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Sazetak 

Uvod: Gjnekoloskj maJjgnjtetj predstavljaju veoma raznoJjku grupu kancera, medu 
kojjma su najucestaljjj karcjnomj grJjca materjce а najsmrtonosniji karcinomj jajnjka. 
Podaci о povezanost р53 mutacija (ТР53 ро HUGO nomenklaturj), polimorfizma kodona 
72 ј infekcije humanim papiloma virusima (HPV) sa klinicko-histopatoloskim 
karakteristikama, nastankom ovih maligniteta, kao i odgovorom na antikancersku terapiju 
su kontradiktorni. МаЈо se zna о medusobnoj povezanosti ТР 53 mutacija, polimorfizma 
kodona 72 i HPV infekcije. Zato postoji potreba za ispitivanjem pomenutih potencijalnih 
Ьiomarkera ovih maligniteta. 
Cilj: lspjtjvanje povezanosti ТР53 mutacjja, polimorfnjh varijanti kodona 72 i HPV 
infekcije sa demografskjm karakterjstikama, klinicko-hjstopatoloskjm karakteristjkama 
karcjnoma grJjca materjce ј karcinoma jajnjka ј karakterjstjkama bolesnjca sa ovjm 
karcjnomjma, kao ј ispitivanje medusobne povezanostj pomenutjh potencjjaJnjh 
Ьiomarkera ј njihovog utjcaja na antjkancersku terapjju. 
Materijal i metode: U radu su anaJ jzjrana 53 uzorka karcjnoma grljca materjce ј 54 
uzorka karcjnoma jajnjka. Kontrolnu grupu cjnjlo је 95 uzoraka brjseva grlica materjce 
zena sa urednjm gjnekoloskjm ј normaJn jm Рара nalazom, kao i odsustvom prethodne 
jstorjje postojanja prekancerskjh ј kancerskih lezjja gjnekoloske regjje. DNK је jzolovana 
metodom jsoljavanja. Egzonj 4-8 ТР5З gena su ampljfikovani lancanom reakcjjom 
poJjmeraze (PCR). PreJjmjnarnj skrjnjng mutacjja vrsen је metodom konformacjonog 
polimorfizma jednolancane DNK (SSCP), а automatskjm sekvenciranjem DNK је 

potvrdivano prjsustvo ј utvrdjvan tjp mutacjja. Polimorfizam kodona 72 ТР53 gena је 
jspjtivan analjzom poljmorfizma duzine restrikcjonih fragmenata (RFLP). Prjsustvo НРV 
jnfekcjje је detektovano putem ampljfikacjje dela L 1 vjrusnog gena. HPV 16 ј HPV 18 
tjpovj u karcjnomjma grlica materjce su detektovanj ampJjfikacjjom dela Е7, odnosno Е 1 
vjrusnjh gena, dok је genotjpjzacija НРV u karcinomjma jajnjka vrsena sekvencjranjem 
DNK. Za statjsticku obradu podataka korisceni su Fiserov egzaktnj, i, odds ratjo ј Log­
Rank test. 
Rezultati: Kod 53 uzorka karcinoma grlica materjce detektovana је jedna mutacjja u 
egzonjma 4-8 ТР53 gena (1,9%), dokje u 54 uzorka karcjnomajajnjka detektovano sest 
(11, 1 %). U 3/107 (2,8%) ispitjvanih karcjnoma detektovana је g. I4394G>A sekvenciona 
varjjanta u jntronu 7. U karcjnomjma jajnjka, mutacjje u ТР53 genu nisu Ьile statjstjckj 
znacajno povezane sa jspjtjvanjm kJjnjcko-hjstopatoloskim karakterjstjkama karcjnoma ј 

karakteristjkama bolesnjca, ali је uocena vjsa zastupljenost ТР53 mutacjja u karcjnomjma 
ne-seroznjh u odnosu na serozni podtjp, kao i u bolesnica u premenopauzj u odnosu na 
one u postmenopauzj. 
Raspodela Arg/Arg, Arg/Pro ј Pro/Pro genotjpa kodona 72 ТР53 gena Ьila је: 33/53 
(62,3%), 19/53 (35,8%) ј 1/53 (1 ,9%) u karcjnomjma grlica materjce, 25/54 (46,3%), 
23/54 (42,6%) ј 6/54 (11,1%) u karcjnomjmajajnjka ј 59/95 (62, 1%), 29/95 (30,5%) i 
7/95 (7,4%) u kontrolnoj grupj. Pokazano је da su nosjocj Arg alela u povisenom riziku 
za nastanak karcjnoma grlica materice, dok su nosiocj Pro alela u vjsem rjzjku za 
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nastanak karcinoma jajnika. U karcinomima grlica materice pokazana је tendencija vise 
zastupljenosti Arg/Arg genotipa od dobro ka slabo diferentovanim tumorima, dok је u 
karcinomima jajnika Pro/Pro genotip statisticki znacajno povezan sa dediferentovanijim 
tumorima i sa ne-seroznim histoloskim podtipovima. Arg/Arg genotip pokazuje 
tendenciju ranijegjavljanja karcinoma grlica materice, а Pro alel karcinoma jajnika. 
НРV infekcija Ьila је prisutna u 30/48 (62,5%) karcinoma grlica materice, od cega је 
28/48 (58,3%) tumora Ьilo inficirano sa HPV16, а 8/48 (16,7%) sa HPVI8. Visestruka 
infekcija (НРV16 plus НРV18) Ьi la је zastup1jena u 7/48 ( 14,6%) karcinoma grlica 
materice. HPV infekcija Ьila је prisutna u 4/54 (7,4%) karcinoma jajnika, pri cemu su svi 
HPV-pozitivni tumori Ьili HPV16 tipa. HPV infekcija u karcinomima grlica materice је 
zastup1jenija u dobro i umereno diferentovanim tumorima, а u karcinomima jajnika u 
uznapredovalim stadijumima bolesti. Odsustvo HPV infekcije pokazuje tendenciju 
ranijeg javljanja karcinoma grlica materice, dok је kod karcinoma jajnika suprotno. 
Povezaпost odgovora na radioterapiju karcinoma grlica materice u odnosu na 
potencijalne Ьiomarkere nismo pratili, јег se kod samo dve od 29 bolesnica u periodu 
pra6enja od 5 do 87 meseci (medijana 44) javio relaps bolesti. ОЬе bolesnice sa relapsom 
su Ьile Arg/Arg genotipa kodona 72 i HPV-pozitivnih tumora. Jednaje imala promenu u 
intronu 7 ТР53 gena (g. J4394G>A). U karcinomima jajnika, bolesnice sa mutacijama u 
ТР53 genu, Agr/Arg genotipom kodona 72 i odsustvom HPV infekcije imale su bolji 
stepen tumorskog odgovora u toku ili ро primljenoj platin-taksanskoj hemioterapiji, ali 
nije postojala statisticld znacajna razlika u vremenu bez progresije bolesti u odnosu na 
ispitivane Ьiomarkere. 

Medusobna povezanost mutacija u ТР53 genu, polimorfnih varijanti kodona 72 i HPV 
infekcije nije utvrdena, izuzev visestruke infekcije koja је Ьila prisutna samo u Arg/Arg 
genotipa. lpak, uocena је tendencija vise zastupljenosti mutacija u Pro/Pro genotipu u 
karcinomima jajnika. 
Zakljucak: DoЬijeni rezultati ukazuju da је na osnovu ТР53 genskog statusa i 
prisustvalodsustva HPV infekcije moguce izdvojiti podgrupe zena koje imaju visi rizik za 
nastanak karcinoma grlica materice/jajnika, pojavu agresivnijeg fenotipa i bolji inicijalni 
odgovor na antikancersku terapij u. То Ьi doprinelo ranijem otkrivanju bolesti i/ili 
adekvatnijem pracenju bolesnica, kao i individualnom terapij skom pristupu. 

Kljucne reci: karcinom grlica materice, karcinom jajnika, ТР53 gen, polimorfizam 
kodona 72, HPV 
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Abstract 

Introduction: Gynecological malignancies present а various group of canceгs; among 
them the most fгequent аге caгcinomas of cervix and the most aggгessive аге ovarian 
carcinomas. Confl icting data about coгrelation of ТР53 mutations, codon 72 
polymorphism and HPV infection with clin icopathological characteгistics, the oгigin of 
these malignancies and with the response to anti-canceг theгapy, as well as correlation 
between mentioned Ьiomaгkeгs, аге pointing out the necessity of analysis of these 
Ьiomarkeгs. 

Goal: Examination of coггe lation of ТР53 mutations, codon 72 polymoгphic variants and 
HPV infection with demographic featuгes, clinicopathological characteristics of ovaгian 
and cervical caгcinomas, patient's chaгacteгistics, as well as examination of 
interconnection of these Ьiomarkeгs and theiг possiЫe predictive values to anti-cancer 
therapy. 
Materia/ and methods: 53 samples of cervical caгcinomas and 54 samples of ovaгian 

carcinomas wеге analyzed. Control group was consisted of 95 cervical smeaгs of 
gynecological healthy women with normal Рара test гesults and without previous history 
of рге- and cancer lesion of gynecological гegion. DNA was extracted Ьу salting-out 
proceduгe. Exons 4-8 of ТР53 gene were amplified Ьу polymeгase chain reaction (PCR). 
Pгeliminaгy scгeening of mutations was done Ьу single stгand confoгmation 

polymorphism (SSCP) and automatic DNA sequencing was employed to contirm the 
pгesence and estaЫish the type of mutation. Codon 72 polymorphism was assessed Ьу 
гestriction fragment-length polymorphism (RFLP). Presence of HPV infection was 
detected through amplification of one part of L 1 viral gene. Types HPV 16 and HPV 18 in 
cervical caгcinomas wеге detected Ьу amplification of one part of Е7 ог Е 1 viral gene, 
while НРV genotyping in ovaгian caгcinomas wеге performed Ьу DNA sequencing. 
Fisheг exact, х2, odds гatio and Log-Rank tests wеге employed fог statistical analysis. 
Results: Analysis of exons 4-8 of ТР53 gene revealed the pгesence of one mutation in 53 
samples of ceгvical caгcinomas (1.9%) and six mutations in 54 samples of ovaгian 
carcinomas (11 .1 %). ln 31107 (2.8%) of examined caгcinomas, sequence variant 
g.l4394G>A in intгon 7 was detected. In ovaгian caгcinomas, correlation between ТР53 
gene mutations and clinicopathological characteгistics of tumors and patients did not 
reach statistica\ significance. Higher frequency of ТР53 mutations was observed in non­
seгous carcinomas vs. seгous type and in рге menopausal patients vs. post menopausal 
patients. 
The distгiЬution of Arg/Aгg, Агg/Рго and Рго/Рго genotypes of codon 72 of ТР53 gene 
was: 33/53 (62.3%), 19/53 (35.8%) and 1/53 (1.9%) in the cervical carcinomas, 25/54 
(46.3%), 23/54 (42.6%) and 6/54 (11.1 %) in ovaгian carcinomas and 59/95 (62.1%), 
29/95 (30.5%) and 7/95 (7.4%) in the contгol group. lt was shown that carriers ofthe Агg 

allele are having an increased risk of developing cervical carcinomas, while the carгiers 

of Pro alle\e аге at а higher risk of developing ovarian carcinomas. In cervical carcinomas 
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it was shown а tendency to growing presence of the Arg/Arg genotype of the well to 
poorly differentiated tumors, whereas 8n ovarian carcinomas Pro/Pro genotype was 
significantly associated with poorly differentiated rumors and non-serous histological 
subtypes. Arg/Arg genotype showed а tendency of an earlier occurrence of cervical 
carcinomas, whi\e in ovarian carcinomas the similar tendency showed Pro allele. 
НРV infection was present in 30/48 (62.5%) cervical carcinomas, of which 28/48 
(58.3%) tumors were infected with НPVI6, and 8/48 (16.7%) with HPV18. Multiple 
infections (HPVI6 plus НРV18) were present in 7/48 (14.6%) cervical carcinomas. HPV 
infection was present in 4/54 (7.4%) ovarian carcinomas, whereas а\1 HPV-positive 
tumors were HPV 16 type. HPV infe·ction in cervical carcinomas is common in we\1 and 
moderately differentiated tumors, whereas in ovarian carcinomas was more frequent in 
advanced stages of the disease. The absence of HPV infection indicates earlier 
occurrence of cervical carcinomas, while is the opposite case in ovarian carcinomas. 
The correlation of response to radiotherapy of cervical carcinomas in relation to the 
potential Ьiomarkers is not followed, because in only two of 29 patients during follow-up 
of 5 to 87 months (median 44) relapse of the disease were reported. Both patients with 
relapse were Arg/Arg genotype of codon 72 and were having HPV-positive tumors. One 
patient had an alteration in intron 7 of ТР 53 gene (g.I4394G>A). ln ovarian carcinomas, 
patients with mutations in the ТР53 gene, Arg/Arg genotype of codon 72 and the absence 
of HPV infection had а better response rate during ог after platinum-taxaлe 

chemotherapy, but there was no statistically significant difference in progression free 
interval in relation to the examined Ьiomarkers. 
Correlation between ТР 53 gene mutation, polymorphic а variant of codon 72 and НРV 
infection was not confirmed, except multiple infection, present only within Arg/Arg 
genotype. However, it was shown а tendency of higher frequency of mutation within 
Pro!Pro genotype in ovarian carciлomas. 
Conclusion: The results indicate that based on the ТР53 gene status and the 
presence/absence of HPV infection the subgroups of women having а higher risk for the 
occurrence of cervical/ovarian carcinoma, more aggressive phenotype and better initial 
response to anti-cancer therapy, could Ье distinguished. This wou ld contriЬute to earlier 
detection of disease and/or more adequate treatment of patients, as well as individual 
therapeutic approach. 

Кеу words: cervical carcinoma, ovarian carcinoma, ТР53 gene, codon 72 polymorphism, 
HPV 
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LISTA SКRACENICA: 

НРV humani papiloma virusi 
LSIL nisko-gradusna intraepitelna lezija (eng.low-grade ~quamous f.ntraepitel) 
HSIL visoko-gradusna intraepitelna lezija (eng.fligh-grade ~quamous f.ntraepitel Lesion) 
CIN cervikalna intaepitelna neoplazija (eng. f.ervical i.ntraepithelial neoplasia) 
FIGO (fra. Federation lnternationale de Qynecologie et d'Obstretique) 
СА125 tumor marker СА 125 ( eng. q_ancer gntigen 125) 
МАР protein pridruzen mikrotubulama (eng. microtubule-gssociated J2.roteins) 
wt divlji tip (eng. YY.ild-type) 
MDR (eng. multiple grug r.esistance) 
Е6-АР (eng. Eб-gssociated 12.rotein) 
PCR Jancana reakcija polimeraze ( eng.J2olymerase f.hain r.eaction) 
SSCP polimorfizam konformacije jednolancanih fragmenata DNK (eng. ~ingle ~tranded 
q_onformation J2.0lymorphism) 
IARC ( eng.[nternational Agency for Research оп Cancer) 
RFLP polimorfi zam duzina restrikcionih fragmenata (eng. r.estriction.fragment Lenght 
J2.0lymorphism) 
OR (eng. Qdds r.atio) 
CI intervali poverenja (eng. f.Onjidence i.nterval) 
PFI vremena bez progresije bolesti (eng. шogression-free f.nlerval) 
RR stepen tumorskog odgovora (eng. r.esponse r.ate) 
CR (eng. f.Omlete r.esponse) 
PR ( eng. J2.arlial r.esponse) 
OS ukupno prezivljavalje (gyera/1 ~urvival- OS) 
DFS prezivljavanje bez znakova bolesti (gesease [ree ~urvival) 
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1. UVOD 

Gjnekoloskj maJjgnjtetj predstavljaju veoma raznoliku grupu kancera reproduktivnog 
sistema ј ozblljan zdravstvenj proЫem .Zena. Medu malignitetima ginekoloske regije 
najzastupljeniji su karcinomi grlica materice, а najsmrtonosniji karcinomi jajnika. 
U malignjm tumorima, najucestalije somatske genske promene su mutacije u р53 genu 
(ТР53 ро HUGO nomenklaturi) koje mogu da naruse ili izmene funkciju р53 proteina i 
vode kancerogenezj. Polimorfizmj ТР53 gena, prvenstveno kodona 72, u poslednjih 
desetak godina se povezuju sa nastankom nekih tipova kancera. 
lnfekcija visoko-rizicnim tipovima humanih papiloma virusa (HPV) ima kjucnu ulogu u 
razvoju karcinoma grlica materice, а pojavljuju se i podaci о eventualnom uticaju HPV 
infekcije u etiologiji karcinoma jajnika. 
Povezanost ТР53 mutacija, polimorfizma kodona 72 i HPV infekcije sa klinicko­
histopatoloskim karakteristjkama i prognozom ovih maljgnjteta, kao ј odgovorom na 
antjkancersku terapjju njje razjasnjena. Malo је ј podataka о medusobnoj povezanosti 
ТР53 mutacjja, poljmorfizma kodona 72 i HPV infekcjje. Sve ovo ukazuje na potrebu za 
jspjtjvanjem pomenutih potencjjalnih molekularnih markera ovih malignjteta. 

1.1. КARCINOM GRLICA MATERICE 

1.1.1. KLASIFIКACIJA КARCINOMA GRLICA MATERICE 

Epitelni tumori grlica materjce ukljucuju spektar invazivnih skvamoznih i zlezdanih 
karcjnoma ј njihovih jлtraepitelnih prekursorskjh lezjja. 85-90% karcjnoma grlica 
materjce cjne skvamoznj celjjskj karcinomj, koji nastaju neoplasticnom transformacjjom 
plocastog epjtela. Preostalih 10-15% su adenokarcinomi, nastaJj transformacijom 
cjJindricnog epjtela koji pokriva unutrasnjost kanala grJjca materice ј zlezde (Tavassolj 
and Devilee, 2003). Pomenutj karcinomi nastaju jz prekursorskjh lezija, koje se 
klasjfikuju na osnovu stepena celijske abnormalnostj. Skvamoznj celijskj karcinomi 
nastaju od nisko-gradusnih ј vjsoko-gradusnih intraepjtelnih Jezija (eng. [ow-grade 
~quamous intraepitel[esion - LSIL ј eng. h_igh-grade ~quamous intraepitel [esion - HSIL) 
(Вethesda sistem klasjfikacjje, 2001 ), а adenokarcjnomj od adenokarcinoma in situ. LSIL 
se ро CIN (eng. f.ervical intraepithelial !1eoplasia- CIN) sistemu klasifikacije oznacavaju 
i kao CIN 1, а HSIL kao CIN2/CIN3 (Вurd, 2003). Glavnina LSIL-a regredjra spontano, 
dok se 10-20% HSIL-a razvija u invazivne karcjпome (Heilmann and Krejenberg, 2002). 

Prjlikom dijagnostjke karcinoma grlica materice vrsi se podela na histoloske tipove, 
graduse tumora i FIGO stadijume. Gradusi oznacavaju stepen dediferencjranosti tumora 
(G 1 - dobro diferentovan, G2- umereno di ferentovan, G3 - slabo diferentovan tumor). 
FIGO (f.ederation [nternationale de Qynecologie et d'Obstretique) klasifikacija se 
odnosi na prosirenost bolesti i vrsi se na sledeci nacin: 
I- karcinom grljca ogranicen na matericu (sjrenje na telo nema znacaja za staziranje), 
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II - tumor se sјгј van materjce ali ne do zjda peJvjsa јЈј na donju trecjnu vagjne, 
П1 - tumor se ,Sјгј do zjda peJvjsa, zahvata donju trecjnu vagjne, јЈј uzrokuje hidronefrozu 
ili afunkcije bubrega, 
IVA - tumor vrsi jпvaziju mukoze besike Ш rektuma јЈј se siri van male karJjce, 
IVB - udaljene metastaze. 

1.1.2. EPIDEMIOLOGIJA КARCINOMA GRLICA MATERICE 

Karcinom grlica materice је, posle kancera dojke, drugo ро ucestalosti maligno oboljenje 
u zena. Vise od 80% slucajeva ovog oboljenja se javlja u nerazvjjenim zemljama sveta, 
gde tјпј 15% maJjgniteta u zena, sa гjzjkom za razvoj pre 65-te godjne zivota od 1,5% 
(Parkjn et al., 2005). U razvjjenim zemljama, karcinom grlica materice cjnj oko 3,6% 
novodijagnostjkovanjh kancera, sa гjzikom za razvoj pre 65-te godine zivota od 0,8% 
(Parkjn et al., 2005). 
Najvisa incjdenca karcinoma grlica materice је u podsaharskjm predeljma Afrjke, 
Malezjjj, Latjnskoj Аmегјсј ј КагјЬimа, jugocentralnoj Azjj i ј jugojstocnoj Azjjj (Parkjn 
et al., 2005). Standardizovana stopa jncidence vагјга od Ј О na Ј ОО 000 ро godjnj u 
industгjjalizovanjm zemljama do preko 40 na Ј ОО 000 ро godinj u zemljama u razvoju. 
Сеtјгј od pet novootkrivenjh slucajeva se javlja u zemljama u razvoju (Ferenczy and 
Franco, 2002). Veoma лjska jncidenca ovog maJjgniteta је u Kini ј Zapadnoj Azjjj, а 
najnjfa incidence od 0,4 na 1 ОО 000 је uocena u Ardabllu u Severojstocnom lranu 
(Sadjadi et а\., 2003). Standardjzovana stopa jncjdence kaгcjnoma gr\jca materice u SrЬijj 
је 27,2 na 1 ОО 000 zena (Kesjc et al., 2007). 
Najveca ucestalost karcinoma grJjca materjce је jzmedu 40 ј 50 godjne zivota (Schiffman 
and Castle, 2005). 

1.1.3. FAKTORI RIZIКA ZA NASTANAK KARCINOMA GRLICA MATERICE 

Epjdemioloske studije su utvrdj\e vj.Se faktora koji dopгjnose nastanku karcjnoma grJjca 
materjce: 

Ј. Humani papiloma virusi (HPV) 
Infekcija nekjm od vjsoko-rjzjcпjh, tzv. onkogenih tjpova HPV-a је glavnj faktor u 
nastanku karcjnoma grlica materjce. HPV DNK se detektuje u 99,7% karcjnoma gr\jca 
materjce. Od toga u 50% slucajeva је prjsutna jnfekcjja sa НРV \б tjpom, а u oko 20% sa 
HPV 18 (Roden and Wu, 2006). 
HPV su najucestalijj uzrocnicj seksualno prenosivih bolesti, kako u zena, tako ј u 
muskaraca (Вurd, 2003). Smatra se da је 10,5% fena zaraieno sa НРV (CJjfford et al., 
2005), ali samo maJj broj njih razvjja neoplasticne lezjje јЈј eventualno kancer. Мnogi 
slucajevi НРV infekcija se efikasno uklanjaju jmunoloskjm odgovorom u perjodu od 8 do 
12 meseci (Tommasino et al., 2003). Medutim, i u slucajevjma perzistentne HPV 
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infekcije, postoji period latencije od nekoliko do vise od 10 godina do razvoja karcinoma 
grlica materice (Мotoyama et al., 2004). Ovo sugerise na postojanje drugih faktora i ko­
faktora koji vode malignoj transformaciji (Siika 1). 

Slika Ј. Faktori i ko-faktori u karcinogenezi grlica materice (modifikovano prema 
Castellsaque et al., 2002). 

2. Seksualno ponasanje 
Rizici za nastanak karcinoma grlica materice su stupanje u seksualne odnose u mladem 
zivotnom dobu (pre 16-17 godine), broj seksualnih partnera (vise od 4), prethodno 
postojanje genitalnih bradavica, ili seksualno prenosivih bolesti, kako u nosioca rizika, 
tako i u njegovih seksualnih partnera (Waggoner, 2003). 

З. Hm·monski faktori 
Medu HPV pozitivnim Zenama rizik za nastanak karcinoma grl ica materice znacajno 
raste sa upotrebom oralnih kontraceptiva duzom od 5 godina, kao i brojem trudnoca 
(Monsonego et al., 2004). Hormoni iz oralnih kontraceptiva podsticu integraciju HPV­
DNK u genom epitelnih celija grlica materice. Eksperimentalne studije su pokazale da 
estradiol moze stimulisati transkripciju HPV 16 Е6 i Е7 gena u celijskim linijama koje 
sadrze integrisan НРV 16 (pregled u Castel lsaque et al., 2002). 

4. Pusenje 
U mukozi grlica materice pusaca se identifikuju kancerogeni iz cigareta, kao i policiklicni 
aromaticni hidrokarboni (Prokopczyk et al., 1997; Melikian et al., 1999). Ove 
komponente se vezuju za celijsku DNK i ostecuju је. Pored efekta metabolita iz cigareta, 
pusenje indukuje imunosupresiju i redukciju antioksidanata (Bosch and Mui'юz, 2002), 
sto doprinosi nastanku malignog fenotipa. 

з 
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5. Druge seksualno prenosive bolesti 
Izvesnj herpes vjrusj su detektovanj u nekjh zena sa karcjnomom grJjca materjce. Neke 
studjje ukazuju da humanj herpes vjrus 6 aktjvjra gene papiloma vjrusa (Chen et al., 
1994). 
Infekcija sa Chlamydia trachomatis, posebno serotipom G pojacava rizjk za razvoj 
karcinoma grlica materjce (Antila et al., 2001). Ch/amydia trachomatis jnhiblra apoptozu 
u inficiranim celijama Ьlokiranjem oslobadanja citohroma с iz mitohondrija i Ьlokadom 
aktivacije kaspaza (Fan et al., 1998). 
Infekcjja HIV-om (eng. Ь.итап Lmmunodeficiency y_irus) doprinosi pojacanom riziku za 
nastanak karcinoma grlica materice, verovatno usled smanjenog imunolo~kog odgovora 
(Castellsaque et а\., 2002). 

6.1shrana 
Ishrana bogata P-karotenom, vitamiлima А, С, Е, В i folatima redukuje rizik za nastanak 
neoplazija grlica materice. 
Vitamini С, Е i karotenojdj deluju kao cistacj slobodnih radjkala ј oksjdanata, koji 
nastaju kao produktj normalnog metabolizma ј jnflamatornih procesa ј mogu da dovedu 
do osteeenja DNK, proteina ј Jjpjda. Vjtamjnj С i Е jmaju za~titni efekat od perzistentne 
НРV jnfekcije putem pojacanja jmunolo~kjh funkcjja ј modulisanja jnflamatomog 
odgovora na jnfekciju. Takode, jnhiЬjraju stvaranje DNK adukata, kojj su jndukovanj 
komponentama iz cjgareta ј drugjm hemjkalijama. Antioksjdanti smanjuju ј replikaciju i 
ekspresiju gena vjrusa. 
Folatj, vjtaminj В6 ј В 12 su ukljuceni u sjntezu i popravku DNK ј DNК!RNK metjJacjju 
koja moze imati ulogu u integracijj virusne DNK i genskoj stabllnosti (pregled u Gaгcja­
Ciosas et al., 2005). 

7. Faktori domaCina tumora 
Neke od polimorfnih varijantj HLA (eng. Ь.итап [eukocyte gntigen) gena su povezane sa 
povisenjm rjzikom za nastanak neoplasticnih promena grlica materice (Ferenczy and 
Franko, 2002). 

8. Faktori virusa 
НРV16 varijante imaju razljcit transkrjpcjoni potencjjal vjrusnjh onkogena i tjme 
nastanak neoplastjcnjh lezjja (Ferenczy and Franko, 2002). Tako, ne-Evropske varjjante 
(Azjjska, Azijsko-Amerjcka, Afrjcka 1 i Afrjcka 2) u poreaenju sa Evropskom 
varijantom НРV!б imaju 2-9 puta vecj rizjk za nastanak HSIL-ova ј karcjnoma gr\jca 
materjce (Hjldesheim and Wang, 2002). 

9. Nasledni faktori 
Neke studjje su ukazale na famjJjjarno nakupljanje kancera grJjca materice ј potencijalnu 
naslednu osnovu ovog maJjgnjteta (Hemmiпki et al., 1999; Magnussoп et al., 2000; 
Zoodsma et al., 2004). 
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Ј О. Geneticke promene 
Pored brojnjh strukturnjh ј numerjckjh hromozomskjh aberacjja za karcjnome grljca 
materjce ј prekursorske lezjje karakterjsticne su ј amplifikacjje gena (МУС), povecane 
ekspresjje (МУС, ERBB2, EGFR) ј tackaste mutacjje (u RAS famjJjjj gena) (Whang, 
1997; Busmanjs, Ј998; Lazo, Ј999). 

1.1.4. FAKTORI PROGNOZE 

Glavnj prognostjckj faktor karcjnoma grJjca materjce је FIGO stadjjum. Petogodj~nje 

prezjvJjavanje dostjze Ј ОО% za stadjjume ЈА, dok је za IВ Ј i manje IIA lezjje 70-85%, za 
182 ј IIB 50-70%, za Ш 30-50% i IV 5- 15% (Waggoner, 2003). U ranjm stadjjumima 
boJestj dodatnj prognostjckj parametri su: prisustvo metastaza u limfnjm cvorovjma, 
velicina tumora, jnvazjja krvnih ј Jjmfnjh sudova (Pjckel et al., Ј 997). Neki podtjpovj 
adenokarcjnoma jmaju losjju prognozu od skvamoznjh celijskih karcjnoma (Grjsaru et 
al., 200Ј). 

1.2. КARCINOM JAJNIКA 

1.2.1. КLASIFIКACIJA TUMORA JAJNIКA 

Tumorj јајпјkа se dele na benigne, intermedijerne (eng. borderline) i maligne. 
lntermedjjerni tumorj obuhvataju oko 15% tumora jajnjka ј naziv su dobjli ро tome ~to se 
njihov izgled pod mjkroskopom ј osoblne nalaze izmedu benjgnih ј maJjgnjh tumora. Ovi 
tumorj se cesto oznacavaju kao karcjnomi niskog malignog potencjjala, јег retko 
metastazjraju ј retko dovode do smrtj (Schujjer and Berns, 2003). 
Na osnovu hjstopatologjje maljgni tumorj jajnjka dele se u trj glavne kategorjje: 

Ј. epjteJnj tumori 
2. tumorj germjnatjvnjh сеЈјја 
З. tumorj strome seksualnog grebena. 

Epitelni maligni /umori jajnika (karcjnomj jajnjka) cjne preko 90% maJjgnjh neoplazmj 
jajnika (Schujjer and Berns, 2003). Sjroko је prihvaceno da nastaju jz povr~jnskog epjtela 
jajnika ili njegovih derjvata. Postoji i alternatjvna hjpoteza ро kojoj nastaju jz 
sekundarnog mйllerian dukta (Dubeau, Ј999). Kako је epjtel koji pokriva jajnike derjvat 
celomskog epitela, koji se razvjja u mйllerian dukt (Matias-Guiu and Prat, Ј998), on 
cesto rekapitulira morfologiju epitela grlica materjce, endometrijuma ili jajovoda koji 
embrjoJo~kj vode poreklo od ove strukture (Cvetkovjc, 2003). Prema tome, karcjnome 
jajnika histoloski mozemo da klasifikujemo u vise kategorija na osnovu prisustva tjpa 
epjtela unutar tumora ј to: serozne, mucinozne, endometrioidne, svetlo ceJjjske (eng. 
c/ear се//), prelazne (eng. transitional), mesovite (ako sadrze dve ili vise razlicjtih 
epitelnih komponenti), kao i nedjferentovane karcinome (Bell, 2005). 
Tumore germinativnih ce/ija jajnika cini heterogena grupa neoplazmi, od kojih vecjna 
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vodi poreklo iz germinativnih celija koje se nalaze u jajnjku. Onj cjne oko 3% malignjh 
neoplazmi jajnjka u Zapadnim zemljama. U nekim Azijskim zemljama, ukljucujuci 
Japan, ovi tumori cine oko 20% maligniteta jajnika. Karakteristicni su za tinejdzere ј 

mlade zene (TavassoJj and Devilee, 2003). 
Tumori strome seksualnog grebena cine oko 8% malignih tumora jajnika, i razvijaju se 
od celija vezivnog tkiva koje produkuju hormone (Tavassoli and Devilee, 2003). 

PriJjkom dijagnostike karcinoma jajnika vrsi se podela na hjstoloske podtipove, graduse 
tumora ј FIOO stadijume. 
FIGO klasifikacija se odnosi na prosirenost bolesti i vrsi se na sledeci nacin: 
1 - tumor ogranicen na jajnike, 
П - tumor zahvata jedan ili оЬа jajnika sa sirenjem u pelvis, 
Ш - tumor zahvata jedan ili оЬа jajnika sa mikroskopski potvrdeпim peritonealnim 
metastazama izvan pelvisa i/ili metastazama u regionalnim limfnjm cvorovima, 
IV- udaljene metastaze (iskjucene peritonealne metastaze). 

1.2.2. EPIDEMIOLOGIJA КARCINOMA JAJNIКA 

Kancer jajnika cini 30% svih kancera zenskog genitalnog trakta (Tavassoli and Devilee, 
2003). Incidenca kancera jajnika је visa u ekonomski razvijenim zemljama Evrope i 
Severne Amerike, Australije i Novog Zelanda, gde ide preko 9 novootkrivenih slucajeva 
na 1 ОО 000 zena, sa izuzetkom Japana kao razvijene zemlje gde је 6,4 novootkrivanih 
slucajeva na 1 ОО 000 zena. Relativno visoka incidenca od 7,7 novootkrivenih slucajeva 
na 1 ОО 000 zena је i u Juznoj Americi (Parkin et al., 2005). 
Standardizovana stopa incidence karcinoma jajnika u centralnoj SrЬiji је 11,5 na 1 ОО 000 
zena (lnstitut za javno zdravlje Srbije, 2009). 
Rizik za razvoj kancera jajnika tokom zivota l.ene је procenjen na 1 u 70 ( 1 ,4%). Stopa 
razvoja raste sa godinama i dostize vrhunac u osmoj dekadi (Schuijer and Berns, 2003). 

