C u hranljivom medijumu LB
u te€nim bakterijskim kulturama uz aeraciju ili na évrstoj podlozi (99). Tecni
medijum LB sadrzi 1% tripton, 0,5% ekstrakt kvasca i 0,5% NaCl, a évrstu
podlogu za gajenje bakterija &ine medijum LB i 1,5% agar. Prilikom gajenja
bakterija na selektivnoj podlozi u ¢&vrstu podlogu i medijum LB se dodaje
odgovarajuci antibiotik.

2. 3. 15. Priprema kompetentnih ¢elija za transformaciju toplotnim Sokom

Kompetentne celije za transformaciju toplotnim Sokom se pripremaju iz
400mL te€ne kulture bakterija u logaritamskoj fazi rasta (100). Po 200mL teéne
kulture se centrifugira 10min na 3000rpm i 4°C. Supernatanti se odbace, a talozi
se resuspenduju u po SmL ohladenog 0,1M CaCl;. Nakon inkubacije od 15min
na ledu i centrifugiranja 10min na 3000rpm i 4°C, supernatanti se odbace, a
talozi rastvore u po 1mL pufera RF2 (10mM MOPS, 10mM RbCI, 75mM CaClsz,
15% glicerol, pHE,8). Nakon inkubacije od 15min na ledu rastvori kompetentnih
bakterijskih ¢elija se alikvotiraju i éuvaju na -80°C.

2, 3. 16. Transformacija bakterija toplotnim Sokom
Rastvor sveZih kompetentnih celija (200pL) se pome3a sa 5SuL produkta

reakcije ligacije, pa se smesa dalje inkubira 1h na ledu (101). Nakon toga, smeéa

se inkubira najpre 2min na 42°C, a potom 5min ponovo na ledu. Na selektivnu

39




podlogu se zatim razmaze svih 200puL smese. Nakon prekonocne inkubacije na
37°C, transformanti se uoéavaju kao pojedinaéne kolonije.

2. 3. 17. |zolacija plazmidne DNK

lzolacija plazmidne DNK iz bakterija se vréi pomoc¢u komercijalnog kita
QlAprep MiniPrep Kit (Qiagen). Bakterijske celije iz kojih se vri izolacija
plazmidne DNK se taloZe u epruveti od 1,5mL u tri centrifugiranja od po 1min na
13000rpm iz 4,5mL prekonoéne bakterijske kulture. Talog se resuspenduje u
250pL pufera P1, a zatim se doda 250pL pufera P2, nakon ¢ega se epruvete
blago muckaju. U sme&u se zatim doda 350uL pufera N3 i epruvete se blago
promuckaju, a potom centrifugiraju 10min na 13000rpm. Nakon centrifugiranja
supernatant se prebaci na prethodno sklopljene kolonu i epruvetu za sakupljanje
i centrifugira 1min na 13000rpm. Nakon centrifugiranja teénost iz epruvete za
sakupljanje se odlije, a na kolonu se sipa 500uL pufera PB i epruveta centrifugira
1min na 13000rpm. Nakon centrifugiranja teénost iz epruvete za sakupljanje se
odlije, a kolona se ispira sa 750uL pufera PE. Zatim se vrse dva centrifugiranja
od po 1min na 13000rpm, a nakon svakog se uklanja tecnost iz epruvete za
sakupljanje. Kolona se potomn prebaci na epruvetu od 1,5mL i na kolonu se sipa
50puL steriine vode. Elucija DNK se nakon inkubacije od 5min na sobnoj
temperaturi vr§i centrifugiranjem 1min na 13000rpm. Nakon centrifugiranja
kolona se odbaci, a u epruveti ostaje S0l preciscene plazmidne DNK,

2. 3. 18. Preciscavanje DNK fragmenata iz gela od agaroze

Inserti iseceni restrikcionim enzimima Hindlll i Xhol iz vektora pGEM-T
Easy se prefidc¢avaju iz gela od agaroze pomoc¢u komercijalnog kita QlAquick
PCR Purification Kit (Qiagen). Produkti digestija plazmida enzimima Hindlll i Xhol
razdvajaju se elektroforezom u 2% gelu od agaroze koja teée u 0,25xTBE puferu
(25mM Tris, 20mM borna kiselina, 0,25mM EDTA pH8) pri naponu 10V/cm.
Vizuelizacija se vréi dodavanjem boje kristal violet u gel i pufer (2ug/mL). Trake
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odgovarajuce duzine (820bp) se iseku iz gela | prebace u epruvete od 1,5mL, u
kojima se potom meri masa agaroze. U epruvetu se zatim doda 3 zapremine
pufera QG | smesa se inkubira na 50°C, 10 minuta ili do potpunog rastvaranja
agaroze, uz povremeno vorteksovanje. Smesa se zatim nanese na prethodno
sklopljene kolonu i epruvetu za sakupljanje i centrifugira 1min na 13000rpm.
Nakon centrifugiranja teCnost iz epruvete za sakupljanje se odlije, a na kolonu se
sipa 750uL pufera PE. Zatim se vrSe dva centrifugiranja od po 1min na
13000rpm, a nakon svakog se ukloni teénost iz epruvete za sakupljanje. Kolona
se potom prebaci na epruvetu od 1,5mL i na kolonu se sipa 30uL sterilne vode.
Nakon inkubacije od 5min na sobnoj temperaturi vr&i se centrifugiranje 1min na
13000rpm.

2. 3. 19. Priprema plazmidne DNK za transfekciju &elija u kulturi

Plazmidne DNK iz bakterija u kojima je propagiran vektor pGL4.10[luc2]
sa odgovarajucim insertom pripremaju se za transfekciju celija u kulturi pomocu
komercijalnog kita EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen). Bakterijska kolonija sa
petri Solje se zaseje u 5mL LB medijuma sa 5L rastvora antibiotika ampicilina
(100mg/mL) i gaji 8h na 37°C na 300rpm. Alikovot osmocCasovne bakterijske
kulture od 200pL se zaseje u 100mL LB medijuma, pa se bakterije potom gaje
16h na 37°C na 300rpm. Bakterijska kultura se zatim centrifugira 15min na 4°C
na 3000rpm | supernatant odbaci. Talog se resuspenduje u 10mL pufera P1,
zatim se doda 10mL pufera P2, uz blago muckanje. Nakon inkubacije od Smin na
sobnoj temperaturi, doda se 10mL pufera P3, smeda blago promucka i potom
prebaci na prethodno pripremljeni Qiafilter Cartridge. Nakon inkubacije od 10min
na sobnoj temperaturi, lizat bakterijskih ¢elija se profiltrira pomoéu Qiafilter
Cartridge u epruvetu od 50mL. U profiltrirani lizat se zatim doda 2,5mL pufera ER
i, nakon blagog muckanja, smesa se inkubira 30min na ledu. Smesa se zatim
prebaci na Qiagen-tip 500, koji je prethodno pripremljen ispiranjem sa 10mL
pufera QBT. Nakon propustanja smese, Qiagen-tip 500 se ispere dva puta sa po
30mL pufera QC. Qiagen-tip 500 se zatim prebaci u odgovarajucu tubu za
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centrifugiranje i potom ispere sa 15mL pufera QN. U rastvor dobijen eluiranjem
sa Qiagen-tip 500 se doda 10,5mL izopropanola i smesa se, nakon blagog
muckanja, centrifugira 30min na 4°C na 8000rpm. Nakon pazljivog odlivanja
supernatanta, talog se pere u 5mL 70% etanola i centrifugira 10min na 4°C na
8000rpm. Posto se ukloni supernatant, preostali talog se osudi na sobnoj
temperaturi, a potom rastvori u 500uL pufera TE.

2. 3, 20, Kultivacija humanih ¢elijskih linija

Za gajenje celijskih linija Sa0S5-2, NTERA-2, K562 | HelLa se koristi
medijum DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, PAA) obogacen fetalnim
govedim serumom (FBS, Fetal Bovine Serum, PAA) i sa dodatkom 0,05mg/mL
gentamicina. Celije Sa0S-2 se odrZavaju u medijumu DMEM sa 20% FBS, dok
se Celije NTERA-2, K562 | Hela gaje u medijumu DMEM sa 10% FBS. Celije
NTERA-2 se gaje u prisustvu 2mM [-glutamina (Gibco BRL), a celije HelLa u
prisustvu 1X neesencijalnih aminokiselina (PAA). Sve celijske linije se gaje u
inkubatoru na 37°C | sa automatskim protokom 5% COs, u plastiénim sudovima
povrsine 175cm? do priblizno 75% konfluentnosti.

2. 3. 21. Transfekcija humanih ¢éelijskih linija

Transfekcija se vrSi pomocu reagensa Superfect (Qiagen), prema
priloZenom uputstvu proizvodaéa. Za transfekcije se koristi 5x10° éelija Sa0S-2
koje se gaje u plastitnim sudovima povrdine 3,9cm® u mediumu DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium, PAA) obogaéenom sa 20% fetalnog
govedeg seruma (FBS, Fetal Bovine Serum, PAA) i u prisustvu 0,06mg/mL
gentamicina. Nakon 24h gajenja vrée se kotransfekcije celija sa 480ng plazmida
pGL4.10[luc2] sa odgovarajucéim insertom i 30ng plazmida pGL4.70[hRluc].
Nakon sto se DNK i Superfect u odnosu 1pg:5ulL pomesaju sa rastvorom DMEM
u zapremini od 75uL, smesa se vorteksuje 10sec i inkubira 10min na sobnoj
temperaturi. U meduvremenu se celije operu puferom PBS (137mM NaCl,
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3,375mM KCI, 1,76mM KHzPQ4, 10mM NazHPQs). Formiranje kompleksa
izmedu DNK i reagensa Superfect se nakon 10min prekine dodavanjem 400uL
medijuma u smesu, nakon ¢ega se smesa doda u celije. Nakon transfekcije celije
se gaje naredna 3h, potom se doda jo§ po 1mL medijuma u svaki sud i éelije
gaje dalje do isteka 24h od transfekcije.

2. 3. 22. Priprema celijskih ekstrakata

Priprema éelijskih ekstrakata se vrii pomocéu komercijalnog pufera za lizu
Passive Lysis Buffer (Promega), prema uputstvu proizvodaéa. Nakon 24h od
transfekcije celije se isperu dva puta u po 1mL kompletnog pufera PBS (137mM
NaCl, 3,7mM KCI, 1,8mM KHzPOs, 10,7mM NazHPOs, 1mM CaClz, 1mM MgClz).
Nakon dodavanja 200pL 1X Passive Lysis Buffer (Promega) ¢elije se inkubiraju
30min na ledu. Nakon inkubacije dobijeni celijski ekstrakti se sakupljaju u
epruvete od 1,5mL i centrifugiraju 30sec na 13000rpm. Supernatanti koji sadrze
proteine celijskih ekstrakata se prebace u epruvete od 1,5mL i ¢uvaju na -80°C.

2. 3. 23, Luciferazni esej

Merenje aktivnosti produkata gena luc2 i hRluc u celijama Sa0S-2
transfekovanim plazmidima pGL4.10[luc2] sa odgovarajuéim insertom i
pGL4.70[hRluc] se vrii pomocéu komercijalnog kita DualGlo Luciferase Assay
(Promega) na aparatu GloMax 20/20 Luminometer (Promega). Metoda se
zasniva na merenju aktivnosti luciferaze svica (gen [luc2]) i luciferaze renile (gen
[nRluc]) u istom uzorku. Aktivnost navedeninh enzima dovodi do hemijskih
reakcija u kojima se emituje svetlost, Ciji se intenzitet meri pomocu luminometra.
Prvo se meri aktivnost luciferaze svica dodavanjem reagensa LAR |l (Luciferase
Assay Reagent Il), u kome se nalazi luciferin koji luciferaza svica prevodi u
oksiluciferin uz emitovanje svetlosti, ¢ime se generise stabilan luminescentni
signal, Ovaj signal se gasi dodavanjem reagensa STOP & Glo Reagent, u kome
se nalazi celenterazin koji luciferaza renile prevodi u celenteramid uz emitovanje



svetlosti, éime se ujedno generiée signal za merenje luciferaze renile, koji se sam
postepeno gasi tokom merenja. Analiza se vréi na uzorku od 10uL celjskih
ekstrakata pripremljenih u Passive Lysis Buffer, a za merenje se koristi po 50pL
reagenasa LAR || | STOP & Glo Reagent.

2. 3. 24. |zolacija jedarnih proteina

lzolacija jedarnih proteina koji se koriste za zaStitu fragmenta DNK u
dezoksiribonukleaznom eseju se vrsi pomocéu komercijalnog kita ProteoJET
Cytoplasmic and Nuclear Protein Extraction Kit (Fermentas). Celijske linije
Sa08-2, NTERA-2, K562 | Hela iz kojih se izoluju jedarni proteini se gaje 24h u
plastiénim sudovima povréine 150mm?® Nakon uklanjanja medijuma celije se
operu dva puta u po 10mL kompletnog pufera PBS (137mM NaCl, 3,7mM KCI,
1.8mM KHzPQO., 10,1imM NazHPO4, 1mM CaCl;, 1mM MgClz) i sakupe u
epruvete od 15mL. Nakon centrifugiranja 5min na 250g i odbacivanja
supernatanta proceni se zapremina taloga celija, u koji se zatim doda 10
zapremina Cell Lysis Buffer. Sme&a se zatim vorteksuje 10sec, inkubira na ledu
10min, ponovo vorteksuje 10sec i zatim centrifugira 17min na 500g na 4°C.
Nakon odvajanja supernatanta, u kome se nalaze citoplazmatiéni proteini, talog
jedara se dva puta opere na ledu. Pranje jedarnog taloga podrazumeva
dodavanje 500uL Nuclei Washing Buffer, blago vorteksovanje, inkubaciju 2min
na ledu, centrifugiranje 7min na 500g na 4°C i odbacivanje supernatanta. Na
oprani talog se zatim doda 150pL ledenog Nuclei Storage Buffer i smesa
promeéa pipetiranjem nekoliko puta. Nakon dodavanja 1/10 zapremine Nuclei
Lysis Reagent sme&a se blago vorteksuje i potom inkubira 15min na 4°C |
1200rpm. Nakon centrifugiranja Smin na 20000g i 4°C odvoji se supernatant, u
kome se nalaze jedarni proteini, i Guva na -80°C.
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2. 3. 25. Dezoksiribonukleazni esej

Dezoksiribonukleazni esej se zasniva na zastiti odredenog fragmenta
DNK proteinima i digestiji nezasticenih regiona dezoksiribonukleazom | (102).
Reakciona smeSa sadrZi slede¢e komponente: preéiSéen fragment promotora
gena SMAD4 dobijen umnozavanjem pomocu graniénika P1 i P2f (50ng), pufer A
(4% glicerol, 10mM Tris pH7.,5, TmM MgClz, 0,5mM EDTA, 0,5mM DTT, 50mM
NaCl), polydldC (1pg/ul) i jedarne proteine (100mg). Reakciona smesa se
inkubira 1h na 37°C, kako bi se omoguéilo vezivanje proteina za fragment DNK,
nakon ¢ega se u reakciju doda 0,005U dezoksribonukleaze |. Nakon inkubacije
od 15sec na ledu, dezoksiribonukleaza | se inaktivira inkubiranjem reakcione
smeée 10min na 75°C. U kontrolnoj reakciji koristi se albumin govedeg seruma
(ESA, Bovine Serum Albumin, New England BioLabs) umesto jedarnih proteina.
Nakon preciscavanja, produkti digestije dezoksiribonukleazom | se analiziraju

pomoéu kapilarne elektroforeze.
2. 3. 26. Statisticka analiza

Statisticka analiza se vri pomocéu softvera Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) verzija 10. Razlike u uéestalosti pojedinih klinigkih parametara i
otkrivenih genetskih varijanti medu analiziranim grupama se testiraju kori§¢enjem
f testa. Razlike u aktivnosti analiziranih promotorskih konstrukata se testiraju
koriSéenjem nezavisnog t-testa. Statisticki znacajne su vrednosti p<0.05.
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3. REZULTATI

3. 1. lzolacija DNK iz tkiva pankreasa i periferne krvi

Uzorci tkiva pankreasa pripremani su za izolaciju DNK u zavisnosti od tipa
uzorka. Parafinski kalupi su podvrgavani proceduri deparafinizacije tkiva, dok su
uzorci svezih tkiva ¢uvani u rastvoru 0,9% NaCl, nakon ¢ega je DNK izolovana iz
tkiva pankreasa fenol-hloroformskom metodom. Kvalitet i prinos DNK izolovanih
iz tkiva pankreasa analizirani su elektroforezom u 1% gelu od agaroze (slika 11).
Izolacija DNK iz periferne krvi je vréena komercijalnim kitom, a prosefan prinos
je 100ng/uL.

Slika 11. Analiza uzoraka DNK elektroforezom u 1% gelu od agaroze
M — DNK marker AMHindlll

1-13 i 18-28 - DNK izolovane iz svedih tkiva karcinoma pankreasa
14-17 1 30-33 - DNK izolovane iz parafinskih kalupa karcinoma pankreasa

Uzorci DNK izolovani iz sveZih tkiva karcinoma pankreasa bili su
zadovoljavajuéeg prinosa i kvaliteta i dalje su kori&¢eni direktno u reakciji
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lan€anog umnozZavanja DNK. U uzorcima DNK izolovanim iz parafinskih kalupa
karcinoma pankreasa DNK je u vecini uzoraka bila fragmentirana (uzorci 141 15
na slici 11) ifili prisutna u relativno maloj koli€ini (uzorci 30-33 na slici 11), pa su
ovi uzorci pre reakcije lanéanog umnoZavanja DNK najpre podvrgavani
amplifikaciji genoma.

3. 2. Analiza mutacije u kodonu 12 gena KRAS

Prisustvo mutacije u kodonu 12 gena KRAS je analizirano u svim
uzorcima tkiva karcinoma pankreasa | kolorektalnog kancera metodom specifiéne
mutageneze posredstvom PCR reakcije (PCR-mediated site-directed
mutagenesis, PSM), u kojoj se koriste granicnici dizajnirani tako da uvode mesta
prepoznavanja za restrikcioni enzim BsiN| na oba kraja fragmenta. Amplifikacija
je vréena pomocu graniénika KRAS12 i KRAS12psm, pomodéu kojih se
umnoZava fragment duzine 157bp, koji obuhvata deo egzona 2 gena KRAS u
kome se nalazi kodon 12. Graniénici KRAS12 | KRAS12psm uvode restrikciona
mesta za enzim BsiN| na oba kraja umnoZenog fragmenta za normalni alel, dok
prisutvo mutacije u kodonu 12 ukida jedno od uvedenih mesta prepoznavanja
(slika 12).

e |10 | 1] 12 13 | 14

Val Gly Pro Gly Gly Val

GTTGGACCTGGTGGCGTA
BstNI

Slika 12. Deo sekvence granicnika KRAS12psm i umnoZenog fragmenta gena
KRAS u okviru kojih se nalaze mesto prepoznavanja za enzim BsfNI | mutacija u

kodonu 12

8-14 — broj odgovarajuéeqg kodona u proteinu KRAS
* - izmenjen nuklectid u sekvenci graniénika KRAS12psm

BstNIl = mesto prepoznavanja za restrikcioni enzim BsiNI
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Fragmenti dobijeni amplifikacijom podvrgnuti su digestiji enzimom BsiNI.
Produkt umnozavanja normalnog alela sec¢enjem daje fragmente od 114bp, 29bp
i 14bp, dok produkt umnozavanja mutiranog alela ostaje nesecen na jednom od
dva mesta prepoznavanja za enzim BsiNI i daje fragmente od 143bp i 14bp.
Produkti digestije analizirani su elektroforezom u 10% gelu od poliakrilamida i
vizuelizovani bojenjem srebro-nitratom. Pod datim uslovima elektroforeze na
gelovima se u uzorcima u kojima je mutacija prisutna uofavaju trake od 143bp i
114bp, dok se u uzorcima u kojima mutacija nije prisutna uocava samo traka od
114bp (sika 13).

1 23 485 6B 78 8 10 1142 13

Slika 13. Analiza prisustva mutacije u kodonu 12 gena KRAS u 10% gelu od
poliakrilamida
1 - nesedeni PCH fragment

2, 3,5, 8,9, 12 — uzorci u kojima nije prisutna mutirana varijanta kodona 12 gena KRAS
4,6, 7,10, 11, 13 = uzorci u kojima je prisutna mutirana varijanta kodona 12 gena KRAS

Analiza mutacije u kodonu 12 gena KRAS izvrdena je u 50 uzoraka tkiva
karcinoma pankreasa i 50 uzoraka tkiva kolorektalnog kancera. Prisustvo
mutacije u kodonu 12 gena KRAS utvrdeno je u 74% slucajeva u karcinomu
pankreasa i u 28% slucajeva u kolorektalnom kanceru. Analiza mutacije u
kodonu 12 gena KRAS izvréena je takode i u pet uzoraka tkiva pankreasa uzetih
od ispitanika za koje histopatolodki nije potvrdena dijagnoza karcinoma
pankreasa. Od pet analiziranih uzoraka nemalignog tkiva pankreasa mutacija je
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bila prisutna u dva slucaja cistine distrofije pankreasa, dok nije bila prisutna u
sluCaju benignog tumora pankreasa i dva slu¢aja hroniénog pankreatitisa. U dva
kontrolna uzorka DNK kolorektalnog kancera koji sadrze mutacije u genu SMAD4
nije otkriveno prisustvo mutacije u kodonu 12 gena KRAS. Rezultati analize
mutacije u kodonu 12 gena KRAS u malignim tkivima su prikazani u tabeli 6.

Tabela 8. Distribucija mutacije u kodonu 12 gena KRAS u karcinomu pankreasa i
kolorektalnom kanceru

karcinom pankreasa | kolorektalni kancer
mutacija u kodonu : 4 .
12 gena KRAS karoy 4 Broj %
nije prisutna 13 26 36 72
prisutna 37 74 14 28
ukupno 50 100 50 100

3. 3. Analiza gena SMAD4

Analiza gena SMAD4 je obuhvatila dva potencijalno znacajna regiona u 5'
nekodirajuéem delu gena: okolinu prvog nekodirajuéeg egzona bogatu GC
ostrvcima i promotorski region u okolini prvog kodirajuéeg egzona (slika 14). U
ckolini prvog nekodirajuceg egzona analizirano je prisustvo metil grupa na Sest
GC ostrvaca neposredno ispred egzona. Analiza promotorskog regiona u okolini
prvog kodirajuceg egzona obuhvata strukturnu i funkcionalnu analizu fragmenta
duzine 800bp u okviru koga se nalazi bazalni promotor.

GC OSTRYCA

----- "L‘ : EEEEEEEE®

1 2 1
NEKCDIRAJUCI EGZONI KODIRAJUEI EGZONI —3

FROMOTOR

Slika 14. Shematski prikaz 5" nekodirajuceg regiona gena SMAD4
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3. 3. 1. Analiza metilacije u nekodirajuéem egzonu 1 gena SMAD4

Metilacioni status 5 regulatornog regiona gena SMAD4 analiziran je
pomocu restrikcionih enzima Hpall i Mspl, koji imaju isto mesto prepoznavanja
(CCGG), ali se razlikuju po osetljivosti na prisustvo metil-grupa u DNK.
Analizirani segment DNK obuhvata region bogat GC ostrvcima u okolini
nekodirajuteg egzona 1 gena SMAD4 (103). U prisustvu metilacije na GC
ostrvcima u pomenutom regionu Hpall enzim, koji je osetljiv na metilaciju, ne
moZe da izvrsi secenje DNK, dok Mspl enzim, koji je neosetljiv na metilaciju,
moZe.

U kontrolnim reakcijama, u kojima se kao matrica za umnoZavanje koristi
genomska DNK koja je inkubirana bez enzima, pomocu graniénika Hm1 i Hm2
umnoZava se fragment duZine 408bp. U reakcijama u kojima se kao matrica za
umnoZavanje koristi DNK inkubirana sa enzimom Mspl dolazi do secenja DNK i
nema umnozZavanja fragmenta. U reakcijama u kojima se kao matrica za
umnozZavanje koristi DNK inkubirana se enzimom Hpall do secenja DNK dolazi u
zavisnosti od metilacionog statusa GC ostrvaca u fragmentu, odnosno do
umnozavanja dolazi samo ukoliko je metilacija prisutna i nije doslo do seenja.
Deo rezultata analize prisustva metilacije u S regulatornom regionu gena
SMAD4 prikazan je na slici 15.

Analiza prisustva metil-grupa u nekodirajuéem egzonu 1 gena SMAD4
uspe&no je izvrdena u 17 uzoraka DNK izolovanih iz svezih tkiva karcinoma
pankreasa (34%) i nije otkrivena ni u jednom od analiziranih slucajeva. Za
preostala 33 uzorka (66%) u kontrolnim reakcijama u kojima su kao polazne
matrice koriS¢ene nesecdene genomske DNK nije dodlo do umnoZavanja
fragmenta, pa nije moglo biti odredeno da li je metilacija prisutna ili ne. Metilacija
takode nije bila prisutna ni u 4 uspeSno analizirana uzorka nemalignog
pankreasnog tkiva.
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Slika 15. Analiza PCR produkata dobijenih umnozavanjem pomocu graniénika

Hm1 i Hm2 u 2% gelu od agaroze

M — DNK marker @X/Haelll
1, 4,7, 10, 13, 16 - DNK selena enzimom Mspl
2,5 8, 11, 14, 17 — DNK sefena enzimom Hpall
3,6.9, 12, 15, 18 = nesecena DNK
K - kontrolna DNK

3. 3. 2. Analiza strukture promotora gena SMAD4

Strukturna analiza promotora gena SMAD4 vriena je sekvenciranjem
DNK. Segment DNK duzine 800bp (-668bp do +131bp) umnoZen je pomodéu
graniCnika P1X i P2ZH. Preisceni produkti umnoZavanja sekvencirani su u dve
odvojene reakcije, a u svakoj je koriséen po jedan od graniénika kojima je vrieno
umnozavanje. Prisustvo promena u odnosu na normalnu genetsku varijantu
analizirano je u regionu -620bp do +80bp.

U analiziranom regionu promotora gena SMAD4 uofena su dva
polimorfna niza timina na pozicijama -462 i -4, koji su se u analiziranim uzorcima
tkiva pankreasa razlikovali u odnosu na normalne genetske varijante, -462T(15) i
-4T(12). Posto uzorci karcinoma predstavijaju genetski heterogenu populaciju
celija, u svakom uzorku je odredivano prisustvo najzastupljenije varijante. Osim
normalnih varijanti -462T(15) i -4T(12), u tkivu karcinoma pankreasa je otkriveno
i prisustvo varijanti -462T(14), -4T(11) i -4T(10) (slike 16 17).
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Slika 16. Rezultati sekvenciranja regiona promotora gena SMAD4 u kome se
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nalazi polimorfizam -462T(15) u uzorcima u kojima su najzastupljenije varijante -
462T(15) (A) i -462T(14) (B)
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Slika 17. Rezultati sekvenciranja regiona promotora gena SMAD4 u kome se

nalazi polimorfizam -4T(12) u uzorcima u kojima su najzastupljenije varijante
-4T(12) (A), -4T(11) (B) i -4T(10) (C)

Analize DNK sekvenci ukazuju da je u oba polimorfna regiona u
karcinomu pankreasa prisutan fenomen mikrosatelitne nestabilnosti. U vecini
uzoraka detektovano je u tragovima prisustvo varijanti kracih za po 1-3bp u
odnosu na najzastupljeniju varijantu. Zbog fenomena mikrosatelitne nestabilnosti
metodom sekvenciranja nije bilo moguce precizno odrediti koje varijante
polimorfizama -462T(15) i -4T(12) su najzastuplienije u analiziranim uzorcima
tkiva karcinoma pankreasa, pa je odredivanje varijanti izvrseno metodom analize
fragmenata.

3. 3. 3. Analiza polimorfizama -462T(15) i -4T(12) u promotoru gena SMAD4

Analiza varijanti polimorfizama -462T(15) i -4T(12) u uzorcima tkiva i

periferne krvi ispitanika sa karcinomom pankreasa, kao i tkiva i periferne krvi



ispitanika sa kolorektalnim kancerom vréena je PCR metodom. Amplifikacija ovih
regiona je vrsena pomocu granicnika obelezenih fluoroforama, a dobijeni PCR
produkti su analizirani kapilarnom elektroforezom. Prisustvo pojedinih varijanti
odredivano je pomocu softvera za genotipizaciju. Na svim slikama na kojima su
prikazani rezultati analize fragmenata sa leve strane je oznacen broj uzorka, a sa
desne dobijeni rezultat, koji predstavlja najéescu detektovanu varijantu ukoliko se
radi o tkivu, odnosno detektovan genotip ukoliko se radi o perifernoj krvi.

Analiza polimorfizma -462T(15) je vrSena pomocu graniénika obelezenog
bojom VIC, a produkti su detektovani u rasponu duzina od 147bp do 154bp (x
osa elektroferograma) i u rasponu intenziteta signala 250 do 4000 (y osa
elektroferograma). Osim neormalne varijante -462T(15), duZine 153bp,
detektovano je jos pet varijanti: -462T(16), -462T(14), -462T(12), -462T(10) i -
462T(9).

U tkivu karcinoma pankreasa u 6% uzoraka je detektovana normalna
varijanta -462T(15), a u preostalih 94% uzoraka varijanta -462T(14). Deo
rezultata analize polimorfizma -462T(15) u uzorcima tkiva karcinoma pankreasa
je prikazan na slici 18.
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Slika 18. Analiza polimorfizma -462T(15) u tkivu karcinoma pankreasa

al153 — varijanta -462T(15)
al152 — varijanta -462T(14)
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U perifernoj krvi ispitanika sa karcinomom pankreasa na 85% analiziranih
alela je bila prisutna normalna varijanta -462T(15), a na 15% varijanta -462T(12).
Tri ispitanika su bili heterozigoti za varijante -462T(15) | -462T(12), dok su ostali
ispitanici bili homozigoti. Deo rezultata analize polimorfizma -462T(15) u
uzorcima periferne krvi ispitanika sa karcinomom pankreasa je prikazan na slici
19.