1.2.3. FAКTORI RIZIКA ZA NASTANAK КARCINOMA JAJNIКA 

Epidemioloske studije su utvrdile vise faktora koji doprinose nastanku karcinoma jajnika: 

Ј . Pozitivna porodicna ili licna istorija kancerajajnika, dojke ili kolona 
Naime, 5-10% svih karcinoma jajnika su naslednog karaktera, i karakterisu se 
specifiCnim mutacijama gena u germinatjvnjm celjjama. Razlikujemo tri varijante 
naslednog karcinoma jajnika: а) mesto-specifican karcinom jajnika cini 10-15% svih 
naslednih karcinoma jajnika i javlja se u familijama gde dolazi do nakupljanja samo 
karcinoma jajnika; Ь) naslednj sindrom karcinoma dojke i jajnika, u familijama gde 
dolazi do nakupljanja i karcinoma dojke i karcinoma jajnika (65-75% slucajeva) i с) 
karcinom jajnika povezan sa naslednim nepolipoznim kancerom kolona (Lynch sindrom 
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tjp 11), kojj cjnj 10-15% slucajeva (pregled u Matias-Guiu and Prat, 1998). 
Naslednj mesto-specifican kaгcjnom jajnjka ј nasledni sjndrom kaгcjnoma dojke ј jajnjka 
povezanj su sa mutacjjama u visoko penetrabilnim BRCAJIBRCA2 tumor supresor 
genjma, koje se nasleduju na autozomno domjnantan nacjn i imaju ulogu u odrzavanju 
jпtegriteta genoma. Zjvotnj rjzik za nastanak kaгcjnoma jajnjka u nosjlaca BRCA 
mutacjja је 1 О do 20 puta vjsj nego u opstoj populaciji. Nasledni kaгcjnomi jajnika se 
javljaju 15 do 20 godina ranjje u odnosu na srednje godine pojavljjvanja sporadjcnih 
slueajeva karcinoma jajnika i uglavnom su visoko gradusni ј uznapredovaJj seroznj 
karcinomi (Wenham et а\. , 2002). 
Naslednj nepolipozni kancer kolona (Lynch sindrom tip II) је udruzen sa mutacijama u 
genima za popravku pogresno sparenih baza DNK, i to uglavnom u MSH2 ј MSHJ, а 
manjim delom u PMSJ i PMS2 genjma. Lynch sjndrom tjpa П se karakterise ranim 
nastankom kancera kolona, kao i kancera endometгjjuma, jajnika, gastrointestjnalnog 
trakta ј gornjih delova urinarnog trakta (Lynch et al., 1997). Rizik od nastanka karcjnoma 
jajnjka u familijama sa naslednj nepoJjpoznim kancerom kolona је 3,5 puta vjsj nego u 
opstoj populacjjj (Мatjas-Guju and Prat, 1998). 

2. Starost 
Rizjk za nastak kaгcjnoma jajnika raste sa godjnama. Jedan od verovatnjh razloga је 
pojacano nakupljanje somatskЉ genskih mutacija. 

З. Endokrini faktori 
Prema hipotezi neprekjnutih ovulacija, predlozenoj 1971. godine (Fathalla, 1971 ), rjzik 
za nastanak karcinoma jajnika је u direktnoj vezj sa ovulacionim peгjodom u zivotu zene. 
Najme, svaka ovulacija dovodj do malih trauma ј ostecenja povrsinskog epitela jajnjka, 
posle koje povrsjnskj epjtel proliferjse ј obnavlja se. Ponavljanje ovih dogadaja povecava 
sansu za aberantnu obnovu epitela (tj . pojavu spontanih mutacjja usled gresaka u DNK 
sjntezj koje ne uklone sistemj za popravku DNK), sto vodi malignoj transformaciji. Rjzik 
za nastanak karcinoma jajnika vezan је ј za visok nivo hipofiznih gonadotropjna, kojj 
rezultuje u produkcjji estrogena, kojj stjmuJjse povrsinski epjtel jajnika da proliferjse. 
Trudnoca, dojenje ј upotreba kontraceptivnih pj\ula smanjujи broj ovulacija, kao i nivo 
gonadotropjna, а time i sansu za malignu transformaciju epitela jajnika (pregled u 
Modиgno et al., 2003). 
Androgena stjmulacjja epjtela jajnjka је jedan od faktora rizjka. U postmenopauznjh zena 
је povisen rizik za nastanak karcinoma jajnika, јег sи jajnjci normalno androgenicni i 
роsеdији androgene receptore (Modиgno et al., 2003). Policjsticna oboljenja jajnika ј 

drиga stanja koja sи vezana za povisenи prodиkciju androgena nose povecan rizik za 
nastanak karcinoma jajnjka (Schjldkraиt et al., 1996). Takoёle, neke studije su pokazale 
da је и zena sa karcinomom jajnjka njvo androgena 50% visi u odnosи na kontrolnu 
grupи (Helzlsoиer et al., 1995). 
Danas је veoma popиlarna i hipoteza stromalne l1iperaktjvnosti, ро kojoj neke od 
granиloza i theca celija koje produkиjи sterojdne hormone ј proliferisu tokom ovиlacjje, а 

zatim normalno podlezи apoptozi, ostaju и stomi jajnika. Tako imamo visи izlozenost 
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jajnika steroidima tokom zjvota, а time ј vjsj rizik za nastanak karcinoma jajnjka 
(Modungo, 2003). 
Progestini su protektjvnj faktori za karcjnome jajnika, verovatn<:> putem pojacane 
apoptoze epjtelnjh celija jajnika, cjme se eJimjnjsu celjje sa stecenjm genetjckjm 
ostecenjima (Wenham et al., 2002). 

4. Faktori spoljasnje sredine 
Smatra se da jzlozenost industrjjskjm karcinogenima i radijaciji primenjenoj u 
dijagnosticke i terapijske svrhe ima znacajnu ulogu u karcinogenezi jajnika (Schuijer and 
Berns, 2003). 

5. Endometrioza, pe/vicna injlamacija, unos masti, povecana telesna teiina su jos neki od 
faktora rizika za nastanak kaгcjnoma ovarijuma. 
Nasuprot tome, jshrana bogata retinoidima ј vitamjnom D, telesne vezbe ј 

antijnflamatorni lekovi smanjuju rizik za ovo oboljenje (Modugno et al., 2003). 
Antjjnflamatorni lekovj smanjuju proli feracjju ј mjtoticku aktivnost, i u isto vreme 
pojacavaju apoptozu u celijskjm linijama karcinoma jajnika (Rodrfguez-Burford et al., 
2002). 

1.2.4. FAKTORI PROGNOZE 

Karcjnomi j ajnika su vodeci uzrok smrtnosti medu ginekoloSkim malignitetima, pre 
svega zbog nedostatka adekvatnih markera za ranu detekciju bolesti. U vecini slucajeva 
rani stadijumj ovih maligniteta su asimptomatski ј preko 75% karcjnoma jajnika se 
dijagnostikuje kada su vec prisutne regionalne ili udaljene metastaze (Welsh et al., 2001). 
Glavni faktor prognoze bolesti је FIGO stadijum u momentu djjagnoze. Petogodisnje 
prezivljavanje је preko 90% kod karcjnoma koji su ogгaniceni na jajnjke prj dijagnozj 
(FIGO stadjjum 1), izmedu 60% i 80% kod onih koji su se prosirili u okolne regjone 
unutar pelvisa (FIGO stadjjum П) ј samo 10% do 30% kod onih kod kojih su metastaze 
prjsutne izvan pelvisa (FIGO stadijum Ш i IV). 
Unutar istog FIGO stadijuma prognoza se razlikuje zavisno od gradusa tumora, 
blstopatoloskog podtipa karcinoma jajnika, starostj, veljcine rezjdualnog tumora (kod 
uznapredovalih stadjjuna bolesti), prjsustva pгogesteronskih гесерtога (kod seroznih 
karcinoma prisustvo progesteronskih receptora је vezano za vjsj stepen diferencjjacije 
tumora ј bolj ј odgovor na hormonoterapjju ј hemioterapjju), njvoa tumor markera СА 125 
itd. 

1.2.4.1. СА125 TUMOR MARКER 

СА 125 ( eng. fancer g_ntigen Ј 25) је jedjni kJinjcki priznat marker za detekcjju karcinoma 
jajnika (u komЬinaciji sa transvaginalnom ultrasonografijom), detekciju ponovnog 
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javljanja bolesti i pracenja odgovora na hemioterapiju. Medutim, СА 125 је nedovoljno 
senzitivan ј specjfican marker za djjagnozu ј pracenje karcinoma jajnika. 
СА 125 је glikoprotein koji izlucuju maligne epjtelne celije jajnika i u serumu preko 80% 
bolesnica sa uznapredovalim stadijumjma bolestj pokazuje vrednost vjsu od normalne (35 
Ulml). Medutjm, u samo 50% bolesnjca sa stadjjumom 1 karcinoma jajnjka СА 125 jma 
vrednost vjsu od normalne, sto ga cjnj neadekvatnjm markerom za ranu detekcjju bolesti. 
Yrednosti CAI25 mogu da budu povj.Sene i u nekjm normalnjm fizoloskjm stanjima, 
benjgnjm gjnekoloskjm promenama, razljcjtjm patoloskjm stanjjma ј nekjm drugjm 
tipovima kancera (Partrjdge and Barnes, 1999; Guppy and Rustin, 2002). 
Zbog svega navedenog postojj potreba za iznala.Zenjem novih senzitjvnjjjh ј specjficnjjih 
markera karcinoma jajnjka. Medutjm, svi potencjjalnj serumski markeri (koje jzlucuju 
epitelne celije jajnjka) ili tkivni markeri su u fazj istrazjvanja iJj evaluacije. 

1.2.5. GENETICКE PROMENE U КARCINOMIMA JAJNIКA 

Analjzama kariotjpa maligno transformjsanjh epitelnih celija jajпika utvrdeno је da dolazj 
do kompleksnih translokacjja, velikih delecija hromozoma, uvecanja hromozoma putem 
vjsestrukih ampljfikacjja pojedjnih gena, kao ј pojave aneuploidjje (pregled u Wenham et 
al., 2002). 
Geпske promene u karcjnomima jajnjka su tjpa tackastih mutacija, delecija, 
amplifikacjja, prekomerne ekspresjje gena ј mjkrosatelitske nestaЬilnostj. Veliki broj 
genskih promenaje specifican za odredenj histopatoloski tip karcjnomajajnjka. 

1.2.5.1. MODEL TUMOROGENEZE JAJNIКA 

Na osnovu kJinjckopatoloskih ј molekularno genetjckjh analiza veljke serjje epitelnih 
tumora jajnika, predlozen је model tumorogeneze ovih neoplazmi. U ovom modelu 
karcjnomi jajnika se svrstavaju u dve glavne kategorjje (tip 1 ј П), koje su vezane za dva 
glavna puta tumorogeneze (Shih and Kurman, 2004). Tumori tjpa 1 ukljucuju nisko­
gradusne serozne karcinome, mucjnozne karcinome, njsko-gradusne endometriojdne 
karcinome, prelazne ј svetloceljjske karcjnome. Tumorj tjpa П sacjnjavaju umereno i 
slabo diferentovanj serozni karcjnomi (vjsoko-gradusni serozni karcjnomi), visoko­
gradusni endometrjoidni karcinomj, nedjferentovanj karcinomj, ј mesovjti mezodermalni 
tumoгj (karcjnosarkomj) (Shjh and Kurman, 2004; Bell, 2005). Tumorj tipa Ј se razvijaju 
sporo ј stupnjevito, sa jasno prepoznatljjvjm prekursorskjm lezjjama, od benjgnih tumora 
(cjsadenomaladenofibroma u slucaju seroznih ј mucjnoznjh tumora ј endometrioza u 
slucaju endometrjojdnih ј svetloceljjskjh tumora), preko intermedijarnih tumora do 
kaгcjnoma. Benigni tumori nastaju jz povr.Sjnskog epitela jajnjka ukljucujuci i ciste. 
Tumorj tjpa П se razvijaju brzo, verovatno jz povrsinskog epitela ili cjsti, bez morfoloski 
prepoznatljivih prekursorskih lezjja, ра se kaze da nastaju de novo (Shih and Kurman, 
2004). Obzirom na vjsok stepen ceJjjske proljferacjje, na sta ukazuju vjsoke vrednostj Кi-
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67 nuklearnog proJjferatjvnog jndexa, ј brz razvoj ovih neoplazmj, mozda jntermedjjernjh 
stupnjevj postoje аЈј njsu uocJjjvj (Sjnger et al., 2002). 
Tumori tjpa Ј ј tjpa 11 , kao ј podtjpovj u okvjru tjpova odJjkuju se razJjcjtim molekularno 
genetjckim promenama. Njsko-gradusnj seroznj karcjnomj se karakterj~u mutacjjama u 
КRAS ili BRAF genima; mucinozni karcinomj mutacjjama u KRAS-u; nisko-gradusnj 
endometrjojdni karcjnomj mutacjjama u CTNNBJ (kodjra J3-katenjn) ј mutacjjama i1i 
delecijama PTEN-a, kao ј mjkrosateJjtskom nestaЬilnoscu; svetloeeJjjskj karcjnomj 
mutacijama u TGFbetaRII ј mjkrosateJjtskom nestaЬilnoscu; dok za prelazne karcinome 
njsu jdentifikovane karakterjstjcne molekularno genetjcke promene. Vjsoko-gradusnj 
seroznj karcjnomj ј vjsoko-gradusni endometriojdnj karcjnomj se karakterjsu mutacjjama 
u ТР53 genu ј visokjm njvoom hromozomske nestaЬilnostj (eng. f.hromosomal instabl/ity 
- CIN). Karcinosarkomj se karakterisu mutacijama u ТР53 genu u vjse od 90% slucajeva. 
Za nedjferentovane karcjnome nisu ustanovljene karakteristicne molekularno genetjcke 
promene (Shjh and Kurman, 2004; Bell, 2005). Tumorj tjpa IJ se u manjem procentu 
karakterisu i jnaktjvacjjom Р 16 gena, ampJjfikacjjama ј prekomernom ekspresjjom 
HER2/neu ј АКТ2 gena (Shjh and Kurman, 2004). 
Kako su seroznj karcjnomj najueestaJjjj malignj epiteJnj tumorj, nisko-gradusni seroznj 
karcjnomj (invazivni mikropapilarnj seroznj karcinomi - jnvazivnj MPSC) se uzimaju 
kao prototjp tumora tipa 1, а visoko-gradusni serozni karcinomi (konvencionalni seroznj 
karcinomi) kao prototit tumora tjpa II (Siika 2). Nisko-gradusnj cjne 25%, а visoko­
gradusni 75% seroznjh karc jnoma (Shih and Kurman, 2004). 

Tip lput 

Tipllput 

~IR.AS!ВRD' 
IШIIICije 

Dizlk stepED OOijske proliWJ.cije 

~DI!SiaЬilnostu 
petogodШrje pw:Mjavшje olro ss·% 

oёesn.J.t ТРЯ .пnn:acije 

visok st2pel1 telijske protif~ 

rnokllivo 
Ьrmncmxnske oeS'!aЬi~Dosti 

peto_godiSnje prШvtjn'Шj! oko 30% 

SJjka 2. Sematski prjkaz dualistickog modela razvoja seroznih karcjnoma jajnika 
(modifikovano prema Shih and Kurman, 2004). 

Model tumorogeneze jajnjka, koji puteve razvoja tumora povezuje sa molekularno 
genetjckim promenama omogucava razvoj dijagnostjckih testova za rano otkrjvanje 
karcinoma jajnika i razvoj ciljnih terapija koje Ыokiraju kljucne signalne puteve 
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karakteristjcne za odredene hjstopatoloske podtipove karcjnoma jajnjka 
djferenciranostj. 

1.2.6. НEMIOTERAPIJA КARCINOMA JAJNIКA 

stepene 

Posle hirurskog tretmana, bolesnice sa karcinomom jajnika (izuzev onih karcinoma kojj 
su lokalizovani unutar jajnika, ј prj tome su nisko ili umereno-gradusnj) podlezu 
hemioterapijj. Zlatno pravilo prve linije postoperativne hemjoterapjje је kombjnacija 
p!atinskih derivata (karboplatina јЈј cjsplatina) u komЬinaciji sa taksanima (paklitaksel ilj 
docetaksel) (Sandercock et al., 2002). 
Као druga Jjnija hemjoterapije koriste se platinski derivati i taksanini (pojedjnacno jlj u 
komЬinacjji), antraciklini, inhiЬ'itori topoizomeraze Ј, nukleotidni analozi, Vinca 
a!kaloidi, alki/irajuCi agensi, anti-estrogeni (Agarwal and Кауе, 2003). 

1.2.6.1. МЕНАNIZАМ DELOV ANJA PLA ТINSIOH DERIV АТ А 1 Т AКSANA 

Cisplatjna ј njen analog karboplatina prjpadaju grupi agenasa koji ostecuju DNK i jmaju 
slican mehanjzam delovanja. Ро ulasku u celiju podlezu transformacjji i u aktjvnoj formi 
stupaju u jnterkaciju sa DNK, RNK, protejnima ј drugjm makromolekulima (Gonzalez et 
al ., 2001). Glavni farmakoloski efekt platinski derivati ostvaruju interakcijom sa DNK, 
formirajuci DNK adukte, ј to primarпo intralancane DNK adukte. Formjrana DNK 
ostecenja prepoznaju specificni proteini koji aktiviraju razlicite puteve signalne 
transdukcije kojj rezultuju u inhiЬicjjj DNK sjnteze, supresjji transkrjpcije, interferencijj 
sa normalnjm celijskim ciklusom i, ukoljko se oste6enja na DNK ne uklone, apoptozj , sto 
је glavni citotoksicni efekt cisplatine (Siddik, 2003). 
Taksani pripadaju grupi antitubuljnskih agenasa, kojj Ыokiraju deobu celija sprecavanjem 
formiranja mitotickog vretena. Taksanj se vezuju i stabl\jzuju polimerjzovane 
mjkrotubule. Mikrotubule su esencijalne komponente mitotickog vretena i citoskeleta i 
izgradene su od tubuljnskih dimera (alfa- i beta-tubulina) i proteina pridruzenih 
mikrotubulama (eng. microtubule-g_ssociated Jl.ГO!eins- МАРs) (Dumontet and Sikic, 
\999). Taksani se vezuju za beta-tubulin, sto vodi staЬilizaciji mikrotubula od 
depolimerizacije, Ыokadi prelaska iz 02 u М fazu celjjskog cjklusa, i apoptozi (ј to kako 
р53 zavisnoj, tako i р53 nezavisnoj). Paklitaksel modulise МАРК signalni put, sto 
dovodi do defosforilacije proapoptotskog Bad proteina, fosforilacije Bcl-2 i indukcije 
apoptoze (pregled u Agrawal and Кауе, 2003). 
Za platinske derivate, koji svoj terapjjski odgovor ostvaruju р53 zavisnom apoptozom, za 
dobar terapijski odgovor је Ьitan divlji tjp (eng. 'И'i!d-type - wt) ТР53 gena. Nasuprot, 
tumori jajnika sa mutiranim ТР53 pokazuju znatno bolji terapijski odgovor па taksane od 
tumora sa wt ТР53 (Lavarino et al., 2000). Naime, ekspresjja МАР4, kojj је је glavnj 
protejn prjdruzen mjkrotubulama neneuralnih tkiva, је transkripcjono reprjmjrana putem 
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wt р53. Pojacana ekspresjja МАР4, koja se javlja kada је ТР53 mutjran, pojacava 
poJjmerjzacjju rnjkrotubula ј vezjvaпje taksana (Zhang et al., 1999). 

1.3. MEHANIZM I MALICNE TRANSFORМACIJE 

Nastanak maJjgnog fenotipa је visestepeni proces tokom koga dolazj do naklrpljanja 
genct jckj J, jf jJj cpjgenetickЉ promeпa koje пaгusavaj Lr normalпe mehanjzme ceJjjskog 
rasta ј difer·encijacjje. Pretpostavlja se da је za maJjgnu tr-ansformacjju neophodna pojava 
5-6 specjfier1j l1 mlrtacjja ро somatskoj сеЦјi. Mada, novjj j podacj ltkazuju da su mozda i 
samo dvc gcnskc lezjje dovoljne za гazvoj maJjgne сеЈјје (Stcnnneг-L jewen and Reed, 
2003). lnicjjaloo taosfoпnjsaлa celjja klonalnom ekspanzijom dovodj do razvoja tumora. 
Tumor·ske celjjc tokom vremena mogu da stekrш novc gcnctjcke pr·omene, kao ј 

sposoboost jnvazije okolne strome, angjogeпeze ј metastazjгaпja, koje odJjkuju 
komplctao maljgr1j feпotjp . Aktjvacjja protoookogeпa ј joaktjvacjja tumor-supresora su 
k ljucпj dogadaj ј u гazvoj Lr maJjgnog fenotjpa. 
Razvoj kaпcera zavjs j od geнeticke konstitucije individue, geografskog okruzeпja i 
nacina zjvota. Faktorj koj j utjcu na razvoj kancera su fizjckj , hemijskj ј Ьioloski. fjzickj ј 

hemjjskj faktoгj su mutageai sredjne kojj menjaju struktur·u DNK molekula. Od Ьioloskjh 
faktora пај znасај пјјј su vjгus j (AIЬerts et al., 1994), ј pr·ocenjuje se da је oko 15% 
kancera et joloskj povezano sa virusnom infekcjjom (Gatza et al., 2005). 

1.4. РSЗ TUMOR-SUPRESOR: STRUKTURA 1 FUNKCIJA 

1.4.1. STRUKTURA РSЗ PROTEINA 

Pгotcir1 р5З је j edarпi fosЉprotejп molekulske mase od oko 53 kDa, kodiran genom od 
20 kb koj ј sad гz j 1 1 egzona ј nalaz j se па maloj пrс ј с ј l1romozoma 17 kod coveka (па 
pozjcjjj 17р 13) (Lamb aod Cra'vvfoгd, 1986; )sobe et al., 1986). Wt р53 pr·otejr1 јта 39З 
arnjпok iseJjna i sastoji se od tri regiona ј vise dorneпa koji jтaj lr spec jficлe fuпkcije 

(S ijka З): 

Atluno t~пшnahu 
r~gaon 

ttansaktivacaow reg1ou Ьogat 
domen prola.nom 

М11tааощ iloт spor-ovi 

Centnlru rcg.~oD 

DNК-veZ\Ijtaёt 

domen 

КаiЬо~r tmninalna 
feg.IOO ..... 

oligoroenzac1ooi regulatorm 
do.men domen 

SJjka З. Struktuгa р53 protejna (modjfikovano ргеmа Вај and Zhu , 2006). 
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1. Amino terminalni region (kodjran egzonjma 2-4) sadrzj: transaklivacioni domen 
(amjnokjseline 1-42) kojj uspostavlja jлterakcije sa komponentama transkripcione 
masjnerjje ј region bogat prolinom (aminokjseline 6Ј -94) kojj se sastoji od pet kopija 
SH3 vezujuceg motiva РХХР (gde је Р proJjn, а Х Ьilo koja aminokiselina) i kojj stupa u 
jnterkacije sa elementima puteva signalne transdukcije (Slee et al., 2004). Poliprolinski 
region је potreban za р53 zavisnu supresiju tumorskog rasta (Walker and Levine, 1996) i 
ima vaznu ulogu u р53 posredovanoj apoptozi (Sakamuro et al., Ј 997). 
2. Centralni region (kodiran egzonima 5-8) predstavlja DNK-vezujuCi domen 
(aminokiseline 1 02-292) koji se vezuje za specificne sekvence DNK koje se sastoje od 
dve kopije motjva od 10 Ьр (5'PuPuPuC(AfГ)(T/A)GPyPyPy-3') razdvojene sa 0-13 Ьр 
(EI-Deiry et al., 1992). 
З. Karboksi terrninalni region (kodjran egzonima 9-11) sadrzi: oligomerizacioni domen 
(aminokiseljne 324-355) putem koga р53 formjra funkcionalne tetramere (Clore et а!., 

1994); negativni regulatorni domen (aminokjseline 363-393); sjgnalne sekvence za 
lokaljzacjju р53 u jedru (eng. !J_uclear [ocalization ~ignal- NLS) (Shaulsky et al., 1990) ј 

sjgnalna sekvence za jzJazak р53 jz jedra (eng. !J_uclear g_xport ~ignal- NES) (Vousden, 
2002). U skladu sa alosterjcлjm modelom regulacjje р53 aktjvnostj, negatjvлj regulatornj 
domen jnterakcjjom sa centraJnjm regjonom odГZava р53 tetramer u neaktjvnoj 
konformaciji (Нuрр and Lane, Ј 994). 
Protein р53 је visoko-konzervjsan tokom evolucjje. Poredenja sekvence р53 proteina 
izmedu razlicjtih vrsta pokazuju postojanje pet visoko-konzervisanih domena (Ј-У), od 
kojih se domen 1 nalazj u okvjru transaktivacionog domena, а Il, Ш, IV ј У u okvjru 
centralnog regjona (Мау and Мау, 1999). Protejn р53 pokazuje ј visok stepen 
lюmologije sa clanovima р53 genske famil јје, kao sto su р63 ј р 73 (Kael in, 1999). 

1.4.2. FUNКCIJE РSЗ PROTEINA 

Као tumor-supresorni protein, р53 је esencijalan za prevencjju neadekvatne ceJjjske 
proJjferacjje i odrzavanje jлtegrjteta genoma ро jzJozenostj stresogeлjm faktorjma poput 
DNK ostecenja, onkogene aktivacjje, hjpoksjje, uklanjanja riЬonukleotjda, 

mjkrotubularne jnhjblcije, erozjje telomera itd. Ovj signali vode aktivacjj ј ј stabll jzacij ј 
р53 proteina putem postranslacjonih mod.jfikacija, а tjme i porastu nivoa р53 koj j se 
akumuJjra u jedrjma сеЈјја izlozenih stresu. Protejn р53 aktivira transkripcjju cjJjnih gena 
ј jzazjva razlicjte ceJjjske odgovore poput zastoja ceJjjskog cjkJusa, jndukcjje apoptoze, 
popravke DNK ostecenja, ceJjjskog starenja, jnhiblje angjogeneze jtd. (Vousden and Lu, 
2002; Vogelstein et al., 2000). Svoju ulogu ostvaruje ј putem represjje пekjh gena, kao ј 

interakcijom sa drugim proteinjma (pregled u Bai and Zhu, 2006). Sa aspekta prevencjje 
razvoja tumora, dve najznacajnije uloge р53 su u zaustavljanju celijskog ciklusa i 
indukciji apoptoze. 
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1.4.2.1. ULOGA РSЗ PROTEINA U KONTROLNIM ТАСКАМА CELIJSKOG 
CIКLUSA 

Razliciti faktori mogu da dovedu do ostecenja DNK molekula. То mogu bitj spontana 
hjdroJjza baza, patofizjofoska stanja poput jnflamacjje, genotoksjcnj agensj, antjkancerskj 
lekovj koji deluju na DNK preko svojih reaktjvnih metabofjta ili putem inkorporacjje u 
DNK (nukleotjdni analozi), kao i putem inhiЬjcije aktivnostj DNK polimeraza ifj 
topoizomeraza. Na ostecenja DNК celije reaguju na dva nacina: а) DNК ostecenja se 
popravljaju ilj tolerisu; Ь) celije koje nose DNK ostecenja podlezu razlicitim tipovima 
cefjjske smrtj (pre svega apoptoze, ali ј nekroze, autofagije, mjtoticke katastrofe itd.) 
(Roos and Kaina, 2006). Odgovor celije zavjsi od jacine stresa, tipa celije i cefjjskog 
okruzenja (pгegled u Balint and Vousden, 2001 ). 
Nepopravljena DNK ostecenja imaju kao posledicu nakupljanje hromozomskih promena, 
genskih mutacija i dovode do patoloskjh stanja kao sto је mafjgna transformacjja. Zato је 
veoma vazno pravilno funkcjonisanje kontrolnjh tacaka celjjskog cjkfusa koje sprecavaju 
progresjju u narednu fazu celijskog cjkJusa dok se DNK ostecenja ne poprave putem 
razlicitih reparacionjh mehanjzama. Kompleksi specificnih ciklin-zavisnjh proteinskih 
kinaza (eng. fYClin-ff.ependent protein lfinase - СОК) i ciklina obezbeduju pravjlno 
odvijanje celijskog cjklusa u smislu korektnog prelaza iz jedne u drugu fazu putem 
fosforilacjje kljucnjh proteina. U eukarjota postoje З osnovne kontrolne tacke ceJjjskog 
ciklusa i to na kraju G 1 faze pre u]aska u S fazu, u G2 fazj pre ulaska u mjtozu ј u 
metafazi mitoze (pregled tl AIЬerts et al., 1994). 
Aktjvacjjom Р21 gena р53 protein је ukljucen u G Ј zastoj. Najme, razJjcjti faktorj stresa 
aktivjraju raz\icjte protejnske kinaze. Jonjzujuce zracenje aktivjra АТМ (eng. g_taxia 
[e/angiectasia mutated) kinazu, koja aktjvjra DNK zavisnu proteinsku kinazu. Lekovj 
kojj se primenjuju u hemioterapiji i ultravioletno zracenje aktivjraju А TR (eng. gtaxia 
[elangiectasia r_elated) kjnazu, koja aktivira kazein kinazu 11. Aberantni signafj rasta, kojj 
vode ekspresjjj onkogena RAS ј МУС indukuju pl4лRF protein. DNK zavisna proteinska 
kinaza ј kazein kjnaza II fosforilisu amino terminus р53 protejna i onemogucavaju 
vezivanje р53 proteina za negatjvnj regulatorn j mdm2 protein, dok se р 1 4лRF vezuje za 
mdm2 i inhiЬjra njegovu aktivnost (VogeJstein et al., 2000; Bullock and Fersht, 2001 ). 
Ovo vodj povecanju nivoa р53 protejna i aktivaciji transkripcije р53 ciljnih gena (SJjka 
4). Medu njjma је Р21 gen, ciji protejnskj produkt р21 inhiЬira ciklin D-CDK4/6 ј cjklin 
Е-СDК2- komplekse, cime је onemogucena fosforjlacija Rb, а tjme ј oslobadanje E2F 
faktora iz Rb-E2F kompleksa ј odlazak u jedro gde Ьi E2F aktjvjrao transkrjpcjju gena 
potrebnjh za progresjju u S fazu (Arroyo and Raychaudhurj, 1992). Protejn p2l 
uspostavlja jnterkacjju ј sa PCNA (eng.лroliferating f.e/1 !:J.uclear gntigen) protejnom kojj 
је kofaktor DNК polimeraze cS, cjme је onemoguceпa DNK repljkacjja (Cayrol et al., 
1998). 
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Sl ika 4. Uloga р53 pt·oteina u koпtro ln im tackama cclijskog ciklusa (modifikovatlo prema 
Bullock and Fersl1t, 200 1 ). 

Protei11 р53 aktivit-a i transkripciju 14-3-За i GADD-15 (епg. g~·mvth q~тes1 and DNA 
f!.amage) gепа, ciji proteinski produkti interagltje sa CDKl-ciklin В kompleksom, cime 
doprinose odnavanju G2 zastoja (Hermeking et al, 1997; Zћал et al., 1999). 

1.4.2.2. ULOGA Р53 PROTEINA U APOPTOZI. 

Apoptoza је proces pt·ogramirane 6elijske smt·ti svojstve11 visecelijskitn orga11izmima, 
koji ima kljuc11u ulogu u normalпom razvoju, ot·ganogeпezi i stareпju. Kada se iпicira 
vodi kaskadi morЉio~kih i Ьioћemijskiћ promena koje ukljucuju kondenzaciju, а potom i 
fragmentaciju jedra i citoplazme, а time pojavu apoptotskiћ tela koja Ьivaju fagocitirana 
(Kerr et al., 1972). Neka oboljenja se karakteri~ll promenama u procesu apoptoze u 
smislu njene inhiЬicije (maligna oboljenja), ili aktivacije (autoimuna oboljenja, 
neurodegenerativna оЬо lјелја) (Katoch et al., 2002). 
Apoptoza moze Ьiti iпdukovana ekstracelijski t11 i iпtt-acclijskim signalima. Vezivanjem 
liganada za receptore stшti , koji pt·ipadaju fami liji TNFR (eng. [umor п.ec,·osis factor 
r_ecept01·) aktiviraju sc ekstacelijski apoptotski putevi. Najpozлatiji receptori smtii su 
CD95 (Fas, АРО-1), TNFRl , TRAIL (eng. INF-r_elated gpoptosis [nducing [igand) 
receptori DR4 i DR5. lпtracelijski signali smrti sc aktiviraraju razlicitim stresogenim 
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faktorjma. Protejnskj produktj BCL-2 famjJjjc gena Sll kUucni regulatorj intracelijskih 
pнteva apoptoze. Bcl-2 famjJjjlr protejna sacjnjavaju: proapoptotskj protejnj sa trj 
homologa ВН domeпa (eng. Bcl-2 Ь.omology domains) (Вах, Bak, Bci-XI itd.); 
pгoapoptotskj ргоtеј,,ј koji sadrze samo 81-13 domen (Bid, Bad, Noxa, Plrma jtd.) ј 

aпtjapoptotskj (Bcl-2, Bci-XI itd.) sa ВН 1-4 domcnima. Putem ВН domena Љr·mjraju se 
lюmo/heterodjmeri jzmedu proapoptotskih ј antjapoptotskj protejna (pгeglcd u 1 laupt et 
al., 2003; Вај and Zlш, 2006). 
Bez obzjra na vrstu stjmulusa kljucni dogadaj u apoptozj је kaskadna reakcija 
proteoliticke aktivacjje clanova famjlije enzjma kaspaza. U odgovoru na stres, 
pr·oapoptotskj protej,,j poput Вах, Bid, Pllma, Noxa formjraju kanale ла mjtolюndr·jjskoj 
membrani plrtem koj jh dolazj do oslobadanja cjtol1roma с ј aktjvacjje kaspazc 9 u 
prjsustvu adaptOI'skog molekula Apaf 1 (eng. gpoptolic _ш·otease gctivating jactot'), а 
potom aktjvacjje ostaJjh kaspaza (Haupt et al., 2003) (Sijka 5). 