2 1.£ (] R _-_F_-_l“ Se=r L] L]

ko

™

L]

2 N AANAA o
T i A A 462T(12)462T(12)
T -

|

b

i

41A 4B2T(15)462T(12)

(FF] it} L Al L)

o)

e

e

- >

CTEA e ain  AGIT(15)-462T(15)

Slika 19. Analiza polimorfizma -462T(15) u perifernoj krvi ispitanika sa
karcinomom pankreasa

al153 — varijanta -462T(15)
al150 — varijanta -462T(12)
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U kolorektalnom kanceru u 92% uzoraka je varijanta prisutna u perifernoj
krvi ispitanika bila ofuvana i u tkivu, od ¢ega u 84% sluCajeva varijanta -
462T(15), a u 8% sluajava varijanta -462T(16). U 8% slutajava je u periferngj
krvi ispitanika bila prisutna varijanta -462T(15), od ¢ega je u 4% slucajeva u tkivu
detektovana varijanta -462T(10) i u 4% slucajeva varijanta -462T(9). Deo
rezultata uporedne analize polimorfizma -462T(15) u uzorcima tkiva i periferne
krvi ispitanika sa kolorektalnim kancerom je prikazan na slikama 20i 21.
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Slika 20. Analiza polimorfizma -462T(15) u perifernoj krvi (K) i tkivu (T) ispitanika
sa kolorektalnim kancerom kod kojih su varijante detektovane u perifernoj krvi

otuvane u tkivu
al154 — varijanta -462T({16)
al153 — varijanta -462T(15)
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Slika 21. Analiza polimorfizma -462T(15) u perifernoj krvi (K) i tkivu (T) ispitanika
sa kolorektalnim kancerom kod kojih varijante detektovane u perifernoj krvi nisu

ocuvane u tkivu

al153 — varijanta -462T(15)
al148 — varijanta -462T(10)
al147 — varijanta -462T(9)

Analiza polimorfizma -4T(12) je vrSena pomocu grani¢nika obelezenog
bojom 6-FAM, a produkti su detektovani u rasponu duzina od 195bp do 198bp (x
osa elektroferograma) i u rasponu intenziteta signala 200 do 2000 (y osa
elektroferograma). Osim normalne varijante -4T(12) duZine 198bp detektovane
su jos tri varijante: -4T(11), -4T(10) i -4T(9).
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U tkivu karcinoma pankreasa u 6% uzoraka je detektovana normalna
varijanta -4T(12), u 6% uzoraka varijanta -4T(11), a u 88% uzoraka varijanta -
4T(10). Deo rezultata analize polimorfizma -4T(12) u uzorcima tkiva karcinoma
pankreasa je prikazan na slici 22.
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Slika 22. Rezultati analize polimorfizma -4T(12) u tkivu karcinoma pankreasa
al198 — varijanta -4T(12)
al197 — varijanta -4T(11)
al196 — varijanta -4 T(10)

U perifernoj krvi ispitanika sa karcinomom pankreasa na 89% alela je bila
prisutna varijanta -4T(12), na 4% varijanta -4T(11), a na 7% varijanta -4T(9).
Jedan ispitanik je bio heterozigot za varijante -4T(12) i -4T(9), dok su ostali
ispitanici bili homozigoti. Deo rezultata analize polimorfizma -4T(12) u uzorcima
periferne krvi ispitanika sa karcinomom pankreasa je prikazan na slici 23.
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Slika 23. Rezultati analize polimorfizma -4T(12) u perifernoj krvi ispitanika sa

karcinomom pankreasa
al198 - varijanta -4T(12)
al197 — varijanta -4T(11)
al195 — varijanta -4T(2)

U kolorektalnom kanceru i u uzorcima tkiva i u uzorcima periferne krvi
ispitanika je detektovana iskljucivo normalna varijanta -4T(12). Deo rezultata
uporedne analize polimorfizma -4T(12) u uzorcima tkiva i periferne krvi ispitanika
sa kolorektalnim kancerom je prikazan na slici 24.
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Slika 24. Rezultati analize polimorfizma -4T(12) u tkivu (T) i perifernoj krvi (K)

ispitanika sa kolorektalnim kancerom
al198 — varijanta -4T(12)

3. 3. 4. Analiza haplotipova varijanti -462T(15) i -4T(12) u promotoru gena
SMAD4

Pod haplotipom se podrazumeva grupa alela na jednom hromozomu koji
su lokalizovani u neposrednoj blizini | koji se usled toga nasleduju zajedno.
Varijante -462T(15) i -4T(12) u promotoru gena SMAD4 razdvaja svega 458bp,
pa se njihove kombinacije mogu smatrati haplotipovima. Haplotipovi promotora
gena SMAD4 su oznaceni na sledeéi natin: haplotip [broj timina u traktu -
462T(15))[broj timina u traktu -4T(12)].

U analiziranim tkivima karcinoma pankreasa najées¢i haplotip je bio
haplotip 14/10, prisutan u 88% slutajeva, dok je najéesci haplotip u
kolorektalnom kanceru bio normalan haplotip 15/12, prisutan u 84% slucajeva.
Ostali haplotipovi su bili prisutni u relativno malom broju slu¢ajeva. Distribucija
haplotipova polimorfizama -462T(15) i -4T(12) u analiziranim tkivima je prikazana
u tabeli 7.
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Tabela 7. Distribucija haplotipova polimorfizama -462T(15) i -4T(12) u karcinomu
pankreasa i kolorektalnom kanceru

haplotip karcinom pankreasa | kolorektalni kancer
462(T) | -4(T) broj % broj %
15 12 3 6 42 B4
14 11 3 6 - -
-l -l ek 44 | 8B S -
16 12 - - 4 8
10 12 - - 2 4
9 12 - - 2 . 4
ukupno 50 100 50 100

U analiziranim uzorcima periferne Kkrvi ispitanika sa karcinomom
pankreasa najéesci haplotip je takode bio normalni haplotip 15/12, prisutan na
78% analiziranih alela. Samo jedan uzorak je karakterisala heterozigotnost za
obe varijante | u njemu su detektovani aleli -462T(15) i -462T(12), kao i aleli -
4T(12) | -4T(9). U ovom slu¢aju haplotipovi su odredeni kloniranjem
sekvenciranih PCR produkata u pGEM T-Easy vektor i sekvenciranjem dobijenih
klenova, Distribucija haplotipova polimorfizama -4682T(15) i -4T(12) u uzorcima
periferne krvi ispitanika sa karcinomom pankreasa je prikazana u tabeli 8.

Tabela 8. Distribucija haplotipova polimorfizama -462T(15) i -4T(12) u periferngj
krvi ispitanika sa karcinomom pankreasa

alel 1 alel 2 brol %
-462(T) -4(T) -462(T) -4(T)

15 . 12 15 12 39 78
_12 i B e - S S ) - TR -
12 | et 12 | 8 3 6

s L= [ i % o [ 2 4

15 12 i o 2 4

15 12 12 9 1 2
ukupno 50 100

U analiziranim uzorcima periferne krvi | tkiva ispitanika sa kolorektalnim
kancerom najcesci haplotip je takode bio normalni haplotip 15/12, prisutan na
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84% analiziranih alela, dok je u 8% sluCajeva bio prisutan haplotip 16/12. U
preostalih 8% sluéajeva u tkivu je dodlo do gubitka normalnog haplotipa 15/12 i
do pojave haplotipova 10/12 ili 9/12. Distribucija haplotipova polimorfizama -
462T(15) | -4T(12) u uzorcima tkiva i periferne krvi ispitanika sa kolorektalnim
kancerom prikazana je u tabeli 9.

Tabela 9. Uporedna distribucija haplotipova polimorfizama -462T(15) i -4T(12) u
tkivu i perifernoj krvi ispitanika sa kolorektalnim kancerom

haplotip u tkivu haplotip u krvi brol %
-462(T) | -4(T) -462(T) -4(T)
15 12 15 12 42 84
16 12 16 12 4 8
15 | 12 10 12 2 4
15 | 12 9 12 2 4
ukupno 30 . 100

U uzorcima tkiva pankreasa uzetih od ispitanika za koje histopatoloski nije
potvrdena dijagnoza karcinoma pankreasa otkriveno je prisustvo haplotipova
14/11 i 14/10. Haplotip 14/11 je bio prisutan kod jednog ispitanika sa cistiénom
distrofijom pankreasa i jednog ispitanika sa hroniénim pankreatitisom, a haplotip
14/10 kod jednog ispitanika sa cisticnom distrofijom pankreasa, jednog ispitanika
sa hroniénim pankreatitisom i ispitanika sa benignim tumorom pankreasa.

U oba kontrolna uzorka DNK kolorektalnog kancera za koje je prethodno
utvrdeno da sadrze mutacije u genu SMAD4 otkriveno je prisustvo normalnog
haplotipa 15/12.
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3. 3. 5. Analiza aktivnosti varijanti promotora gena SMAD4

Analiza aktivnosti promotora gena SMAD4 vriena je sa fragmentima koji
su umnoZeni pomocu graniénika P1X | P2H | potom klonirani u vektor pGEM T-
Easy. Kloniranje je radeno u nezavisnim serijama eksperimenata u kojima su
koris¢ena po tri razli¢ita PCR produkta dobijena amplifikacijom na uzorcima DNK
izolovanim iz tkiva karcinoma pankreasa dok nisu dobijeni klonovi sva tri
haplotipa koji su detektovani u tkivu karcinoma pankreasa: 15/12, 14/11 i 14/10.
Nakon ligacije u vektor i transformacije bakterijskog soja XL1-Blue E. coli vektori
koji su nosili insert su izolovani iz bakterijskih kultura i analizirani sekvenciranjem.
Analizom ukupno 23 dobijena klona otkriveno je prisustvo jos tri haplotipa: 15/11,
12/11 1 12/9. Inserti navedenih Sest kloniranih haplotipova su isecani iz vektora
pGEM T-Easy pomoéu enzima Hindlll i Xhol i potom klonirani u wvektor
pGL4.10[luc2].

Analiza promotorske aktivnosti razliitih haplotipova promotora gena
SMAD4 je vrsena pomocu sistema DualGlo Luciferase Assay. Uticaj prisustva
otkrivenih genetskih varijanti na aktivnost promotora gena SMAD4 je analizirana
u ¢elijama Sa0S-2. U eksperimentima tranzijentne kotransfekcije u ¢elijje Sa0S-
2 su uvedeni plazmid pGL4.10[luc2] sa odgovaraju¢im insertom i plazmid
pGL4.70[hRluc], a aktivnosti gena luc2 i hRluc su merene nakon 24h. Svaki od
konstrukata analiziran je u tri nezavisna eksperimenta, a u svakom od
eksperimenata analiza svakog konstrukta je vrSena u triplikatu. Rezultati
izmerene aktivnosti luc2 gena su normalizovani prema efikasnosti transfekcije,
odnosno prema izmerenoj aktivnosti hRluc gena. Normalizovane luc2 aktivnosti
za analizirane genetske varijante su prikazane kao procenat aktivnosti
normalnog haplotipa 15/12, kome je dodeljena vrednost od 100%, odnosno 1.
Kao negativna kontrola koridéen je plazmid pGL4.10[luc2] bez inserta. Dobijeni
rezultati merenja promotorske aktivnosti su prikazani na slici 25.
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Slika 25. Analiza relativne aktivnosti haplotipova varijanti -462T(15) i -4T(12)

promotora gena SMAD4 u odnosu na aktivnost haplotipa 15/12
1 —vektor pGL4.10[lucZ] bez inserta
2 — haplotip 15/12
3 = haplotip 14/11
4 - haplotip 1410
& = haplotip 1511
6 — haplotip 12/11
7 = hapletip 12/9
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Od analiziranih genetskih varijanti promotora gena SMAD4 haplotipovi
15/11, 14/11, 12/11 i 12/9 su imali aktivnost u nivou aktivnosti normalne varijante
15/12. Statisticki znacajno snizenu aktivnost (p<0,001) je pokazac haplotip
14/10, &ija je aktivnost iznosila 65% aktivnosti normalne varijante (0,65+0,06).

3. 3. 6. Analiza vezivanja proteina za varijante promotora gena SMAD4

Analiza vezivanja proteina za promotor gena SMAD4 vrdena je za
normalan haplotip 15/12 i za haplotip 14/10, koji je pokazao snizenu promotorsku
aktivnost. Fragmenti promotorskog regiona gena SMAD4 su umnozZeni pomocu
granitnika P1 i P2f, a dobijeni PCR produkti obeleZzeni bojom 6-FAM su
precisceni. Precisceni PCR fragmenti su zasticeni proteinima jedarnih ekstrakata
celijskih linija 5a05-2, NTERA-2, K562 i Hela, a zatim podvrgnuti dejstvu
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enzima dezoksiribonukleaze |, koji sece nezasticene regione DNK. Varranjem
kolicine DNK, kolicine jedarnih proteina i sastava pufera u kojem se odvija
reakcija uspostavljeni su uslovi za jasnu detekciju signala.

Fragmenti promotora gena SMAD4 koji nose haplotipove 15/12 i 14/10
pokazuju isti profil signala nakon digestije dezoksiribonukleazom | bez zastite
jedarnim proteinima. U oba sluc¢aja prilikom zastite fragmenata jedarnim
proteinima pre digestije dezoksiribonukleazom | dolazi do potpunog gubitka
signala u kompletnom analiziranom fragmentu i nema razlike izmedu analiziranih
varijanti. Na slikama 26 i 27 su prikazani rezultati dobijeni kada su PCR fragmenti
podvrgnuti dejstvu dezoksiribonukleaze | bez zastite jedarnih proteina i sa
zastitom jedarnim ekstraktima celijske linije NTERA-2. Isti profili signala dobijeni
su i kada je zaétita fragmenta vréena jedarnim ekstraktima ¢éelijskih linija Sa0S-2,
K562 | HelLa.

1512

Slika 26. Uporedna analiza fragmenata promotora gena SMAD4 sa
haplotipovima 15/12 i 14/10 dobijenih nakon digestije dezoksiribonukleazom |
bez zastite jedarnim proteinima
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Slika 27. Uporedna analiza fragmenata promotora gena SMAD4 sa
haplotipovima 15/12 i 14/10 dobijenih nakon digestije dezoksiribonukleazom |
sa zastitom jedarnim proteinima celijske linije NTERA-2

3. 4. Korelacija karakteristika ispitanika i promena u genima SMAD4 i KRAS

Geni SMAD4 i KRAS su analizirani u malignom tkivu kod 50 ispitanika sa
karcinomom pankreasa i 50 ispitanika sa kolorektalnim kancerom. Grupe
ispitanika su se medusobno statistiCki znacajno razlikovale po godinama i
stadijumu tumora (tabela 10). Grupu ispitanika sa karcinomom pankreasa cine
ispitanici koji su u proseku mladi i kod kojih su ¢esci kasniji stadijumi tumora i
znaci njegovoq lokalnog Sirenja u odnosu na ispitanike sa Kolorektalnim
kancerom. Mutacija u kodonu 12 gena KRAS bila je znagajno ucestalija kod
ispitanika sa karcinomom pankreasa. Haplotip 14/10 u promotoru gena SMAD4,
koji ima snizenu promotorsku aktivnost, bio je prisutan u tkivu kod 88% ispitanika
sa karcinomom pankreasa, a nije bio prisutan ni u jednom slufaju kolorektalnog
kancera.
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Tabela 10. Karakteristike grupa ispitanika sa karcinomom pankreasa i

kolorektalnim kancerom &iji su uzorci malignog tkiva analizirani

karcinom kolorektalni | p vrednost
pankreasa kancer
ukupno Ispitanika s0 50
pol, mugki / Zenski a2/ 18 33/17 p=0642
godine, srednja vrednost+SD 56,6481 64,2+8,8 p=0,005
stadijum tumora, T1+T2/ T3+T4 4] 48 23127 p=0,001
Zznaci lokalnog &irenja tumora, bez / sa 7/43 28122 p<0,001
mutacija u kedonu 12 gena KRAS 74% 28% p=<0,001
haplotip 14/10 u promotoru gena SMAD4 BB% — p=0,001

Prisustvo promena u promotoru gena SMAD4 i kodonu 12 gena KRAS je
korelirano sa podacima o polu, godinama starosti na dijagnozi i stadijumom
tumora ispitanika. Za potrebe statisticke analize ispitanici su podeljeni u sledece
podgrupe: muskarci ili Zene, mladi ili stariji od 60 godina, sa ranijim (T1 i T2) ili
kasnijim (T3 i T4) stadijumima tumora i bez (NO) ili sa (N1 i N2) znacima lokalnog
sirenja tumora. Medu ovim podgrupama nisu uoene statisticki znacajne razlike u
distribuciji haplotipova promotora gena SMAD4 | mutacije u kodonu 12 gena
KRAS.

Prisustvo promena u promotoru gena SMAD4 takode je ispitivano kao
potencijalni faktor rizika u grupi ispitanika sa karcinomom pankreasa &iji su uzorci
periferne krvi analizirani, Prisustvo haplotipova 15/11, 12/12 i 12/9 je korelirano
sa podacima o polu, godinama starosti na dijagnozi, porodiénom istorijom tumora
I drugim faktorima rizika, ali nisu uo&ene statisti¢ki znaéajne razlike.

Prisustvo otkrivenih promena u promotoru gena SMAD4 korelirano je sa
prisustvom mutacije u kodonu 12 gena KRAS za analizirana maligna tkiva. U
tkivu karcinoma pankreasa ni u jednom uzorku nije otkriveno prisustvo obe
normalne varijante, promotora gena SMAD4 i kodona 12 gena KRAS. Samo u
jednom slu€aju je normalna varijanta kodona 12 gena KRAS detektovana u
kombinaciji sa funkcionalnom varijantorn promotora gena SMAD4, haplotipom
14/11. U 64% slu€ajeva bila je prisutna | mutacija kodona 12 u genu KRAS i

varijanta promotora gena SMAD4 sa sniZzenom aktivnoscu, haplotip 14/10, a u

66



98% slucajeva bar jedna od dve navedene promene. Rezultati kombinovane
analize promena u genima SMAD4 | KRAS u karcinomu pankreasa prikazani su
u tabeli 11. U tkivu kolorektalnog kancera kod svih 14 uzoraka u kojima je
detektovana mutacija u kodonu 12 gena KRAS otkriveno je prisustvo haplotipa
15/12 promotora gena SMAD4,

Tabela 11. Distribucija haplotipova varijanti -462T(15) i -4T(12) gena SMAD4 |
mutacije u kodonu 12 gena KRAS u analiziranim tkivima karcinoma pankreasa

mutacija u kedonu 12 haplotip promotora gena SMAD4
gena KRAS 15/12 14/11 14/10 A
nije prisutna - 1 2% 12 24% 13 26%
prisutna 3 6% 2 4% 32 64% 37 74%
ukupno 3 6% 3 6% 44  BB8% 50 100%

Za deset ispitanika sa karcinomom | jednog ispitanika sa benignim
tumorom pankreasa su bili dostupni i podaci o nivou ekspresije proteina SMAD4
u tkivu pankreasa, a koji su dati u tabeli 12. Nivo ekspresije proteina SMAD4 je
odreden metodom imunchistohemije. Nije uofena korelacija izmedu prisustva

otkrivenih promena u promotoru gena SMAD4 | nivoa ekspresije proteina
SMADA4.

Tabela 12. Korelacija haplotipova varijanti -462T(15) i -4T(12) gena SMAD4 sa
nivoom ekspresije proteina SMAD4

OZNAKA HISTOPATOLOSKA HAPLOTIP PROMOTORA | NIVO EKSPRESIE
UZDRKA DIJAGNOZA GEMA SMAD4 PROTEINA SMAD4"

Al karcinom pankreasa 14/10 0

A2 karcinom pankreasa 14/10 2

A3 karcinom pankreasa 14/10 0

Ad karcinom pankreasa 14/10 2

A5 karcinom pankreasa 14/10 1

AS karcinom pankreasa 14/10 3

AT karcinom pankreasa 14/10 3

A8 karcinom pankreasa 15/12 2

A karcinom pankreasa 14/10 0

A10 karcinom pankreasa 14110 2

A11 benigni turnor pankreasa 14/10 2

*0-nema ekspresije, 1-nizak nivo ekspresije, 2-srednji nivo ekpresije, 3-visok nivo ekspresije
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3. 5. Rezultati analize gena SMAD4 | KRAS u grupama ispitanika

Zbirni rezultati analize gena SMAD4 | KRAS u nemalignom i malignom
tkivu pankreasa i tkivu kolorektalnog kancera dati su u tabelama 13, 14§ 15, U
tabeli 13 dati su zbimi rezultati analize mutacije u kodonu 12 gena KRAS i
analize haplotipa promotora gena SMAD4 u karcinomu pankreasa i
kolorektalnom kanceru, kao i rezultati analize metilacije u promotoru gena
SMAD4 u karcinomu pankreasa. U tabeli 14 prikazani su rezultati analize
haplotipa promotora gena SMAD4 u perifernoj krvi pacijenata sa karcinomom
pankreasa. U tabeli 15 dati su rezultati analize mutacije u kodonu 12 gena
KRAS, analize haplotipa promotora gena SMAD4 i rezultati analize metilacije u
promotoru gena SMAD4 u uzorcima nemalignom tkiva pankreasa.
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Tabela 13. Rezultati analize gena SMAD4 | KRAS u tkivu karcinoma pankreasa |

kolorektalnog kancera

KARCINOM PANKREASA KOLOREKTALNI KANCER
T OZNAKA MUTACIIA L | METILACIIA U HAPLOTIP OEMAKA MUTACIIA U HAPLOTIP PROMOTORA
LZORKA KODOMNU 12 PROMOTORU | PROMOTORA UZORKA KODONU 12 GEMNA SMADY
GENA KRAS | GEMA SMAD4 | GENA SMADS GEMNA KRAS TEIVO KBV
Al + 1410 CRC1 — 16112 16M12
T A2 - 14110 CRCZ - 15112 15M12
T A3 - 14110 CRC3 — 15112 15112
T A4 — 1410 CRC4 -— 15112 1512
I A5 + 1410 CRCA — 16/12 15/12
I~ AB - 1410 CRCH - 1612 1512
AT . 14110 CRCT - 1612 15012
AR + 15/12 CRCE — 158112 15132
A9 - 1410 CRCS + 15112 15/12
A10 - 14110 CRC10 + 1612 15/M12
Al2 B —_ 1512 CRC11 - 15112 1512
Ald + — 14010 CRC12 — 18112 15/12
Ald — — 14110 CRC13 — 15M2 15012
A15/A16 + - 1410 CRCi4 — 15/12 16/12
AT —_ — 14110 CRC15 + 16M2 15012
A1BIANS + — 1410 CRC16 o B2 15012
A20 — — 1410 CRCA7 + 15012 1512
A2 — —_ 14110 CRE18 — 15012 1512
AZAIAZI + - 14/10 CRC19 — 1602 1512
AZ4 —_ — 14/10 CRC20 — 1512 16512
A25 — — 1410 CRE21 + 1512 1512
AIBIADT - e 18112 CRC22 = 18/12 15112
A28 - .- 1410 CRC23 — 1612 1612
A30 i - 1410 CRC24 — 15012 1612
A3 + — 1410 CRC25 — 15012 1512
A32 + —— 14110 CRC28 - 1512 1512
ALIIA34 — o 1411 CRC27 — 812 1512
B35 + 14110 CRCZ28 — 1612 1612
A3E + 1410 CRC23 + 1512 15/12
AT + 14110 CRC30 + 15012 152
| A38 - 14110 CRC31 — 10/12 1612
Ad2 — 14110 CRC32 - 1612 1612
Ad3 * 1410 CRC33 —_ 15M2 1512
A * 1410 CRC34 — 1512 15/12
| A4E + 1410 CRC35 4 15812 15/12
45 + 1411 CRC3I6 + 1612 1512
AAT — 1410 CRCAT — 1512 1512
| A48 + 1410 CREG38 = 18/12 1812
| A4D + 1410 CRCag - 1012 15/12
L ASD * 1410 CRC40 = 1612 15H2
A5 — 14110 CRC41 - 1512 1512
| AS2 + 1410 CRC42 — 1512 15112
| AS3 + 14110 CRC43 + 1812 1512
[ A4 + 14110 CRC44 — 1512 1512
|___A55 + 1410 CRC45 + 1512 1512
ASE + 14111 CRC46 — 1812 1512
L AST & 1410 CRCAT — 18112 15712
L ASH * 1410 CRC48 — 1512 15412
A58 b 1410 CRC43 — 1512 15112
L ABD + 1410 CRC50 + 1512 165M2
Mutacija u kodonu 12 gana KRAS: + - prisufna, — - nije prisuina
Metilacija u promotoru gena SMADS: — - nije prisutna, za ostabe uzorke anakza nije uspela
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Tabela 14. Rezultati analize gena SMAD4 i KRAS u perifernoj krvi ispitanika sa

karcinomom pankreasa

OZNAKA | HAPLOTIP PROMOTORA
LUZORKA GENA SMAaD4
1A 16012
A 1512
44 1612
54 15/12
BA 15/12
TA 1612
BA 12112
114 1512
13A 1249
144, 15812
154 16/12+12/8
1TA 1511
18A, 16M2
204 18111
228, 1512
2348 1212
244 1812
27A 16/12
304 1512
A 1512
J2A 15012
J3A 15/12
44 1512
354 15012
JGA 1512
arA 15/12
84, 1212
04, 1612
404 18M12
414 18M2+12M12
434, 12/9
444, 15112
464 15M2+12112
4TA 15012
454, 15/12
S04 1219
1A, 15012
52A 15/12
53A 15/12
S4A 15112
EEA 15/12
i 15/12
STA 15M2
58A 15/12
SOA 1612
BOA 168/12
B1A 1812
G2 1812
B3A 15012
G448 15112
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Tabela 15. Rezultati analize gena SMAD4 | KRAS u nemalignom tkivu pankreasa

OZnaks | POL| STAROST |HISTOPATOLOSKA DIJAGNOZA | MUTACIIA U | METILACIIA U HAPLOTIP
UZORKA MA KODONU 12 | PROMOTORU | PROMOTORA
DIJAGMOZ GENA KRAS | GENA SMAD4 | GENA SMADY
A1 M 62 banigni tumar pankraasa —_ 14/10
AZD i 42 hronetni pankreatitis — - 14/10
A3Y i &7 cisliéna distrofifa pankreasa + — 14/11
Ad0 M 45 cistidna distrofija pankréasa + — 14111
A1 Fi 52 hronieni pankreatitis - — 14110

Mutacija u kodonu 12 gena KRAS: + - prisutna, — - nije prisutna
Metilacia u promotoru gena SMADE: — - nije prisutna, 2a uzorak A11 analiza nife uspela
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4. DISKUSIJA

Ovo istraZivanje je imalo za cilj da ispita postojanje strukturnih promena u
genu SMAD4 u malignom tkivu resektabilnih stadijuma karcinoma pankreasa,
kao | da istraZi funkcionalne posledice otkrivenih promena i njihov eventualni
znacaj u nastanku i razvoju ove bolesti. Za razliku od drugih genetskih ostecenja,
promene u genu SMAD4 predstavijaju specifitan marker za pankreasnu
karcinogenezu, pa je proucavanje promena strukture i funkcije gena SMAD4 u
karcinomu pankreasa od velikoeg znagaja za unapredenje dijagnostike, terapije i
pracenja toka ove bolesti.

Dok su mutacije u genu SMAD4 koje dovode do potpunog gubitka njegove
ekspresije jasno povezane sa kasnijim stadijumima tumora, metastazama i vrlo
loSom prognozom, status ovog gena u ranim stadijumima karcinoma pankreasa
jos uvek nije dovoljno istraZzen. MNovija istraZivanja ukazuju da gen SMAD4
verovatno nije klasi¢an tumor supresor gen, odnosno da na molekularne procese
u karcinogenezi ne utice samo potpun gubitak proteina SMAD4, vec da je mnogo
verovatnije da se razliCiti stepeni ostecenja strukture i funkcije gena SMAD4
javljaju u razli€itim stadijumima karcinogeneze i dovode do razliGitih stepena
oste¢enja signalnog puta u kome SMAD4 uéestvuje (104, 105).

U ovom istrazivanju gen SMAD4 je analiziran u tkivu karcinoma
pankreasa koje je odstranjeno prilikom operacije i potom direktno koris¢eno za
genetske analize. Vecina dosadasnjih studija je vrSena na primarnim kulturama
celija karcinoma pankreasa poreklom od pacijenata, ali je poznato da je stopa
mutacija u njima znatno via nego u polaznom tkivu (24, 63). Stoga samo
tumorsko tkivo uzeto od pacijenata predstavlja najinformativniji bioloSki materijal
za prouc¢avanje pankreasne karcinogeneze, jer omogucava reprezentativan uvid
u status gena SMAD4 u tumoru. Kako od ispitanika Ciji su uzorci karcinoma
pankreasa analizirani nisu bili dostupni uzorci drugih tkiva, koji bi omogucili
poredenje statusa gena SMAD4 u malignom i nemalignom tkivu, u istrazivanje je
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ukljuéena i grupa ispitanika sa karcinomom pankreasa koji nisu podvrgavani
operaciji uklanjanja tumora i &iji su uzorci periferne krvi takode koriséeni za
genetsku analizu.

U istraZivanju su takode koris¢eni uzorci kolorektalneg kancera, radi
poredenja dobijenih rezultata sa tumorom u kome su zastuplieni sliéni
molekularni mehanizmi karcinogeneze, a u kome je gen SMAD4 najiesce
ostecen posle karcinoma pankreasa. Uzorci kolorektalnog kancera su ukljuéeni u
istraZivanje da bi se ispitalo u kojoj su meri otkrivene promene specifitne za
karcinom pankreasa, odnosno da li su karakteristitcne samo za odredeni tip
tumora ili za maligno tkivo uopste.