FAS·L 

~ozom 

• apoptoza 

GoldZJ 
aparat 

inttacelij~ 
putevJ. 

Slika 5. Ekstraceljjskj ј jnн·aceljjskj apoptotskj putevj (modjfikovano prema Haupt et al., 
2003). 

Pгotejn р53 пјје globalпj jпduktor apoptoze, vec samo one jndukovane DNK o§tecenjjma. 
Moze da aktjviгa apoptozu tr-ar1skrjpcjonom aktjvacijom gепа za Fas (О'Сомоr et al., 
2000) i 05 receptor· (Takjmoto апd EI-Oejry, 2000); pr·oapoptoskjl, gепа ВАХ (Mjyasblta 
апd Reed, 1995), ВID (Sax et al., 2002), РИМА (eng. p53-ypregulated modula!OJ' ој 
gpoptosis) (Nakano and Vousden, 2001), NOXA (Oda Ь et al., 2000); kao ј drugjh gena 
kojj su ukljucenj u p53-posredovanu apoptozu poput PIGЗ (eng. f2.53 induciЬile gene) 
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(Fiatt et al., 2000) i ТР5ЗА/Р Ј (eng. ТР53 gpoptotic-inducing дrotein Ј) (Oda К et al., 
2000). 
Protein р53 stimulise apoptozu i na transkripciono-nezavisan nacin. U mitohondrijama 
р53 direktno vezije kompleks Bci-2/Вci-XI , i tako olaksava delovanje proapoptotskih 
proteina i oslobadanje citohroma с (Mihara et al., 2003). 

1.4.3. REGULACIJA Р53 AКTIVNOSTI 

U normalnim fizioloskim uslovima, wt р53 se odrZзva u veoma niskoj koncentraciji 
unutar 6elija, i to uglavnom u inaktivnoj formj i ograniceпog poluzivota od nekoljko 
mjnuta. Pod delovanjem stresogenih stjmulusa dolazj do aktjvacjje i produzenja 
poluzivota р53 proteina do nekoliko sati, а tjme i akumulacije р53 u celijama (pregled u 
Вај and Zhu, 2006). 

1.4.3.1. INTERAKCIJA SA DRUGIМ PROTEINIMA 

U regulaciji nivoa ј aktivnosti р53 ukljueen је veliki broj 6eJjjskih i virusnih proteina. 
Jedan od kljucnih proteina koji reguJjse nivo р53 је Mdm2. Vezivanjem za 
transaktivacjoni domen р53 proteina, Mdm2 Ыokira njegovu transkripcjonu aktivnost 
(Momand et al., 1992). Mdm2 favorizuje izlazak р53 iz jedra, i svojom ЕЗ ublkvitin­
ligaznom aktivnoscu stimuJjse uЬikvitinaciju ј degradacjju р53 u proteazomima (pregled 
u Moll and Petrenko, 2003). Mdm2 vezuje histon deacetilazu 1 (HDACI) koja 
deacetiluje Jjzinske ostatke na karboksj terminalnom kraju р53 i cinj jh dostupnim za 
uЬikvitinaciju (Ito et al., 2002). Sa druge strane, р53 protejn aktjvira transkrjpcjju MDM2 
gena, tako da ova dva protejna cjne autoregulatornu petju (Wu et al., 1993). Ova petlja, 
pod delovanjem stresogenih stimulusa Ьiva narusena, Ыokjranjem Mdm2 aktivnosti i/iJj 
postranslacionim modifikacijama р53. 

1.4.3.2. POSTTRANSLACIONE MODIFIКACIJE РSЗ 

Protejn р53 podleze razlicjtjm postranslacjonjm modjfikacjjima, ukljucujucj fosforjJacjju, 
acetjJacjju, ADP-riЬozjJacjju, uЬikvjtjnacjju, nedjJacjju, sumojJacjju jtd. FosforjJacjja ј 

acetjJacjja su kljucni mehanizmj kojj vode aktjvacjjj, staЬiJjzacjj j i akumulacjjj р53, ј 

sprecavaju degradacjju р53. RazJjcjte kinaze fosforiJjsu serjnske ј treonjnske ostatke na 
amjno iJj karboksj termjnalnom regionu р53. AcetjJacija obuhvata Jjzinske ostatke na 
karboksj terminalnom regionu р53 i to putem рЗОО/СВР i PCAF (eng. дЗOOICBP­
Qsssociated factor) acetilaza. Fosforilacjja aminoterпinalnog regjona Ьlokjra jnterakciju 
р53 sa Mdm2, dok acetilacija karboksitelminalnog regiona jnhjЬira uЬikvitjnacjju 

Jjzinskih ostataka, ј tako ove protejnske modjfikacjje sprecavaju р53 degradacjju (pregled 
u Bode and Dong, 2004). 

17 

http://www.tcpdf.org


1.4.4. MUTACIJE U ТРSЗ GENU 

Mutacjje u ТР53 genu su пajucestalije somatske genske promene u maligпim tumorjma. 
Prislttнe su u vise od 50% svil1 tjpova maJjgnih tumoгa i pгedstavljaju glavnj mehanjzam 
р53 inaktivacije. Malig!li tumorj razlicitih anatomskil1 regjja se razljkujн ро ucestalosti 
ТР53 mнtacija (Slika 6). U tumoгima sa wt ТР53 јЈј njskom ltcestaloscu ТР53 mutacjja, 
inaktivacija р53 se iпdнkuje dr-ugacij im mehaнizmima: iпaktivacijom uzvodnih 
aktivator-a, muJtjplikacjjom МDМ2 gena, delecijom gепа za pl4AI'ZF, vezivanjem viгнsnih 
prote jna itd (pr-egled ll Vogelstein et al ., 2000). Tнmori bez Љnkcionalnog р53 imaju visj 
stepen pt·oliferacije, dedjferencjjacjje ј agresivлiji fenotip u odnoSll па slicne tumore sa 
wt р53. Ovj tumori Sll rezistentni na гadiotet-ap iju ј aпtjkancerske Jekove koji delujн 

putem p53-zavisne apoptoze (Bнllock and Fersht, 2001 ). 

Ucestalo&t TPSJ mura.cija u ra.zliёitim tumonma (mutirшi uzorcifanaliziпoj t\Zorci) 

jajnik. (209314427) 

kolorektum (5708113193) !~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~!~~~ 

gla,,a j,!(at (

272416482

)·1 iiiiiiiiiiiiiiiiiE~j~:~ jednjak {187914565) 

plt!Ca (3084/8 1 28) 

koia (783/2270) 

pankreas (299/918) 

zcludac ( 12.90/400 1) ­

jetra (1083/3429) 

m.okracna Ьesika (1124/4134) 
moz.ak (1614/5982) 

dojka (3662{)4482) 

rnaterica (23 1/1128) · 

meka tki>•a {22511134) 

limfniё:vorovi (3 19/1735) 
pr~tata (19311106) 
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~~~~~~~--~--~~---r~--~~~.~--~. --~~.--~~ 
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% 

IARC ТР53 baza. R.14, oovembar 2009 

зо 35 40 45 

Slika 6 . Ucestalost ТР53 111utacjja u razlicitim tipovima kanceгa (modifikovano prema 
http://www-p53.iarc.fr/Statjstjcs). 

Geпniпativne mнtacije u ТР53 geнu cine osnovu retkog Li-Fraumeni sindгoma. Osobe sa 
ovim s iпdt·omom пasleduju jedan mutiraп i jedan wt ТР53 alel i imaju povisen rjzik ka 
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nastanku tumora na razJjcjtjm mestjma ј u relatjvno ranjjem zjvotnom dobu (pre 45 
god jne zivota). Spektar kancera u ovom sjndromu ukljucuje karcinome dojke, sarkome 
mekih tkjva, osteosarkome, adrenokortikalne karcjnome, tumore mozga ј leukemjje 
(MaJkjn et al., 1990; Lj et al., 1988). 
Za razliku od velikog broja drugih tumor-supresornjh gena, koji su inaktjvirani putem 
mutacija koje menjaju fazu okvjra citanja (eng. frameshift) јЈј dovode do pojave 
prevremenih stop kodona (eng. nonsense) i tako vode odsustvu sjnteze ј(ј aberantnoj 
sintezi skracenih protejna, skoro 80% mutacjja u ТР53 genu su mutacjje koje jmaju za 
posledicu ugradnju druge aminokjseline ( eng. missense) ј vode sjntezi staЬilnog proteina 
kojj se akumulira u jedrjma tumorskjh cel jja. Akumulacjja mutjranog р53 jma za 
posledjce: (i) heterodjmerjzacjju ј jnhjЬictiu wt р53 eksprjmjranog sa drugog alela putem 
domjпantno-negatjvnog efekta i (јј) stjcanje novjh funkcjja mutjranog р53 koje ga 
transformjsu u domjnantnj onkogen (eng. gain offunction) (Soussi and Lozano, 2005). 
ТР53 mutacjje su nejednako rasporedene duz ТР53 gena i imaju razljcjt utjcaj na 
prognozu bolesti. Oko 95% mutacija u ТР53 genu је locjrano u egzonjma 5-8 koji 
kodiraju za DNK-vezujucj domen, kojj је kljucan za funkcjonjsanje р53 kao 
transkripcionog faktora (Bullock and Fersht, 200 Ј). Nekj kodonj su ucestalije mutjranj od 
drugih. Mutacije u ovim "hotspots" kodonjma (Argl75, Gly245, Arg248, Arg249, 
Arg273 ј Arg282) cjne oko 30% svih mutacija u ТР53 genu (Szymю1ska and Hajnaut, 
2003). Ove mutacjje su klasifikovane kao "DNA kontaktne" (Arg248, Arg273) i 
"strukturalne" (Arg 175, Gly245, Arg249, Arg282) (Bullock and Fersht, 200 Ј). Prva klasa 
menja aminokjseline koje su direktno uklj ucene u interakciju р53 - DNA, а druga klasa 
menja aminokjsekine ukljucene u staЬil izaciju tercijarne strukture proteina. Klasa П 
mutacija је udruzena sa agresivnijim fenotipom od mutacija klase l (Soussj and Lozano, 
2005). 

1.4.5. POLIMORFIZMI ТР53 GENA 

Geпetjckim pofjmorfizmom (od grckih recj: poly - mnogo, morph - оЬЈјk) se u uzem 
smjsJu recj oznacava prjsustvo vise alela ро nekom genskom lokusu u populaciji. SNP 
(eng. ~ingle n.ucleotide JlOlimorphism) је varjjacija jednog baznog рага u genomu. Ove 
varjjacije cine DNK sekvencu svake osobe jedjnstvenom ј mogu utjcatj na razvoj nekih 
oboljenja, odgovor na patogene, hemikalije, Jekove jtd. Razlicitj geni su u razlicitom 
stepenu poJjmorfni. U okviru ТР53 gena identifikovano је vise od 200 SNP-ova 
(WhiЬiey et al., 2009). 
Preko 90% polimorfizama u okviru ТР53 gena је locirano u nekodirajucjm sekvencama, 
od kojih је dosta izucavana jnsercija 16 Ьр u intronu З. Neke studije su pokazale da је 
ova intronska varijanta povezana sa nizim njvoom р53 jRNK (Gemingnanj et al., 2004) ј 

smanjenjm apoptotskjm potencjjalom i popravkom DNK ostecenja u )jm foЫastoidnjm 
celij slcim linijama u odnosu na wt ТР53 (Wu et al., 2002). Medutim, nije jasno da Ј ј su 
ove promene р53 funkcjje vezane za povecan rjzjk za nastanak nekih tipova kancera 
(Wang-Gohrke et al., 2002; Wu et al., 2002; Gemjgnanj et al., 2004) ј Josu prognozu 
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bolesti (Boldrini et al., 2008а) ili је to posledica gametske neravnoteze (eng. linkage 
disequilibrium) sa varijantama kodona 72 ТР53 gena. 
Od 19 polimorfizama u egzonima ТР53 gena osam је sinonimnog karaktera (WhiЬiey et 
al., 2009). lako ovi polimorfizmi ne menjaju aminokisel insku sekvencu, promene u 
baznoj sekvenci mogu modifikovati ekspresiju gena, uvjjanje i funkciju proteina ili 
jzazvatj nastanak novih mesta iskrajanja introna (Candejas et al., 2008; Kjmchi-Sarfaty et 
al., 2007). Preostaljh 11 egzonskih polimorfizama је ne-sinonjmnog karaktera koje 
dovode do promene aminokiseljnske sekvence р53 protejna. Ove promene mogu da 
menjaju sposobnost vezjvanja р53 proteina za sekvence ciljnjh gena, da uticu na 
strukturu motjva za postranslacionu modjfikaciju, menjaju proteinsku staЬilnost ili 
jnterakcjju р53 sa drugim protejnjma (pregled u WhjЬiey et al., 2009). 
Poslednjih godjna rezultati nekih studuja sugerjsu da nekj od egzonskih SNP-ova u ТР53 
genu mogu jmati uticaj na rizik ka nastanku kancera. Tako, Ser47 varijanta u 
transaktjvacjonom domenu, koja se pojavljuje sa ucestaloscu manjom od 5% u Afrjckih 
Amerjkanaca, pokazuje 2-5 puta smanjenu apoptotsku aktivnost u odnosu na varjjantu 
Pro47. Naime, Ser47 р53 varjjantaje slaЬijj supstrat za fosforjlacjju serina na pozjcjjj 46 
putem МАРК (eng. milogen-g_ctivated Jl.rotein /gnases) ј transaktjvaciju proapoptotskih 
gena А/Р Ј ј РИМА (Li et al., 2005). Transaktjvacionj eseji na kvascima su pokazali da 
Met270Val SNP u DNK vezujucem domenu moze jmati protektivnu ulogu u nastanku 
kancera u skladu sa cjnjenjcom da manje zastupljena Met270 varjjanta vodj pojacanoj 
espresjjj р21, ВАХ ј NOXA gena u odnosu na Va1270; dok је Gly360Aia u karboksi 
terminalnom regjonu Ьljzu tetramerizacionog domena pokazuje znacajno smanjenje u 
transaktjvacjjj 14-3-3cr ј GADD45 gena, а time verovatno ј oslaЫjenj odgovor na 
ostecenja DNK (WhjЬiey et al., 2009). 
Za sada jedjnj SNP u ТР53 genu koji је povezan sa nastankom ilili prognozom nekjh 
tipova kancera, kao ј razlicitjm odgovorom na antikancersku terapiju је polimorfizam 
kodona 72. 

1 .4.5.1. POLIMORFIZAM KODONA 72 ТР53 GENA 

Kodon 72 u egzonu 4 ТР53 gena jma sekvencu CGC koja kodjra za argjnjn (Arg72) ј)ј 

ССС koja kodira za prolin (Pro72). Amjno kjseJjnskj ostatak 72 је smesten unutar 
regjona bogatog prolinom i utice na stukturu SH3 motjva (Мау and Ма у, 1999). Ove dve 
varjjante р53 protejna se strukturno i funkcjonalno razljkuju. Razljke se odnose na 
sposobnost vezjvanja komponenti transkripcione masjnerjje, aktjvacjjj transkrjpcije, 
jndukcjji apoptoze ј supresiji tumorskog rasta (Thomas et al., 1999). Varjjanta р53 
proteina sa Arg72 је efikasnija u jndukcjjj apoptoze od Pro72 kojj jndukuje visj njvo G 1 
zastoja (Pjm and Banks, 2004). Vjsj apoptotskj potencjjal Arg72 u odnosu na Pro72 р53 
varijantu moze se delimicno objasnitj efikasnjjom transaktjvacjjom РИМА i NOXA 
(Sullivan et al., 2004), kao i efikasnijjm prenosom р53 iz jedra u mitohondrjje, sto vodi 
pojacanom oslobadanju citohroma с (Dumont et al., 2003). Takode, Arg72 р53 је 
efikasniji u supresiji МDRJ (eng. multiple rJ.rug r.esistance gene) i indukciji 
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proapoptotskog gena ВАХ, dok је Pro72 р53 efikasniji u izazjvanju celijskog zastoja i 
popravke DNK osteeenja putem indukcije Р21 and GADD45 (Ueda et al., 2006). 
Medutim, nasuprot wt р53 sa Arg72 koji је bolji inhiЬitor tumorskog rasta (usled 
pojacane apoptotske sposobnostj), mutirani р53 sa Arg72 moze pojacati tumorskj rast 
vezivanjem za p53-homolog р73 ј neutraljzacjjom p73-jndukovane apoptoze (Marjn et 
al., 2000). Dalje anaJjze su pokazale da је sposobnost Arg 72 р53 mutantnjh formi da 
vezuju ј jnhjblraju р73 zavjsna od tjpa celija, kao ј da р53 mutantne forme koje ne vezuju 
i ne inhjblraju р73 mogu da jzazovu rezjstencjju na neke antjkancerske lekove, sto 
sugerise da Arg72 ТР53 mutanti verovatno poseduju druge mehanizme narusavanja 
hemioterapijom-indukovane apoptoze (Vikhanskaya et al., 2005). Interesantna је i 
cjnjenjca da u tumorima individua heterozigotnih za Arg72Pro poJjmorfizam ТР53 gena 
Arg alel је oblcno mutiran а Pro alel deletiran (Marin et al., 2000). 
Komparativne ana)jze sekvence ТР53 gena na primatjma sugerisu da је Pro alelska 
varijanta predacka forma (Puente et al., 2006), mada se Arg alel ТР53 gena javlja u 
visokoj ucestaloscu (>50%) u mnogim populacijama. Postoje znacajne etnicke razlike u 
djstriЬuciji alelskih varjjanti kodona 72 ТР53 gena. U severnoj hemisferi Pro alel 
pokazuje gradjjent porasta ucestalostj iducj od severa ka ekvatoru, od 17% u populacjjj 
Laponaca u Svedskoj do 63% u populaciji Africkjh crnaca u Njgerjjj (Beckman et al., 
1994). Ovakva djstriЬucjja је dovela do pretpostavke da Pro alel moze imati protektjvnu 
ulogu u podrucjima sa visokim ultravjoJetnjm zracenjem (Sjalander et al., 1 996), tj. da 
Pro varjjanta sa smanjenim apoptotsldm potencijalom, а pojacanim sposobnoscu za 
efikasnu popravku DNК ostecenja zajedno sa pojacanom akumulacijom pjgmenata 
neophodnjh za inhjblciju prekomerne fiksacjje vjtamjna D moze u ovakvjm sredjnama 
jmatj selektjvnu prednost (Lj et al., 2005). Medutjm, ovo је u kontradjkcjjj sa vjsokom 
ucestaloscu Arg alela u zemljama Centralne i Juzne Amerike koja је oko 70%, te nekj 
jstrazjvacj pretpostavljaju da је distriЬucija poljmorfnjh varjjantj ТР53 gena posledjca 
mjgracije Homo sapiensa iz Afrike pre oko 1 ОО 000-150 000 godina (Ojeda et al., 2003). 
Poslednjih godjna se razmatra ј to da је evoluciona selekcija specjficnih ТР53 alela 
posledjca р53 posredovane kontole ekspresjje leukemjja jnhjbltornog faktora kojj је 
kljucan za jmplantaciju Ыastocjsta (Hu et al., 2008). 
SNP na kodonu 72 ТР53 gena se u poslednjih desetak godjna intenzjvno izucava kao 
potencjjalni faktor koji doprjnosi rjzjku za nastanak razlicitjh neoplazmi. Razlog za 
ovakva jstara:livanja potekao је iz nagovestaja da је р53 protein sa Arg72 podloznjjj 
degradacjjj putem Е6 onkoprotejna vjsoko-rjzicnjh НРV-а ј da jndjvjdue homozjgotne za 
Arg alel imaju povisen rizjk za nastanak HPV -udruzenih karcinoma (Storey et al., 1998). 
Za razljku od velikog broja studjja о vezj izmedu poJjmorfnjh varjjanti kodona 72 ј rjzika 
za nastanak razlicjtih tjpova kancera, podacj о prognostjckom znacaju ј utjcaju na 
odgovor na hemjoterapjju su malobrojnj, ali mnogo konzjstentnjjj, Ranjje pojavljivanje 
bolestj uoceno је kod pacijenata homozigota jJi heterozjgota za Pro alel (Shen et al., 
2002; Gottschlich et al., 2000; Jones et al., 2004). Uoceno је ј da su pacjjentj sa Arg 72 
р53 varijantom imali vjsi stepen tumorskog odgovora (eng. r.esponse r.ate- RR) i/ili bolje 
prezivljavanje posle primljene hemioterapije i/jJj radioterapije (Tommiska et al., 2005; 
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Xu et al., 2008; Santos et al., 2006а, GaJjc et al., 2007; Sreeja et al., 2008; SuJJjvan et al., 
2004). 

1.5. НUМANI PAPILOМA VIRUSI 

1.5.1. КLASIFIKACIJA НРV 1 ORGANIZACIJA VIRUSNOG GENOMA 

НРV pripadaju familij ј Papillomaviridae (lat. papilla- bradavica, grc. ота - tumor). Ovu 
familiju cini veliki Ьгој tjpova virusa koji su ~iroko rasprostranjeni medu visim 
vertebratima i specificni su za vrstu i tkivo (de Villiers et al., 2004). 
HPV inficiraju bazalne epitelne celije koze i sluzokoze usta, grla, konjuktive, 
respiratornog trakta i anogenitalne regije (Burd, 2003). Do danas је opisano vise od Ј ОО 

tipova НРV od kojih oko 40 inficira anogenitalnu regiju (Woodman et а\., 2007). Na 
osnovu malignog potencijala genitalni НРV tipovi mogu se podeliti na nisko-rizicne (6, 
11 , 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, and СР61 08), visoko-rizicne ( 16, 18, 31, 33, 35, 39, 
45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, and 82) i verovatno visoko-rizicne (26, 53 i 66) (Mufioz et 
а\. , 2003). Nisko-rizicni tipovi su udrureni sa pojavom genitalnih bradavica, а visoko­
rizicni sa pojavom prekancerskih lezija i kancera. 
HPV se sastoje od ikosaedarnog kapsida unutar koga је sme~ten virusni genom. Kapsid је 
sacinjen od 72 kapsomere koje grade dva strukturna proteina: glavni protein Ll (eng. 
major), koji cini 80% virusne partikule, i manji L2 (eng. minor) (Prendiville and Davies, 
2004). Genom HPV -а sastoji se od dvolancane kruzne DNK od oko 8 000 Ьр, sa 8- 1 О 
otvorenih okvira citanja (eng. QPen r.eading frame - ORF). ORF-ovi se delimicno 
preklapaju i ograniceni su na jedan DNK lanac (Siika 7). Genom se funkcionalno moze 
podeliti na tri regiona: kontrolni region (eng. long f.Onlrol region - LCR) ili uzvodni 
regulatorni region (eng. ypstream regulatory r.egion - URR) koji sadrzi i mesto pocetka 
replikacije (pregled u De\1 and Gaston, 2001); region ranih gena El-E8 (gena koji se prvj 
prepisuju) i region kasnih gena Ll ј L2 (gena kojj se prepisuju kasnije). Rani geni 
kodiraju proteine ukljucene u regulaciju replikacije virusnog genoma, kontrolu ekspresjje 
virusnЉ gena ј interakciju sa proteinima jnficjrane celije, dok kasni geni kodiraju 
strukturne proteine kapsida. Na osnovu razlika u DNK sekvenci Еб, Е7 i Ll ORF-ova 
HPV se klasifikuju па: genotipove sa manje od 90% homologije; podtipove sa 90-98% 
homologije unutar tipa i varijante sa vise od 98% homologije unutar podtipa (Burd, 
2003). 
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Sljka 7. Organjzacjja genoma HPV (modjfikovaпo prema Preпdjvjl le and Davjes, 2004). 

1.5.2. ТОК HPV INFEKCIJE 

HPV jпficjraju bazalne celjje epjtela na mestjma mjkrotrauma, ј to prvenstveno u 
traпsformacjonoj zonj gde plocasti epitel prelazj u cjljпdrjcпj (von КлеЬеl Doeberjtz, 
2002). Ulazak virtasnih partikula u bazalne celjje posredovaп је cciUskim povrsjnskjm 
reccptorjma - heparjn sulfat proteogljkanom ј alfa-6 jntegrjnom (G jroglou et al., 2001; 
Evander· et al., 1997). Ро ltlaskla u celiju domacjna vjaasj se oslobadaju kapsida ј viнasni 

genomj se premestajll u jedro gde perzistirajlt u vidu ekstrahromozomskih cpizoma (oko 
50 kopija ро celjjj) (Fehrmanп апd Lajmjns, 2003). 
Ekspr·esjja HPV ORF-ova је regulisana sa dva glavпa prornotora - rani (llzvodno od Еб 
OR I7-a) i kasnj (lt okviш Е7 ORF-a). Vecjna HPV iRNK su poljcjstr·onske ј sadгze 

nekoliko ORF-ova. Ekspresija ranih gena deJjmicпo је r·eguli sana ј mehaпjzmom 

alterпatjvne obr·ade tt-aa1skripata. U bazalrюm sloju epite la dolazi do ckspresjje raнjl1 HPV 
transkr'ipata kojj kodiraju za Е 1, Е2, Еб ј Е7 via·usne pr·otejпe (pr·egled tt Stubenr-auch and 
Lajmjr1s, 1999). Na pocetku iвfekcije, rапј traпskrjptj se aktjvjr-aju pt·imaшo putem 
celjjskjh trar1skrjpcjoпjh faktora koji se vezuju za sekveпce u LCR. Е2 dimer se vezuje za 
E2BS (eng. Е2 flinding ~iLe) sekvence u LCR-u koje su Ьljsko loci1-aпe sa mestjma 
vezjvanja celjjskjl1 traвskгjpcjonjh faktora. U njskoj koncer1tl·acjjj , Е2 dalje aktjvjra 
ekspresjju a-ar1jh gena, dok је sa porastom koпcentracije sprecava putem Ыokade 

vezivanja celjjskjh transkrjpcjonih faktora za LCR (Steger and Corbach, 1997). 
Repljkacjja vjrusпitl epizoma u bazalnom sloju epjrela је sjnl1ronjzovana sa repljkacjjom 
jedame О К domacina ј zahteva El ј Е2 protejne. kao ј repljkacjonu masjnerjju celjje 
domacjna. Е 1 protejn u kompleksu sa Е2 djmerom se vezllje za А Т bogate sekvence na 
mestu pocetka repljkacjje u LCR (Frattjni and Lajmjns, 1994). Е 1 protejn posedllje АТР-
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aznu ј 3'~5' heJjkaznu aktjvnost (Hughes алd Romanos, Ј 993). Ро vezjvanju, ЕЈ protejn 
fогmјга heksamere (Sedman and Stenlund, 1 998) kojj u6estvuju u razdvajaлju lanaca 
vjгusne dvoJancaлe DNК, vezjvanju DNК polimeraze а (Masterson et аЈ., Ј998) ј 

okupJjanju dodatnih protejna kojj posreduju u repJjkacjjj, 
Ро deobl, jnficirane epjtelne сеЈјје napustaju bazaJn j sJoj ј mjgrjraju ka jntermedjjarnoj ј 

superficjjaJnoj zonj. Za razJjku od normaJnih epjteJnjh сеЈјја koje ро odvajaлju od 
bazaJne membraлe jz)aze jz ceJjjskog cjkJusa, djferencjraju se i postepeno gube jedra, 
jnficjrane сеЈјје ponovo uJaze u S fazu celjjskog cjkJusa. Еб ј Е7 protejnj pomazu uJazak 
u S fazu i proJjferacjju jnficjranjh сеЈјја (pregJed u Longworth and Laimins, 2004). Sa 
premestanjem сеЈјја u vise sJojeve epjtela, Е2 protein Ыokira ranj promotor ј daJju 
ekspresijtl Еб ј Е7 gena. Jstovremeno, Е2 protejn aktjvjгa kasnj promotor ј doJazj do 
porasta sjnteze Е Ј proteina, kao ј sjnteze Е4, Е5, L Ј ј L2 protejna (pregled u Stubenrauch 
and Lajmjns, Ј999). Porast Е 1 protejna vodj intenzivnoj ampljfikacjjj vjrusnih genoma i 
do hjljadu kopjja ро celjjj (Fehrmann and Lajmjns, 2003). 
Е5 protejnj su mali l1idrofobni proteinj Јосјrалј u membranama endozoma, Goldzj aparatu 
i plazma membrani. Oni stjmulisu proJjferacjju сеЈјја foгmjгanjem kompleksa sa EGFR 
( eng. gpidermal-gro,vth-factor r.eceptor), PDGFR- beta ( eng. J2.latelet-flerived growth­
fac/01'-/l r.eceptor) ј CSFlR (eng. f.Olony-§.timulating factor-1 r.eceptor) (pregJed u 

Fehrmann and Lajmjns, 2003; zur Hausen, 2002). Е5 protejn se vezuje ј za subjedjnjcu 
vakuolarne А TPaze od 16 kDa ј tako inh iblra acjdjfikacjju endozoma ј degradaciju 
internaJjzovanih EGFR. Ovo rezuJtjra vracaлjem EGFR-a na plazma membranu ј 

prolongjranom mitogenom sjgnaJjzacjjom (Strajght et al., Ј 995). L Ј ј L2 protejnj se 
udruzuju ј formjraju vjrusne kapsjde u koje se pakuju vjrusnj genomj. Е4 protejn 
olaksava oslobadanje vjrusnjh partikula narusavanjem citoskeletne organizacjje (Doorbar 
et а Ј., Ј 99 Ј ). ZreJe virusne partjkule u superficjjaJnoj zoni se osJobadaju deskvamacjjom 
epjteJa. 
Pored pomenutih vjrusnih proteina otkrjveno је i postojanje Е8 proteina kojj sa deJom Е2 
protejna reprjmjra vjrusnu replikaciju ј transkrjpcjju ј veruje se da jma znacajnu uJogu u 
odrzavanju vjrusne latencije u bazalnim ceJjjama jnficiranog epjteJa (Stubenrauch et аЈ., 

2001). Е3 protein је otkrjven kod samo nekoliko HPV-a i nepoznate је funkcjje 
(PrendjviJJe and Davjes, 2004). 

1.5.3. ULOGA Еб 1 Е7 PROTEINA U ONKOGENEZI 

Za razJjku od nisko-rjzjcnjh НРУ-а, genomj vjsoko-rizjcnjh НРУ-а se integrisu u DNK 
celjje domacina. Ovo је kJjuean dogadaj koji vodi progresijj neoplasticnih lezjja ka 
kanceru. Kruzna virusna DNK se oblcno otvara unutar Е2 ORF-a, а deo Е2 ORF-a 
zajedno sa Е4, Е5 i delom L2 ORF-a se gubl (Siika 8) (pregled u zur Hausen, 2002). 
GuЬitak Е2 vodi nekontrolisanoj ј pojacanoj ekspresjjj Еб ј Е7 protejna. 
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Slika 8. HPV posredovaпa progr-esija kanceгa grlica materice (modifikovano prema 
Woodman et а!., 2007). 

Glavna uloga Еб proteina u onkogenezi је jnhiЬjcija funkcije р53 proteina. Е6 pr·otein se 
VCZllje za celijsku uЬikvitin-ligazu , Еб-АР (eng. E6-g_ssociated JZГOiein). Ovaj dirnerni 
kornpleks vezujc р53 protejп i iпdukuje visestruku uЬikvitinaciju р53 u prisustvtl 
ttЬikvitinskog eпzjrnskog kornp\eksa i degradacjjll tl proteazornirna (Scheffncr et al., 
Ј 993) (S ij ka 9). Ovo drastjcno srnanjttje vr·erne po luzjvota р53 protejna od пeko\jko satj 
do jspod 20 mi11uta ј t·edttkuje nivo р53 pt·otejпa i do polovine пivoa pristttt10g u 
пoгmalnim epitelnirn celijama. Pored toga, vezivanje Еб za р53 Ыokira iпterakciju р53 sa 
traлskripcioпalпim ko-aktivatorom СВР/рЗОО i inl1jЬira р53 zavisnu transkripciju 
(Zjmrner·maпп et al., 1999). 
Pored efekta па р53 funkciju Еб protein jspoljava ј dпrge aktjvпostj. Tako, proapoptotskj 
protejп Bak podleze proteazomalnoj degradacjjj plltem Еб proteina (Jackson et al., 2000). 
Е6 protein nekjh tjpova HPV-a vezuje kompoпeпte sistema za popravktt jednolancanih 
DNK prekida ј jпtliЬira ih (lftner et al., 2002). Ekspt·esjja gепа za kataljtjcku subjedjпjcu 
eпzjma telorneraza (I1TERT) је aktivirana Еб proteiпom (Oh et al., 200 1). То dovodj do 
dodavaлja l1eksameтjl1 poпovaka па te lorneme krajeve hromozoma ll difet·eпcit·a11im 

сеЩаmа i pt·odtt:Zetюg zivota HPV -inficiraпih celija. 
Е7 proteiп svoj oпkogeni poteпcijal ostvaruje vezivanjem za claпove Rb (елg. 

r.etinofl.lastoma) familjje pюteina i stimulise njilюvu proteazomalnu degt-adacijtt. Ovo 
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vodi oslobadanju E2F transkripcionih faktora od inhiЬirornog uttCaJa Rb, а time 
stimulacijtt ttlaska tt S faztt celijskog ciklusa i DNK replikaciju (Slika 9). Е7 proteini 
stimttlisu i cikline S fazc (cikline А i Е) (Zet·fass ct al., 1995), а istovremctlO Ыokit·ajtt 
fш1kciju cikJiп-zavisnih kinaznih iнhiЫtora р21 i р27 (Ftmk et al., 1997; Zerfass-TI1ome 
et а1. , 1996). Е7 iпdukuju i centromerntt amplifikaciju koja rezultuje abt1ot·mal11j1n 
tnjtoz.ama ј pojavom atlettploidjje (Dttensjпg et al., 2001). 
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b'k · · ·· • · ""--- HPV16 ш . 
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SJjka 9. Uloga Е6 ј 127 pi'Oteiнa u celijskoj proljfet·acjjj (modiftkovano prema Prendjville 
апd Davies, 2004). 

Еб ј Е7 protejпj reaguju i sa niz.om drugil1 ceJjjskih proteina i пaru~avaju 11jilюvu 

tlot·malпu funkciju. Tako, koпtiпuirana i pojacana ekspresiji Е6 i Е7 vit·ustlill proteiпa 
rezultira pojacanom proliferacijom, narusavanjem procesa popravke DNK ostecenja, 
difet·encijacije i apoptoze, pojacarюm genomskom nestaЬilnoscu i hromozomskim 
abnormalnostima. 
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2. CILJRADA 

S obzjrom na nerazjзSnjenu povezanostj mutacjja ј poJjmorfnjh varjjantj kodona 72 ТР53 
gena ј HPV jnfekcjje sa kJjлjcko-hjstopatoloskjm karakterjstjkama karcjnoma grJjca 
materjce i karcinoma jajnjka (FIGO stadjjum, hjstoloskj tjp/subtjp, hjstoloski gradus) i 
karakterjstikama bolesnica sa ovjm karcinomima (status menopauze, starosna dob), kao i 
ла medusobnu povezanost jzmedu pomenutjh potencijalnih Ьiomarkera i njjhovog utjcaja 
na antjkancersku terapiju, cjJjevj doktorske disertacjje ЬiЈј su: 

• Utvrdivanje ucestalosti ј tipa mutacija u egzonima 4, 5, 6, 7 ј 8 ТР53 gena kod 
bolesnica sa karcinomjma grlica materjce i jajnika. 

• lspjtjvanje povezanosti prisustva ј tipa mutacija sa demografskim 
karakteristikama, klinicko-histopatoloskim karakteristjkama karcinoma, kao i sa 
karakteristikama bolesnica. 

• Utvrdivanje raspodele polimorfnih varjjanti kodona 72 ТР 53 gena (Arg/Arg, 
Arg/Pro, Pro/Pro) u grupi bolesnica sa karcjnomjma grlica materjce, grupi 
bolesnica sa karcjnomima jajnika i grupj zdravih zena. 

• lspitivanje da Јј neka od poJjmorfnih varijanti kodona 72 ТР53 gena doprinosi 
rizjku za nastanak karcjnoma grJjca materjce jfj\i karcjnoma jajnika. 

• Ispitivanje povezanosti polimoгfnih varijantj kodona 72 ТР 53 gena sa 
karakteristikama karcinoma, kao i sa karakterjstikama bolesnica. 

• Utvrdivanje prisustva НРV infekcije, kao i procentualne zastupljenosti HPV 16 i 
HPV18 u karcinomima grlica materice ј njihove povezanosti sa karakteristjkama 
karcinoma, kao i sa karakteristikama bolesnica. 

• Utvrdjvanje prjsustva НРV jnfekcije u karcinomima jajnika i povezanosti sa 
karakteristikama karcjnoma, kao i sa karakteristikama bolesnica. 

• Jspitivanje uticaja mutacija ТР 53 gena, polimorfnih varjjaлtj kodona 72 ТР 53 
gena i НРV jnfekcije na odgovor na radioterapjju karcinoma grljca materice. 

• lspjtjvanje uticaja mutacija ТР53 gena, polimorfnih varijanti kodona 72 ТР53 
gena ј HPV infekcije na odgovor na hemioterapiju karcjnoma jajnika. 

• lspitjvanje povezanostj jzmedu mutacija ТР53 gena, polimorfnih varijantj kodona 
72 ТР53 gena ј prisustva НРV infekcije u karcinomima grlica materice i jajnika. 
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3. МATERIJAL 1 МЕТОDЕ 

3.1. UZORCI 

U radu su ana(jzjranj uzorcj karcjnoma grlica materjce 53 bolesnjce ј karcjnoma jajnjka 

54 bolesnjce. Karakterjstike bolesnica i klinicko-histopatoloske karakteristike tumora 
date su u Tabelama 1 ј 2. 
Kontrolnu grupu cinilo је 95 uzoraka bгjseva gr(jca materjce zena koje su dosle na 
ginekoloski pregled ј cjtoloski skrining na lnstitLit za onkologiju i radiologiju Srblje. 
Kriterijumi za ukljucivanje Ьili su: uredan ginekoloski nalaz sa normalnim Рара nalazom, 
odsustvo prethodne istorije postojanja prekancerskih i kancerskih lezija ginekoloske 
regije. Odablr је vrsen rnedu 223 zena, koje su zadovoljavale pomenute kriterijume, 
metodorn izbora preko taЫice slucajnih brojeva (Zar, 1999): а) poklapanje ро godinama 
unutar intervala (<40, 40-49, 50-59, >60 godina) sa grupama bolesnica, i Ь) isti odnos 
НРV inficiranih vs. HPV neinficiranih individua је u okviru svakog intervala godina kao 
u pomenutoj grupi od 223 zene. Opseg godina u kontrolnoj grupi је Ьiо 25-75 sa 
medijanom od 54 godina. 

Tabela l. Karakteristike bolesnica klinicko-histopatoloske karakteristike karcinoma 
grljca materjce 

Kara kteristike Broj pacijentkinja 
(n= 53) 

Sta rost (godine) 
Opseg 31-74 
Medjjana 48 

Status menopauze 
premenopauza 29 
postmenopauza 24 

FI GO stadijum 
I 50 
11 з 

Нistoloski tip 
skvamozni ceJjjskj karcjnorni 49 
adenokarcjnomj 4 

G radus 
Gl 18 
G2 23 
GЗ 5 
nUe odreden 7 
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Tabela 2. Karakteristike bolesnica klinicko-histopatoloske karakteristike karcinoma 
jajnika 

Ка ra kteristike Broj pacijentkinja 
(n=54) 

Sta rost (god ioe) 
Opseg 25-81 
Medijana 59 
Status meoopauze 

premenopauza 18 
postmenopauza 36 

FIGO stadijum 
Ј 12 
п 9 
111 29 
rv 4 

Histoloski podtip 
serozni 35 
mucinozni 2 
endometrioidni 7 
svetlocelijski 4 
nediferentovani 2 

neklasi fikovani * 3 
mesoviti Ј 

G radus 
Gl 19 

G2 21 

G3 6 
nij e odreden 8 

* neklasifikovani (eng. !J.Of Qtherwise wecified, NOS) 

Uzorci tumorskog tkiva su cuvani u tecnom azotu па temperaturi od - 1 96°С. 

Uzorci briseva grlica materice su ро uzimanu stavljani u fizioloski rastvor, potom 
vorteksovani da Ьi se odvojile epitelne celije brisa, centrifugirani na 1 700 х g 4 minuta i 
talog epitelпih celija је cuvan na - 20°С do izolacije DNK. 

3.2. IZOLOV ANJE DNК METODOM ISOLJA V ANJA 

Izolovanje DNK metodom isoljavanja је jednostavna i netoksicna procedura, koja se 
zasniva na upotrebi visokih koncentracija soli (na primer natrijum-hlorida) koje 
razdvajaju DNK od proteina. 

29 

http://www.tcpdf.org


Ljzjranje erjtrocjta se postjze prjmenorn hjpotonjcnog pufera kojj sadгZj nejonskj 
deterdzent Trjton Х-1 ОО (eng. grythrocy te [easing Q.u.lfer - ELB). Ро centrifugiranju 
erjtrocjti se uklanjaju sa supernatantom. Potom se dodaju: LLB (eng. [eulcocyte [easing 
Q.u.ffer) kojj se korjstj za ljzjranje membrane 6elija; jonski deterdzent SDS 
~odjjum-Q.odecjl ~ulfatj,) kojj degraduje membrane celija ј jedra ј denaturjse protejлe; ј 

protejnaza К koja vrsj djgestjju celijskih protejna ј oslobada DNK jz nukleoprotejnskog 
kompleksa. Ро jnkubacjjj, dodavanjem natr jjum-hlorjda ј centrjfugjranjem postjze se 
razdvajanje DNK od protejna. Ро estrakcjjj DNK se ргесјрјtјга apsolutnjm etanolom, а 
DNK talog se jspjra od zaostaljh solj 70% etanolom. 

PROCEDVRA: 

NEOPHODNI RASTVORI: 
ELB: 10 mM TRIS-HCI рН 7,5 (Trjs- SIGMA, USA; HCI- MERCK, Germany); 

0,3 М saharoznj rastvor (МЕRСК, Germany) 
1% Trjton Х-100 (SIGMA, USA) 
5 mM MgCI2 (ZORКA SABAC, SerЫa) 

LLB: 10 mM TRIS-HCI рН 8,0 
400 mM NaCI (SIGMA, USA) 

2 mM Na2EDT А р Н 8,0 (SIGМA, USA) 
fjJtrjranjem sterjlisatj rastvore (0,2џm) ј cuvatj na tamnom na 2-8°С. 

Merenje је vrseno na anaJjtjckoj vagj (ВЛ ООМ Precjsa, Swjtzerland), а podesavanje рН 
па р Н metru (MODEL 167 I, JENCO ELECTRONICS L ТО.). 

• Uzorak tkjva stavjti u ependorfice od Ј ,5 mL, dodati 700 џL ELB-a ј dobro 
jzmesati laganim aspjгjranjem u nastavak pjpete. 

• Centrifugjratj Ј mjnut na 20 800 х g (centrjfuga 54Ј7 R, EPPENDORF, 
Germany). Pazljjvo odJjtj superпatant, vodeci racuna da se ne izljje ј talog. Osusjtj 
malo talog okretanjem ependorfice i oslanjanjem gornje jvjce na papjrnu vatu. 

• lspratj sedjment sa Ј mL ELB-a. KompJetno resuspendovatj aspjгjranjem u 
nastavak pipete. Centrifugiratj Ј minut na 20 800 х g ј odJjtj supernatant. 

• Celjjskj talog moze da bude obojen, ра u tom slucaju kada talog sadrzj oko 50% 
erjtrocjta ponovjtj korake jspjranja sa ELB. 

• Resuspendovati talog u 300 џL LLB-a, dodatj 20 џL Ј 0% SDS-a (SERVA, 
Germany) ј 20 џL protejnaze К (SIGМA , USA) (Ј О mglmL), ј snзZno 

vorteksovatj (НEIDOLPH, Germany). 
• Inkublratj na 56°С oko 30 mjnuta u vodenom kupatjJu (НААКЕ SWB25, 

Germany) i povremeno vorteksovatj. Suspenzjja postepeno treba da se jzblstrj. 
Ako suspenzjja пјје bjstra posle 30 mjnuta nastavjtj sa jnkublranjem jos 1 sat na 
70°С ili preko nocj na 56°С. 

• Ohladjtj rastvor na sobnoj temperaturi. Dodati Ј ОО џL 6 М NaCI ј izmesatj 
jntenzjvno ili vorteksovati 30 sekundi. 
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• Ceлtrifugirati З miлuta ла 20 800 х g, а potom pazljivo preлeti superлataлt koji 
sadгZi solubilлu DNK u nove ependorfice ne dodirujuci talog u kome su proteini. 

• U epeлdorficu dodati 1 mL hladлog (-20°С) apsolutлog etanola (МЕRСК, 

Germany) i promuckati tridesetak puta, dok se ле formiraju koncici DNК. 
• Centrifugirati DNК 2 mjлuta na 20 800 х g i odJjtj supernataлt. 
• Dodatj 1 mL 70% etanola i jzmuckatj. 
• Ceлtrifugirati 2 minuta na 20 800 х g ј odJjtj supernataлt. 
• Ukoliko је DNK talog obojen ponovjtj korak ispiranja sa 70% etaлolom. 
• ВеЈ ј talog ostavitj u termostatu (SUТJESКA, Yugoslavia) da isparj etanol. 
• Resuspeлdovati DNK talog u 1 ОО џL dejonizovane vode. 
• DNK uzorak cuvati na -2о·с do analize. 

3.3. SPEKTROFOTOMETIOJSKO ODREDIVANJE KONCENTRACIJE DNK 

Prinos ј cistoca DNK rastvora moze se odrediti spektrofotometrijskim mereлjem 

apsorbance (А) ла 260 i 280 nm. DNК jma maksjmum apsorpcjje ла 260 nm, а protejлi 
na 280 лm. Odnos A2(,o1A2so za cistu DNK је oko 1 ,8. Nizi odnos od Ј ,6 ukazuje na 
znacajno prisustvo proteinima i drugih kontaminanata i takve uzorke treba, eveлtualлo, 
dodatno precistjti. 
Za proveru cistoce DNK po2eljno је izmerjti i apsorbancu ла 230 i 320 nm. Na 230 nm 
apsorbuju ugljeлi hidrati, peptidi, fenol i aromaticne kompoлente, а na 320 nm soli, tako 
daje pozeljлo da su ove vrednostj sto manje. 
Koлceлtracija izolovane DNK se odreduje formulom: 

С = А260 х R х ОР х 50 gl L 
1 оо о f.L f.L ' 

gdeje: 
R - razЫazenje 
А2ю- apsorbanca na 260 nm 
ОР - opticki put 
50 - faktor za genomsku DNK (А2ю 50 J.lg/mL rastvora cjste dvolancane DNK је 1 ako је 
ОР Jcm). 

Prj mereлju apsorbance slepa proba se korjsti za kaliЬraciju. Ona sadrzi sve sastojke 
reakcioлe smese jzuzev uzorka сјја se konceлtracjja odreduje. Ako је DNK rastrvoreлa u 
vodj slepa proba је voda. 
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PROCEDURA: 

• DNK uzorak zagrejati preko noci ili 2 sata pre merenja u vodenom kupatilu na 
З7°С. 

• Podesjtj spektrofotometar (BioPhotometer, EPPENDORF, Germany) za merenje 
dvolancane DNK ј kaliЬrjsatj kjvetom sa slepom probom (200 J.LL dejonjzovane 
vode). 

• Napravjtj Ј ОО puta razЫazenje uzorka sa dejonjzovanom vodom u kolicjni od 
200J.LL (2 J.LL uzorka ј 198 J.LL dejonizovane vode) ј ocitatjtj apsorbance. 

Koncentracjja DNК u J.Lg/J.LL, kao i odnos A26oiA2so se automatski izracunavaju. 
Merenje је vr~eno u plasticnjm kivetama za jednokratnu upotrebu. 

3.4. LANCANA REAKCIJA POLIМERAZE 

Lancana reakcjja polimeraze (eng. J2.0lymerase f.hain r_eacNon - PCR) је metoda za in 
vUro amplifikaciju nukleinskih kiselina. Osnovu ove metode је postavjo americkj 
molekularni blolog Karry Mullis 198З. godjne. Ona se zasnjva na ponovljenjm procesima 
sjnteze DNK pomocu dve suprotпo orijentjsane oljgonukleotjdne sekvence (prajmera) 
koje ogranicavaju cjljnu sekvencu DNK i enzjma termostabllne DNK polimeraze, od 
kojih је najcesce korjscena Taq polimeraza. Svakj od sjnterjsanjh c jljnih molekula DNK 
sluzj kao matrica za sjntezu novih kopjja cjljnog molekula. Na ovaj nacjn ciljпa sekvenca 
DNK se moze umnozjtj ј mjljjardu puta ј tjme se uspe~no analjzi ratj DNK jz mjnimalne 
koljcjne polaznog materjjala. 
PCR se sastoj ј od 25 do 45 ponovljenih cjkJusa od koj jh svakj jma trj koraka: 
Ј . Denaturacije matrice DNK raskidanjem vodonicnih veza izmedu dva komplementarna 
lanca DNK na temperaturj od na 95°С, ЗО-60 sekundj, 
2. HiЬridizacije prajmera sa matricom uspostavljanjem vodonjcnih veza izmedu 
prajmera ј komplementarпe sekvence na matrjci na temeperaturi od 42 do 65°С, 20-60 
sekundi. Temperature hiЬridizacije su З-12°С iznad temperature topljenja (Tm) za dati 
par prajmera ј moraju se empirjjski odredjt j, 
З. Elongacije prajmera kataJjzovane ter:mostabllnom DNK poljmerazom na 72°С, 20 

sekundj do 2 mjnuta. 
Pre prvog ciklusa PCR-a izvodj se jnjcjjalna denaturacija. Ukoliko se radj о genomskoj 
DNK PCR sme~a se inkublra З do 5 minuta na 95°С. 
Nakon poslednjeg ciklusa PCR izvodi se korak finalne elongacije u kome dolazi do 
kompletiranja parcjja1no sintetjsanih produkata tako sto se PCR sme~a inkublra 5 do Ј5 

mjnuta na 72°С. 

PCR proces zavjsj ј od veljkog broja reagenasa i njjhovih koncentracija u reakcionoj 
sme~i. 
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Prajmeri su tipicno 14 do 40 nukleotida. dugi, sa GC sadrzajem od 40-75%. Prajmeri 
manjih duzina nespecificno hiЬridizuju sa. DNK. Sekvenca prajmera treba da је takva da 
se izbegne komplementarnost З' krajeva, јег u suprotnom dolazi do njihove medusobne 
hiЬridizacije i formiranja dimera prajmera (eng. primer-dimers). Prajmeri ne treba da 
sadгZe palindromske sekvence koje dovode do formiranja sekundarnih struktura. 
Optimalna koncentracija prajmera se utvrduje empirijski, а krece se u opsegu od О, 1 Ј.!М 
do 1 Ј.!М. 
Optimalna koncentracija MgC/2 u PCR reakcionoj smesi је u opsegu od 0,5 mM do 5mM. 
Slobodni joni magnezijuma su neophodni za aktivnost Taq polimera.ze, а i za formiranje 
kompleksa sa nukeotidima koji se u takvoj formi ugraduju u DNK lanac tokom 
elongacije. 
Optimalna koncentracija dezoksiribonukleotid trifosfata (eng. Q.eoxyriЬo.nucleotide 

!riQhosphate - dNTP) u PCR reakcionoj smesj iznosj od 20-200 Ј.!М ј zavjsj od duzjne 
fragmenta kojj se ampljfiktrje, koncentracije Mg2+ jona ј koncentracije prajmera. Yelikj 
visak nukleotida u PCR reakcionoj smesj smanjuje kolicjnu PCR produkta јег uklanja 
slobodni magnezijum, c jme se smanjuje aktivnost Taq pol jmera.ze i efikasnost 
hiЬridizacjje prajmera. 

Za izvodenje PCR-a koгjscen је AmpliTaq Gold PCR Master Mix-a (APPLIED 
BIOSYSTEMS, USA) koji sadrzi sve neoplюdne hemijske komponente osjm matrjce ј 

prajmera. Komponente su prisutne u dvostrukoj koncentraciji. AmpliTaq Gold PCR 
Master Mix sadr:Zj sledece komponente: 

• AmpliTaq Gold DNK polimerazu (0,05 U!џl) - rekomЬinantna termostaЬilna 

polimeraza kodjrana modifikovanom formom gena za Taq polimerazu. Aktjvacija 
ove polimeraze se desava na visokoj temperaturi sto omogucava rad na sobnoj 
temperaturi na kojoj је enzim neaktjvan. Enzim moze Ьiti kompletno jli paгcjjalno 
aktjviran u koraku koji prethodj PCR-u jnkuЬiranjem 5 minuta na 95°С ili 
postepeno tokom trajanja PCR-a, 

• Pufer GeneAmp PCR Gold (ЗО mM Tгjs/HCI, рН 8,05, Ј ОО mM KCI) - PCR 
pufer u kome је aktivrюst enzim optimalna, 

• dNTP-e u ekvjmolaГiljm koncentracjjama od 400mM, 
• MgCI2- 5 mM, izvor M/f+ jona, 
• staЬi 1 jzatore. 

Kolicjna genomske DNK u PCR reakcionoj smesi od 25 J.!L blla је 200 ng. Sekvence i 
finalne koncentracije prajmera u PCR reakcjonoj smesi, kao i duzine dobljenih 
ampljfikata date su u Tabeli З, dok su temperatuгnj i·vremenskj profil PCR reakcija dati u 
Tabeli 4. Koriscenj prajmeri su firme METABION (Gumany), а PCR aparat 
Mastercycler gradient (EPPENDORF, Germany). 
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Tabela З. Sekvence i finalne koncentracije prajmera u PCR reakcionoj smesi, i duzina 
dobljenih amplifikata 

Finalne Duzina 
Sekvenca prajmera (5'-3') koncentracije Amplifikata 

(џМ) (Ьр*) 

egzon 4$ АТС Т АС AGT ССС ССТ TGC CG 0,25 296 

egzon 4AS GCA АСТ GAC CGT GCA AGT СА 

egzon 5$ TGT ТСА СТТ GTG ССС TGA СТ 0.25 268 
egzon 5AS CAG ССС TGT CGT СТС ТСС AG 

egzon 6 S TGG 1ТG ССС AGG GTC ССС AG 0,25 223 
egzon 6AS ООА GGO ССА CTG АСА АСС А 

egzon 7S АСТ GOC СТС АТС 1ТО GGC СТ 0,25 171 
egzon 7AS TGT GCA OGG TGG САА GTG GC 

egzon 8S ТАА ATG GGA CAG GTA GGA СС 0,25 230 
egzon 8AS ТСС АСС GCT ТСТ TGT ССТ GC 

ОР5+** ТТТ GТТ АСТ GTG GTA GAT АСТ АС о, 16 150 
GP6+ GAAAAA ТАА ACTGTA ААТСАТ АТТС 

pgloЬinS GAA GAG ССА AGG АСА GGT АС 0,16 268 
pgloЬinAS САА СТТ САТ ССА CGT ТСА СС 

HPVI6 E7S CATGGA GAT АСА ССТ АСА ТТG С О, 10 285 

HPVIб E7AS СТО AGA АСА GAT GGG GCA САС 

НРV18 EIS ААС AGT ССА ТТ А GGG GAG CGG CTG GA О, 10 187 

HPV18 EIAS TGC СОС САТ ОТТ CGC САТТТG 

*- bazлi par 

** - GP5+/GP6+ prajmeri su tako dizajnirani da se njima amlifikuje konzervisana 

sekveлca L 1 virusnog gena 23 tipa НРV (6, 1 1, 13, 16, 18, 30-35, 39, 40, 42, 45, 51-53, 
56, 58, 61, 66, 68) (de Roda Husman et al., 1995). 
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Tabela 4. Temperatumi i vremensld profil PCR reakcija 

Protokol Denaturacija HiЬridizacija Elongacija Finalna 
elongacija 

egzon 4 ТР53 5 min, 95°С -

inicijalna 
denaturacija 

35 ciklusa 50 s, 95°С 50 S, 55°С 1 min, 72°С 

egzoni 5-8 ТР 53 5 min, 95°С-

inicijalna 
denaturacija 

35 ciklusa l шin, 95°С l min, 60°С 
GP5+/GP6+ 

16 ciklusa Ј min, 94°С 2 min, 
55°С do 40°С* 1,5 mjn, 72°С 

24 ciklusa l min, 94°С 2 min, 40°С 1,5 min, 72°С 
4 min, 72°С 

р globln, НPVI6 l О min, 95°С -
inicijalna 

denaturacija 
40 cik!usa 30 s, 95°С l min, 55°С 2 min, 72°С 

HPV18 

40 ciklusa 30 s, 94°С Ј ,5 min, 70°С 1 min, 72°С 
2 min, 72°С 

* temperatura hiЬridizacjje је njza za 1 °С u svakom narednom cjkJtiSU - touchdown PCR 
(Evans et al., 2005). 

3.5. ELEKTROFOREZA U AGAROZNOM GELU 

Elektroforeza је metoda za razdvajanje nuklejnskjh kjseljna ј protejna. Ovj molekuli 
poseduju elektrjcnj naboj ј kroz gel pod dejstvom elektrjcne struje ј u prjsustvu pufera 
koji obezbeduje uspostavljanje elektrjcnog polja mogu se kretatj od jedne elektrode ka 
drugoj. Кretanje molekula zav jsj od osoЬina molekula kojj se razdvajaju (velicjne, 
gustjne naelektrjsanja, konformacjje, .. . ) i od uslova pod kojjm se elektroforeza vrsj 
(veljcjne рога u gelu, prjmenjene elektricne struje ј napona, temperature, sastava ј jonske 
jacjne pufera). Molekuli DNK poseduju negativno naelektrjsanje јег su u fizjoloskjm 
uslovima fosforne grupe duz kjcme DNKjonizjvane. Zato се se onj u elektrjcnom polju u 
p1·isustvu Ыаgо alkalnog pufera kretati od katode ka anodi. 
Elektroforeza se prjmenjuje u analjtjcke ј preparativne svrhe. Podloga za elektroforezu ili 
gel-nosac treba da је od materjjala kojj ne reaguje sa uzorkom ј da se molekuli kojj se 
analjzjraju na njemu ne adsorbuju. Као podloge se korjste agaroznj jJi poljakrjJamjdnj 
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gelovi. Elektroforezom se mogu proceniti velicine fragmenata DNK poredenjem brzina 
kretanja ovih fragmenata sa brzinom kretanja fragmenata DNK pozлate velicine 
(standarda za duziпu - markera DNK). 

Nakon rastvaraлja, kuvanja ј laganog hladenja rastvora agaroze nastaje gel tako sto se 
laлci agaroze povezuju vodonjcnim vezama ј formj1·aju mrezu sa porama od 1 ОО nm do 
300 nm u zavisnostj od koncentracije rastvora agaroze. Postojj vjse tjpova agaroze kojj se 
razlikuju ро modjfikacjjama osnovnog lanca agaroze. Koncentracija rastvora agaroze i tip 
agaroze odreduju rezolucjju gela, odnosno sposobnost razdvajanja molekula DNK 
razlicitih duzjna. Vjsoko procentnj rastvorj agaroze formjraju gelove na kojima se dobro 
razdvajaju mалјј fragmentj DNK i obrnuto. 
Za pravljenje gelova, kao ј za uspostavljanje elektrjcnog polja koriste se odredenj puferj. 
Neophodno је da se jstj pufer ј u jstoj ko11centracjj ј koristj ј za pravljenje gela ј za 
elektroforezu. Trjs-boratпj pufer (ТВЕ) рН 8,0 se korjsti za aлalize ampljfikovanjh 
fragmenata DNK PCR metodom. 
Za praeenje toka elektroforeze koriste se Ьоје brom-fenol plavo ј ksjleпcjjaлol koje se 
nalaze u puferu za naljvaлje uzoraka (eng. loading buffer), koji imaju i ulogu da 
povecaju gustiлu uzorka, cime se omogucava da DNK jz uzorka padne na dno bunarica. 
Pufer za nalivanje uzorka na bazj fikola daje najostrije trake na gelu. 
Za elektroforezu је potrebno prjmenjtj odgovarajuci napon, jacjnu struje i vreme trajanja. 
U principu, fragment j DNK putuju kroz gel u merj koja је proporcionalna primenjenom 
naponu (V) ро duzini (cm) гаstојалја izmedu elektroda. Potrebno је podesjti ј struju 
adekvatnog intenziteta јег prejaka struja dovodi do prekomemog grejanja pufera, 
topljenja gela i difuzija traka na gelu zbog brzeg propadanja puferskog sjstema, dok struja 
suvise niskog intenziteta dovodi do difuzije molekula DNK u gelu. 
Etidijum bromid (EtBr) se korjstj za vizuelizacjju molekula DNK u gelu. On se umece 
jzmedu baza DNK ј fluorescira лaraлdzasto-crveno (560 nm) kada se osvetlj UV svetlom 
talasne duzine od 260 nm do 320 nm. Intenzitet fiuorescentnih traka је proporcjonalan 
koijcjnj i veJjcjnj fragmenata DNK. 
Trajnj zapjs elektroforeze u agaгoznom gelu doЬija se fotografisanjem gela jzlozenog UV 
svetlu. 
Elektroforezom u agaroznom gelu u ovom radu proveravana је kolicina ј kvalitet 
jzolovane DNK pre PCR-a, kao ј prinos i specificnost amplifikovanjh produkata nakon 
PCR-a. 

PROCEDURA: 

NEOPHODNI RASTYORl: 
10ХТВЕ: 

Tris 
Borna kiselina 
EDTA 

121 g 
55 g (МТ TRADE, Yugoslavia) 
40mL 

рН 8,0 se podesava sa HCI. 
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Iz stoka 1 Ох ТВЕ pravj se 0,5хТВЕ. 

5х pиfer za naljvanje иzoraka : ksjfencjjanol (SIGМA, USA) 0,25% и 30% glicerolи (МТ 
TRADE, Yugoslavia). 

• Prjpremitj nosac ge1a: 
zalepitj lepfjjvи trakи na оЬе jvice kadice za ge1 
postavjtj cesljeve 
postavljanjem liЬele jzmedu cesljeva proverjtj nagib podloge. 

• Napravjtj 2% agaroznj gel sa 0,5 џg/mL EtBr и kofjcjnj od ЗOmL: 
30 mL 0,5хТВЕ 
0,6 g agaroze (JCN BIOМEDICALS, Ohio) 
1,5 џL EtBr (10 mg/mL) (SIGMA, USA). 

• Zagrejatj do kljиcanja и er1enmajerи na magnetnoj mesa1icj (MSH 300, ВОЕСО, 

Germany) dok se rastvor ne izЬistrj, а potom rash1adjtj do 60-6s·c ј raz1jtj gel 
jzmedи 2 ces1ja и иnapred pripremJjen nosac. 

• Ostaviti ge1 da po1jmerise 25-30 m jnuta. 
• Stavitj nosac gela u kad jcu za elektroforezu (GNA 1 ОО, PHARMACIA 

BIOTECH, Sweden) ј sjpatj O,SxTBE pufer, tako da malo prekrjje gel. 
• Na providnи fofjju zategnutи preko petrj solje mikropjpetom stavitj ро 1,5 џL 

pufera za nafjvanje иzorka i 6,5 џL иzorka dodatj mjkropjpetom na kap Ьоје. 
Uzeti иzorak sa bojom ј naneti u bunarjc и gelи. 

• Stavjtj poklopac na kadicu ј elektrode prjk1jucjtj na jzvor strиje za elektroforezи. 
Podesjti napon, strujи i vreme trajanja elektroforeze na tгansformatoru (EPS 600, 
PHARМACIA BIOTECH, Sweden): 
1 = 25 тА; t= 25 mjn za proverи PCR prodиkata egzona 4-8 ТР53 gena, ~ 
gloЬina, НРV 1 6 ј НРV 18; 
.1 = 25 mA; t= 50 min za proveru GP5+/GP6+ PCR prodиkata. 
Uporedo sa PCR prodllktjma koji se analiziraju nanosi se i 2 џL markera DNK 
pUC18 Haelll Digest (SIGMA, USA) ifj З џL O'GeneRuler™ ЈООЬр DNA 
Ladder ready-to-use (FERМENTAS, Lithuania) da Ьi se proverjJa specificnost 
PCR prodиkata kroz prjЬJjzno odredjivanje njegove duziпe. 

• Posmatrati razdvojene fragmente DNK ll gelи ро zavrsenoj elektroforezi na UV 
transilиminatorll (MacroVue UV-25, HOEFER, USA) . 