Za strukturnu i funkcionalnu analizu promotora gena SMAD4 odabran je
eksperimentalni pristup visoke senzitivnosti i specifiénosti, kao i moguénost
kvantifikacije rezultata. Za strukturnu analizu su koris¢ene metode sekvenciranja
DNK i analize DNK fragmenata obeleZenih fluoroforama sa laserskom
detekcijom, koje obezbeduju vigu senzitivnost i specificnost u odnosu na klasi¢ne
metode molekularne genetike. Za funkcionalnu analizu razliéitih varijanti
promotora gena SMAD4 je odabran luciferazni esej, metoda koja obezbeduje
mogucnost kvantifikacije promotorske aktivnosti i normalizovanje vrednosti u
odnosu na efikasnost eksperimenta, a samim tim i visoku pouzdanost dobijenih
rezultata.

4. 1. Analiza DNK iz tumorskog tkiva pankreasa

U ovom istrazivanju za analizu statusa gena SMAD4 je korisCeno
tumorsko tkivo karcinoma pankreasa, sveZe ili u parafinskom kalupu, koje je
dobijeno resekcijom pankreasnog tkiva od ispitanika koji su podvrgnuti proceduri
operativnog uklanjanja tumora. Medu pacijentima kod Kojih se dijagnostikuje
karcinom pankreasa, svega kod oko 15-20% se tumor otkrije u dovoljno ranom
stadijumu da bi mogao da se odstrani operatvnim putem. Relativno mali broj
pacijenata sa karcinomom pankreasa se godiSnje upucéuje na operativni zahvat,
pa je samim tim bio mali broj uzoraka svezih tkiva dostupan za ovo istraZivanje.
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Zbog toga su u istraZivanju koriéeni i arhivski uzorci parafinskih kalupa tkiva
karcinoma pankreasa, kako bi se obezbedio dovoljan broj uzoraka tkiva za
pouzdaniju analizu.

Uzorci sveZzeg tumorskog tkiva su najpogodniji materijal za proucavanje
molekularnin promena u malignim ¢elijama, jer su nukleinske kiseline i proteini u
njima relativno dobro o&uvani, ukoliko se uzorci pravilno pripremaju i skladiste.
Medutim, ovakvi uzorci se relativno retko koriste za analizu DNK u istraZivatke
svrhe, jer medicinske procedure ne podrazumevaju rutinsko uzimanje svezih
uzoraka tkiva. Dodatni problem u obradi ovakvih uzoraka je Sto je neophodno da
se odmah po uzimanju pedvrgnu izolaciji DNK, ednosno ne mogu da se oCuvaju
u duzem vremenskom periodu, osim uz pomoé¢ procesa trenutnog dubokog
zamrzavanja u teénom azotu. Prinos i kvalitet DNK izolovane iz sveZih tkiva u
nacelu su vrlo visoki i retko zavise od procedure izolacije ili drugih faktora (108).
Uzorci svezih tkiva koris¢eni u ovom istraZivanju davali su dobar prinos i kvalitet
DNK nakon izolacije, pa su koriSceni direktno za dalje analize.

Parafinski kalupi tkiva predstavljaju vrstu arhivskih uzoraka koji su vrlo
otporni na razne uticaje sredine, pa se mogu lako ocuvati vise desetina godina
(106). Ovakvi uzorci su izuzetno pogodni za analizu DNK, zbog svoje dostupnosti
i ¢injenice da DNK u tkivu moZe ostati stabilna vise godina. Medutim, koliCina i
kvalitet DNK izolovane iz parafinskog kalupa tkiva moze veoma da varira i u
najveéo] meri zavisi od kvaliteta parafinskog kalupa, a u manjoj meri i od
procedure izolacije DNK (107). Prilikom pripreme parafinskog kalupa, odnosno
procesa parafinizacije tkiva, tokom fiksacije tkiva u rastvoru dolazi do degradacije
nukleinskih kiselina, pri ¢emu je stepen degradacije veci ukoliko se tkivo u
rastvoru inkubira kraée od 6h ili duze od 24h. Do degradacije DNK takode dolazi
u manjoj ili ve€oj meri tokom procedure izolacije iz tkiva, a najvecim delom tokom
inkubacije tkiva u rastvoru proteinaze K, koja se odvija 1h-3h na povisenoj
temperaturi (50°C), a koja je neophodna da bi se celije tkiva medusobno
razdvojile pre izolacije. U ovom istrazivanju izolacijom DNK iz parafinskih kalupa
tkiva dobijena je DNK u relativno maloj koli¢ini i vrlo loSeg kvaliteta, tako da se
nije mogla koristiti direktno u daljim analizama, zbog ¢ega je podvrgavana metodi
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amplifikacije genoma. Ova metoda omoguc¢ava umnozZavanje celokupne DNK
pomocu nespecifiénih graniénika i koristi se u analizama u kojima je koli¢ina DNK
uzorka ograni¢ena da bi se povecala ukupna koli¢Gina polazne DNK za
amplifikaciju Zeljenih fragmenata PCR metodom.

4. 2. Analiza mutacije u kodonu 12 gena KRAS u karcinomu pankreasa

Mutacija u kodonu 12 gena KRAS Kkarakteristiéna je za najveéi broj
sluéajeva karcinoma pankreasa i uglavnom se detektuje u ranom stadijumu
tumora ili ¢ak u premalignim lezijama. Zbog toga se ova genetska promena
smatra molekularnim markerom rane pankreasne karcinogeneze. Prisustvo
mutacije u kedonu 12 gena KRAS otkriveno je u pankreasnom tkivu u 75-100%
sluéajeva karcinoma pankreasa (108). Mutacija je uglavnom prisutna kod
pacijenata kod kojih je doglo do lokalnog Sirenja tumora, odnosno njeno prisustvo
je povezano sa agresivnijim, rekurentnim i metastatskim tumorima (109).
Prisustvo mutacije u kodonu 12 gena KRAS je kod pacijenata u ovo] studiji
otkriveno sa nesto niZzom ucestalo$céu, u 74% slucajeva, Sto se moZe objasniti
cinjenicom da su u istrazivanje ukljuéeni ispitanici sa ranim stadijumima tumora.
Kod ispitanika sa kolorektalnim kancerom mutacija u kodonu 12 gena KRAS bila
je prisutna u 28% slucajeva, 5to je neSto niZa ucestalost u odnosu na druge
studije (110, 111).

Analizom nemalignih tkiva pankreasa mutacija je otkrivena kod dva
ispitanika sa cisticnom distrofijom pankresa, dok kod dva ispitanika sa hroniénim
pankreatitisom i kod ispitanika sa benignim tumorom pankresa mutacija nije bila
prisutna., Mutacija u kodonu 12 gena KRAS cesto moZe biti prisutna u tkivu
pankreasa u hroniénom pankreatitisu, koji predstavlja faktor rizika za razvoj
karcinoma, ali nije poznato kakav je status gena KRAS u cistiCnoj distrofiji
pankreasa (108, 112). Cisticna distrofija pankreasa je oboljenje Cija je klinicka
slika u velikoj meri sliéna karcinomu pankreasa, ali posto je ova bolest izuzetno
retka jos uvek nije istrazeno da |i kod obolelih postoji povisen rizik za karcinom

pankreasa.
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Mutacija u kodonu 12 gena KRAS moze biti prisutna u vrlo malom broju
¢elija tumora ili premaligne lezije, &to oteZava njeno otkrivanje | zahteva da
metoda koja se primenjuje za njenu detekciju ima visoku osetljivost. U ovom
istraZivanju detekcija mutacije u kodonu 12 gena KRAS je vriena PCR-RFLP
metodom, &ija osetljivost nije visoka, a na &iju su efikasnost dodatno uticali
kvalitet | kolitina DNK koja je upotrebliena kao polazni materijal. Uzorci DNK
izolovani iz uzoraka sveZeg pankreasnog tkiva su dali jasne rezultate, ali u
sluéaju uzoraka DNK izelovanih iz parafinskih kalupa tkiva pankreasa osetljivost
metode je povecana amplifikacijom genoma pre PCR amplifikacije. Prednost
primene PCR-RFLFP metode za detekciju mutacije u kodonu 12 gena KRAS,
osim u njenoj jednostavnosti, brzini izvodenja i ekonomskoj isplativosti, lezi u
¢injenici da je metoda tako dizajnirana da se njom postize detekcija prisustva bilo
koje od nekoliko mogucih nukleotidnih promena u kodonu 12.

lako analiza prisustva mutacije u kodonu 12 gena KRAS nije dovoljno
informativna za diferenciranje karcinoma pankreasa od hroniénog pankreatitisa |
drugih tipova tumora u kojima se ova mutacija takode cesto javlja, u rutinskoj
dijagnostici bi mogla da posluZi kao jedan od parametara za lak3e
dijagnostikovanje karcinoma pankreasa. Njeno uvodenje u rutinsku dijagnostiku
treba posebno razmotriti u svetlu €injenice da se analiza moZe potencijalno vrsiti
i na uzorcima krvne plazme, zahvaljujuci prisustvu izvesne koli¢ine DNK koja se
u plazmu oslobada usled nekroze ¢elija tumorskog tkiva (113, 114).

Gen KRAS se poslednjih godina intenzivno izufava kao potencijalna
terapiska meta u karcinomu pankreasa, kolorektalnom kanceru i karcinomu
pluca (115). Poznato je da prisustvo mutacija u genu KRAS u tkivu tumora
dovodi do njegove rezistentnosti na odredeni tip lekova (116). Monoklonska
antitela na receptor za epidermalni faktor rasta imaju dejstvo samo na tumore u
kojima Je prisutna normalna varijanta gena KRAS. Analiza mutacije tumorskog
tkiva na prisustvo mutacije u genu KRAS kao prediktivnog faktora za odgovor na
terapiju preporuuje se u slu¢ajevima metastatskog kolorektalnog kancera pre
primene terapije monoklonskim antitelima na receptor za epidermalni faktor rasta

(117). U le€enju karcinoma pankreasa jo$ uvek se istraZzuje efikasnost pojedinih
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lekova i efekat njihove kombinovane primene, pa se analiza mutacije u genu
KRAS jo& uvek ne koristi rutinski kao prediktivni faktor za odgovor na terapiju
(118)

4. 3. Analiza metilacionog statusa promotora gena SMAD4

Metilacija GC ostrvaca u promotoru gena SMAD4 predstavlja potencijalni
mehanizam inaktivacije ovog gena u malignim bolestima. Fragment koji je u
ovom istraZivanju odabran za analizu prisustva metil-grupa je bogat GC
ostrvcima i nalazi se uzvodno od promotora gena SMAD4. Analiza prisustva
metil-grupa je vrSena pomocu eseja zasnovanog na PCR metodi u kome se
koriste restrikcioni enzimi Mspl i Hpall, koji prepoznaju isto restrikciono mesto
(CCGG), ali od kojih je jedan osetljiv (Hpall), a drugi nije osetljiv (Mspl) na
prisustvo metil-grupa, 8to omogucava razlikovanje metilovane i nemetilovane
DNK.

Analiza metilacionog statusa promotora gena SMAD4 uspesno je izvrSena
u uzorcima DMK izolovanim iz sveZih tkiva karcinoma pankreasa (34% sluéajeva)
i u ovim uzorcima nije otkriveno prisustvo metilovane DNK. U preostalim
uzorcima DNK, koje su izolovane iz parafinskin kalupa tkiva karcinoma
pankreasa (66% slu€ajeva) analiza nije bila uspesna zbog nedovoljne koli¢ine
kvalitetne DNK. Prvi korak u analizi prisustva metil-grupa je digestija genomske
DNK restrikcionim enzimima, nakon ¢ega sledi PCR amplifikacija odredenog
regiona. Ukoliko je DNK degradovana, &to je bio sluéaj sa uzorcima koriscenim
za ovu analizu i &to je vrlo ¢est sluéaj sa uzorcima DNK izolovanim iz parafinskih
kalupa, u reakciji nakon digestiie ne ostaje dovoljno fragmenata neophodne
duZine da posluZe kao matrica za uspesnu amplifikaciju.

Analiza prisustva metil-grupa u DNK takode se moZe vriiti metodom
konverzije citozina pomoéu natrijumbisulfita (119). Ova metoda je osetljiviia od
metode koja se zasniva na kori&éenju restrikcionih enzima, posto ukljuéuje DNK
sekvenciranje, odnosno detekciju DNK obelezene fluoroforama, ali zbog
osetljivosti na koli€inu DNK moze ¢esto da da lazno negativan rezultat. Posto se
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bisulfitna konverzija odvija na svim dostupnim GC ostrvcima u genomskoj DNK
koja se koristi kao supstrat u reakciji, prevelika koli€ina DNK moZe uzrokovati
nekompletnu konverziju. S druge strane, nedovoljna koli¢ina DNK moZe da
uzrokuje odsustvo umnoZavanja nakon reakcije konverzije. 1z navedenih razloga
analiza metilacije bisulfitnom konverzijom DNK je metoda izbora samo ukoliko su
dostupni kvalitetni DNK uzorci.

Hipremetilacija promotora gena SMAD4 je analizirana kao mehanizam
inaktivacije ovog tumor supresor gena u razéitim tipovima malignih bolesti.
Prisustvo metil-grupa u promotoru gena SMAD4 uglavnom je analizirano u
kolorektalnom kanceru, u kome, nakon karcinoma pankreasa, najéesce dolazi do
otecenja ovog gena, ali nije utvrdeno da je hipermetilacija jedan od
mehanizama inaktivacije gena SMAD4 u ovom tumoru (103, 105, 120).
Hipermetilacija promotora gena SMAD4 takode nije otkrivena ni u cervikalnom
kanceru (121). Otkriveno je da je promotor gena SMAD4 hipermetilovan u
malignim bolestima gastrointestinalnog trakta, ali svega u 5% sluéajeva (122).
Takode je otkriveno da je metilacija u promotoru gena SMAD4 prisutna u
karcinomu prostate, kao i da korelira sa smanjenom ekspresijom proteina
SMAD4 u odmaklim stadijumima ove bolesti (94). Na osnovu dosadagnjih
istraZivanja, ukljuéujuéi i rezultate ove studiju, moZe se =zakljuciti da je
hipermetilacija promotora gena SMAD4 relativno redak dogadaj u procesu
karcinogeneze, kao i da verovatno ne predstavlja mehanizam inaktivacije ovog
tumor supresor gena u karcinomu pankreasa.

4. 4. Strukturna i funkcionalna analiza promotora gena SMAD4

Vrlo je malo podataka u literaturi o requlaciji ekspresije kako gena
SMAD4, tako i drugih gena iz SMAD familije. Poznato je da su regulatorni i
inhibitorni SMAD proteini medusobno regulisani, kao i da u toj regulaciji
ucestvuje SMAD4. Analiza regulacije ekspresije gena SMAD7 pokazala je da je
ovaj molekul direktno regulisan proteinima SMAD3 i SMAD4 (123, 124, 125).
Takode je poznato da overekspresija proteina SMADZ2 dovodi do povecanja
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ekspresije gena SMAD4 (126). Medutim, osim medusobnih uticaja, nije poznato
koji drugi faktori uéestvuju u regulaciji ekspresije SMAD gena.