3.6. ELEKTROFOREZA DNK U POLIAKRILAMIDNOM GELU- Р AGE 

Poliakrilamidni gel nastaje ko-polimerjzacijom akrilamida i Ьisakrjfamjda (N-N'-metjlen­
Ьis-akrifamjd), koji pravj spojeve jzmedи 1anaca pofjakrjfamida, tako da nastaje mrezasta 
strиktura. Reakcjja pofjmerjzacije је aktivjrana amonjjиm-persulfatom (APS-om) ј 

tetrametiletjfendiamjnom (TEMED-om). APS sadrzi persul fatпe s1obodne radikale kojj 
aktjvjrajи ТЕМЕD. Nesparenj elektron aktjvjranog ТЕМЕD-а se prenosj па akrjfamidni 
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monomer ј aktjvjra ga. Aktjvjranj akrilamjdni monomer aktjvjra drugi akrjJamidni 
monomer, ј tako redom raste lanac poliakrilamjdnih monomera. Lancj se povezuju preko 
Ьisakrilamjda. Najcesce se gelovi prave da se jedan molekul Ьisakrilamjda nalazi na oko 
29 akrjJamidnjh monomera. Duzjna poljakrjlamjdnih lanaca zavjsj od koncentracije 
akrjJamida (3,5% do 20%), а od nje zavjsj rezolucija gela. 
Prilikom prjpreme poJjakrilamjdnih gelova potrebno је voditj racuna о faktorima koji 
uticu na kvalitet gela. То su cjstoca supstancj, koJjcjne TEMED-a ј APS-a, kontaminacjja 
odredenim jonima, temperatura, koncentracjja kjseonjka jtd. 
Akrjlamid ј ЬisakrjJamjd se tokom vremena deamjnacjjom pretvaraju u akriljcnu ј 

ЬisakrjJjcnu kjseJjnu u reakcij i koja је katalizovana svetlom ј alkaJjjama. Zato rastvor 
akrjlamjda treba da ima рН 7 jJi manje ј da se cuva u tamnoj Ьосј u f,·jzjderu. AkrjJjcna 
kjseJjna moze da dovede do lokalnih рН promena u gelu sto tiZrokuje formjranje 
artefakata, promene tl moЬilnostj fragmenata u gelu јЈј do 11epravjlnog putovanja u 
takvjm delovjma gela (eng. smiling effect). ,,Smiling" efekat је uzrokovan ј nejednakim 
rasporedjvaпjem toplote tokom elektroforeze, tako da su јујсе gela hladпjje od centra, 
gde fragmentj brze putuju zbog vjse temperature. 
Kontamjnacjja odredenim jonima moze da ubrza ili uspoгj polimerjzacjoni proces. 
Prevelike koljcine TEMED-a ј APS-a jzazivaju promene рН vrednostj, dok smanjena 
koJjcjna ovjh supstanci dovodi do formjranja duzjh poljakrjlamjdnjh lanaca, manje 
gustjne ј vece elasticnosti gelova. Zato se za pravljenje poJjakrjJamjdnjh gelova odredene 
koncentracije treba pridriavati propjsanih koljcjna reagenasa kojj aktjvjraju reakciju 
polimerjzacjje. 
Gelovj kojj poJjmerizuju na 4"С su neelastjcnj, а onj na 25 "С su manje porozni ј 

elastjcnjjj. Reakcija polimerjzacjje је egzotermna ј oslobodena toplota ubrzava dalju 
reakcjju. Kisconik jz vazduha rastvoren u gelu jnhjЬira reakciju poljmerjzacjje. 
Ро zavrsenoj elektroforezj razdvojena DNК se moze vjzualjzovatj bojenjem EtBr јЈј 

srebrom. Posto se EtBr ugraduje ј u sarn lanac akrjlamjda, te on fluorescira pod UV 
svetlom, na ovaj nacin se ne mogu detektovati fragmentj kojj sadrze manje od 1 О ng 
DNK. Zato је pogodnije bojenje srebrom. Ро elektroforezj gelovj se potapaju u rastvore 
etaпola, azotne kiseljne ј jspjraju destilovanom vodom. Zatjm se dodaje rastvor za 
jшpregnacjjtl gela kojj se sastojj od srebro-njtrata ј inkuЬiгa od1·edeno vreme na sobnoj 
temperaturj i u mraku. Potom se dodaje razvjjac koji se sastojj od natrjjum-Ьikarbonata ј 

formaldehjda, а zatjm se reakcjja bojenja stopjra ј gel fiksjra rastvorom sjгcetne kjseJjne. 

3.6.1. POLIMORFIZAM KONFORМACIJE JEDNOLANCANIH 
FRAGMENATA DNK - SSCP 

Poljmorfizam konformacjje jednolancanih fragmenata DNK (eng. ~ing/e ~tranded 

fonformation дolymorphism - SSCP) је metoda za skrjnjng ј , u nekjm slucajevjma, 
detekcjju mutacija i poljmorfizama. Ova metoda је nasla prjmenu za detekcjju promena u 
sekvencama DNK u razlicjtim kontekstjma. Zasnjva se na razJjkama u moЬilnostj 
jednolancanjh fragmenata DNK u nedenaturisucem poljakrilamjdnom gelu, koja је 
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posledica njihove prostome konformacije nastale intramolekulskim interakcijama 
zavisnim od primarne strukture DNК. Fragmenti DNK koji sadrze promenu u sekvenci 
zauzimaju razlicitu konformaciju i tokom elektroforeze razlicito putuju od wt fragmenata 
DNK. Medutim, metoda nije apsolutno senzitivna, јег jednolancani fragmenti DNK 
razlicitih sekvenci nekada zauzimaju takve prostome konformacije da pokazuju istu 
moЬilnost kroz poliakrilamidni gel tokom elektroforeze. То moze da dovede do lazno 
negativnih rezultata u detekciji promena u sekvenci DNK. Osetljivost metode u detekciji 
promeпa u sekvenci DNK је do 95% ukoliko se radi о fragmeпtima manjim do 250 do 
300 Ьр, а opada sa porastom duzine fragmenata DNК. 
SSCP metoda је u ovom radu koriscena za skrining mutacija u egzonima od 4 do 8 ТР53 
gena. 

PROCEDURA: 

Priprema poliakrilamidnog gela: 

Neophodni rastvori: 
30% stok akrilamida (odnos akrilamida ј bisakrilamida 29: 1): 

29 g akrilamida (SIGМA, USA), 

ЈО% APS: 

Ј g Ьis-akrilamida (SIGМA, USA), 
dopuniti dejonizovanom vodom do Ј ОО mL. 

О, 1 g А PS (ACROS ORGANICS, USA), 
dopuniti dejonizovanom vodom do Ј mL. 

Za 50 mL 8% gela potrebno је: 
Ј3,3 mL 30% stoka akrilamida, 
29 mL dejonizovane vode, 
2,5 mL 1 Ох ТВ Е, 
350 j.!L 10% APS, 
20 j.!L TEMED (SJGMA, USA) . 

Priprema uzoraka za SSCP: 

1 О j.!L dejonizovane vode, 
6 llL PCR amplifikata (ako је koncentracija amplifikata mala povecati kolicinu za 

30%, kolicinu vode smanjiti za isto toliko), 
З џL pufera za nalivanje uzorka: 

Ј mL formamida (SIGМA, USA), 
50 џL Ьоје: 1% bromfenol-plavo (SJGMA, USA), Ј% ksilen-cijanoJ u vodi, 
1 џL Ј О М natrijum hidroksida (МТ TRADE, Yugoslavia). 
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Uporedo sa PCR amplifikatima tumorske DNК pripremanju se ј sekvencjranj PCR 
ampJjfikatj (za odgovarajuce egzone) DNК jzolovane jz Jjmfocjta perjferne krvj zdravih 
osoba, kojj sluze kao kontrole. 
Ovako prjpremljenj uzorcj se denaturisu 5 mjnuta na 95°С, а zatjm stavljaju na led da Ьi 
se sprecjJa njihova renaturacjja. 

NaJjvanje poliakrjJamjdnog gela ј PAGE: 

• Sklopjtj apar·aturu za nalivanje gela prema uputstvjma projzvodaca (ВЮ RAD, 
USA) ј sveze napravljen gel naljtj sprjcem jzmedu ploca. 

• Namestitj cesalj jzmedu ploca vodecj racur1a da se ne naprave mehurjci vazduha 
jspod zuЬica ceslja ј proverjtj da gel ne curj jz sjstema. 

• Pustitj da gel poJjmerjzuje na sobnoj temperaturj 30-45 mjnuta. 
• Pa:Z.Jjjvo jzvadjtj cesalj ј stavjti ploce u sjstem za elektroforezu. 
• lspratj bunarj6e gela 0,5хТВЕ puferom. Napunjti rezervoare za pufer 0,5хТВЕ 

rastvoгom ј prjpremljene uzorke naljtj u bunarj6e. 
• Zatvorjtj sjstem ј spojjti elektrode sa transformatorom (PowerPac НС™, ВЮ 

RAD, USA). Podesiti napon, struju i vreme trajanja elektroforeze. * 
• Ро zavrsetku elektroforeze rasldopiti sistem i razdvojjti ploce, pazeci da se gel ne 

ostetj. 
• Vjzuelizaciju vrsjti bojenjem gela srebrom. 

*Uslovi elektroforeze za SSCP za egzone 4-8 ТР53 gena: U=l ОО V, t= 150 min, Т=4"С. 

Bojenje gela srebrom: 

• Potopjtj gel 7 mjnuta u 1 0% etanol. 
• Odljtj etanol, dodati 1% azotnu kiseJjnu (LACH-NER, Czech RepuЬlic) 

inkt1Ьirati З mjnuta. 
• lsprati gel 2 puta ро 1 mjnut dejonizovanom vodom. 
• Odliti vodu, dodati 0,2% rastvor srebro-nitrata napravljen neposredno pre 

upotrebe (CENTROHEM, Se1·bla) i drzatj 20-30 minuta u mraku. 
(0,4 g AgN03 za 200ml rastvora). 

• lsprati gel 2 puta ро 1 minut dejonizovanom vodom. 
• Sjpati rastvor natrijum karbonata (МЕRСК, Germany) 

(5,72 g natrjjum karbonata u 200 mL dejonizovane vode, 120 џL 36-38% 
formaldehida (LACH-1\ТER, Czech RepuЬiic) ј sacekati da se pojave trake 
koje predstavljaju fragmente DNK- posle desetak mjnuta). 

• Sjpatj \0% rastvor sjrcetne kiseline (LACH-NER, Czech RepuЬiic) ј odmah zatjm 
jspratj dejonizovanom vodom. 
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3.7. AUTOMATSKO SEKVENCIRANJE DNK 

Automatsko sekvenciranje DNК metodom сус/е sequencing zasnjva se na modifikacjjj 
metode za sekvenciranje DNK koju su razvilj Sanger ј saradnjcj 1977. godjne ј PCR-a. 
Sangerova metoda bazjra se na osoЬinj DNК poJjmeraze da moze da jnkorporjra 2' , З' 
djdeoksj dezoksiriЬonukleotjd trifosfate (ddNTP) na З' kraj rastuceg DNK Janca, cjme se 
elongacjja prekjda selektjvno na А, С, G јЈј Т usled odsustva З'- hjdroksjJne grupe u 
ddNTP-ovjma. 
Cetjri tluorescentne Ьоје sluze kao obelezjvacj koji se jnkorporjraju u ekstenzjone 
produkte DNK tokom PCR-a. Bojama se obelezavaju prajmerj na 5' kraju (eng. dye 
primers) јјј ddNТP-ovj na З' kraju (eng. dye terminators) koj j se koriste u PCR reakcjjj. 
PCR u automatskom sekvencjranju omogucava da se u sukcesjvnjm cjklusjma 
denaturacjje, hiЬridizacjje ј elongacjje Jjnearno amplifikuju ekstenzioni produkti. Rezultat 
reakcjje је mesavjna oJjgonukleotjda razljcjte duzjпe kojj sadrze bojama obelezene 
ddNTP-ove na svojjm З' krajevjma. 
DoЬijenj obelezenj fragmentj DNK se elektroforetski razdvajaju kroz kapjlaru jspunjenu 
separacjonjm matrjksom. Svaka od fruorescentnjh Ьоја emjtuje svetlost razljcjte talasne 
duzjne kada se ekscjtjra laserom sto omogucava detekciju svakc od cetiri baze koja је u 
vjdu ddNTP-a ugradena u fr-agment DNK. 
ABI PRISM З Ј О Genetic Analyzer (APPLIED BIOSYSTEMS, USA) је jnstrument kojj 
automatskj aпalizjra fluorescentno obelezene fragmente DNK tokom kapjlarne 
elektroforeze. Pod utjcajem elektrjcne struje fragmenti DNK putuju kroz kapjJaru 
jspunjenu separacionjm poljmerom od katode ka anodi. Kada fragmenti dodu do 
detektorskog prozora u kapilari, laser ekscitira fluorescetne obelezivace. Emj tovana 
fluorescenca jz Ьоја se skuplja putem сео (eng. Qharge-f.Oupled fi.evice) kamere ј cuva 
kao digitalnj zapjs u kompjuteru, nakon cega se obraduje softverom Sequencjng Analysjs 
(APPLlED BIOSYSTEMS, USA). 

3.7.1. PRECISCAV ANJE PCR PRODUКATA 

QlAquick sistem (QIAGEN, Gennany) је sjstem za brzo preciscavanje vise od 1 О )lg 
fragmenata DNK iz enzjmatskih reakcija ј agaroznjh gelova. Ovaj sjstem se zasniva na 
adsopcjjj DNК na sjljka-membranu u prjsustvu jakjh solj, dok kontaminantj prolaze kroz 
kolonu. Puferj za vezjvanje u kitu obezbeduju odgovarajucu koncentraciju soli i рН za 
adsorpciju DNK za silika membranu. Adsorpcija nukleinskjh kjseJjna za povrsjnu sjJjka 
membrane se dogada u prjsustvu visoke koncentracjje haotropnih soJj koje modjfikuju 
strukturu vode. Adsorpcjja DNK zavjsj i od рН vrednostj tako da је 95% ako је рН~ 7,5 ј 

dramatjcno opada na visim рН vrednostjma. 
QIAquick PCR Purification Кit (QIAGEN, Germany) se korjstj za precjscavanje 
jednolancanjh ј dvolancanjh fragmenata DNK iz PCR-a ј drugih enzjmatskjh reakcjja. 
Upotrebom Q!Aquick spin kolona fragmenti velicjпe 100 Ьр-10 kb se mogu precjstjtj od 
prajmera, nukleotjda, enzima, soli i dr-ugih necjstoca. РВ pufer u ovom kjtu omogucava 
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efikasno vezivanje jednolancanih ј dvolancanjh fragmenata DNK maljh ј do Ј ОО Ьр ј 

kvantjtatjvлo (99,5%) otklanjanje prajmera do 40 nukleotida. Tokom adsorpcjje prajmerj 
i necjstoce, kao sto su solj, neinkorporirani nukleotid i, agaroza, Ьоје, etidijum bromid, 
ulja i deterdzentj ne vezuju se za silika membranu, vec prolaze kroz kolonu. Soli se 
kvantitatjvno jspjraju puferom РЕ koji sadrzj etanol. Visak РЕ pufera uklanja se 
centrjfugiranjem. 
Efikasnost elucije zavisj od koncentracije soJj ј р Н ЕВ pufera (1 О mM Tris-CI, рН 8,5) 
kojim se eluira DNК. Elucijaje najefikasnija pri niskim koncentracijama soli. Maksimum 
elucjje је jzmedu рН 7,0 i 8,5. 

PROCEDURA: 
Napomena: 

- Pri prvoj upotrebj kita dodati 220 mL etanola (96-1 ОО%) u РЕ pufcr i 
600 ~L р Н jлdjkatora u 150 mL РВ pufera ( 1 :250). 
- Svj koraci centrifugiranja su na 17 900 х g. 

• Dodati 5 zapremjna РВ pufera na jednu zapreminu PCR smese ј izme~ati. рН 

indjkator РВ pufera nakon dodavanja u uzorak treba da bude zute Ьоје. Ukoliko је 
narandZзste ili ljuЬicaste Ьоје (рН>7,0), dodati 10 ~L З М Na-acetata рН 5,0 i 
izmesatj. рВ jпdikator u uzorku Ьi trebalo da se vratj u zutu boju. 

• Sipati uzorak u kolonu i centrifugirati ] mjnut. Prosutj jz tuЬice ono sto prode 
kroz kolonu ј vratiti kolonu u tubicu. U ovom koraku DNК se vezuje za kolonu, 
dok se ostale komponente smese ispiraju. 

• Dodatj 0,75 mL РЕ pufera ј centrjfugirati Ј minut. Prosuti jz tuЬice ono ~to prode 
kroz kolonu, vratjtj kolonu u tuЬicu i dodatno centrifugirati praznu kolonu 1 
minut. 

• Kolonu prebacjti u cjstu ependorficu od 1,5 mL. 
• Dodati 30 ~L ЕВ pufera na sredini kolone, ostaviti da se inkubira 1 min na sobnoj 

temperaturi i centrifugirati 1 miпut, kako Ьi se eluirala DNK. 
• Ependorficu sa pr·eci~ceпom DNK cuvati na 4°С do analize. 

3.7.2. PCR ZA SEKVENCIRANJE 

BigDye Terminato1· vЗ.l Сус/е Sequencing Кit (APPLIED BIOSYSTEMS, USA) sadrzj: 
dye terminator-e; dNTP-ove; AmpliTaq DNK Polimerazu, FS; rTth pirofosfatazu, 
magnezijum hlorid i pufer. AmpliTaq DNK Polimeraza, FS је mutantna forma Taq 
polimeraze koja sadrzj tackastu mutaciju u aktivпom mestu koja omogucava manju 
diskriminaciji ddNTP-ova i tackastu mutaciju u ami110 terminalnom domenu koja uklanja 
5'--tЗ' nukleaznu aktivnost cime se generisu cistiji signali sa redukovanim pozadiпskim 
sumom i gotovo bez guЬitka terminatora. TermostaЬilna neorganska pirofosfataza 
ragraduje oslobodene neorganske pirofosfate nastale nakon ugradnje dNTP-ova ili 
ddNТP-ova sprecavajuci njihovu akumulaciju koja polimerazicionu reakcija moze ucinjti 
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reverznom. Naime, ugradeni nukleotid monofosfati se mogu ukloniti iz ekstenzionih 
produkata i sa pirofosfatom opet formirati nukleotid trifosfate. 

PROCEDURA: 

REAGENSI: 

Ready Reaction Premix 2.5Х 
Big Dye Sequencing Buffer 5Х 
Prajmer 10 pmollџl 
DNK matrica 
Dejonizovana voda 

KOLICrNA : 

4 џL 
2 џL 
1 џL 

* 
** 

* DNK matrica se dodaje u zavisnosti od velicine PCR amplifikata i to: 
VELICrNA PCR AMPLIFIКATA KOLICINA DNK matrice 
100-200 Ьр 1-3 ng 
200-500 Ьр 3-1 О ng 
500-1000 Ьр 10-40 ng 
>2000 Ьр 20-50 ng 

** Voda se dodaje tako da ukupna zapremina reakcione smese bude 20 j.tL. 

Temperatura ј vremenskj profil cycle sequencing rcakcjje: 
1 mjnut na 96°С 
25 cjkJusa : 1 О sekundi na 96°С 

5 sekuлdi па 50°С 
4 minuta na 60°С 

3.7.3. PRIPREMA UZORКA ZA КAPILARNU ELEKTROFOREZU 

Pre anaJjze ekstenzionjh produkata kapilarnom elektroforezom tokom koje se vrst 1 

automatsko ocitavanje sekvence potrebno је uradjti precipitaciju ekstenzionih produkata 
sa etanolom i EDTA, cime se uklanjaju neinkorporiranj obelezeni ddNTP-ovj koji mogu 
da maskiraju podatke na pocetku sekvence. Preciscenj ekstenzjonj produktj se rastvaraju 
u formamidu (НiDj Formamjde, APPLIED BIOSYSTEMS, USA) kojj sprecava 
jпtralancanu hiЬridizacjju ј degradacjju ektenzionjh produkata. 

PROCEDURA: 

• Nakon сус/е sequencing reakcije, u svaku od epeпdorfica dodatj 5 џL 125 mM 
EDTA ј 60 џL 95-1 ОО% etanola, izmesatj okretanjem ependorfice 4 puta ј 

inkublrati na sobnoj temperaturi 15 minuta. 
• Centrifugirati na З 800 х g 45 mjnuta na 4 ·с. Odliti supematant tako sto se odsece 
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poklopac ependorfice, ona se zapusi papirnom vatom, stavi naopako u centrifugu i 
centrifugira dok se ne dostigne 185 х g i odmah zaustaviti. 

• Dodati 60 џL 70% etanola. Centrifugiratj na 2 700 х g 25 mjnuta na 4•с ј odljtj 
supernatant kao u prethodnom koraku. 

• Osusjtj talog na 9о·с 1 minut u masjnj za PCR drzecj ependorfice otvorene. 
• Dodatj 25 џL HiDj formamjda svakom talogu ј vorteksovati . 
• Denaturisati DNK 2 minuta na 95 •с, zatim staviti na led, vorteksovati, i opet 

staviti na led. 
• Cuvati uzorke na -2о·с do kapilarne elektroforeze. 

3.7.4. КAPILARNA ELEKTROFOREZA 

Za kapilarnu elektroforezu је koriscen polimer РОР6 (Performance Optimized Polymer 
6, APPLIED ВIOSYSTEMS, USA) . Uslovi clektroforeze za kapilaru od 47 cm su 15 kV 
na 50°С u trajanju od 35 minuta (module Seq Рорб Rapid lml E.md4, APPLIED 
BIOSYSTEMS, USA). Vreme jnjecjranja uzorka је 40 sekundj pri пaponu od З kV. U 
skladu sa koriscenom hemjjom za obelezavanje ekstenz joп jh produkata (BigDye 
Terminator vЗ.l Cycle Sequencing Kit) odabran је Dye Set/Primer (MoЬi ljty) File: 
DTЗI О РОР6 {BdvЗ }v2.mob (APPLIED BIOSYSTEMS, USA). 

3.7.5. ANALIZA SEKVENCI 

Digjtalnj zapi si automatskog ocjtavanja sekvenci tokom kapjlarne elektroforeze obraduju 
se putem Sequencing Analysjs softvera. DoЬijene sekvence se uporeduju sa referentnom 
sekvencom (GenBank sequence по. Х54156) za ТР53 gen upotrebom BLAST programa 
(http://www.ncЬi.nlm.njh.gov/BLAST/) cjme se jstrazuje prjsustvo mutacjja jlj 
poljmorfizama u analiziranjm uzorcima. Znacaj uocenih promena u ana l jziraпjm 

uzorcima se analizjra u bazi podataka za mutacjje u ТР53 genu -lnternational Agency јо1· 
Research оп Cancer (IARC) (http://www-p53.iacr.fc/). 
Tjpovi HPV se odreduju anal izom 34 Ьр sekvence DNK u hipervarijaЬilnom regionu L Ј 
gena nizvodno od GP5+ vezujuceg mesta, tj. poredjenjem doЬijene sekvence, upotrebom 
BLAST programa, sa poznatjm НРV genotjpskim sekvencama u Gen Bank bazj 
podataka. Medjutim, HPV 16 jma brojne sekvencjone varjjante, od kojih neke dele 
identicnu sekveпcu u ovom regionu sa nekim podtipovima HPVЗ I i НРVЗЗ i zahtevaju 
50 Ьр sekvence za genotipizaciju (Lee, 2007). 

3.8. ANALIZA POLIMORFIZAМA DUZINE RESTRIKCIONIH FRAGMENATA 

Restrikcio11i enzimi su nukleaze koje prepoznajtl i seku speciticnu sekvencu DNК. Mesta 
koja ove nukleaze prepozпaju oznacena su kao restrjkciona mesta (eng. r..estriction ~ite 
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дolymorphisms - RSP) i specificna su za svaki enzim. Ukoliko dode do promene 
sekvence DNК restrikciono mesto se moze promeniti ili se moze formirati novo. Naime, 
zamene jedne od baza u postojecem restrikcionom mestu ga menja na takav nacin da ga 
enzim nece prepoznatj ј djgestjja jzostaje. 
Polimorfizam duzina restrikcionih fragmenata (eng. r.estriction jragment lenght 
дolym01phism- RFLP) је metoda koja podrazumeva amplifikaciju specificne sekvence u 
kojoj se odigrava promena tipa nukleotjdne zamene, zatim restrikcjonu digestiju 
ampljfikovanih fragmenata DNК i na kraju proveru velicine produkata djgestije na 
agaroznom ili poliakrjlamidnom gelu. 
Poljmorfizam duzjna restrjkcjonih fragmenata је u ovom radu koriscen za detekcjju 
poJjmorfizama kodona 72 ТР53 gena. 

PROCEDURA: 

Egzon 4 ТР53 gena se ampljfikuje PCR-om ро protokolu jz Tabele 4. 
Prajmeri za egzon 4 ТР53 gena, kao i temperatura ј vremenski profil PCR-a dati su u 
odeljku 3.4. 
Uspesnost PCR reakcije se proverava elektroforezom u 2% agaroznom gel (odeljak 3.5.). 

Smesa za restrjkcionu djgestiju fragmenata DNK se sastojj od: 
1 ,5 f.!L PCR smese, 
24,5 f.!L dejonjzovane vode, 
2 flL 1 Ох Pufera R (FERMENTAS, Lithuania), 
1,5 J.lL Bsh Ј 2361 restrikcione nukleaze (FERМENTAS, Lithuania). 

Ojgestjja se izvodj jnkublranjem lh ј 20 minuta na 37°С, а reakcjja se prekida 
jnkublranjem smese 20 mjnuta na 65°С. 

Fragmenti dobljenj djgestijom se analizjraju elektroforezom u 8% nativnom 
poliakrilamidnom gelu. 

Prjprema uzoraka za PAGE: 
1 О )lL dejonizovane vode 
6 f.!L PCR ampl ifikata 
3 f.!L pufera za nalivanje (0,25% bromfenol-plavo, 0,25% ksilol-cjjanol, 20% 
fikol (SIGМA, USA) u vodi) 

Uporedo sa uzorcjma kojj se analiziraju nanosi se ј marker DNK pUC18 НаеШ Digest 
(1 5 f.!L dejonizovane vode, 1 f.!L markera ј З f.!L pufera za nalivanje), da Ьi se odredila 
priЬijzna duzine гestrjkcionih fragmenata. 
Bshl 2361 restrikcioпa nukleaza sece PCR ampljfikat za egzon 4 ТР53 gena od 296 Ьр na 
pozjciji CG!CG, tako da se doЬijaju fragmentj veljcjne 126 ј 170 Ьр. Arg/Arg homozjgotj 
se vizuelizuju sa dve trake na gelu (126 Ьр and 170 Ьр), Pro/Pro homozjgotj sa jednom 
trakom (296 Ьр ), а Arg/Pro heterozjgotj sa trj trake (Ј 26, 170 and 296 Ьр ). 
Uslovj elektroforeze su: U= Ј ОО У ј t= 1 ОО min na sobnoj temperaturi. 
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Ро elektroforezj fragmenti DNК se vizeJjzuju bojenjem srebrom (kao sto је opisano u 
odeljku 3.6. 1 .). 

3.9. STAТISТICКA ANALIZA 

Ispjtjvanje povezanosti ТР53 mutacija, polimorfizma kodona 72 ТР53 gena ј HPV 
infekcjje sa kljлjcko-hjstopatoloskjm karakteгjstjkama karcjnoma, kao ј karakterjstjkama 
bolesnica vrseno је fjserovjm egzaktjm testom (eng. Fisher exact test) ј ·i testom sa 
Jetsovom korekcjjom (eng. Chi-square test with Yates correction). Za jspjtjvanje 
medusobne povezanoti jzmedu ТР53 mutacjja, poljmorfizma kodona 72 ТР53 gena ј 

HPV infekcjje upotrebljenj su, takode, pomenutj testovi. 
Odstupanje od Hardj-Yajnbergove (eng. Hardy-Weinbug) ravnoteze u kontrolnoj grupj, 
kao i razJjke u ucestalostjma polimorfлjh varijantj kodona 72 ТР 53 gena jzmedu 
kontrolne grupe ј grupa bolesnica odredjvano је х2 testom. 
OR-om (eng. Qdds r.atio) procenjivan је doprinos polimorЉih varijantj kodona 72 ТР53 
gena za nastanak karcinoma grlica materice i jajnika. 
Stepen tumorskog odgovora u odnosu па pгjsustvo/odsustvo mutacija u ТР53 genu, 
genotip kodona 72 ТР53 gena ј prisustvo HPV jnfekcjje ispjtivan је Fiserovjm egzaktjm 
testom. Za prikaz vremena do progresjje bolesti (eng. ш·ogression{ree interval - PFI) 
koriscena је Kaplan Majer-ova (eng. Kaplan Meier) metoda, а za njihov opjs korjscene 
su medjjane prezjvljavanja ј 95% intervali poverenja (eng. f.Onfidence !nterval- CI). Za 
testjгanje razljka u vremenu do progresjje bolestj, u odnosu na parametre od znacaja, 
korjscen је Log-Rank test. 
Za njvo znacajnostj uzjmano је р=О,О5. 

46 

http://www.tcpdf.org


4. REZUL ТА TI 

Od ukupno 107 uzoraka karcinoma grlica materice i kar·cinoma jajnika, kao i 95 uzoraka 
br·iseva gr·lica materice, DNK је metodom isoljavanja uspe~no izolovaпa u 1 ОО% 
slucajeva. К valitet i koncentracija D К su Ьili zadovoljavajuci, ~to је proveravano 
spektrofotometrijskom merenjem i elektroforezom tl 2% agar·oznom gelu. PCR metodom 
su zasebno umnozavani egzoni 4, 5, 6, 7 i 8 ТР53 gena, а spccificnost i prinos PCR 
rcakcije је provcravaпa u 2% agaroznom gelи. 

4.1. M UTACIJE U ТР53 GENU 

U ovom r-adu, ispitivane Stl mиtacije и egzoпima 4-8 ТР53 gena. Metoda za skriпing 

mtrtacija Ьi la је SSCP. Razlicit pr·ofil denatuгisa11il1 PCR pгodukata, ро elektrofщezi tl 
8% poliakгilamidпom gelu, u odnosи na de11aturi sane PCR pr·odukte kontгolnil1 

sekvencir·anih DN К ukazalo је па prisиstvo pr·omena u sekvenci ТР53 gепа (Siika 1 0). 
Automatskim DNK sekveлciгanjem potvrdivaпo је prisustvo i utvrdivan tip mиtacija. 
Mutacije su oznacene na osnovu refereпtne sekvence (GепВапk scqucncc no. Х54156). 
Sve detektovane 111ut.acije su heterozigotnog tipa, osim ako nije drugacije nagla5eno. 

s 

- -

Slika 10. S СР analiza egzoлa 5, 6, 7 i 8 ТР53 gепа: koloпe Ј i 2 egzoп 5; kolone 3-6 
egzor1 6; koloпe 7 i 8 egzon 7; kolone 9 i Ј О egzon 8, koloпe С5, Сб. С7, С8 su koпtrole 
za egzoпe 5, 6, 7 i 8, redom. Strelicom је oznacena promeпa и sekveпci ТР 53 gena 
uосепа tr egzonu 6 (kolona 6). 

47 

http://www.tcpdf.org


4.1.1. M UTACIJE U EGZONIМA 4-8 ТР53 GENA U KARCINOMIMA GRLICA 
МАТЕRЈСЕ 

4.1.1.1. UCESTALOST 1 TIP MUTACIJA U EGZONIМA 4-8 ТР53 GENA 

Kako su za ampljfikacjju egzona 4-8 ТР53 gena korjscenj prajmerj kojj su sadrzal j 
delove jntronskjh sekvencj , pored promena Ll sekvencj egzona 4-8 ТР53 gena, 
detektovane Stl ј promene u sekvencj u deLovjma okolnjl1 jntrona. 
Medu 53 karcinoma grlica materjce, ptltem SSCP metode, u 5 (9,4%) slucajeva 
detektovane su p1·omene tl sekvencj u ana ljziranjm clelovima ТР53 gena. DNК 
sekvencj1·anje potvt·dj lo је u 4 (7,5%) ispjtivanjh kat·cinoma p1·isustvo promena u sekvenci 
ТР53 gena, а od togaje tl samo jednom (1 ,9%) karcjnomu detektovana mutac~ja u egzonu 
ТР53 gcna. 
U jednom tumoru је detektovana tackasta mutac jja koja menja zлacenje kodona (eng. 
missense) g. I4466G>A (egzon 8) i intronska varjjanta g. I461 2G>A (iпtroп 8) koja za 
erekat ima поvо mesta j skrajaпja iпtтола (епg. false splice site); u jedпom jпtroпska 
varijaпta g. l 3009С> Т (iпtroп 4), cij i uticaj na fuпkcjju р53 protej na n ije utv1·den ; ј u dva 
tumo1·a homozigotпa iпtronska varijanta g. 1 4394G>A (jntroп 7) koja је prvi put 
detektovaпa u ovom radu ј njje prjjavljeвa u lARC ТР53 bazj podataka (Slika 11). Sve 
promeпe su Ьile tipa traлzicija (G>A i С> Т). 

,~ • ..,G GAAATCAG GT..:C Т~.СС ':' G .... TCC.f\ ТТ 1 
1sr 160 170 

г ,. г п 

~ 
r 

'\. .1 \ '"' \ 
Mutira11a sckvcnca А А G G АА А ТСА G GTC С Т А С С Т GT I' C С Л ТТТ 

l~cГcrc11tna sckvc11ca А А G G А А А Т С А G G Т С С Т л С С Т G Т С С С л Т Т Т 

Slika 1 1. Genska sekveпca pokazuje promeпu u jntronu 7 ТР53 gena, na poziciji 
g. I4394G>A (GenBank sequence по. Х54156). 

4.1.1.2. POVEZANOST MUTACIJA U EGZONIMA 4-8 ТР53 GENA SA 
КLINICKO-HISTOPATOLOSIOM КARAKTERISТIKAMA KARCINOМA 
GRLICA МATERICE l КARAKTERISТIКAMA BOLESNICA 

S obzjr·om da је u samo jednom tttmoru detektovana egzonska mt~tacjja u ТР53 genll 
zajedno sa inro11skom varjjantom koja za posledjcu jma novo mesto jskrajanja introna i u 
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tri tumora intюnske varijante ciji uticaj na funkciju р53 protciпa пiје utvrdeл (odeljak 
4.1.1.1.), пiје ispitivaлa povezanost mutacija u ТР53 geпu sa kliпicko-histopatoloskim 
karaktcristikama karciпoma grlica materice, kao пi sa karakteristikama bolesnica sa ovim 
karcinomima. 

4.1 .2. МПТ ACIJE П EGZONТМA 4-8 ТРSЗ GENA U КARClNOМIMA JAJNIКA 

4.Ј.2.1 . UCESTALOST I TIP MUTACIJA U EGZONIMA 4-8 ТР53 GENA 

Meclu 54 kar·ciпoma jajnika, putem SSCP metode, tr 11 (20,4%) siLJcajeva detektovaпe SLJ 
pгomcna LJ sekveпci u egzonima 4-8 i delovima okolnih iпtrona ТР53 ger1a. DNK 
sekveпcir·aпje је LJ 7 ( 13,0%) ispitivanih kaгciпoma potvгdi lo prisustvo promena ll 

sekvenci ТР53 gena, а od toga su LJ 6 (1 1, 1%) kar·cirюma bile mutacije u egzoпima 4-8 
ТР53 gena. 
Raspodela mutacija ро egzoнima Ьila је sledeca: 1/6 ( 16,7%) mutacija detektovana је u 
egzoпu 4, 2/6 (33,3%) mutacija detektovaлe su u egzonu 5, 2/6 (33,3%) mutacija u 
egzoщr 7 i 1/6 ( 16,7%) mutacija ll egzonu 8. 
Od 6 mLJtacija, З su Ьile delecije (50%), 2/6 (33,3%) tackaste mutacije koja menjaju 
znacenje kodona i 1/6 (16,7%) tackasta mutacija koja uvodi stop kodon (eng. nonsense). 
Delecije Sll detektovane ll egzonu 5 (g.IЗ 1 70delA i g.l3180deiG) (Siika 12) i egzonu 7 
(g.l4063 _ 14074del), tackaste mutacije koja menjaju znacenje kodona u egzonu 7 
(g.I4060G>T homozigotna promena) ј egzoшr 8 (g.I4493G>T), ј tackasta mutacija koja 
uvodj stop kodon u egzontl 4 (g.I2082G>A). Tackastc mtrtacjjc koja menjaju znacenje 
kodoпa su Ьile tipa traлsverzija (G>T). 
U jcdnom ttrmoru dctektovana је homozigotna intronska varijanta g.I4394G>A (intron 
7). 

G A.~GG 
81 85 89 93 

13170deiA 

/ 

Slika 12. Delecija LJ egzonLJ 5 ТР53 gesщ па poziciji 13170 (GenBank sequence по. 
Х54156). 
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4.1.2.2. POVEZANOST МUTACIJA U EGZONIMA 4-8 ТР53 GENA SA 
КLINICKO-НISTOPA TOLOSIOM КARAKTERISТIKAМA КARCINOMA 
JAJNIКA 

S obzirom da је intronska varijanta g.J4394G>A ТР53 gena prvi put detektovana u ovom 
radu i njen efekat na funkciju р53 proteina njje ispjtjvan, bolesnjca koja је jmala tumor sa 
ovom promenom u sekvenci ТР53 gena njje uzeta u analizu. 
Prikaz raspodele mutacija u egzonjma 4-8 ТР53 gena u odnosu na FIGO stadijum bolestj, 
J1jstoloski podtip ј gradus tumora dat је u Tabefj 5. 

Tabela 5. Raspodela mutacjja u egzonima 4-8 ТР53 gena u odnosu na klinicko­
histopatoloske karakter·istjke karcinomajajnika 

Tip mutacija u 
FIGO stadjjнm Histoloskj podtjp Hjstoloski gradus 

ТР53 genн 

g.J2082G>A (egzon 4) п neklasifikovanj nije odreden 
g.ЈЗ 170deiA ( egzon 5) ш serozni G2 
g.l3180deiG ( egzon 5) IV nediferentovani G3 
g. 14060G> Т ( egzon 7) ш seroznj G2 
g.l4063 _ 14074del 

ш serozni G2 
(egzon7) 
g. 14493G> Т ( egzon 8) п svetlocel ijslci G2 

4.1.2.2 а) POVEZANOST MUTACIJA U EGZONIMA 4-8 ТР53 GENA SA FIGO 
STADIJUMOM 

Od 6 detektovaniћ mutacij a u egzonjma 4-8 ТР 53 gena u karcinomima jajni ka nijedna 
nije detektovana kod bolesnica sa FIOO l stadijumom (n= I2). Raspodela mutacija ро 
ostalim FIGO stadjjumima bila је: dve mutacjje sн detektovane tl karcinomima bolesnjca 
sa FIGO JI (n=8), trj tl bolesnjca sa FIGO Ш (n=29) ј jedna u bolesnjce sa FIGO fV 
stadjjumom (n=4). Dakle, u 2/20 (1 0,0%) bolesnjca sa lokaljzovanom bolestj (FIGO 
stadijumj 1 ј Il) ј u 4/33 (12,1 %) bolesnjca sa uznapredovalom bolestj (FJGO stadijumi Ш 
i IV) detektovane su mutacjje u ТР53 genu. 
Zastupljenostj mutacjja u ТР53 genu u lokalizovanoj (FIGO stadijumi 1 ј 11) vs. 
uznapredovaloj bolestj (FIGO stadijumi Ш ј IV) njje statjstjckj znaeajna Cii=0,044; 
р>О,О5) 
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4.1.2.2 Ь) POVEZANOST M UTACIJA U EGZONIМA 4-8 ТР53 GENA SA 
ШSTOLOSIOM PODTIPOVIМA TUМORA 

Zastup1jenost seroznog podtipa u ispitivanom uzorku karcinoma jajnika (n=53) Ьiо је 
66% (35 od 53 tumora), dok su ostali histoloski podtipovi zastup1jeni u 1 ,9% do 13,2%. 
Kako је serozni podtip karcinoma jajnika najzastupljeniji, razmatrana је raspodela 
mutacija u egzonima 4-8 ТР53 gena u ovom histo1oskom podtipu u odnosu na ostala sest 
podtipa. 
Mutacije u egzonima 4-8 ТР53 gena detektovane su u 3/35 (8,6%) karcinoma seroznog 
podtipa i 3/18 (16,7%) karcinoma ne-serozпog podtipa. Nema statisticki znacajne raz1ike 
u pojavi mutacija u ТР53 genu u seroznom vs. ne-seroznim histoloskim podtipovima 
Ci1=0, 179; р>О,О5) . 

4.1.2.2 с) POVEZANOST MUTACIJA U EGZONIMA 4-8 ТР53 GENA SA 
HISTOLOSIOM GRADUSOM TUMORA 

Nijedan od 19 dobro diferentovanih karcinoma jajnika (G 1) nije imao mutaciju u 
egzonima 4-8 ТР53 gena. U 4 od 21 (19,0%) umereno diferentovanih tumora (G2), 
jednom od 6 (16,7%) slabo diferentovanih tumora (G3) i jednom od 7 tumora ciji gradus 
nije odredivan detektovane su mutacije u ТР53 genu. 
Nema statisticki znacajne razlike u pojavi mutacija u ТР53 genu izmedu G2 i G3 tumora 
(Fiserov egzaktni test; р=О,697). 

4.1.2.3. POVEZANOST MUTACIJA U EGZONIMA 4-8 ТР53 GENA SA 
КARAKTERlSIКAMA BOLESNICA SA КARCINOMOM JAJNIKA 

4.1.2.3 а) POVEZANOST MUTACIJA U EGZONIMA 4-8 ТР53 GENA SA 
STATUSOM MENOPAUZE 

Mutacije u egzoпima 4-8 ТР53 gena bi1e su prisutne u 3/ 18 (16,7%) bolesnica tl 
premenopauzi i 3/35 (8,6%) bolesnica u postmenopauzi. lako је zasttlpljenost ТР53 
mutacija visa u bo1esnica u premenopauzi и odnosu na one и postmenopauzi, ova razlika 
nije statisticki znacajna (х2 1 =0, 179; р>О,О5). 

4.1.2.3 Ь) POVEZANOST MUTACIJA U EGZONIMA 4-8 ТР53 GENA SA 
STAROSNOM DOBI 

Medijana raspode1e godina dijagnostikovanja karcinoma jajnika u bolesnica sa 
mиtacijama u ТР53 genи је Ьila 58 godina, а u bolesnica sa wt ТР53 59 godina. 
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4.2. POLIMORFIZAМ KODONA 72 ТР53 GENA 

Bsh 12361 restrikcjona endonukleaza sece PCR produkte egzona 4 ТР53 gena sa 
kodonom 72 za Arg, а(ј ne ј one sa kodonom 72 za Pro. Tako dobljenj restrjkcjonj 
fragmentj razdvajani su u 8% poliakrilamjdnom gelu ј uporedjvanj sa DNK standardom 
za dtJzjntl (Sljka 13). 

80 

Sljka 13. Analjza PCR produkta egzona 4 ТР53 gena posle djgestjje sa enzjmom 
Bshl2361 u 8% poliakrilamidnom gelu. Kolone 1 ј 5 - Arg/Pro heterozjgoti; kolone 2. 4 i 
б - Arg/Arg homozjgotj ј kolona З - Pro/Pro homozjgot, kolona М - DNK standard za 
duzjnu pUCJ8llaelll Digest. 

4.2.1. RASPODELA POLIMORFNIН VARIJANТI KODONA 72 ТР53 CENA U 
CRUPI BOLESNtCA SA KARCINOMOM CRLICA MATERICE 

Raspodela genotjpova kodoпa 72 ТР 53 gепа Ll g1·upi bolesпica sa kat·cjnomom grlica 
matcrice (п=53) Ьila је: Arg/Arg 33/53 (62,3%), А1·g/Рю 19/53 (35,8%) i Рrо/Рго 1/53 
(1 ,9%). Ucestalost Arg alela Ьila је 80,2%, а Р1·о alela 19,8%. Grupa bolesnica sa 
kar·cinomom g1·lica mateгice је u Hardj-Vajпbergov-oj rav110tezi u odпosu па ispjtivani 
genski lokus (х2 1 =0,873; р>О,05). 

4.2.2. RA PODELA POLIMORFNШ V ARIJANТI KODONA 72 ТР53 CENA U 
GRПPI BOLESNICA SA КARCINOMOM JAJNIKA 

Raspodcla genotipova kodona 72 ТР53 gena u grupi bolesnica sa karcinomom jajnika 
(n=54) Ьila је: Arg/Arg 25/54 (46,3%), Arg/Pro 23/54 (42,6%) i Pro/Pro 6/54 ( ll , 1 %). 
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Ucestalost Arg alela Ьila је 67,6%, а Pro alela 32,4%. Grupa bolesnica sa karcinomom 
jajnika је lJ Hardi-Vajnbergov-oj ravnotezi u odnosu na ispitivani genskj lokus (х2 1 
=0,041; р>О,О5). 

4.2.3. RASPODELA POLIМORFNIН V ARIJANTI KODONA 72 ТРSЗ GENA U 
KONTROLNOJ GRUPI 

Raspodela genotjpova kodona 72 ТР53 gena u kontrolnoj grupj (n=95) Ьila је: Arg/Arg 
59/95 (62,1%), A1·g/Pro 29/95 (30,5%) i Pr·o!Pro 7/95 (7,4%). Ucestalost Arg alela Ьilaje 
77,4%, а Pro alela 22,6%. Kontrolna grupa је Ьila u Hю·di-Vaj11bergov-oj 1·av11otezi u 
odnosu па jspjtjvaпj genskj lokus (х2 1 = 1 ,568; p>O,OS). 
Raspodela genotjpova kodoлa 72 ТР53 gепа u kontrolnoj grupj ј grupama bolesпjca 
prikazanaje na Sljcj 14. 
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Sljka 14. Raspodela genotipova kodona 72 ТР53 gena u kontrolnoj gгupj (n=95), gt·upi 
bolesnica sa karcj1101110m grljca materice (n=53) ј grupj bolesnica sa kaгci11omom jaj11jka 
(n=54). 

4.2.4. UTICAJ POLIMORFNIH VARIJANTI KODONA 72 ТРSЗ GENA NA 
NAST ANAK КARCINOMA GRLICA MATERlCE 

Kako је ucesta lost Arg alela u bolesnica sa ka1·cj11omom grljca materice (80,2%) veca u 
odпosu па koпtrolnu grupu (77,4%), postavjlj smo l1ipotezu da su nosjoci Arg alela u 
povisenom rjziku za nastaпak ovog malignjteta. 

53 

http://www.tcpdf.org


S obzj1·om da Arg varjjanta moze jпhiЬiratj ili pojacatj tumorskj rast. u zavjsпosti da li је 
u okviru wt, odnosno mutiraпog ТР53 gena (odeljak 1.4.5.1.), iz analize је Ьiо iskljucen 
tumor sa mutacjjom u ТР53 genu, tumor sa intronskom varijantom ciji efekat na funkciju 
р53 proteina пiје tltvrden, kao ј tumori sa iпtroпskom varijantom koja је prvi put 
detcktovana u ovom radu i ciji efekat na funkciju р53 protejna nije jspitjvan. Tako smo 
doЬili gl'tlptl od 49 bolesnice. Opseg godina ove grupe bolesnica Ьiо је 31-74, sa 
medijanom od 48 godina. 
lz ukupne kontюlne grupe od 95 zena, izdvojene su one koje su zadovoljavale kriterijume 
pome1шte u odeljku 3.1. tl odnosu na grt~pll bolesnica sa karci11omom grlica mateгice. 
Tako smo dobili g1·upll od 74 zena koje su cinilc kontolntl g1·upн za ispitjvanje uticaja 
pol imo1·rnih vю·ijanti kodona 72 ТР53 gena na nastanak ovog maligniteta. lzboг је vrsen 
p1·eko tablice slucajnih brojeva (Zar, 1999). Opseg godina u ovoj kontt·oltloj g1·upi је Ьiо 
25-73 sa medijanom od 49 godina. 
Kontt·olna gгupa је Ьila u Hardi-Vajпbergov-oj ravnotezi u odnostl na jspjtivanj geпski 
lokus (х2 1 =0,727; р>0,05) . 

Uосеп је tгспd porasta Arg homozigota ј heterozigota u bolesпjca sa karci11omom grlica 
materjce u odnosu tla ko11tюlnu grupu (Sijka 15). 
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Slika 15. Raspodela genotipova kodona 72 ТР53 gепа u kollti'Oinoj g~·upj (n=74) i u grupi 
bolesnica sa karcjлomom grlica materice sa wt ТР53 (n=49). 

Pokazan је Ьlago povisen rizik za nastaлak karcinoma grlica materjce za Arg homozigote 
tl od11osu na heterozjgote plus Pro homozigote (OR= 1 ,24; 95% Cl 0,59-2,61 ), ј nesto visi 
za nosjoce Arg alela (Arg!Arg ili Arg/Pro genotip) ll odnosu na Pro homozigote 
(OR=4,24; 95% Cl 0,49-36,32). 
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4.2.5. UТICAJ POLIMORFNIH V ARIJANТI KODONA 72 ТР53 GENA NA 
NAST ANAK КARCINOМA JAJNIКA 

Kako је ucestalost Pro alela u bolesnica sa karcinomom jajnika (32,4%) veca u odnosu па 
kontrolnu grupu (22,6%), postavili smo hipotezu da su nosioci Pro alela u povisenom 
riziktl za nastanak ovog maligniteta. 
S obzirom da mt1tirani ТР53 moze uticati na razvoj tumora, iz analize su izbaceni tumori 
sa mutacijama tl ТР 53 genu, kao i pomerшti tшnor sa iпtronskom va1·ijantom koja је prvi 
pul detektovana u ovom radu . Tako smo dobili grupu od 47 bolcsnica. Opseg godina ove 
grt~pc bolcsnica Ьiо је 25-81, sa medijanom od 59 godina. 
Na 11acin pomentlt t1 odeljku 4.2.4., Ьila је izdvojena koпt1·ol11u gгt1pt1 od 70 zепа za 
ispitivanje llticaja pol imot'fn ih varijanti kodoпa 72 ТР53 gena na пastaпak kaгci110ma 

jajпika. Opseg godiпa u ovoj ko11trolnoj grupi је Ьiо 30-75 sa medijaпom od 59 godina. 
Koпtrol11a grupa је Ьila u Hardi-Vajnbergov-oj ravпotezi u odпosu па ispitivani genski 
lokus (х2 1 =0,021; р>О,О5). 

Uocen је 11·епd porasta Pro homozigota ј lleterozjgota u bolesпica sa karcinomom jajnika 
u od1юsu na kontrolnu grupu (Sijka 16). 
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Slika 16. Raspodela genotjpova kodona 72 ТР53 gспа u kontrolnoj grupi (n=70) i u grupi 
bolesпica sa ka1·ci11omom jaj11ika sa wt ТР53 (n=47). 

Pokazan је Ыаgо povjsen rizjk za nastanak karcjnoma jajnjka za Pro lюnюzigote u 
odnosu na l1ete1·ozjgote plus Arg homozjgote (OR= 1 ,52; 95% Cl 0,29-7,89), kao ј za 
nosioce Pro alela (Arg/Pro iJj Pro/Pro genotip) u odnosu na Arg homozjgote (OR=2,04: 
95% Cl 0,96-4,34). 
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4.2.6. POVEZANOST POLIМORFNIH V ARIJANТI KOOONA 72 ТР53 GENA SA 
KLINJCKO-HI TOPATOLOSКIM КARAKTERISТJKAМA КARCINOМA 
GRLICA МА TERICE 

Kako је 50/53 (94,3%) karcinoma grlica materice Ьilo FIGO Ј stadjjuma, njje ispitivana 
povezanost poljmorfnjh vaгjjantj kodona 72 ТР53 gena sa kljnj~kjm stadijumima bolesti. 
Takode, njje jspjtjvana nj povezanost polimorfnih vaгjjantj kodona 72 ТР 53 gena sa 
hjsto lo~kjm tjpom tumora, jer је 49/53 (92,5%) karcjnoma grljca materjce Ьilo 

skvamoznog hjstoloskog tipa. 
Od hj stopatoloskjh paгametara, jspjtjvana је povezanost poljmo1·fnjh varijantj kodoпa 72 
ТР53 gепа sa hjstoloskjm g1-adusom tumora. 
S obzjrom da је samo jedan tumor imao Pt-o!Pro poljmo1·Љu varijaпttl kodona 72 ТР53 
gспа сјј ј g1·adus 11ije odredivan, pratj)j s1110 raspodelu Л1·g/ А гg vs. Arg/Pro genotipa 
kodoпa 72 ТР53 gena uпutar razljcjtjh ћjsto loskj l, gradusa tt1mora. 
Od 18 dobro d jferentovanjћ tшnora (G 1 ), 11 је Ьilo Агg/ Arg, а 7 Arg/Pro geпotipa. U 
okviru 23 umercno difer·entovaпih ttlmora (G2), 15 jh је Ьi lo A 1·g/Aгg, а 8 Arg/Pгo 
genotjpa; dok је u okvj ru 5 slabo diferentovanjh tшnora (GЗ), 4 Ьilo Arg/Arg, а jedan 
Mg/P1·o ge11otjpa. Kod 7 tumora gradus nije od1·ediva11. U~estalost Arg/Arg ј A1·g/Pro 
genotjpova kodona 72 ТР53 gena u razljcjtjm !1jstoloskjm gradusjma u ispitivaпoj grupi 
bolesnjca (11=46) p1·jkazanaje па Slici 17. 
Uprkos trendu porasta Arg/ Arg genotipa od G l ka GЗ gradusu, nema statisticki zпacajne 
razlike u u~estalosti Arg/Arg vs. Arg/Pro genotipa jzmedu histoloskih gradusa tumora 
(G 1 vs. G2: х2 1=0,003; р>О,О5, G2 vs. G3: Fiseюv egzaktnj test; р=О,473 i G 1 vs. G3: 
Fjserov egzaktn ј test; р=О,414 ). 
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Slika 17. U~estalost Arg/Arg ј Arg/Pro genotipova kodona 72 ТР53 gena u razlicitim 
histoloskjm gradusjma u ispitivanoj grLipi bolesnjca sa kaгcjnomom grlica materice 
(n=46). 
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4.2.7. POVEZANOST POLIМORFNIH VARIJANTI KODONA 72 ТР53 GENA SA 
КARAKTERJSTIКAMA BOLESNICA SA KARCINOMOM GRLICA 
MATERJCE 

4.2.7 а) POVEZANOST POLIMORFNIH VARIJANТI KODONA 72 ТР53 GENA 
SA STATUSOM МENOPAUZE 

Od 29 bolesnjca sa karcjnomom gr1jca materjce, koje su Ьile u premenopauzj , 19 jh је 
Ьilo Arg/Arg (65,5%), 9 Arg/Pro (31,0%) ј jedna Pro/Pro (3,5%) genotjpa kodona 72 
ТР53 gena. Od 24 bolesnjca, koje su Ьile u postmenopauzj, 14 jh је Ьilo Arg/ Arg (58,3%) 
ј 10 Arg/Pro (41,7%) genotjpa kodona 72 ТР53 gena. 
lako је usestalost Arg/ Arg genot jpa vjsa kod bolesnjca u premenopauzj (65,5%) u odnosu 
na one u postmenopauzi (58,3%), ova razlika njje statjstickj znacajna (х2 1=0,064; 
р>О.О5) . 

4.2.7 Ь) POVEZANOST POLIMORFNIH VARIJANТI KODONA 72 ТР53 GENA 
SA STAROSNOM DOBI 

Medijana raspodele godjna dijagnostikovanja karcjnoma grljca materjce u bolesnica sa 
Arg/Arg genotipom kodona 72 ТР53 genu је Ьi la 47 godina, а u bolesnica sa Arg/Pro 
plus Pro/Pro genotjpom Ьilaje49 godjna. 

4.2.8. POVEZANOST POLIМORFNIH VARIJANTI KODONA 72 ТР53 SA 
KLINICKO-ШSTOPATOLOSКIМ КARAKTERISTJKAМA КАRСЈNОМА 
JAJNIКA 

4.2.8 а) POVEZANOST POLIMORFNIH VARIJANTI KODONA 72 ТР53 GENA 
SA FIGO STADIJUMOM 

Raspode1a genotipova kodona 72 ТР 53 gena u odnosu па FIGO stadijume bolesti Ьila је 
sledeca: u okvjru FIGO 1 stadjjuma 5/12 bolesnica Ьilo је Arg/Arg, 6/12 Arg/Pro ј 1/12 
Pro/Pro genotjpa; u okviru FIGO Il stadijuma 2/9 bolesnjca Ьilo је Arg/Arg, 6/9 Arg/Pro 
ј 1/9 Pro/Pro genotipa; u okvjru FIGO II1 stadjjuma 18/29 bolesnjca Ьilo је Arg/Arg, 9/29 
Arg/Pro ј 2/29 Pro/Pro genotipa; u okvjru FIGO IV stadijuma 2/4 bolesnjce Ьile su 
Arg/Pro i 2/4 Pro/Pro genotipa. 
Zastup1jenost Pro/Pro genotipa u grupj bolesnjca sa lokaljzovanom bolesti (FIGO 1 ј 

FIGO 11) Ьi la је 9,5%, а u uznapredovalom bolestj (FIGO Ш ј FIGO Ј У) 12,1%. 
Ucestalost Pro/Pro genotipa jzmedu uznapredovale vs. lokalizovaпe bolesti пјје statisticki 
znacajna (х2 1 =0,022; р>О,О5). 
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4.2.8 Ь) POVEZANOST POLIМORFNIH VARJJANТI KODONA 72 ТР53 GENA 
SA HI TOLOSKIM PODTIPOM TUMORA 

Medu bolesn icama sa seroznim l1istoloskim podtipom tumora, 34/35 (97,1%) su Ьile 

nosioci Arg alela, а jedna od 35 bolesnica (2,9%) је Ьila Pro/Pro genotipa kodona 72 
ТР53 gena. U okviru ostal ih sest histoloskih podtipova, 14/ 19 (73,7%) su Ьile nosioci 
Arg alcla, а 5119 (26,3%) Pro/Pro genotipa. Uocena razlika u zasttlpljenost Pro/ Pro 
gcnotipa u grupi bolesnica ne-seroznoznim vs. serozпom histoloskom podtipu (26,3% vs. 
2,9%) је statisticki znacajna Ci~=4,692; р<О,О5). 

4.2.8 с) POVEZANOST POLIMORFNIH V ARJJANТI KODONA 72 ТР53 GENA 
SA SA HISTOLOSIOM GRADUSOM TUMORA 

Raspodela geпotipova kodona 72 ТР53 gena u odпosu па l1i stoloske g1·aduse tumora Ьila 
је sledeca: 10/ 19 bolesnica bilo је Arg/Arg ј 9/19 Arg/Pro genotipa u okvj1·u Gl ; 11 /21 
bolesnice Ьilo је Arg/Arg, 9/21 Arg/Pro ј Ј /21 Pro/Pro ge110tjpa u okvi1·u G2; 2/6 
boles11jce Ьile SL! Arg/Arg, 2/6 Arg/Pro ј 2/6 Pro/Pro geпotipa u okviru G3. Uocava se 
trend porasta Pro/Pro genotjpa od 01 ka GЗ (od 0% do 33,3%) (Sijka 18). 
Pokazaпa је statistjcki zпacajna razlika u raspodcli Pro/Pro geпotipa izmedu G 1 i 03 

histoloskih gradusa (G 1 vs. 02: Fiserov egzaktni test; р=О,525, G2 ''s. 03: Fiserov 
egzaktпi test; р=О, Ј 15 i О l vs. 0 3: Fiserov egzaktni test; р=О.О50). 
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Slika 18. Ucestalost genotipova kodona 72 ТР53 gena u raz licitim histoloskim gradusima 
u ispitivanoj grupi bolesn ica sa karcinomom jajnika (n=46). 
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4.2.9. POVEZANOST POLIМORFNIH VARIJANTI KODONA 72 ТР53 SA 
КARAKTERISТIКAМA BOLESNICA SA КARCINOMOM J AJ NJKA 

4.2.9 а) POVEZANOST POLIMORFNIH V ARIJANTI KODONA 72 ТР53 GENA 
SA STATUSOM МENOPAUZE 

Arg/Arg genotip kodona 72 ТР53 gena Ьiо је zastupljen u 7/18 (38,8%), Arg/Pro u 10118 
(55,6%) i Pro/Pro Ј /18 (5,6%) bolesnica u premenopauzi. U grupi bolesnica u 
postmenopauzi, Arg/Arg genotip Ьiо је zastupljen u 18/36 (50,0%), Arg!Pro u 13/36 
(36, 1 %) i Pro/Pro 5/36 (13,9%) slucajeva. Uocena razlika u zastllpljenost Pro/Pro 
genotipa u grupi bolesnica u posmenopauzi vs. grupi bolesnica u premenopauzi ( 13,9% 
vs. 5,6%), nije statisticki znacajna (Jt 1=0,2 11 ; р>О,О5). 

4.2.9 Ь) POVEZANOST POLIМORFNIH VARIJANТI KODONA 72 ТР53 GENA 
SA STAROSNOM DOBI 

Medijana raspodele godina dijagnostikovanja karcinoma jajnika u bolesnica sa Pro/Pro 
genotipom kodona 72 ТР53 genu је Ьila 61 godina, а u bolesnica sa Arg/Arg plus 
Arg/Pro genotipom Ьila је 59 godina. U grupi bolesnica sa Pro/Pro plus Arg/Pro u odnosu 
na Arg/Arg genotip medijana raspodele dijagnostikovanja bolesti је dve godine ranije (57 
vs. 59). 

4.3. НРV INFEKCIJA 

Prisustvo infekcije HPV u tumorskim uzorcima uzorcima briseva је detektovano 
amlifikacijom dela Ll virusnog gena sa GP5+/GP6+ prajmerima. Amlitikacijom ~ gloЬin 

gena је proveravan kvalitet DNK. Uzorci cija se DNK PCR-om nije amlifikovala za L 1 
gen, а amplifikovala se za ~ gloЬinski gen interpretirani su kao HPY-negativni. Uzorci 
cija se DNK amplitikovala za оЬа gena interpretirani su kao HPY-pozitivni (Siika 19). 
Uzorci cija DNК nije amlifikovana ni za jedan od dva gепа ukazuju па DNK 
neadekvatnog kvaliteta. DNК svih analiziranih uzoraka se amplifikovala za ~ gloЬiпski 

gen i analizirana је па prisustvo infekcije НРУ. 
Setom prajmera za HPV 16 i НРУ 18 је anal izirano prisustvo ovih virusnih tipova u НРУ­
pozitivnih karcinoma grlica materice. Као pozitivna kontrola PCR-a za HPV 16 koriscena 
је DNK izolovana iz tumorskog tkiva pozitivnog na prisustvo HPV 16. Kako HeLa celije 
u svome genomu imaju ugraden HPV18, DNK izolovana iz HeLa celija koriscenaje kao 
pozitivпa kontrola PCR-a za HPV18 i GP5+/GP6+. 
Analizom sekvence DNK duzine 50 Ьр u hipervarijaЬilnom regionu L 1 gena nizvodno od 
GPS+ vezujuceg mesta vrsena је genotipizacija HPV u karcimomima jajnika. К valitet 
elektroferogramskih podataka ukazivao је da пе postoji visestruka infekcija, vec da se 
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radi samo о jcdnom tipu НРV, koji su identifikovani uporedivanjem doЬijene sekvence sa 
poznatim IIPV genotipskim sekvencama u Gen Bank bazi podataka. 

Slika 19. Ana liza PCR aшplifikata Ll НРV gena (sa pr·ajmerima GP5+/GP6+) i ~ gloЬiп­
a: 
1 - D К standard za duzinu (O 'GeneRuler·™ ЈООЬр DNA Ladder 1·eady-to-use); 2 -
pozitivпa koпtrola (HeLa); 3 i 5- НPV-negativпi uzorci, 7- HPV-pozitivaп uzor·ak; 4, 6 
i 8- amplifikat ~ gloЬiпa, 1 О - kontrola bez DNK, 11 - voda. 

4.3.1. HPV INFEKCIJA U КARCINOМIMA GRLICA MATERICE 

4.3.1.1. UCESTALOST I TIP НРV INFEKCIJE 

Za ispitivar1je lrcestalosti НРV infekcije u kai'cinoma grlica rnateгice Ьi lo је dostupno 48 
turnor-a. Pr·isustvo HPV је detektovano u 30/48 (62,5%) turnor-a. lr1fekcija HPV16 Ьila је 
pr·isutna ll 28/48 (58,3%), а Н РУ 18 u 8/48 (16,7%) ispitivar1il1 tumoгa. Visestгuku 

infekciju (HPV 16 plus HPV 18) је imalo 7/48 (14,6%) tumora. 

4.3.1.2. POVEZANOST НРV INFEKCIJE SA КLINICKO-HI TOPATOLOSIOM 
КARAKTERISТIКAMA КARCINOМA GRLICA МА TERICE 

U grupi karcinoma grlica materice, koji su ispitivani na prisustvo infekcije HPV, Ьilo је 
45/48 (93,8%) FIGO 1 stadijuma i 45/48 (93,8%) skvamoznog histoloskog tipa, te nije 
ispitivana povezanost HPV infekcije sa ovim karakteristikama karcinoma. 
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Raspodela НРV infekcije u okviru rustoloskih gradusa Ьila је sledeca: 9117 (52,9%) 
tumora Gl , 15/20 (75,0%) tumora G2 i 2/5 (40,0%) tumora G3 gradusa Ьilo је HPV­
pozitivno. Dakle, veci procenat dobro i umereno diferentovanih tumora Ьiо је HPV­
pozitivan nego HPV-negativan (52,9% vs. 47,1 %; 75,0% vs. 25,0%), dok је kod slabo 
diferentovanih tumora obrnuto (40,0% vs. 60,0%). 
Nema statisticki znacajne razlike u ucestalosti HPV infekcije izmedu histoloskih gradusa 
tumora (Gl vs. G2: Fiserov egzaktni test ; р=О, 146, G2 vs. G3: Fiserov egzaktni test; 
р=О, 166 ј G 1 vs. G3: Fiserov egzaktnj test; р=О,50 1 ). 
Unutar 28 НPVI 6-poziti vn ih tumora, 7 је Ьilo i НPV 18-pozitivno. Visestruku infekciju 
imalo је 2/9 (22,2%) G 1, 5/13 (38,5%) tumora G2 i nijedan od tumora gradusa G3. 
Ucestalost infekcije sa HPV 16 vs. HPV 16 plus HPV 18 unutar histoloskih gradusa tumora 
(G Ј vs. G2: Fiserov egzaktni test; р=О,373) nije statisticki znacajna. 

4.3.1.3. POVEZANOST НРV INFEKCIJE SA КARAKTERJSIКAМA 

BOLESNICA SA КARCINOMOM GRLICA МА TERJCE 

4.3.1.3 а) POVEZANOST НРV INFEKCIJE SA STATUSOM MENOPAUZE 

Medu bolesnicama ll premenopauzi 17/27 (63,0%) ј е Ьilo inficirano sa НРУ, а medu 
bolesnicama u postmenopauzi 13/21 (61 ,9%). Razlika u pojavi HPV infekcije kod 
bolesnica u premenopauzi vs. onih u postmeпopauzi nije statisticki znacajna (x2

1=0,05l; 
р>О,05) . 

4.3.1.3 Ь) POVEZANOST НРV INFEKCIJE SA STAROSNOM DOВI 

Medijana raspodele godina dijagnostikovanja karcinoma grlica materice u bolesnica sa 
НРУ infekcijom је Ьila 49 godina, а u bolesnica bez НРУ infekcije Ьila је 48 godina. U 
bolesпica sa visestrukom HPV infekcijom medijana dijagnostikovanja bolesti је Ьila 52 
godina. 