U ovoj studiji je za strukturnu analizu promotora gena SMAD4 odabran
region koji obuhvata -620bp do +80bp u odnosu na prethodno odredeni start
transkripcije, jer je na osnovu softverske predikcile gustina vezivanja
transkripiconih faktora u ovom regionu najveca (51). U uzvodnom delu ovog
regiona se po predikciji nalaze mesta vezivanja za Pit-1 (2 mesta), F2F (4 mesta)
i HoxA-5 (1 mesto), transkripcione faktore koji imaju ulogu u razvicu i cija je
ekspresija tkivno- i vremenski-specificna. U nizvodnom delu ovog regiona se
nalaze start transkripcije i TATA-like box, gde se vezuju RNK polimeraza i
osnovni transkripcioni faktori. U analiziranom regionu u tkivu karcinoma
pankreasa je otkriveno prisustvo dva polimorfna regiona, pri ¢emu su oba
polimorfizma po tipu monukleotidni ponovci timina, -462T(15) i -4T(12). U
regionima gde se nalaze ovi ponovci po predikciji nisu prisutna potencijalna
mesta za vezivanje proteina.

Identifikacija pojedinih varijanti otkrivenih polimorfizama -462T(15) i -
4T(12) u promotoru gena SMAD4 je vrSena dvema metodama, DNK
sekvenciranjem i analizom DNK fragmenata obeleZenih fluoroforama. Rezultati
sekvenciranja ukazuju da se u sluéaju oba pomenuta regiona u tkivu karcinoma
pankreasa ispolijava fenomen mikrosatelitne nestabilnosti, odnosno da su u
izvesnoj meri prisutne i varijante krace od varijante koja je najzastupljenija u
uzorku. Po3to je tumacdenje rezultata sekvenciranja DNK u takvim sluajevima
otezano zbog preklapanja signala usled prisustva viée razliéitih alela, analiza
pomenutih polimorfizama u svim uzorcima obuhvaéenim istraZzivanjem je vrsena
metodom analize fragmenata DNK obeleZenih fluoroforama. Ova analiza se
2asniva na umnozavanju odredenog segmenta DNK pomoéu graniénika od kojih
je jedan obeleZzen fluoroforom i laserskoj detekciji umnozZenih fragmenata, Sto
metodi daje vrlo visoku specificnost i osetljivost. Za svaki prisutan alel detektuje
se signal koji odgovara odredenoj duzini PCR fragmenta, a intenzitet signala je
srazmeran zastupljenosti odredenog alela u populaciji tumorskih éelija u uzorku

tkiva iz koga je izolovana DNK. Ova metoda stoga omoguéava da se po potrebi
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semikvantitativno odredi u kojoj meri je pojedini alel zastupljen u populaciji
tumorskih céelija.

Mikrosatelitna nestabilnost je Cest fenomen u malignom tkivu i
podrazumeva inserciju ili deleciju najmanje 1bp u regionima DNK koji se
karakteriSu ponovcima nukleotida, a do ¢ega dolazi usled greSaka DNK
polimeraze tokom replikacije DNK pred celijsku deobu (127). U normalnim
celijiama ove greske ispravljaju enzimi ¢elijskog sistema za reparaciju ostecenja
na DNK, dok se u malignim celijama greSke nakupljaju ili usled povisene stope
greSenja DNK polimeraze ili usled smanjene stope reparacije DNK. Fenomen
mikrosatelitne nestabilnosti u karcinogenezi moze biti i posledica poremecaja
regulacije gena koji ucestvuju u reparaciji DNK, a do koje dolazi usled aberantne
metilacije njihovih promotora. Najéesci sluéaj je metilacija promotora gena MLH1
(mutL homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type 2 (E. coli}). Moguce je i da
mutacije u genu za MBD4/MED1 (methyl-CpG binding domain protein 4/mediator
complex subunit 1), koji se vezuje za GC ostrvca, mogu dovesti do povecanja
mikrosatelitne nestabilnosti (128).

Mikrosatelitna nestabilnost DNK je karakteristiéna za mnoge kancere, kao
sto su kolorektalni ili ovarijalni kancer (128, 130, 131). Velika vecina hereditarnih
nepolipoznih kolorektalnih tumora i deo gastrointestinalnih i endometrijalnih
tumora ima takozvani fenotip mikrosatelitnih mutatora, koji dovedi do akumulacije
stotina hiljada klonalnih mutacija u kratkim ponovljenim sekvencama (132). lako
je mikrosatelitna nestabilnost mononukleotidnih ponovaka relativno Cesta pojava
u humanim malignitetima, posebno gastrointestinalnim, jo uvek nije razjasnjen
njen znaéaj, kao ni utvrdena ucestalost ove pojave u razli€itim tumorima (133,
134, 135, 136). U ovom istrazivanju u analiziranim uzorcima tkiva karcinoma
pankreasa i kolorektalnog kancera fenomen mikrosatelitne nestabilnosti nije bio
izraZzen u velikoj meri. Analiza DNK fragmenata obeleZenih fluoroforama
omogucila je detekciju po jednog najzastupljenijeg alela za sve analizirane
uzorke tkiva, iako su u vecini slu¢ajeva bili prisutni i signali karakteristicni za alele
krace za po 1-2bp. Kako je poznato da se monotimidinski ponovei duzi od 11bp
amplifikuju sa smanjenom preciznoScu, kao i da ¢ak i polimeraze viscke
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preciznosti grege prilikom amplifikacije mono- i di- nukleotidnih ponovaka, deo
signala detektovan za manje zastupljene alele mozZe se pripisati nepreciznosti
umnoZavanja ovih regiona (137).

Za polimorfizam -462T(15) je u ovoj studiji otkriveno da je polimorfan i u
malignom tkivu i u perifernoj krvi kod ispitanika sa karcinomom pankresa i
kolorektalnim kancerom. Varijante -462T(16) i -462T(12) su otkrivene u perifernoj
krvi kod ispitanika sa karcinomom pankreasa i kolorektalnim kancerom i
verovatno predstavijaju polimorfne varijante koje su prisutne u manjem broju
sluajeva u opétoj populaciji. Varijante -462T(10) i -462T(9) su otkrivene u po dva
slu¢aja kolorektalnog kancera, u kojima je u nemalignom tkivu bila prisutna
varijanta -462T(15), pa je verovatno da je u ovim sluéajevima u pitanju genetsko
ostecenje do kog je doslo u malignom tkivu. Varijanta -462T(14) je u ovoj studiji
otkrivena samo u tkivu karcinoma pankreasa, ali se ne moZe zakljuciti da li je u
pitanju genetsko oZtecenje u malignom tkivu, jer uzorci drugih tkiva od istih
ispitanika nisu bili dostupni.

Za polimorfizam -4T(12) je u ovoj studiji otkriveno da je varijanta -4T(12)
prisutna u najvecem broju sluéajeva u perifernoj krvi bolesnika sa karcinomom
pankreasa i kolorektalnim kancerom, kao i da je u tkivu kolorektalnog kancera
ovaj trakt ouvan u svim sluéajevima. Varijanta -462T(11) je otkrivena u manjem
broju slucajeva u tkivu karcinoma pankreasa, ali je takode bila prisutna, kao i
varijanta -462T(9), u perifernoj krvi ispitanika sa karcinomom pankreasa. Obe
navedene varijante su verovatno prisutne u odredenom broju slucajeva u opstoj
populaciji. Prisustvo varijante -462T(10) je od analiziranih tkiva otkriveno samo u
karcinomu pankreasa, na osnovu cega se ne moZe zakljuciti da li je u pitanju
genetsko ostecenje u malignom tkivu, jer uzorci drugih tkiva od istih ispitanika
nisu bili dostupni.

Posledice prisustva pojedinih varijanti u otkrivenim polimorfnim regionima
na aktivhost promotora gena SMAD4 ispitivane su pomocéu luciferaznog eseja,
¢ija visoka senzitivnost i moguénost normalizacije rezultata omogucavaju
uogavanje i malih razlika u aktivnosti pojedinih promotorskih varijanti.
Funkcionalna analiza $est razli¢itih haplotipova promotora gena SMAD4
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pokazala je da haplotip 14/10, koji je prisutan u najvecem broju slucajeva
karcinoma pankreasa (88%), ima za 35% sniZenu promotorsku aktivnost u
odnosu na normalnu varijantu 15/12, dok ostali haplotipovi imaju aktivnost u
nivou aktivnosti normalne varijante. Cinjenica da haplotip 14/10 ima aktivnost
snizenu za 31% i u odnosu na haplotip 14/11 navedi na zakljuZak da se sniZenje
aktivnosti mozZe povezati sa prisustvom varijante -4T(10).

Na osnovu rezultata dobijenih funkcionalnom analizom, kao i distribucije
varijjanti u analiziranim grupama, moZe se pretpostaviti da u regulaciji
transkripcije gena SMAD4 polimorfizam -462T(15) verovatno nema ulogu, dok je
polimorfizam -4T(12) verovatno znaéajan. Polimorfizam -462T(15) se nalazi u
regionu u kome se po predikciji ne vezuju proteini od znacaja za transkripciju.
Osim toga, u ovom istraZivanju su u nemalignom tkivu otkrivene razligite varijante
polimorfizma -462T(15), 8to ukazuje na odsustvo selektivnog pritiska. Poznato je
da su duzi ponovci generalno vige polimorfni bez obzira na lokaciju, a za
ponovke koji su uglavnom ocuvani se pretpostavlja da imaju funkcionalni znacaj i
da su monomorfni usled selektivnog pritiska (138). Polimorfizam -4T(12) se
nalazi u regionu bazalnog promotora, a od cetiri otkrivene varijante samo je
varijanta -4T(10) bila prisutna iskljuéivo u malignom tkivu i povezana sa
snizenom aktivnoscu promotora, $to ukazuje da je duZina ovog trakta od znacaja
za regulaciju transkripcije i da neka vrsta selektivnog pritiska postoji za ovaj
region.

Za odreden broj ispitanika bili su dostupni podaci o nivou ekspresije gena
SMAD4 u tkivu, koji je odreden imunohistohemijskom analizom, ali ovi podaci
nisu bili informativni. Verovatan razlog sto nije uoéena korelacija je $to haplotip
14/10 u promotoru gena SMAD4 dovodi do relativne male razlike u aktivnosti
promotora gena SMAD4 i time do blazeg poremecaja ekspresije protiena
SMAD4, a imunohistohemijska analiza omoguéava samo grubo odredivanje
nivoa proteina u celijama. Imunohistohemijskom analizom moguce je utvrditi
poremecaj lokalizacije proteina SMAD4, kao i potpuni gubitak njegove ekspresije,
a u oba sluéaja najéesc¢i poznat uzrok su mutacije u kodirajuéem regionu gena
SMAD4 koje dovode do ozbiljnih poremeéaja strukture i/ili funkcije SMAD4
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proteina. Da bi se potvrdilo da li je varijanta -4T(10) u promotoru gena SMAD4
povezana sa sniZzenom ekspresijom gena SMAD4 potrebno je analizirati nivo
informacione RNK koja se prepisuje sa ovog gena u tkivu karcinoma pankreasa
u kome je prisutna ova varijanta, &to u ovoj studiji nije bilo moguce zbog
ograniéenja materijala koji je kori§¢en za analizu.

Postoje podaci da mutacije u promotoru gena SMAD4 mogu da uticu na
regulaciju njegove ekspresije, ali do sada nisu otkrivene u karcinomu pankreasa.
Ove mutacije tipa bazne zamene, -154T/C | +5+6GG/AA, otkrivene u &
nekodirajucem regionu gena SMAD4 u endometrijainom kanceru dovode do
potpunog utiSéavanja SMAD4 promotora | do odsustva transkripcije (93). Nekoliko
promena tipa nukleotidne zamene u promotoru gena SMAD4 su otkrivene i kod
zdravih ispitanika (139). Varijante promotora gena SMAD4 ispitivane u ovom
istraZzivanju ocigledno ne dovode do utiSavanja promotora, ali dovode do
promene u nivou njegove aktivnosti. Na osnovu dobijenih rezultata moZe se
zakljugiti da je polimorfizam -4T(12) verovatno od znagaja za regulaciju
transkripcije gena SMAD4, odnosno da genetske promene u ovom regionu mogu
imati posledice na nivo ekspresije proteina SMAD4,

4. 5. Funkcionalni zna¢aj mononukleotidnih ponovaka u promotoru gena
SMAD4

U ovom istraZzivanju su identifikovana dva mononukleotidna ponovka u
promotoru gena SMAD4, -462T(15) i -4T(12), koji su pokazali polimorfnost u
tkivu karcinoma pankreasa, u kome je najéescée bio prisutan haplotip 14/10, dok
je normalan haplotip 15/12 bio zastupljen u vrlo malom broju uzoraka, Da bi se
ispitalo da li su otkrivene varijante ovih ponovaka somatske mutacije koje su se
dogodile u malignom tkivu bilo bi potrebno analizirati normaina tkiva ispitanika od
kojih su uzorci uzeti (perifernu krv ili bukalni bris), ali od ovih ispitanika nisu bili
dostupni drugi uzorci osim tkiva karcinoma pankreasa. Zbog toga je oformljena
grupa ispitanika kod kojih je dijagnostikovana ista bolest, ali koji nisu upuéeni na
operaciju i od kojih su bili dostupni uzorci periferne krvi. Kada su mononukleotidni



ponovei u promotoru gena SMAD4 analizirani u ovim uzorcima otkriveno je da su
takode polimorfni | u normalnom tkivu. Medutim, haplotip 14/10, koji je
detektovan u 88% tkiva karcinoma pankreasa, nije otkriven ni u jednom uzorku
periferne krvi, na osnovu Cega se moze zakljuciti da je najverovatnije u pitanju
somatska mutacija do koje dolazi u malignom pankreasnom tkivu. U uzorcima
periferne krvi ispitanika sa karcinomom pankreasa osim normalnog haplotipa
15/12 otkriveno je, sa relativno malom ucestalo$cu, i prisustvo haplotipova,
15/11, 1411, 12/12 i 12/9.

Da bi se procenio znadaj otkrivenih varijanti promotora gena SMAD4 u
karcinomu pankreasa, analiza je proSirena na kolorektalni kancer, malignitet u
kome se poremecaji gena SMAD4 javijaju najéesce posle karcinoma pankreasa.
Status analiziranih mononukleotidnih ponovaka je take uporeden sa drugim
tipom kancera u kome su zastuplieni slicni molekularni  mehanizmi
karcinogeneze. U uzorcima tkiva i periferne krvi uzete od ispitanika sa
kolorektalnim kancerom otkriveno je prisustvo normalnog haplotipa 15/12 u B4%
slucajeva i haplotipa 16/12 u 8% slucajeva. U 8% slucajeva od ukupnog broja je
u tkivu detektovan razli¢it haplotip u odnosu na nemaligno tkivo. U ovim
sluéajevima radilo se o skracenju ponovka -462T(15) sa 15 na 10 ili 9 timina.
Kako polimorfizam -462T(15) verovatno nije od zna¢aja za funkciju promotora
gena SMAD4, ove promene najverovatnije predstavljaju oste¢enja DNK nastala
kao posledice genetske nestabilnosti malignih celija. S druge strane, odsustvo
haplotipa 14/10 u tkivu kolorektalnog kancera ukazuje na moguénost da ova
somatska mutacija predstavlja molekularni dogadaj specifitan za karcinom
pankreasa.