4.3.2. НРV INFEKCIJA U КARCINOМIMA JAJNIКA 

4.3.2.1. UCESTALOST 1 TIP HPV INFEKCIJE 

lnfekcija HPV је detektovana u 4/54 (7,4%) ka1·cinoma jajnika. Svi HPV-pozitivni tumori 
Ьili su inficiraлi sa tipom HPV 16. Кlinicko-histopato loske karakteristike karcinoma, kao 
i bolesnica sa karcinomima jajnika u kojih је detektovana infekcija НРV date su u Tabeli 
6. 
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Tabela 6. Kljnjcko-hjstopatoloske karakterjstjke НPV-pozjtjvnjh kaгcjnomajajnjka, kao ј 

bolesnjca sa ovjm karcinomjma 

Тј р FIGO hjstoloski histoloskj ТР53 
status starosna 

pol jmorfizam 
НРV stadjjum podtjp gradus menopauze dob 

kodona 72 

HPVJ6 II endometrjoidn ј 
njje 

рге 41 Arg!Pro 
odreden 

HPV I6 IV seroznj Gl pre 54 Arg/Pro 
HPVI6 ш mucjnoznj G2 post 59 A~Ar:.g_ 

HPV1 6 ш serozn j G2 post 67 Arg/Arg 

4.3.2.2. POVEZANOST HPV INFEKCIJE SA КLINICKO-HISTOPATOLOSKIM 
КARAKTERISTIKAMA КARCINOMA JAJNIКA 

4.3.2.2 а) POVEZANOST HPV INFEKCIJE SA FIGO STADIJUMOM 

U grupj bolesnjca sa FIGO 1 stadjjumom bolestj пј u jednom od 12 tumora пјје 

detektovano prjsustvo НРV jnfekcije. Raspodela НРV jnfekcjje ро ostaljm FIGO 
stadjjumjma Ьila је: 1/9 bolesnica FIGO II stadjjuma, 2/29 bolesnjca FIGO Ш stadjjuma i 
1/4 bolesnjce FIGO IV stadijumaje posedovala jnfekcjju HPV. 
Dakle, u 1/21 bolesnica (4,8%) sa Jokalizovanom bolestj (FlGO stadjjumj I i П) i u 3/33 
(9, Ј%) bolesnica sa uznapredovalom bolesti (FIGO stadijumi IIl ј lY) detektovana је 
jnfekcjja HPV. Zastupljenost НРV infekcije u grupi bolesnica sa lokaljzovanom vs. 
uznapredovaloj bolesti nije statisticki znac.ajna (х2 1=0,004; р>О,О5). 

4.3.2.2 Ь) POVEZANOST HPV INFEKCIJE SA SA HISTOLOSKIM PODТIPOM 
TUMORA 

HPV iпfekcijaje Ьila pгjsutпa u 2/35 (5,7%) tumora serozпog ј 2/19 (10,5%) tumora ne­
seroznog histoloskog tjpa. Nema statistjcke znacajпostj u pojavj jnfekcije HPV jzmedu 
seroznih vs. ne-seroznih tumora (Х2 1=0,0 1 О; р>0,05). 

4.3.2.2 с) POVEZANOST НРV INFEKCIJE SA HISTOLOSKIM GRADUSOM 
TUМORA 

U jednom od karcinoma jajnika koji је Ьiо inficiran sa HPV histoloski gradus nije 
odredivan. U jednom od 19 tumora (5,3%) gradusa G Ј i dva od 21 tumora (9,5%) 
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gradusa G2 detektovana је НРV infekcija. Zastupljenost HPV infekcije izmedu dobro i 
umereno diferentovanih tumora nije statisticki znacajna (Fi~erov egzaktni test; р=О,538). 

4.3.2.3. POVEZANOST HPV INFEKCIJE SA КARAKTERISIКAМA 

BOLESNICA SA КARCINOMOM JAJNIКA 

4.3.2.3 а) POVEZANOST HPV INFEKCIJE SA STATUSOM MENOPAUZE 

HPV infekcija bila је prisutna u 2/ 18 (l Џ %) bolesnica u premenopauzi i 2/36 (5,6%) 
bolesnica u postmenopauzi. Nema statisticke znacaj nosti u pojavi infekcije HPV izmedu 
ove dve grupe bolesnica (х\=0,034; p>O,OS). 

4.3.2.3 Ь) POVEZANOST НРV INFEKCIJE SA STAROSNOM DOBI 

Medijana raspodele godina dijagnostikovanja karcinoma jajnika u bolesnica sa HPV 
in fekcijom је Ьila 57 godina, а u bolesnica Ъеz HPV infekcije Ьilaje 59 godina. 

4.3.3. HPV INFEKCIJA U KONTROLNOJ GRUPI 

Infekcija НРV је Ьila prisutna u 38/95 (40,0%) zena u kontrolnoj grupi (Tabela 7). 
Gledano ро intervalima godina zastupljenost НРV infekcije Ьilaje: 

• u grupi sa manje od 40 godina - u 6112 (50,0%), 
• u grupi od 40-49 god ina- u 10/27 (37,0%), 
• u grupi od 50-59 godina- u 9/24 (37,5%), 
• u grupi sa ili vise od 60 godina - u 13/32 (40,6%) zena. 

Tabela 7. Karakteristike kontrolne grupe 

Starost (godine) НРV -negati vne НРV -pozitivne 

<40 6 6 

40-49 17 10 
50-59 15 9 
>60 19 13 

Ukupan broj 57 38 

63 

http://www.tcpdf.org


4.4. UТICAJ MUT ACIJA, POLIMORFNIH У ARIJANTI KODONA 72 ТР53 

GENA 1 HPV INFEKCIJE NA ODGOVOR NA RADIOTERAPIJU КARCINOМA 
GRLICA MATERICE 

Iz ispitivane grupe od 53 bolesnice sa karcinomom grli6a materice izdvojene su bolesnice 
koju su ро hirurskoj intervenciji Ыlе tretirane radioterapijom (n=29). Za ostale bolesnice 
podaci о daljem postoperativnom tretmanu nisu Ыli dostupni. Radioterapija se sastojala 
od transkutanog zracenja и dozi od ро 40-45 Gy (u 20-25 seansi) i intrakavitalne 
brahiterapije od 30 Gy и 4 ili 5 seansi. Jedna bolesnica је tretirana sarno jпtrakavjtamom 
brahiterapijom, dok su dve od 29 bolesnjce tretjrane komЫnacijom radioterapije ј 

karboplatine. 
U perjodu pra6enja od 5 do 87 meseci (sa medijanom od 44 mesecj) kod sarno dve 
bolesnice se javjo relaps bolesti. Кl inicko-histopato loske karakteristjke karcjnoma ј 

karakteristike bolesnica sa relapsom bolesti date su u ТаЬеЈј 8. 

Tabela 8. К1 jnjcko-histopatoloske karakterjstjke karcjпoma ј karakteristike bolesn ica sa 
relapsom bolestj 

FIGO 
histoloski 

histoloЉ 
Promene u ТР53 

НРУ 
bolesnice tip 

status 
sekvenci polimorfizam 

stadijum gradus infekcija 
tuпюra 

menopauze 
ТР53 gena kodona 72 

1 п skvamozni 
nije 

Arg/Arg prisutna* 
odreden 

pre nema 

2 1 skvamozпi G2 pre 
g.J4394G>A 

Arg/Arg prisutna* 
(intron7) 

* НPV16-pozitivni i HPV18-negativnj tumori 

4.5. UTICAJ MUTACIJA, POLIMORFNIH VARIJANTI KODONA 72 ТР53 

GENA I НРУ INFEKCIJE NA ODGOVOR NA PLATIN-TAKSANSKU 
HEMIOTERAPIJU KARCINOMA JAJNIKA 

Iz ispitivane grupe od 54 bolesnice sa karcinomom jajnjka izdvojene su bolesnica koje su 
ро hirurskoj intervencijj prirnjJe adjuvantnu platin-taksansku hemjoterapiju (n=26), koja 
se sastojala od komЫnacjje karboplatjпe i paklitaksela u 6 cjkJusa. Ostale bolesnjce su 
Ыlе podvrgnute drugim hemioterapeutskim tretmanjma iJj podaci о daljem eventualnom 
postoperativnom tretmanu njsu ЬiЈј dostupпi. 
S obzirom da р53 moze Ыti inaktjviran ј па protejпskom nivou interakcjjom sa Еб 
proteinom visoko-rjzicnih tipova НРV, iz anaJjze odgovora па platjn-taksansku 
hemjoterapijj jskljucene su 4 bolesnjce ciji su tumorj ЬiЈј jпficiranj sa НРV. Nijedna od 
bolesnica sa HPV infekcijom nije posedovala mutacije u ТР53 geпu. Od preostale 22 
bolesnice, pet bolesnica (22,7%) је posedovalo mutacije u ТР 53 genu, а 17/22 (77,3%) је 
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imalo wt ТР53. Medu НPV-negativnim bo\esnicama koje nisu posedovale mutacije u 
ТР53 genu, 6117 (35,3%) је Ьilo Arg/Arg, 10117 (58,8%) Arg!Pro i 1/ 17 (5,9%) Pro/Pro 
genotipa kodona 72 ТР53 gena. 
Medu bolesnicama sa wt ТР53 genom 4/21 (19,0%) је bilo HPV-pozitivnih, а 17/21 
(81 ,0%) HPV-negativnih. 
Odgovor na hemioterapiju је pracen na osnovu stepena tumorskog odgovora (RR) i 
vremena bez progresije bolesti (PFI). 

4.5.1. STE PEN TUMORSKOG ODGOVORA U ODNOSU NA 
PRISUSTVO/ODSUSTVO M UTACIJA U ТР53 GE NU, GENOТIP KODONA 72 
ТР53 GENA 1 PRISUSTVO HPV 

Tok bolesti pracen је klinickim pregledima, merenjem serumskog nivoa СА125, 

radiografskim, ultrasonografskim i СТ pregledima. Za bolesnice koje su u toku ili ро 
primljenoj terapiji izgublle vidljive zпake bolesti kaze se da su kompletno odgovorile na 
hemioterapiju (eng. fOmlete r_esponse - CR), dok za one kod kojih је redukcija tumorske 
mase Ьila za 30% ili vise ka:Ze se da su delimicno odgovorile na terapiju (eng. Qartial 
r_esponse - PR). Za one bolesnice kod koj ih nije Ьilo promena ili је redukcija tumorske 
mase Ьila manja od 30% kaze se da imaju stabllnu bolest (eng. ~tаЫе flisease- SD). Kod 
ostalih bolesnica је doslo do sirenja bolesti (eng. ш·ogressive flisease - PD). Stepen 
tumorskog odgovora (RR) se meri kao procenat bolesnica koje su u toku ili ро primljenoj 
hemioterapiji imale CR ili PR. 
Medu HPV-negativnim bolesnicama, sve bolesnice sa mutacijama u ТР53 genu (n=5) su 
imale CR ili PR, а 14117 bolesnica bez rnutacija u ТР53 genu је imalo CR ili PR u toku 
ili ро primljenoj hemioterapiju. Ipak, ova razlika u odgovoru na hemioterapiju (100% vs. 
82,4%) nije statisticki znacajna (Fiserov egzaktni test; р=О,442). CR је imalo 4/5 (80,0%) 
bolesnica sa mutacijama i 8/17 (47,1%) bolesnica bez mutacija Ll ТР53 genu. Razlika u 
CR izmedu ove dve grupe bolesnica (mrutirane vs. wt ТР53) nije statisticki znacajna 
(Fiserov egzaktni test; р=0,218). 

U grupi HPV-лegativпi h bolesnica sa wt ТР53 genom, sve bolesnice sa Arg/Arg 
geпotipom kodona 72 ТР53 gena su odgovorile na hemioterapiju, dok је u grupi 
bolesnica sa Arg/Pro plus Pro!Pro genotipom njih 8/11 odgovori1o ла l1emioterapiju. 
Ipak, ova razlika u odgovoru na hemioterapiju (1 ОО% vs. 72, 7%) nije statisticki znacajna 
(Fiserov egzaktni test; р=О,243). CR је imalo 3/6 (50,0%) bolesnica sa Arg/Arg i 5111 
(45,4%) bo1esлica sa Arg/Pro plus Pro!Pro genotipom. 
U grupu bolesnica bez mutacija u ТР53 genu (n=21 ), 2/4 (50%) bolesnice ciji tumori su 
Ьili inficirani НРУ је odgovorilo na hemioterapiju, а medu HPV-negativnim bolesnicama 
14/ 17 (82,4%) је odgovorilo па hemioterapiju. Razlika u RR izmedu ovih grupa 
bolesnica (НPV-negativnih vs. НPV-pozitivnih) nije statisticki znacajna (Fiserov 
egzaktni test; р=О,229). CR је imalo 2/4 (50%) HPV-pozitivпih i 8/ 17 (47,0%) HPV­
negativnih bolesnica. 
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4.5.2. VREМE BEZ PROGRESIJE BOLESТI U ODNOSU NA 
PRISUSTVO/ODSUSTVO MUTACIJA U ТРSЗ GENU, GENOTIP KODONA 72 
ТР53 GENA I PRISUSTVO НРV 

U grupi HPV-negativnih bolesnica (n=22) uporedivan је vremenski interval bez 
progresije bolesti (PFI) u bolesnica sa mutacijama u ТР53 genu u odnosu na grupu 
bolesnica bez mutacija u ТР 53 genu. Nema statisticki znacajne razlike u vremenu do 
pojave progresije bolesti izmedju ove dve grupe bolesnica (ТР53 mutirane vs. ТР53 wt) 
(Slika 20) (Log-Rank test; х2 1=0.00 1; р>О,О5). Medijana vremena do pojave progresije 
bolesti u grupi bolesnica sa mutacijama u ТР 53 genu Ьila је 18 (95%СЈ > 12 meseci), а u 
grupi ТР 53 wt 17 meseci (95%CI > 1 О meseci). 

0 .9 

0.8 

0.7 

0.6 

р 0.5 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

о 

о 12 24 36 

Mesecl 

- ТР53 w t (n=17) 

-ТР53 mutirano (n=5) 

48 60 72 

Slika 20. Kaplan Meier krive vremena do pojave progresije bolesti u odnosu na 
prisustvo/odsustvo mutacija u ТР 53 genu. 

U grupi HPY-negativnih bolesnica sa wt ТР53 genom (n= 17) uporedivanje PFI kod onih 
sa Arg/Arg vs. Arg/Pro plus Pro/Pro genotipom kodona 72 ТР53 gena (Siika 21). Nema 
statisticki znacajne razlike u vremenu do pojave progresije bolesti izmedju ove dve grupe 
bolesnica (Log-Rank test; х2 1=0,246; р>О,О5). Medijane vremena do pojave progresije 
bolesti u оЬе grupe Ьile su 17 meseci, а 95%CI medijana su se razlikovali: u grupi 
bolesnica sa Arg/ Arg >9 meseci, а u grupi Arg!Pro plus Pro/Pro > 1 О meseci. 

U grupu bolesnica bez mutacija u ТР 53 genu (n=21) uporedivan је PFI kod bolesnica sa 
НРУ infekcijom u odnosu na one bez НРV infekcije (Siika 22). Nema statisticki znacajne 
razlike u vremenu do pojave progresije bolesti izmedju ove dve grupe bolesnica (Log­
Rank test; i,=0,027; р>О,О5). Medijana vremena do pojave progresije bolesti u grupi 
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НPV-pozitivnih bolesnica Ьila је 18,5 (95%CI >8 meseci), а u grupi НPV-negativnih 
bolesnica Ьila је 1 7 meseci (95%CI > 1 О meseci). 

0.9 

0.8 

0.7 
- Arg/Arg (n=6) 

0.6 

р 0.5 
--Arg/Pro plus Pro/Pro (n=11) 
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0.1 
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о 12 24 36 48 60 72 

Meseci 

Slika 21. Kaplan Meier krive vremena do pojave progresije bolesti u odnosu na genotip 
kodona 72 ТР53 gena. 
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Slika 22. Kaplan Meier krive vremena do pojave progresije bolesti u odnosu na 
prisustvo/odsustvo НРV infekcije. 
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4.6. POVEZANOST IZМEDU MUT ACIJA U ТРSЗ GENU, POLIMORFNIH 
VARIJANTI KODONA 72 Ј НРV INFE KCIJE 

U karcinomima grlica materice, u samo j ednom tumoru detektovana је egzonska mt1tacija 
u ТР53 genu koja menja znacenje kodona, zajedno sa jntronskom varijantom koja za 
posledjcu jma novo mesto jskrajanja jntrona, te njsmo jspjtjvali povezanost mutacija u 
ТР53 genu sa poJjmorfnim varjjantama kodona 72, kao nj НРV jnfekcjjom. 
Medu НPV-pozНivnim bolesnicama 20/30 (66,7%) Ьi1е su Arg/Arg genotjpa, 9/30 
(30,0%) Arg/Pro ј jedna (3,3%) Pro/Pro genotjpa kodona 72 ТР53 gena. U grupj 
bo1esnjca bez HPV infekcije 11/18 (61,1%) је Ьi1о Arg/Arg i 7118 (38,9%) Arg/Pro 
genotipa kodona 72 ТР53 gena. Zastupljenost HPV iпfekcije u bo1esnica Arg homizjgota 
vs. Arg heterozigota, kao ni bo1esпica sa Arg/Arg vs. Arg/Pro plus Pro/Pro geпotipom 
пiје statistjcki znacajna (Х.2 1=0,056; р>0,05, х2 1=0,006; р>О,О5). 
U grupi bo1esnica koje su Ьi1е НРV 16-pozitivne а HPV 18-negatjvne, Ьi1о је 12/21 
(57, 1 %) sa Arg/Arg genotipom, 8/21 (38,1 %) sa Arg/Pro ј jedna od 21 (4,8%) sa Pro/Pro 
genotjpom kodona 72 ТР53 gena. Raz1jka u zastup1jenosti Arg/Arg genotipa u bo1esnica 
HPV16 pozitivnjh а HPV 18 negatjvnjh vs. НРУ negatjvnjh njje statjstjcki znacajna 
(Fjserov egzaktnj test; р=0,531 ). 
Visestruka jnfekcija (HPV16 plus HPVJ8) uocena је samo kod bolesnica sa Arg/Arg 
genotjpom. 
S obzirom na nepoznat uticaj intronske varijante 14394G>A na funkciju р53 proteina, 
tumor sa ovom p1·omenom koja је uocena u bolesnice sa Pro/Pro genotipom kodona 72 
njsmo uzimafj u jspjtivanje povezanostj mutacija u ТР53 genu sa polimorfnim 
varjjantama kodona 72 u karcjnomjmajajnika. Tako, 3/25 (12,0%) bolesnjca sa Arg/Arg, 
1/23 (4,3%) sa Arg/Pro ј 2/5 (40,0%) sa Рго/Рго genotipom kodona 72 ТР53 gena su 
posedovale u tumorima mutacjje u egzonjma 4-8 ТР53 gena. Pojava mutacija u ТР53 
genu u Pro/Pro homozigota vs. Arg homozjgota plus heterozjgota njje statisticki znacajna 
Cii= 1,919; р>О,05). 
Njjedan od karcinoma jajnika sa mutacjjama u ТР53 genu njje Ьiо jnficjran sa HPV, te 
nismo jspitjvaJj povezanost mutacija u ТР53 geпu sa HPV infekcijom. 
НPV-pozjtjvnj tumori Stl Ьili prisutni u 2/25 (8,0%) bolesnjca sa Arg/Arg genotipom ј 

2/23 (8,7%) bolesnice sa Arg/Pro genotjpom kodona 72 ТР53 gena. Nijedan od tumora 
bo1esnica sa Pro/Pro genotipom njje Ьiо jnficiran sa НРV. 
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5. DISKUSIJA 

5.1. ZNACAJ ISPIТIV ANJ A POTENCIJALNIН MOLEKULARNIH МАRКЕRА 
КARCINOMA GRLICA МА TERICE 1 КARCINOMA JAJNIКA 

Maligne tumore ginekoloSke regije cini veoma raznolika grupa kancera zenskog 
reproduktjvnog sistema, sto је u skladu sa cinjenjcom da zenski reproduktivni sistem 
ukljucuje veoma kompleksan skup tkiva, od kojih su neka jedinstvena u organizmu. 
Medu malignitetjma giпekoloske regije najzastupljeпjji su karciпomj grlica materice, а 
пajsmrtonosniji karcinomi jajnjka. Zato је Ьilo interesantno opredelitj se u istrazivanjjma 
za maligne tumore na ove dve lokacije. 
Karcinom grJjca materjce predstavlja ozblljan zdravstveni proЫem u nerazvijenim i 
manje razvijenim zemljama sveta, gde se registruje vjse od 80% slucajeva ovog 
oboljenja. То је i najucestaliji tip kancera u zena u nekim nerazvjjenim delovima sveta i 
to prvenstveno u podsaharskim predelima Afrike, Malezijj, Karjblma i Centralnoj 
Americj ј jugocentralnoj Azjj ј (Parkin et al ., 2005). U nekim nerazv jjeпim zemljama је i 
glavni uzrok smrtnostj zena u reproduktivnom periodu (Mandic and Vujkov, 2004). 
U razvijen im zemljama Evrope i sveta incidenca i mortaJjtet karcjnoma grlica materjce su 
u dramaticnom padu, u skladu sa razvojem efikasnjh skrining programa. 
Incidenca ovog maligniteta u Srblji је medu najvisima u Evropi. Ро podacima iz 2002. 
godine standardizovana stopa incidence karcinoma grlica materjce u Srbljj је Ьila 27,2 na 
100 000 zena, а mortaliteta 7,2 na 100 000 zena. SJjcnu stopu incidence pokazuju zemlje 
u regionu (Rumunija, AIЬanija, Bosna i Hercegovina), ali је stopa mortaliteta visa u ovjm 
zemljama sto иkazuje na bolje zbrinjavanje bolesnjca sa karcinomom grlica materice u 
Srbljj (Kesic et al., 2007). Stopa incidence и Srblji је oko tri puta visa u odnosu na zemlje 
Evropske unije (8, 1 na 1 ОО 000), а oko sest puta visa u odnosu na Finsku ( 4,5 na Ј 00000) 
koja је па dnu lestvice ро incidenci ovog maligniteta и Evropj (Ferlay et al., 2004). U 
nekim delovima Istocne Srbije i regionи Beograda stopa incjdence dostize 32,5-38,1 na 
Ј ОО 000 (Kesjc et al., 2007) ј ЬJjska је onoj u Maleziji, Karjblma ј Jиznoj Afrjcj (Parkjn 
et al., 2005). 
Socio-ekonomski status i neadekvatna edиkacjja staпovnistva su glavni llzrok visoke 
jncidence i mortaJjteta u nerazvijenim i manje razvjjenim delovjma sveta. Danas su dobro 
poznatj faktori rjzika i иzrocnici ovog maligniteta ј razvjjene su vjsoko pOtiZdane metode 
za ranи detekcjju bolesti (citoloske metode, kolposkopija i detekcjja onkogenjh tipova 
НРУ). Takode, efikasnjm tretmanima procenat jzJecenja u ranim stadjjиmjma је vrlo 
visok. Poslednjih godina је postignut veljki napredak u hirurskim tehnikama, radjoterapiji 
i adjuvantnoj hemioterapiji karcinoma grlica materice. 
Ipak, uprkos postojanju mera za prevenciju i гали detekciju ovog oboljenja, u velikom 
broju slueajeva u nerazvijenim i manje razvijenim delovjma sveta se bolest detektuje u 
иznapredovalim stadijumima, kada su rezultati tretmana Ьitno losijj, а cena Jecenja 
znatno visa u odnosu na rane stadijume bolesti. ProЫem је sto su rani stadijumi 
karcinoma grJjca materice uglavnom asimptomatski, i ukoJjko ne postoji periodjcni 
skrining cesto prolaze nezapazeno. 
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Iako se danas znaju faktori (infekcija HPV) i kofaktori odgovorni za nastanak ovog 
oboljenja, nema jasne veze jzmedu genetjckjh faktora ј nastanka ovog oboljenja. Takode, 
ostaje ј pjtanje za.Sto nekj tumori istog histoloskog tipa ј stadjjuma progrediraju brze i 
imaju slabljj odgovor na antikancersku terapjju. 

Nasuprot karcinomu grlica materjce, koji је predomjnantno zastupljeni u nerazvijenjm i 
mапје razvjjenim zemljama sveta, karcjnomi jajпika su 11ajzastupljenjjj u vjsoko 
razvijenim zemljama Evrope i Severne Amerike. Standardizovana stopa incjdence 
karcinoma jajnika u centralnoj Srblji је 11 ,5 na 1 ОО 000 zena, а standardjzovana 
stopa mortaliteta је 4,6 ла 1 ОО 000 zena (lnstjtut za javno zdravlje Srblje, 2009). Stopa 
jncjdence karcjnoma jajnika u Srbljj је Ьliska onoj u Zapadnoj Evropi (11,3 na 1 ОО 000) 
(Parkin et al., 2005). 
Karcinomi jajnika su vodeci uzrok smrtnostj medu gjnekoloskim malignjtetima, pre 
svega zbog nedostatka adekvatnih markera za ranu detekcjju bo lestj. U vecjni slucajeva 
rani stadijumi ovjh maligniteta su asimptomatskj. Preko 75% ovih malignjteta se 
djjagnostikuje kada su vec prisutne regjonalne ј)ј udaljene metastaze. Dokje petogodisnje 
prezivljavanje u ranim stadijumima bolesti oko 90%, prezjvJjavanje u jstom vremenskom 
periodu kada su prisutne udaljene metastaze је manje od 20% (Welsh et а! . , 2001 ). 
Postojj vise faktora kojj otezavaju izucavanje ranih stadijuma karciпoma jajnika: jajnjcj 
su smesteni duboko u regioпu pelvisa sto u mnogome otezava uzimanje uzorka za 
histopatolosku analizu; ranj stadijumj bolesti su asimptomatski ; za razliku od vecine 
ostalih ginekoloskib maligniteta, za neke histopatoloske tipove karcinoma jajnika ne zna 
se da li uopste postoje prekancerozne lezije dostupne ranoj detekcjjj; mada se veruje da 
karcinom jajnika nastaje malignom transformacijom epitelnih celija, tacno poreklo se ne 
zna; nedostatak animalnih modela koji spontaпo razvijaju karciпom jajnika. 
СА 125, gljkoprotein koji sekretuju maligne epitelne celije jajnika, је jedini kljпicki 

priznat marker za detekciju karcinoma jajnika (u komblnaciji sa transvaginalnom 
ultrasonografijom). Medutim, u samo 50% bolesnica sa stadijumom 1 karcinoma jajnika 
СА 125 jma vrednost vjsu od normalne (35 U/ml), sto ga cini nedovoljno senzjtivnim 
markerom za ranu detekcjju bolesti. Vrednosti СА 125 mogu da budu povjsene ј u nekim 
normalnjm fizoloskim stanjima (trL1dnoca, menstruacija, ovulacija), benignjm 
gjnekoloskim promenama (benjgпe ciste jajnika, endometrioze), razlicitim patoloskim 
stanjima ( obolenja jetre, pankreatitis, peritonjtjs, perikarditis, jnflamatorne bolestj 
pelvisa, inflamacija pleure) i nekim tipovima kancera (kaлcer endometrijuma, pankreasa, 
jetre, dojke, kolona) (Partridge and Barnes, 1999; Guppy and Rustin, 2002), te је СА Ј 25 
i nedovoljno specifican marker. Zato postoji potreba za nalazenjem novih blomarkera 
ovog oboljenja. 
ProЬiem kod karcinoma jajnika је i taj sto uprkos senzitivnosti na prvu liniju 
hemioterapije, relaps bolesti se unutar dve godine javlja u vise od 70% slucajeva 
(Tammela et al., 2004). Zbog toga је potrebno poznavanje molekularno genetickih 
promena u karcinomima jajnika ј uvodenje novih hemioterapeutskih agenasa koji Ьi 

blokirali kljucne signalne puteve kancerogeneze jajnika. 
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OpredeJjJj smo se za jzucavanje promeлa u ТР53 genu, јег је лjegov protejлski produkt 
kJjucлj reguJator ~jrokog opsega eeJjjskih procesa ukJjucujucj koлtrolu ceJjjskog cjkJusa, 
popravku DNК о~tеселја, apoptozu, celjjsko stareлje, aлgiogeлezu jtd. GuЬitak р53 
funkcjje је jedan od faktora koji vodi nastanku maJjgnog feлotjpa. 
PosJednjih desetak godina se pojavJjuju nagovestajj о utjcaju poJjmorfnjh varjjantj 
kodona 72 ТР53 gела ла лastanak nekih tjpova kaлcera, tok boJestj ј odgovor ла 
aлtjkaлcersku terapjju. Zato smo se u алаЈјzј ТР53 gena pored detekcjje mutacjja, 
odlucjJi ј za detekcjju poJjmorfnih varijanti kodoлa 72 u grupama bolesnjca. Povezanost 
ТР53 mutacjja ј poJjmorfnih varijanti kodona 72 sa k l jлjcko-histopatoloskim 

karakteristjkama kar·cinoma grJjca materice ј jajnika i tokom boJestj, kao i odgovorom na 
r-adioterapiju i/ iJj hemioterapjju nije razjasnjena. 
Infekcija J-JPV jma kjucnu uJogu и razvoju karciпoma grJjca materjce. Oko 99% 
karcjnoma grlica materice sadrzi neki od visoko-rjzjcnih tipova HPV. МаЈо је podataka о 
tome da Ji su neki genotjpovj, poput neke od poJjmorfnih varijantj kodona 72 ТР53 gena, 
podloznijj НРV infekciji. Takocte, malo se zna о uticaju НРV infekcjje na tok boJesti ј 

odgovor na antjkaлcersku terapiju. Nije јаsло ni da Ji su odredenj НРУ tjpovi asociranj sa 
agresivnijim kJinicko-histopatoloskim karakteristjkama karcjnoma јЈјЈј tokom boJestj. 
PojavJjuju se ј podacj о ulozj НРV u etiologiji karcjnoma jajnjka. 
МаЈо se zna о medusobnoj povezanost mutacija ј poJjmorfnjh varjjaлtj kodona 72 ТР53 
gena ј HPV infekcjjj. Zato је ova doktorska djsertacjja za сјЈј jstrazjvaлja imala 
jspjtivaлje лavedeлjh poteлcijalлih markera i pokusaj odgovora ла леkа od лаЬrојалјh 
pitanja. 
Pored toga, izucavaлje koлtroJлe grupe zdravih zела је daJo podatke о ucestalostj 
poJjmorfnЉ varjjaлtj kodoлa 72 ТР53 gena ј proceлtuaJлoj zastupljeлosti НРV jлfekcije 

u gjnekoJoskj zdravjh zела u SrЬijj, kojih do sada r1ema u literaturj. 

5.2. UCESTALOST MUTACIJA U ТР53 GENU U КARCINOMIMA GRLICA 
МА TERICE I КARCINOМIMA JAJNIКA 

Tokom karciлogeneze р53 moze da se izmeni na geпskom ili protejnskom njvou. 
Mutacjje, guЬicj velikjh segmenata hromozoma iJj utjsavanje ТР53 gena 
hipermetiJacijom promotorskog regiona su promene na genskom njvou. Postranslacjone 
modjfikacije, kao i funkcjoлalna inaktivacija р53 jnterakcijom sa onkogenjm vjrusлim 
proteinima su promene na proteiлskom nivou. 
Glavni mehaпjzam р53 jnaktjvacjje u tumorjma su genske mutacjje. U maJom broju 
tumora, poput karcinomjma povezanih sa НРУ jnfekcjjom, glavnj mehanjzam 
inaktjvacjje р53 је na protejnskom njvou. Еб onkoprotejn vjsoko-rjzjcnjh HPV se vezuje 
za ceJjjsku uЬikvjtjn-ligazu, Еб-АР. Ovaj dimernj kompJeks vezuje р53 protejn ј 

jndukuje visestruku ublkvjtjnacjju р53 u prjsustvu ublkvjtjnskog enzjmskog kompJeksa ј 

degradacjju u proteazomima (Scheffner et аЈ., 1993). Pored toga, vezjvanje Еб za р53 
Ьlokjra jnterakcjju р53 sa transkrjpcionalnjm ko-aktjvatorom СВР/рЗОО ј jnhiЬira р53 

zavjsnu transkrjpcjju (Zimmermann et al., 1999). 
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Миtасјје и ТР53 genи sи najиcestalije somatske genske promene и maljgnjm tиmorjma­
prjsиtne и vjse od 50% svih tjpova malignih tиmora. Kako је, skoro 95% mиtacjja и 
ТР53 genи locjrano и DNK-vezujиcem domenи (Bиllock and Fersht, 2001), koji је 
kljиcan za Ьioloskи fиnkcjjи р53 kao transkrjpcjonog faktora, opredelili smo se za 
detekcijи mиtacija и egzonima od 5-8 kojj kodirajи ovaj domen. U istrazjvanje је Ьila 
иkljиcena i detekcjja mиtacija и egzonu 4 zbog znacaja ovog dela transaktjvacionog 
domena ТР53 gena и indиkciji apoptoze. 
Aпalizom 53 иzoraka karcinoma grlica materice, SSCP metodom, doЬijena је иcestalost 
promena od 9,4% и sekvenci egzona 4-8 ТР53 gena ј delova okolnjh jntrona. DNK 
sekveпcjranje potvrdilo је и 7,5% analizjranih tиmora prjsustvo promena и sekvenci 
ТР53 gепа, а и 1,9% analiziranih tипюrа prisиstvo mиtacjja и egzonima 4-8 ТР53 gena. 
Ova пjska иcestalost ТР53 mиtacija је u skladи sa podacima jz Jjteratш·e . Naime, za 
razljktt od velikog broja drllgih tipova kancera и kojima је ТР 53 gen cesto mutiran, и 
kaгcjnomima grljca materjce ucestalost ТР 53 mutacija је niska. Dr Lu ј Fekj (2006) Sll 
objavjli rad koji se zasnivao na rezultatjma stиdjje koja је obuhvatala pretrazivanje 
relevantnih clanaka od 1991. do marta 2004. godine ll Medline bazi podata~a, podataka 
Svetske Zravstveпe (WHO) i IARC ТР53 baze podataka. Deo stиdije koji se odnosio na 
иcestalost mutacija и ТР53 genu u karcinomima grl jca materice prikazan је u Tabelj 9. 
Podaci sи doЬijeni na osnovu sekvenciranja ТР53 gena, а metode za prelimjnarni 
skrining mutacija sи Ьile razJicite. 