Kako je u ovoj studiji otkriveno da haplotip 14/10 u promotoru gena
SMAD4 ima promotorsku aktivnost snizenu za 35%, koja moze da uzrokuje
sniZzenje nivoa ekspresije ovog gena, funkcionalni znacaj pomenutog haplotipa
treba posebno sagledati u svetlu novijih podataka koji ukazuju da je za ulogu
gena SMAD4 u razvoju patologije vazan i fenomen haploinsuficijencije, odnosno
dozne zavisnosti (104, 105). Verovatno je da SMAD4 ne predstavlja klasiéan
tumor-supresor gen &iji gubitak obe kopije vodi éeliju u karcinogenezu, vec da
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sniZzen nivo ekspresije gena SMAD4 moZe takode imati ozbiljne posledice po
¢eliju, a ozbilinost posledica je najverovatnije srazmerna smanjenju ekspresije.
Stoga sniZen nivo promotorske aktivnosti haplotipa 14/10 takode ukazuje na
mogucnost da njegovo prisustvo nije samo posledica genetskih ostecenja u
malignoj celiji, ve¢ moZda i jedan od uzroka, odnosno molekularnih dogadaja u
samom procesu karcinogeneze.

Snizenje promotorske aktivnosti haplotipa 14/10 najverovatnije je
posledica prisustva varijante -4T(10), koja se nalazi se u centralnom delu
bazalnog promotora gena SMAD4, 3to dodatno ukazuje na njen mogué
funkcionalni zna&aj za regulaciju ekspresije ovog gena. Bazalni promotor se
tipicno prostire pribliZzno 40-50bp uzvodno i nizvodno od starta transkripcije i
sadrzi nekoliko karakteristicnih elemenata, od kojih je najznacajniji TATA boks
(140, 141, 142). Kako se pomenuta varijanta -4T(10) nalazi u blizini samog starta
transkripcije, struktura ovog regiona sigurno je od znacaja za prostorni raspored
koji zauzimaju proteini znacéajni za otpoéinjanje procesa transkripcije. Moguce je
da duzina trakta -4T(12) utice na medusobni poloZaj koji u prostoru zauzimaju
proteini koji se vezuju za elemente promotora uzvodno i nizvodno od samog
starta transkripcije, ¢ime bi se moglo objasniti zasto su i kra¢e | duZe varijante
ovog trakta prisutne u populaciji i nisu otkrivene u malignom tkivu.

Da bi se ispitalo kako prisustvo varijante -4T(10) utife na vezivanje
proteina u regionu bazalnog promotora koris¢en je dezoksiribonukleazni esej,
pomocu koga je analiziran profil vezivanja jedarnih proteina za haplotipove 15/12
i 14/10 promotora gena SMAD4. lako se za dezoksiribonukleazni esej najcesce
koriste fragmenti DNK obeleZeni radioaktivnim izotopima, u ovom istraZivanju su
korisceni fragmenti DNK obeleZeni fluoroforama. Koriséenje fluorofora za
obelezavanje DNK omogucava visoku senzitivnost zahvaljujuéi laserskoj
detekciji, brzinu i jednostavnost zahvaljujuci automatizaciji procesa elektroforeze,
kao i bezbedan rad u odnosu na proceduru koja se zasniva na KoriSéenju
radioaktivnih izotopa. Za zastitu fragmenata korig¢eni su ekstrakti pripremijeni iz
nekoliko razliCitih celijskih linja: 5a0S-2, Hela, K562 i NTERA-2. Cetiri
navedene celijske linije predstavijaju model-sisteme za razlicite tipove tumora
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koji se karakteriu razliéitim mehanizmima karcinogeneze. Celijska linija Sa0S-2
je odabrana jer su u njoj vréeni eksperimenti analize promotorske aktivnosti
haplotipova promotora gena SMAD4 u kojima je dobijena razlika u aktivhosti
izmedu haplotipova 15/12 i 14/10. Celijska linija NTERA-2 predstavija éelije
humanog razvojnog tumora, zbog ¢ega bi ekspresioni profil ove céelijske linije
trebalo da se odlikuje visokim nivoom ekspresije gena SMAD4, koji se u najvecoj
meri eksprimira u razviéu. Celijske linije Hela i K582, koje se &esto koriste u
laboratorijskoj praksi, predstavijaju razlicite tipove tumora (epiteloidni karcinom i
leukemija) i koriScene su da bi se iskljugio uticaj tipa maligniteta i razlike u
ekspresionim profilima na dobijene rezultate. lako se haplotipovi 15/12 i 14/10
razlikuju u promotorskoj aktivnosti, nisu otkrivene nikakve razlike u profilu
vezivanja jedarnih proteina za ove varijante. Za oba analizirana haplotipa dobija
se isti profil traka posle sefenja fragmenata desoksiribonukleazom | u oba
slu¢aja signal se skoro u potpunosti gubi nakon zastite fragmenata jedarnim
proteinima. Region od interesa u promotoru gena SMAD4 po svemu sudeci u
potpunosti prekrivaju razliCiti jedarni proteini, 5to je u skladu sa injenicom da
analizirani fragment obuhvata bazalni promotor u kome se vezuju RNK
polimeraza i opsti transkripcioni faktori. Da bi se detaljnije ispitala uloga regiona -
4T(12) | njegovih polimorfnih varijanti u regulaciji ekspresije gena SMAD4
potrebno je da se prethodno precizno okarakterise koji se proteini vezuju u ovom
regionu, sto bi bilo najbolje uéiniti eksperimentima na najkraéem fragementu koji
je transkripciono aktivan, a koji obuhvata region od -365bp do +45bp (51).

lako nije otkrivena razlika u efikasnosti vezivanja jedarnih proteina za
varijantu -4T(10) u odnosu na varijantu -4T(12), moguée je da do promene dolazi
na nivou efikasnosti samog procesa transkripcije tako sto se medusobni odnos
proteina transkripcionog kompleksa koji se vezuju u uzvodnom i nizvodnom
regionu bazalnog promotora menja u zavisnosti od duZine trakta -4T(12). Na
osnovu Cinjenice da varijante -4T(12), -4T(11) | -4T(9) pokazuju normalnu
promotorsku aktivnost, a varijanta -4T(10) sniZzenu, moze se pretpostaviti da broj
od 10 timina u traktu na poziciji -4 nije optimalan, odnosno da na neki nacin

narusava i umanjuje funkcionalnost gitavog transkripcionog kompleksa. Time bi
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se mogao objasniti uticaj duzine trakta -4T(12) na promotorsku aktivnost, posto
sam trakt verovatno ne predstavlja mesto prepoznavanja za bilo koji od
transkripcionih faktora koji se vezuju u njegovoj okolini.

Ucestalost funkcionalnih mikrosatelitnih polimorfizama u cis-regulatornim
regionima je veca nego 5to se pretpostavijalo (143). U nekim sluCajevima
mikrosatelitne mutacije mogu da koreliraju sa promenama u ekspresiji gena, kao
ito je sluaj sa MRE11 genom u kanceru Zeluca (144). U intronu 4 gena MRE11
otkriven je poly(T)11 trakt ¢ija delecija 2bp dovodi do odsustva ili vrlo smanjene
ekspresije ovog gena u gastricnom kanceru, a koji je povezan sa pozitivnom
istorijom bolesti. Sli¢an fenomen otkriven je u promotoru gena UGT1A9 (UDP
glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide A9), u kome je otkrivena insercija
1bp koja rezultira u povecanju niza polyT(9) na polyT(10) | dovodi do povecanja
aktivnosti promotora za 26 puta (145). U promotoru gena HGF (hepatocyte
growth factor) otkriven je element na -750bp koji funkcionide kao transkripcioni
represor | Clja se delecija javlja u karcinomu dojke (146). Ovaj element je
mononukleotidni ponovak peolyA(30), a funkcionalne studije su otkrile da njegova
delecija dovodi do konstitutivne aktivacije HGF promotora. Pretpostavija se da je
skracenje ovog elementa na polyA(25) ili manje adenina povezano sa povisenom
predispozicijom za karcinom dojke. U humanim celijama kancera kolona sa
visokom stopom mikrosatelitne nestabilnosti prisutne su mutacije koje se nalaze
u kodiraju¢em regionu gena za TGFbeta receptor |l, a koje su po tipu
mononukleotidni i dinukleotidni ponovci i imaju uticaj na nivo ekspresije, odnosno
povezane su sa snizenim kolic¢inama transkripta (147).

Potencijalnu ulogu haplotipa 14/10 promotora gena SMAD4 u regulaciji
ekspresije u normalnom pankreasnom tkivu i karcinomu pankreasa je tesko
proceniti na osnovu rezultata ove studije, posto je analizirani broj uzoraka
relativno mali. S druge strane, prednost ove studije je 5to je cbuhvatila dva
razlicita tipa maligniteta, pa odsustvo haplotipa 14/10 u tkivu kolorektalnog
kancera ukazuje na moguénost da pomenuti haplotip predstavija promenu
specificnu za karcinom pankreasa. Otkrice ove geneiske promene otvara nove
pravce daljih istraZivanja promotora gena SMAD4 | moguénost za njenu
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potencijalnu primenu kao molekularnog markera u dijagnostici i pracenju bolesti.
Dalje izu€avanje regulacije ekspresije promotora gena SMAD4 treba razmatrati u
svetlu nedavnog otkrica potencijalnog drugog promotora, koji se nalazi 16kb
uzvodno od starta transkripcije (52). Predstoje istraZivanja u kojim tkivima i u
kojoj meri su ova dva promotora aktivna, pa samim tim i od kolikog su
funkcionalnog znagaja eventualne genetske promene koje su u njima prisutne u
normalnoj ili malignoj éeliji. Analiza promotora u genomima vertebrata ukazuje da
20-50% gena imaju alternativne promotore koji su jasno odvojeni jedan od
drugog nekoliko stotina baznih parova (148). Alternativno koricenje promotora
moze predstavljati mehanizam za tkivno- i razvojno- specifi€nu aktivnost gena.
Promotori sa TATA boksom se uglavnom koriste nakon embrionalnog razvi¢a, a
promotori bez TATA boksa su aktivni bas tokom ranog embrionalnog razvica
(149, 150, 151). Razlika postaoji i u nacinu na kaoji transkripcija otpocinje. Visoko
inducibilni geni sa TATA boksom koriste histonacetiltransferazni kompleks, dok
geni sa TATA boksom i bazalnim nivoom ekspresije preferencijalno koriste
transkripcioni faktor TFIID (152). Analizirani promotor gena SMAD4 nema TATA
boks, a ima veci broj potencijalnih mesta za vezivanje proteina iz Hox familije,
koji imaju vrlo vaZnu ulogu u embrionalnom razviéu, kao i nekoliko mesta za
vezivanje proteina Pit-1 i F2F, koji uéestvuju u embrionalnom razvoju endokrinog
sistema (51). Struktura i poloZaj dva potencijalna promotora u genu SMAD4
ukazuju da bi atipi¢an promotor, koji je prvi otkriven, mogao predstavijati
promotor koji je aktivan u ranom razvi¢u, a tipi€an promotor, koji je otkriven tek

nedavno, promotor koji u kasnijim fazama razvica preuzima bazalnu ekspresiju.

4. 6. Mononukleotidni ponovci u promotoru gena SMAD4 kao potencijalni

moelekularni markeri u karcinomu pankreasa

Osnovni problem u dijagnostikovanju i leéenju karcinoma pankreasa je
nedostatak pouzdanih i specificnih molekularnih markera, na &ijem se razvoju
intenzivno radi poslednjih godina (153, 154). Dijagnoza se u pravilu postavija na
osnovu nalaza endoskopskog ultrazvuka i kompjuterizovane tomografije, a kao
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dodatni parametar u dijagnostici se najcesce koristi serumski nivo karbohidratnog
antigena 19-9 (CA19-9) (185, 156). Imunchistohemijska analiza proteina p16,
p53 | SMAD4 vrii se rutinski na uzorcima tkiva odstranjenim prilikom operativnog
zahvata kao dopuna histopatoloSko] dijagnozi, ali ova analiza ima samo
prognosti¢ki znacaj (157). Genetsko testiranje se jo3 uvek ne vrsi u svrhe
dijagnostikovanja karcinoma pankreasa.

lzmenjen status tumor supresor gena SMAD4 u karcinomu pankresa
predstavlja potencijalno dragocen molekularni marker zbog relativno velike
specificnosti za ovu bolest. Takode je otkriveno da je SMAD4 od znacaja za
malignu progresiju kolorektalnih tumora, iako u njima nije inaktiviran u tolikoj meri
kao u karcinomu pankreasa (158, 159), pa se moZe potencijalno koristiti i kao
prognosti€ki marker. Detekcija inaktivacije SMAD4 tumor supresora u kanceru se
retko vr8i na genetskom nivou i relativno je malo studija koje su se do sada
bavile genetskom analizom markera SMAD4 u karcinomu pankreasa. U svrhe
istrazivanja i rutinske dijagnostike najéesée se koristi imunohistohemijski metod
detekcije SMAD4 proteina, pomocu koga se procenjuje nivo njegove ekspresije i
odreduje njegova lokalizacija u ¢éeliji (157). Uvodenje analize gena SMAD4 u
rutinsku dijagnostiku omogucilo bi da se u adnosu na imunohistohemijsku analizu
poveca senzitivnost, kao i da se prevazide nedostatak koji se ogleda u injenici
da promene u nivou ekspresije i lokalizacije proteina ne koreliraju uvek jasno sa
poremecajima strukture gena SMAD4.

Fenomen mikrosatelitne nestabilnosti je univerzalni molekularni marker
karcinogeneze. Detekcija mikrosatelitne nestabilnosti u gastrointestinalnim
tumorima obecava da postane jedan od najSire koriS¢enih molekularnih
prognostickih testova u humanim kancerima (160). Gastrointestinalni tumori koje
karakterise mikrosatelitna nestabilnost imaju jasan kliniéko-patoloski profil |
relativno dobru prognozu. Pacijenti sa karcinomom pankreasa pozitivnim za
mikrosatelitnu nestabilnost imaju bolju prognozu nakon resekcije, verovatno
usled intenzivne imunoreakcije na tumor, posto se pokazalo da je tumorska
infiltracija leukocitima mnogo intenzivnija u tumorima pozitivhim za mikrosatelitnu

nestabilnost (136). U poslednjih nekoliko godina intenzivno se razvijaju metode
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za detekciju mikrosatelitne nestabilnosti u humanim malignim bolestima,
ukljuéujuéi i karcinom pankreasa. U detekciji mikrosatelitne nestabilnosti
mononuklectidni ponovei su se pokazali superiornim u ednosu na dinukleotidne
ponovke (161). Metoda analize fragmenata DNK obeleZenih fluoroforama
izuzetno je pogodna za simultanu detekciju mikrosatelitne nestabilnosti na vise
lokusa (161, 162, 163, 164, 165). Velika prednost ove metode je u visokoj
efikasnosti na malim kolicinama DNK, odnosno u situacijama kada treba
detektovati mali broj kopija mutirane DNK u prisustvu i do 500 puta vecih koli¢ina
normalne DNK, kao 5to je sluéaj u malignim bolestima (166). Mogucénost
variranja pristupa u dizajniranju protokola za analizu fragmenata moZe se
iskoristiti za smanjenje lazno pozitivnih rezultata usled greSaka polimeraze, tako
Sto se koriste tehnike zasnovane na produzavanju grani¢nika ili ligaciji (166,
167). U ovom istraZivanju je otkriveno da je fenomen mikrosatelitne nestabilnosti
u karcinomu pankreasa prisutan i u promotoru gena SMAD4, u regionu dva
mononukletiodna ponovka -462T(15) i -4T(12). Medutim, mikrosatelitna
nestabilnost u pomenutom regionu je prisutna u manjoj meri, 5to ogranitava
njenu potencijalnu primenu kao molekularnog markera.

Kada je u pitanju analiza genetskih promena promotora u molekularnoj
dijagnostici, jos uvek ne postoji usaglasen stav kako ih treba tretirati, odnosno da
li treba testirati njihovo prisustvo kod pacijenata i kako tumaciti rezultate ovakvih
analiza (168, 169). Za najveci broj otkrivenih promena u promotorskim regionima
ne zna se pouzdano da li imaju uticaja na poremecaje u ekspresiji gena, pa
samim tim ni da li su povezane sa razvojem bolesti. S druge strane, poznato je
da prisustvo mutacija u promotorskim regionima gena moze uticati na razvoj
tumora i prognozu bolesti, kao i na susceptibilnost za tumor (170, 171).
Mononukleotidni ponovei u promotoru gena SMAD4 otkriveni u ovom istraZivanju
predstavijaju potencijalne molekularne markere za karcinom pankreasa.
Cinjenica da je haplotip 14/10 u promotoru gena SMAD4 otkriven u tkivu
karcinoma pankreasa, ali ne u tkivu kolorektalnog kancera, otvara mogucnost
daljih istraZzivanja koja bi eventualno dovela do njegovog koriScenja u

dijagnostici, prognostici i pracenju bolesti. U prilog ovome dodatno govori
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ginjenica da su u ovom istraZivanju analizirani iskljuivo uzorci karcinoma
pankreasa kod kojih je bolest dijagnostikovana u stadijumu u kome je leCenje
putem operativnog uklanjanja tumora moguée, odnosno da su u pitanju tkiva u
kojima se u vedini éelija jo5 uvek nije dogodila delecija gena SMAD4 ili gubitak
hromozoma na kome se on nalazi, 8to je karakteristika agresivnih metastatskih
tumora. Da bi se eventualno uzeo u razmatranje kao potencijalni marker za
karcinom pankreasa, potrebno je dodatno istraZiti u kojoj meri je haplotip 14/10
povezan sa nastankom i razvojem bolesti. Od posebnog interesa je pitanje u kom
trenutku dolazi do pojave ovog genetskog ostecenja, Sto je moguce ispitati
genetskom analizom normalnih pankreasnih tkiva i razli¢itih prekursorskinh lezija
tumora, ali je do ovakvih uzoraka teSko dodi jer se ne koriste u rutinskoj
medicinskoj praksi. Osim daljeg istraZivanja procesa nastanka ovog genetskog
ostecenja i njegove uloge u karcinomu pankreasa, ispitivanje znacaja haplotipa
14/10 za potencijalnu dijagnostiéku primenu u ovoj bolesti trebalo bi da obuhvati
njegovu analizu u veéem broju uzoraka karcinoma pankreasa i kolorektalnog
kancera. Takode bi bilo poZeljino da se ispita wulestalost varijanti
mononukleotidnih ponovaka u promotoru gena SMAD4 kod zdravih ispitanika, a i
u drugim bolestima u kojima dolazi do ostedenja gena SMADA4, osim karcinoma
pankreasa i kolorektalnog kancera.

Kao §to je vec ispitivano da li se i kako mutacije u genu KRAS mogu
detektovati u DNK izolovanoj iz plazme pacijenata sa karcinomom pankreasa, i
detekcija polimorfnih varijanti mononukleotidnih ponovaka gena SMAD4 u plazmi
takode bi se u buducnosti mogla razvijati kao neinvazivna metoda za pracenje
maligne bolesti (113, 114). Kada je u pitanju karcinom pankreasa, analiza
prisustva haplotipa 14/10 u kombinaciji sa analizom prisustva mutacije u kodonu
12 gena KRAS mogla bi se evaluirati kao potencijalno informativan dijagnosticki
test za karcinom pankreasa. U ovom istraZivanju kod 98% ispitanika je otkriveno
prisustvo bar jedne od ove dve genetske promene u malignom tkivu pankreasa,
a kod ¢ak 64% ispitanika su bile prisutne obe promene. S druge strane, u
analiziranim nemalignim tkivima pankreasa bila je prisutna same jedna od
pomenute dve genetske promene. Stoga, nakon analize veceg broja uzoraka i
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potvrde rezultata dobijenih u ovom istraZivanju, kombinovana analiza dva
pomenuta molekularna markera bi mogla potencijaino da se razvija kao
dijagnosti¢ka procedura koja bi dopunila postojeci kliniéki protokol za dijagnozu
karcinoma pankreasa. Dalje otkrivanje novih molekularninh markera za karcinom
pankreasa trebalo bi da dovede do razvijanja molekularno-dijagnostickog testa
koji bi obuhvatio vise molekularnih markera, &ija bi kombinovana analiza mogla
da obezbedi visoku specificnost u dijagnostikovanju karcinoma pankreasa. S
obzirom na mogucnost da se testiranje vréi na uzorku plazme pacijenta, ovakva
analiza bi mogla da se koristi za rutinsku neinvazivnu dijagnostiku karcinoma
pankresa.
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5. ZAKLJUCCI

1. Mutacija u kodonu 12 gena KRAS je otkrivena u 74% sluéajeva karcinoma
pankreasa, u kome predstavlja ¢est molekularni dogadaj, kao | u 28% slucajeva

kolorektalnog kancera, u kome se javlja znatno rede.

2. Analiza metilacionog statusa promotora gena SMAD4 je uspedno izvriena u
34% uzoraka tkiva karcinoma pankreasa, pri ¢emu metilacija promotora nije
otkrivena ni u jednom sluéaju i verovatno ne predstavija mehanizam inaktivacije
gena SMAD4 u ovoj bolesti.

3. Strukturna analiza regiona promotora gena SMAD4 koji obuhvata -620bp do
+80bp u odnosu na prethodno odredeni start transkripcije u tkivu karcinoma
pankreasa dovela je do identifikacije dva polimorfna niza timina na pozicijama -
462 i -4, koji su se u analiziranim uzorcima tkiva pankreasa razlikovali u odnosu
na normalne genetske varijante, -462T(15) i -4T(12).

4, Analizom varijanti i haplotipova polimorfizama -462T(15) i -4T(12) u promotoru
gena SMAD4 u uzorcima tkiva i periferne krvi pacijenata sa karcinomom
pankreasa i kolorektalnim kancerom otkriveno je ukupno 7 varijanti polimorfizma
-462T(15), duzina 9, 10, 12, 13, 14, 15 i 16 timina, i 4 varijante polimorfizma -
4T(12), duzina 9, 10, 11 i 12 timina.

5. Analizom promotorske aktivnosti razlicitih haplotipova promotora gena SMAD4
pokazana je statisticki znacajno sniZena aktivnost (p<0,001) haplotipa 14/10, cija
je aklivnost iznosila 65% aktivnosti normalne varijante 15/12, dok su ostali
analizirani haplotipovi (15/11, 14/11, 12/11 i 12/9) imali aktivnost u nivou

aktivnosti normalne varijante.
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6. Analiza vezivanja proteina jedarnih ekstrakata cetiri razliGita celijska tipa
(Sa03-2, HeLa, KS62 | NTERA-2) za promotor gena SMAD4 sa haplotipovima
15/12 i 14/10 nije pokazala razlike u profilu vezivanja proteina za ove fragmente.

7. Distribucija haplotipova promotora gena SMAD4 ukazuje da od varijanti
polimorfizma -462T(15) varijante -462T(16), -462T(15), -462T(14) i -462T(12)
predstavijaju polimorfne varijante prisutne u ops$toj populaciji, dok varijante -
462T(10) i -462T(9) verovatno predstavljaju genetsko ostecenje do kog dolazi u

malignom tkivu.

8. Distribucija haplotipova promotora gena SMAD4 ukazuje da od varijanti
polimoerfizma -4T(12) varijante -4T(12), -4T(11) i -4T(9) predstavljaju polimorfne
varijante prisutne u opsto] populaciji, dok varijanta -462T(10) verovatno
predstavlja genetsko oste¢enje do kog dolazi u malignom tkivu.

9. U karcinomu pankreasa naj¢esci haplotip promotora gena SMAD4 u
analiziranim tkivima je bio haplotip 14/10, prisutan u 88% slucajeva, koji nije
otkriven u drugim analiziranim tkivima i verovatno predstavlja genetsko o&teéenje
specifiéno za maligne éelije u pankreasu.

10. U kolorektalnom kanceru u 8% slucajeva je uofeno da je u tkivu kancera
doSlo do strukturne promene u promotoru gena SMAD4 u odnosu na haplotip
prisutan u nemalignom tkivu, pri ¢éemu je haplotip 15/12 u po 4% sluéajeva bio
izmenjen u haplotipove 10/12 i 9/12.

11. U€estalost i ulogu haplotipova 14/10, 10/12 i 9/12 promotora gena SMAD4
otkrivenih u karcinomu pankreasa i kolorektalnom kanceru treba dalje istraZiti,
kao i moguénost primene analize ovih markera u dijagnostici i pracenju
navedenih bolesti.
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Mpwunor 1.

M3jaBa o ayTopcTBY

W3jaersyjem Aa je AOKTOpcKa AMcepTalMja nog HacnoBoM

CrpyktypHa w yHKkuMOHanHa asanuza S'perynatopHor perdoHa resa cmand vy
KapuWMHOMY NaHkpeaca YoBeka

*  pe3ynTaT CONCTBEHOr UCTpaXuBaqKor paga,
# 13 HMCaM KpLno/na ayTopcka npaea v KOpPUCTUO MHTENEKTYANHY CBOJUHY APYrUx nuua.
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NMpwnor 2,

UsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem Ywuueepautercky OuGnwotexy ,Ceetozap Mapkoeuh” pa y
Ourutaniu penoautopujym YHueepautera y Beorpagy yHece Mojy OOKTOpPCKY
Aucepraumjy nog HacnoBom:

CrpykTypHa W hyHKUMOHANHA aHanw3a 5'perynaTopHOr perMoHa reHa cmand y
KapuuHOMY NaHKpeaca YoBekKa

KOja je Moje ayTopcKo Aeno.

CarnacaH cam fa enexTpoHcka Bep3vja Mmoje Aawceprtauywje OGyge poctynHa vy
OTBOPEHOM NPUCTYNY.

Mojy pokTopcky avcepTauuvjy noxpamweHy y QurutanHv penoautopujym YHueepautera
y Beorpapy mory aa kopucTe CBM Koju nowTyjy ogpenbe cagpxane y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ognyduvo/na.

1. AyTopcTeo

2. AyTOpPCTBO - HEKOMEpLUjanHo

@Ay‘rupc'rau — HekoMepuuwjanHo — Ge3 npepane

4. AyTOpCTEO — HEKOMEPLM]jANHO — AENUT NOA UCTUM YCNoBUMa
5. Aytopcteo — Gea npepage

6. AyTopcTBO — AENUTH NOA UCTUM YCNoBUMA

(Monumo pa 3aokpyxwute camo jegHy of wect noHyRenwx nuueHuyw. Kpatak onmc
nuueHuyw aar je Ha cnepehoj ctpanmym.)

':-"’Senrpa,qy__ja'. rf,? ,’{01’3.




1. AytopctBo - [losporbapaTe ymHOMaBake, AMCTPUMOYUM)y W jaBHO caonwraeare
Aena, v Npepage, ako ce HaBede WMe ayTopa Ha HauwH ogpefleH of cTpaHe ayTopa
WnW faeaoua NUUEHUE, 4aKk 1 Yy komepuujanHe cepxe. Oso je HajcnoboaHuja of ceux
nuUeHuUw.

2. AYTOpCTBO — HeKomepLuMjanHo. [lossorbasare yMHOXaBake, AMCTPUBYLM]Y 1 jaBHo
CAONWTaBaHKE AENa, W Npepaje, ako Ce HAB&Ae WMe ayTopa Ha HaduH oapefeH of

cTpaHe ayTopa vnW gasaoua nvueHue. Oea nuueHUa He AO3BOrLasa KOMepuwjanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTtopcTBO - HexkomepuwjanHo - Ge3z npepapge. [oseorsaearte ymHOXaBake,
OucTpubByuMjy W jaeHo caonwraeawe gena, Desz npomeHa, npeocbnukoBarka WNK
ynotpebe gena y cBOM fAeny, ako ce Hageae MMme ayTopa Ha HauvH oapefeH on
CTpaHe ayTopa WnW gaeaoua nuueHue. Oea NUUEHUA He [03BOMbaBa KoMepLuujanHy
ynotpeby gena. Y ogHocy Ha cBe ocTane nUueHUs, OBOM NUUEHLIOM ce orpaHu4asa
Hajeehin obum npaea Kopywhewa gena.

4. AYTOPCTBO - HEKOMEpUMjaNHO — O enuTW nog uctum yenoBuma. [Jo3sorbaBare
yMHOMaBake, AWCTPUOYUM)Y W jaBHO caonwTasaie Aena, v npepage, ako ce Haeepe
wme aytopa Ha HauwvH oapefleH on cTpaHe ayTopa WNWM Qasaoua NuueHUe W ako ce
npepaga auctpufyupa noj WCTOM WMNWM CNMYHOM nuueHucoMm. Oea nuueHUa He
Ao3Borsasa Komepuwjandy ynotpeby aena W npepaaa.

5. Aytopcteo — Ges npepapge. [ossorsasate ymHoxasawse, aucTpubyumjy v jasHo
caonwTaeawe aena, bes npomeHa, npeobnukosaa UNKU ynotpebe aena y ceom geny,
dKo ce Haeege vMe ayTopa Ha HaduH G.qpﬂFjEH 00 cTpaHe ayTopa WMnk Oasadua
nuueHue. OBa nuUeHUa Ao3Borsasa KoMmepuwjandy ynoTpeby gena.

6. AytopcTBO - OENWTH noa MCTMM ycnoBwma. [o3sorbaparte YMHOMABaH-E,
AcTprbyuMjy WU jaBHO caonwiTagake Aena, u Nnpepaje, ako ce HaBeae UMe ayTopa Ha
HauwH oapefedH of CTpaHe ayTopa WNW AaBaoua nuueHdHUe W ako ce npepapga
AucTpubyupa nog WCTOM WNM CnAYHOM nWueHuom. OBa nuueHua [o03Borbasa
komepuujanHy ynortpeby aena u npepaga. CnudHa je codTBepcKMM nuueHuama,
OAHOCHO NULeHLaMa OTBOpeHOor Koga.
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