Tabela 9. Ucestalost mиtacija u ТР53 genu u karcinomima grlica materice zasnovana na 
sekvencjranjи ТР53 gena. Metode za preliminarni skrinjng promena и sekvenci ТР53 
gепа Ьile su: SSCP; DGGE (eng. rf.enaturing gradient gel ~lectrophoresis); CDGE (eng. 
f.Onstant rf.enaturant gel ~lectrophoresis); Yeast ( eng.J!_east function study) (Lи and Feki, 
2006) 

Metoda za 
Broj Ucestalost 

Referenca Zemlja preliminarni 
bolesnica шutacija 

skrining 

Borresen et al., 1992 У. Britanija CDGE* 92 2,17 

Ft~ji ta et al., 1992 Japan 
SSCP 

36** 5 56** 
(egzoni 5-8) ' 

Crook al., 1992 У. Britanij a nepoznato* 28 1 о, 71 

Paquette et al., 1993 SAD 
SSCP 

45** 4 44** 
( egzoni 5-8) ' 

Helland et al., 1993 Norveska CDGE* 92 2,17 

Kessis et al ., 1993 SAD 
SSCP 

35** 2 86** 
(egzoni 5-8) ' 

* Nisи dostиpni podaci koji deo ТР 53 gena је analiziran. ** Izmenjeno i dopunjeno. 
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Tabela 9. Nastavak 

DGGE 

Busby-Earle et al., 1994 V. Britanija (kodoni 128-153, 
47 2,1 з 

155-185,237-253, 
265-30 1) 

Miwa et al., 1995 Ј арап 
SSCP 

47** 4,26** (egzoni 2-11) 

lkenberg et al., 1995 Nemacka 
SSCP 

43 4,65 (egzoni 5-8) 

Kim and Kim, 1995 Ко геј а 
SSCP 

64 12,5** 
(egzoni 5-9) 

Milde-Langosch et al., 1995 Nemacka DGGE* 51 7,8 

Кim et al., 1997 Koreja 
SSCP 

136 1,47 
(egzoni 4-9) 

Ngan et al., 1997 Hong-Kong 
SSCP 

100 2,00 
(egzoni 2-1 1) 

Helland et al., 1998 Norveska 
CDGE 

19 42, 11 
(egzoni 5-8) 

Tenti et al. 1998 Jta1ija 
DGGE 

74 13,51 
(egzoni 5-8) 

Gostoнt et al. 1998 SAD 
nepoznato 

25 4,00 
(egzoni 5-9) 

Munirajan ct al., 1998** lndija 
SSCP 

43 9 ( egzoni 5-8) 

Limpaiboon et al., 2000 Tajland 
SSCP 

17 1 1 '76 (egzoni 5-8) 

Pinheiro and Villa, 2001 BrazjJ SSCP 
122 3,28 

(egzoni 5-8) 

Harima et al., 2001 Japan 
SSCP 

65 10,77 
(egzoni 5-8) 

Denk et al., 2001 Nemacka Yeast 18 5,56 

Ishikawa et al., 2001 Japan 
SSCP 

52 26,9 
(egzoni2-ll) 

73 

http://www.tcpdf.org


U 13 studija SSCP је bila metoda odaЬira za preliminarni skrining promena u sekvenci 
ТР53 gena. U Ј 5 od 22 studija ucestalost ТР53 mutacija u karcinomima grlica materice је 
Ьila manja od 10%. Samo dve studjje pokazale su visoku ucestalost ТР 53 mutacjja (26,9 ј 

42,1 %) (Lu and Fekj, 2006). 

Procenat promena u sekvencj u egzonima 4-8 ТР53 gena ј delovjma okolnih jntrona, 
dobljenjh SSCP metodom, u 54 uzoraka karcjnoma jajnjka Ьiо је 20,4%. Sekvencjranje 
DNK је potvrdeno prisustvo promena u sekvenci ТР53 gena u 13,0%, а mutacjja и 
egzonjma 4-8 ТР53 gena и 11,1% tumora. 
Kod karcjnoma jajnika procenat mиtacija и ТР 53 genи је u opsegu od 0-80% zavisno od 
histopatoloskog podtipa karcinoma jajnika, puta tиmorogeneze i stadjjuma bolesti (Shjh 
and Kurman, 2004). Medu adenokarcinomjma, karcjnomj jajnika su morfoloski 
пajheterogenjji. Morfoloski definisani podtipovi karcinoma j~jnjka su razJjcita oboljenja, 
sa razlicjtim faktorima rizika, molekularnjm promenama tokom oпkogeneze, razJjcitim 
metastatskim potencijalom, odgovorom na hemioterapiju i prognozom bolesti (КёЬеl et 
al., 2008). 
Mali procenat mutacjja u ТР53 genи u analiziranom uzorku karcinoma jajnika moze da 
se deJjmicno objasnj modelom tиmorogeneze jajnika. U skladu sa modelom 
tumorogeneze jajnika, karcinomj jajnika se dele u dve grupe- tip Ј ј tip II. Tumori tipa I 
se razvijaju sporo, иglavnom su ogranieen i na jajnike u momentи djjagnoze i razvijaju se 
iz prepoznatJjjvjh prekursorskih lezija. Nisko-gradиsni seroznj karcinomi, mucinozni 
karcinomi, njsko-gradusnj endometrioidni karcinomi, prelaznj i svetlocelijski karcinomi 
pripadaju tumorima tipa I. Ovi karcinomi odlikuju se mutacijama u genima KRAS, BRAF, 
PTEN, CTNNBI i TGFbetaRII (Shih and Kurman, 2004; Bell, 2005). 
Tumori tipa Il su visoko agresivni, razvijaju se brzo, bez vidljivih prekursorskih lezija i u 
momentt1 dijagnoze glavnina bolesnjca sa ovih tumorima је u uznapredovalom stadijumu 
bolesti. Umereno ј slabo djferentovani serozni karcinomi (visoko-gradusni serozni 
karcinomi), visoko-gradusni endometrioidnj karcinomi, nedjferentovani karcinomi i 
karcinosarkomj pripadaju tumorjma tipa П. Oni se karakterjsu mutacjjama u ТР53 genu i 
visokim nivoom hromozomske nestabilnosti. Procenat ТР53 mutacjja u ovjm 
karcinomima је izrazito visok i to kod vjsoko gradusnih seroznih karcinomama od 50-
80% (Shih and Kurman, 2004), а kod visoko gradиsnih endometrjoidnih karcinoma i 
preko 60% (Bell, 2005). Veruje se da su ТР53 mutacije ranj dogadaj u patogenezi ovih 
tumora. 
Kod tumora tipa I, mogu se javiti mutacije u ТР53 genu, аЈј u malom procentu. ТР53 
mutacije u ovjm tumorjma se javljaju u kasnijim stadijumjma, ра se veruje da su 
иkljucene u progresiju tumorogeneze, pre nego injcijacjju (pregled u Singer et al., 2005). 
Mutacjje u egzonima ТР53 gena u ana\jzjranom uzorku detektovane su u tri serozna 
vjsoko-gradusna karcinoma, jednom nediferentovanom karcinomu, jednom 
svetlocelijskom i jednom neklasifikovanom karcinomи. Dakle, 4/6 (66,7%) mutacija је 
detektovano u tumorima tipa П. 
Manje od polovine analiziranog uzorka (19 visoko-gradusnih seroznih, 2 nediferentovana 
i jedan yjsoko-gradusnj endometrioidni karcinom), tj. 22/54 (40,7%) cine tumori tipa 11. 
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Kod ovih karcjnoma, teorjjskj, u 50-80% se ocekuje prjsustvo ТР53 mutacjja. Za jedan 
seroznj ј jedan endometrjodnj tumor nepoznatog gradusa, njje Ьilo definjsano kome tjpu 
tumoгa pripadaju. 

U jspitivanim uzorcjma kako karcinoma grljca materice, tako i jajnjka, ucestalost 
mutacjja doЬijena sekvencjranjem DNK је razljcjta ј manja od one doЬijene SSCP 
metodom. Osetlj jvost SSCP metode u skrjnjngu mutacjja је 80-90%, gde uglavnom ne 
budu uocene promene na krajevjma framenata DNK kojj se analjzjraju. Takode, ne moze 
se jskJjuciti da neke od potencjjalnjh promena u sekvencj ТР53 gena uocene SSCP 
metodom mozda predstavljaju jпtronske promene prj krajevjma mesta vezjvanja prajmera 
koje nisu mogle da se tюсе na elektroferogramu. Zbog toga, promena u sekvencj ТР53 
gena uocene SSCP metodom koje лjsu potvrdene DNK sekvencjranjem zahtevaju 
djz.ajniranje novjh prajmera kojj Ьi zahvatilj sjre jпtronske sekvence. 

5.3. TIP МUTACIJA U ТР53 GENV U КARCINOMIMA GRLICA МATERICE 1 
КARCINOМIМA JAJNIКA 

Oko 80% mutacjja u egzonjma ТР53 gena su mutacjje koje menjaju znacenje kodona 
(Soussj and Lozano, 2005). Ostatak su mutacije koje stvaraju stop kodon, dodove do 
promene faze okvjra cjtanja (jnsercije ј delecjje) ј mutacjje koje ne menjaju znacenje 
kodona - tihe (епg. silent). Tip mutacija ima razlicit efekat na funkcijtl р53 proteina. 
Mutacjje koje menjaju znacenje kodona rezultuju jzmenom neke od amino kjseljna, ј 

ovako izmenjenj gen kodjra za р53 protejn kojj је povecane staЬilnostj ј produzenog 
poluzivota u odnosu na wt. Tjhe mutacije dovode do promene baznog sastava DNK, аЈј 
ne ј do promene amjnokjseJjnske sekvence, а! ј mogu utjcatj na ekspresiju gena, uvjjanje i 
funkcjju protejna јЈј jzazvatj nastanak novjh mesta jskrajanja introna. Geni sa mutacjjama 
koje stvaraju stop kodon ј delecjjama kod iraju za skracene protejne kojj su jzgubllj пeku 
od vaznjh јЈј sve р53 funkcjje. 
Za razJjku od veljkog broja drugjh tumor-supresornj11 gena, kojj su uglavnom jzmeпjenj 
111tltacjjama koje stvaraju stop kodon јЈј koje dodove do promene faze okvjra cjtanja, u 
slucaju ТР53 gena selekcjoпj prjtjsak је jsao u pravcu akumulacjje mutjranog ТР53 
(Soussj and Lozano, 2005). Ovo vodi transformacjjj ТР53 u domjnantnj onkogen ј 

sticanju novih funkcjja р53 proteina koji mu daje selektivnu prednost u nastanku i 
progresijj tumora, kao ј heterodimerizaciju ј inhiblcjju wt р53 eksprimjranog sa drugog 
alela putem domjnantno-negativnog efekta. 
Glavnjna mutacjja u ТР53 geпu је locjrana u ceпtralnom domenu ТР 53, koji је kljucan za 
funkcjju р53 kao transkrjpcjonog faktora. Ipak, nekj kodonj su ucestalije mutjranj od 
drugjh. Mutacjje u "hotspot" kodonjma (Argl75, Gly245, Arg248, Arg249, Arg273 ј 

Arg282) cjne oko 30% svih mutacjja u ТР53 gentl. Ove mutacjje su klasjfikovane kao 
"DNA kontaktne" (Arg248, Arg273) ј "strukturalne" (Arg 175, Gly245, Arg249, Arg282) 
(Bullock and Fersht, 2001 ). Prva klasa menja amjnokjseljne koje su djrektno ukljucene u 
protejn-DNA interakcjju, а druga klasa menja amjnokjsekine ukljucene u stablljzacjju 
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tercjjame structure protejna. Ucestalost pomenutjh tjpova ТР53 mutacjja, kao 
djstrjbucjja medu "hot5pot" kodonima se razJjkџje medu tнmorskjm lokacjjama. 

U ov0111 t·adu, ll karcjпomjma grJjca materice, detektovaпo је: а) јеdпа mнtacjja koja 
menja zt1acenje kodona g.I4466G>A (egzoп 8) i Ь) tri intronske varjjante ТР53 gena: 
g.l3009C>T (jntron 4), g.l4394G>A (intron 7) ј g.\4612G>A (i пtron 8). Sve oznake 
mlJtacija su u odnosu па refereпtnu sekvencu broj Х54156 (GenBank). U istom tumoru 
nade11a је i tnнtacija koja menja znacenje kodoпa g.I4466G>A u egzonu 8 ј iпtronska 
varjjanta g.I4612G>A (jntron 8), koja za efekat jma novo mesta iskrajaпja iпtroпa. Jedan 
tшnot· imao је iпtroпsku varijaпtu g.l 3009C>T (jпtron 4) ciji uticaj па fuпkciju р53 
pюteina nije lttvt·deп, dok su dva tltmora imala introпsku varija11tu g.I4394G>A (i ntt·oп 

7), koja је pt·vi pltt detektovaлa ll ovom radu i пiје pt·ijavljeпa u IARC ТР 53 bazj. 
U kat·ciпomjma jajпika, raspodela mнtacjja ро egzoпjma Ьila је sledeca: 1/6 mlttacija 
detektovaпa је u egzoпu 4 (g.l2082G>A), 2/6 пшtасiја detektovaпe SlJ н egzonu 5 
(g.\3 170deiA g. l З \80deJG), 2/6 mutacija u egzoщt 7 (g.\4060G>T 
g.l4063_ 14074del) i 1/6 mutacija u egzonu 8 (g.I4493G>T). Sve mutacije osim 
g.l4060G>T su heterozigotnog tipa. U jedпom tнmorll dctcktovaпa је g.\4394G>A 
introпska varijanta (iпtroп 7). 

eke studije нkazнju da su mutacija u ТР53 gerш predominantno locirane u egzoпu 5, а 
najmaпje ll cgzonu б (IARC ТР 53 baza, R 1 О, 2005), kako је zapazeno i u ovom radu. 
Pokazano је da razliciti krajevj sveta imaju razlicitu raspodelu mutacija u egzonima 5-8 
ТР53 gena. Tako, l1 Japanu i Koreji је zapaieпa vjsoka ucestalost ТР53 mutacija u 
egzoпu 7, а пiska u egzoпu 8 u poredenjн sa zemljama Zapadne Evrope i Sjedinjeпim 
Atnet·ickim drzavama (Daпsonka-Mieszkowska et al., 2006). 
DistriЬucije tipova mutacija na osnovu пjil1ovog efekta па Љпkciju р53 proteiпa u 
karcinomima gгlica materice i jajnika, sumiraпe u IARC ТР53 bazi podataka (R 14, 
2009), pt·ikazane su па Slikama 23 i 24. 

ТIРМUТАСUА/118 МUТАСIЈА 

• "'"''"'" - 95 (80.5%) 
8 non.t81UI • 6 (5,08%) 
8 sil•nt - 6 (5.08%) 
О fromoshl/i • S (6 77'~) 
8 spltc• • 1 (0,84° о) 
8 druge • 2 (1.69"".) 

SJjka 23. Tip mutacija u ТР53 genu u karcinomima gгlica materice (modifikovпo prema 
http://WW\.v-p53. iarc. tr/Grapl1.asp ). 
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Т1Р МUТАСIЈА 1 1863 МUТАСIЈА 

• mwms• - 1325 (11 l'o) 
8 nonsons• - 147 (7,8W.) 
• .nl•"' -31 (1,66'~) 
С! framasltifl - 227 (12.1'-) 
8 splice - 64 (3,43,'.) 
1!! drug~ - 51 (2. 73~~) 
8 nisu do•tt&poi podact - 9 (0,48'•> 
С! inttonsk~ - 8 (0,42,-о) 
8 v~lik~ <klcciJ< - 1 (0,05%) 

IARC ТР53 Ьа.zа. Rl4, no"anbм 2009 

Slika 24. Tip mutacija u ТР53 genu u kat·cinomima jajnika (modifikovano prema 
11ttp ://www-p53.ial·c.ЫGгap11.asp). 

S obzirom da је u kaгcinomima koji su povezani sa infekcijom HPV glavпi mehanizam 
iпaktivacijc р53 na proteinskom пivou, malo је podataka о spcktru ТР53 mutacija u HPV 
inticit·anim karciпomima grlica materice lt razlicitim geografskim regionima (svega је 
118 mutacija prijavljeno u IARC ТР53 bazi, RI4, 2009). 
Poredenjem spektra ТР53 mutacija u karcinomima jajnika u razl icitim regionima sveta, 
prijavljcnih u LARC ТР53 bazi (ukupno 1863 mlltacija, R 14, 2009), LIOCava se da Sll 
tranzicije vise zastllpljene nego transverzije, sa G>A kao najucestalijom tгanzicijom. 

lnteгesantno је da polovina od ukupлog broja detektovanil1 mutacija tl ovom radu (3/6) ll 
egzon ima 4-8 ТР53 gena ll karcinomima jajпika su mutacijc koje menjajtl faztl okviгa 
citanja, i to tipa delecija. Dve od tri dekcije su detektovaпe tl egzonu 5. Neki autori 
suge1·i su da Stl delecije u karcjпomima јајпјkа pt·edomina11t11e u egzo11t1 5 ТР53 gena 
(Angelopoulou et al., 1998). Mutacija koja stva1-a stop kod011 је tipa traпzicija (G>A), 
dok mtltacije koje meпjaju znacenje kodona su tjpa tt-a 11sveгzija (G>T). Ovo moze 
ukazjvatj da Sll pomeпuti tipovi mutacija karakteristican za nase geografsko podrucje. Ali 
obzj,·om se 1·ad j о malom broju mutacjja, пе mozemo izvestj ovakav zakljucak bez 
ispitjvanja vece gl·upe bolesl1ica. 
Najme, mutacjje u geпima su posledica delovanja mutagena spolja5nje srediпe i 
eпdogenih mehanizama. Neki od eпdogenih faktora su greske koje se javljaju tokom 
replikacije D К ili popravke ostecenja DNK, kao i deamiпacija metilovaпog citoziпa u 
CpG ostrvcima, koja ga prevodi u timin. Ova deamiпacija је pojacana putem azotnih 
oksida ј cesta је u tumorima koji su povezani sa hronicnim inflamacijom, poput 
kolorektalnog kancera i kaпcera zeluca. Neki od najpoznatjjjl1 prjтera veze jzmedll 
mutagena sredjne ј nastanka kancera su: kancer jetre ј hronicna jnfekcjja vj rusom 
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hepatitjsa, kao ј izlozenost aflatoksinima; ne-melanomnj kancer koze ј jzlozenost UV 
radjjacjjj; kancer pluca ј izlozenost kancerogenjma jz duvana. 
U nekim delovima sveta, kao sto sи pod-saharskj predeli Afrjke ј jиgoistocna Azija, 
izlozenost aflatoksinu В Ј i hepatitis В vjrusu su razlog veoma vjsoke incidence kancera 
jetre (40 na 100 000). ТР53 mиtacije su prjsиtne u oko 50% kancera jetre u ovim 
delovima sveta, sa visokom ucestaloscu mutacjje koja menja znacenje kodona 249, AGG 
u AGT, koja vodj zameni argjnina serjnom. Ova mиtacija cjni 26% od svih opisanih 
mutacija u ТР53 genu и kancerima jetre. U in vitro sistemima i celijskim kиltиrama је 
pokazano da metaboliti aflatoksina jndukuju ovu mutacjju u ТР53 genи. U zemljama 
Zapadne Evrope i Sjedjnjenjm Americkim drZзvama, gde је alkohol vaz.an faktor 
nastanka kancera jetre, ovaj tip ТР53 mutacije је redak, а ТР 53 mutacije su prisutne u 
oko 30% kancera jetre (pregled u Szymanska апd Hainaut, 2003). 
U ne-melanomnom kanceru koze, oko 56% mutacija u ТР53 genu su С>Т tranzicije, 
ukljucиjиci СС>ТТ tranzicije (6%) koje nisu detektovane u drugim tumorima. Ovo је 
posledica neefikasne popravke fotoprodukata, nastalih UV zracenjem. U kancera pluca 
pusaea, oko 30% mutacija и ТР53 genu su G>T tansverzjje, i to predomjnantno u 
kodoпima 157, 158, 245, 248 ј 273. Ovaj tjp rntrtacija u ТР53 genu u kancera pluca ne­
pusaca cinj 12%, а и kancera koji nisи povezaпj sa jzlozenoscu kancerogenima iz duvana 
oko 9% svih mиtacija и ТР53 genи. U dиvanи se nalaze mnogj agensi koji potencijalno 
mogu da indиkиjи ovakve promene u DNK, poput agenasa oksidativnog stresa, 
nitrozoamina, aromaticnih amina i policikljcnjh aromatjcnjh hjdrokarbona (pregled и 

Szymanska and Hajnaut, 2003). 
Neke stиdjje sugerjsu da razlicita raspodela ТР53 mutacUa ро egzonjma, razljcjt spektar 
ТР53 mutacjja ј razlicjta 1-aspodela ро "hotspot" kodonjma u karcjnomjma jajпika и 
razljcjtjm krajevima sveta llkazujи na razJjcjte mutageпe sredine koje dovode do 
specjficnjh promena и sekvenci ТР53 gena u karcinomjma jajnika u odredenjm 
geografskim podrucjjma (Oansonka-Mieszkowska et al., 2006). 

Interesaпtno је da је medи promenama u sekvencj ТР53 gena u anaJjziranjm grupama 
bolesnica u ovom radu, koje su potvrdene sekvenciranjem, G-+A nukleotidna supstjtucjja 
na pozjcjji g.14394 u jntonu 7 detektovana и tri s lиcaja: FIGO 1 skvamoznom karcjnomи 
grlica materjce gradиsa 1, FIGO 1 skvamoznom karcinomu grJjca materjce gradиsa 2 ј 

FIGO 11 mucinoznom karcinomu jajnjka nepoznatog gradиsa. Ova promena nije 
prijavljena и IARC ТР53 mutacionoj bazi podataka. Interesantno је da se g.14З94G>A 
homozigotna intronska varijanta detektovana u 3/107 (2,8%) tumora ispitivanih 
ginekoloskih regija. 
Postoje podaci о povezanostj jzmedu intronskih varijanti ј razvoja nekih tipova kancera 
i/jli progresjji bolesti . Podacj о varijantama sekvence и intronu 7 ТР53 gena su 
malobrojni i slabo izucavanj. Neke intronske varijante u ТР53 genu sи \' ise ispjtjvane, 
kao dupJjkacjja 16 Ьр u introпu З, Mspl restrjkciono mesto ј g.l З964G>С u intronи 6. 
Јеdпа stиdija slucajeva ј kontrola (eng. case-control study) је istrazivala da Јј genotip 
kodona 72 ТР53 gena, dupljkacjja 16 Ьр u jntronu З ј jntron б Mspf RFLP trticи na rj zjk 
za nastanak kancera dojke и zena u Nemackoj. Aиtori su иtvrdjJi daje duplikacija Ј б Ьр u 
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jntronu З udruzena sa povjsenjm rjzikom za nastanak kancera dojke do 50 godine u zena 
sa pozitivnom porodicnom istorijom kancera dojke (Wang-Gohrke et а1., 2002). Druga 
studija је pokaza1a da su sva trj pomenuta po1jmorfizma Uedan egzonskj ј dva intronska) 
Ьi1а povezana sa povisenjm rjzikom za nastanak kancera p1uca, dok 1jmfoЫastojdne 
ce1jjske 1inije sa wt a1elima na sva trj 1okusa su imala vШ apoptotskj jndeks ј kapacjtet 
popravke DNK ostecenja (Wu et al., 2002). Kod kolorektalnjh kancera, jedna 
epidemjo1oska studjja је sugerjsala ulogu dup1ikacije 16 Ьр u jntronu З u povisenom 
t·jzjku za nastanak ovog obo1jenja (Gemjgnanj et а1., 2004). 
Podacj о varijantj sekvence g.IЗ964G>C u jntronu 6 ТР 53 gena su kontradjktornj. Jedna 
studjja је pokazala da germjnativna g.l3964G>C varjjanta predstavlja visoko-rjzjcnu 
mutacjju udruzenu sa fami 1jjarnim kancerom dojke (Lehman et al., 2000), dok druga 
studjja to nije potvrdila (Marsh et а!., 200 1). Grupa autora jz Turske takode njje nasla 
udruzenost ove intronske varjjante ј povisenog гjzika za kancer kolona (Buyru et а!., 

2005). 
Mali је broj studija о vezi izmedu jntronskih varjjanti i prognoze bolestj. Jtalijanska grupa 
autora sugerisa1a је da osobe obole1e od nesitno6e1ijskog karcjnoma pluca sa 
duplikacijom u jпtronu З imaju znacajno losiju prognozu (Boldriпj et al., 2008а). lpak, 
njje jasno da 1i је insercija 16 Ьр u intronu З vezana za povecan rizik za пastanak nekjh 
tjpova kancera ј 1osu prognozu bolesti ilj је to pos1edica gametske neravnoteze sa 
varjjantama kodona 72 ТР53 gena. 
Njje jasno kako promene u sekvenci introna ТР53 gena doprjnose tumorogenezj. Neke od 
pretpostavki su da је to posledjca mogџceg uticaja na funkciju р53 proteina putem 
pojacane ucestalostj mutacjja u sekvenci oko1ne DNK, pojave novjh mesta obrade 
primarnih RNK transkripata, izmenjene transkripcione stabllnostj ili tkivno-specjficne 
ekspresjje (pregled u Mattjck, 1994; Lozano апd Levjne, 1991 ). 
Podaci о funkcjjama introna, pos1ednjih godina su pomeri1j granicu jzmedu introna ј 

egzona. Kada su 1977. godine otkrivenj intronj, nazjvanj su "DNK otpadom" (eng. ,iunk 
DNA"), nepoznate Ьio1oske funkcjje. Kasnije, ova predstava о jntronjma је izmenjena. 
Do danas је poznato nekoJjko funkcjja introna. Neki jntroпj strukturno stabl1jzuju pre­
jRNK i stjte је od degradacije, koпtroljsu ekspresiju egzoпa i pojacavajll sjnteZll protejм. 
lntronj mogu da kontrolisu gensku aktjvnost u raz1jcitim stadjjumjma razvjca ј u 
odgovoru na trenutne Ьioloske potrebe. Takode, nekj jntronj funkcionjsu kao kontrolne 
sekvence u procesu inaktivacjje Х hromozoma, neophodne za doznu kompenzacjju u 
zena. Neki podacj ukazuju da jntronj mogu Ьitj uk1jucenj u pakovanje DNK u 
hromozome. Intronj doprjnose genet jckoj varjjabllnosti putem nj ihove uloge u razmeni 
delova homologih hromozoma tokom mejoza (eng. crossing-over) ј ako su vezanj za 
retropozonske elemente pomeranjem DNK jz jednog dela genoma u drugj, па nacin 
slican funkcioпjsanju retrovjrusa. Promenjeni obrasci obrade iRNK cine da neki introni 
ili njihovj delovi postanu deo funkcionalne iRNK (Bergman, 200 1 ). 
S obzjrom na ucestalosti g.14З94G>A jntronske varijante od 2,8% u grupj ispitivanjh 
bolesnica, mozemo pretpostavjtj da је ovo polimorfna varijanta karakteristjcna za nasu 
populaciju. U tu svrhu, treba prvo ispitatj da 1ј se radi о germinatjvnoj varijanti kod 
bo1esnica ciji tumorj jmaju ovu promenu. Ako se to potvrdj, ispitivanjem sire populacije 
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zdravih zena ustanovili Ьismo da li је g.l4394G>A polimorfna varijanta karakteristicna 
za populaciju u SrЬijj, Takode, dalje studjj e na genskom i protejnskom njvou 
g.l4394G>A jntronske varijaпte ТР 53 gena su neophodne u odredjvanju funkcjonalnjh 
posledica ove varjjante ј njenog potencijalnog efekta na rjzik ka razvoju nekih tjpova 
kancera i/iJj progresjjj bolestj. 

5.4. UTICAJ POLIMORFIZМA KODONA 72 ТР53 GENA U NASTANКU 
КARCINOМA GRLICA MATERICE Ј КARCINOMA ЈАЈNЈКА 

ТР53 mutacjje su najvjse jzucavane genske promene u maljgnjm tumorjma, о cemu 
govorj i podatak da је u lARC ТР53 bazj do 2009. godjпe prjjavljeno 26 597 somatskjh ј 

535 germinativnih mutacija. Nasuprot, ТР 53 polimorfizmj su slabo jzucavaпj. 
Od kada su Storey ј saradnjcj 1998. godine nagovest j)j da jndjvidue sa Arg/Arg u odnosu 
na Arg/Pro genotip kodona 72 imaju vШ rizik za nastanak HPV-udruzenjh karcjnoma, 
jntenzivna istraiivanja su vrsena u razljcitjm krajevjma sveta о vezj poljmorfnjh varjjantj 
kodona 72 ТР53 gena ј nastanka razljcitih tjpova kancera. 
Najvjse је jzucavana veza jzmedu polimorfizma kodona 72 ТР53 gena ј гjzjka za 
nastanak karcjnoma grljca materice, dok su studjje za ostale tumorske lokacjje 
malobrojne i kontradiktorne. 
Neke studjje su pokazale vezu jzmedu Arg72 р53 varijante i vjseg rjzjka za nastanak 
kaпcera dojke (Buyru et а!., 2003; Aoki et al., 2009), jajnjka (Pegoraro et al., 2003; 
Agorastos et al ., 2004), prostate (Henner et al., 200 1), larinksa (Sourvjnos et. al, 2001), 
jednjaka (Yang, 2008), zeluca (Shen et al., 2004), mokracne besike (Soulitzjs et al, 2002), 
pluca (Buyru et al., 2008), koze (Dokianakis et al., 2000). Ima i studija sa oprecnjm 
rezultatima, tj. da је Рго72 р53 varijanta udruzena sa rjzikom za nastanak odredenih 
tjpova kancera, kao sto је kancer stitne zlezde (Granja et al., 2004), nazofarinksa (Sousa 
et al., 2006; Zhuo et al., 2009), dojke (Кazemj et а!., 2009; Zhang et al., 20 Ј 0), jajnjka 
(Wang et аЈ . , 2004; Santos et al, 2006Ь), endometrijuma (Roh et al., 2004), prostate 
(Suzuki et al., 2003), jednjaka (Lee et al., 2000; Sl1ao et al, 2008), zeluca (Yi and Lee, 
2006; Zhou et al., 2007), pluca (Sreeja et al, 2008; Li et al, 2009), koze (Chen et al ., 
2003), jetre (Ezzikourj et al., 2007). 

Studjje о vezi polimorfnih varjjantj kodona 72 ј rjzjka za nastanak karcinoma grJjca 
materjce su nekonzjstentne, prj cemu veliki broj ovih studjja njje uspeo da potvrdj 
prvoЬitni nalaz Storey-a ј saradnika (1998). Ove razlike poticu od malog uzorka, kao i 
neadekvatno formirane kontrolne grupe. Smatra se da studije sa manje od 200 slucajeva 
treba obazrivo interpretjratj, а da jedino veijke, pazJjjvo dizajnirane studije slucajeva i 
kontrola sa hi ljadama uzoraka daju jasne rezultate (WhiЫey et al. 2009). Meta-analize su 
pokazale da је glavni uzrok heterogenosti medtl rezu ltatima odstupanje od Hardj­
Vajnbergove ravnoteze u kontrolnoj grupi (Koushik et al., 2004). Ovo odstupanje moze 
da ukaie da kontrolna grupa nije reprezentativnj uzorak populacjje jz koje је jzdvojena, 
tako da genotipska distriЬucjja ne odraZ3va onu koja је prjsutna u populacjjj. Ili је 
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odstupanje posledjca etnjcke mesanostj populacjje ako postoje etnjcke/rasne razljke u 
ucestalostj genotjpova u odnosu na neko poljmorfno mesto, kao sto је to slucaj sa ТР53 
kodon 72 poljmorfizmom. 
Meta-regresione analjze su pokusale da razjasne ј uticaj drugjh eventualnih jzvora 
heterogenosti, kao sto su izvor DNК, metod za genotipizacjju i НРУ status. Pokazano је 
da nema znacajnih razlika kada је izvor DNК bila krv u odnosu na tumorsko tkjvo u 
grupj bolesnica, sto је u skladu sa cinjenicom da је guЬitak heterozjgotnostj redak 
dogadaj u пeoplazjjama grlica materice (Koushjk et al., 2004), kao ј da nema znacajnjh 
razljka alel specjficnog PCR-a u odnosu rna druge metode za genotipizacjju (Koushjk et 
al., 2004; Sousa et al., 2007). Kada su za grupu bolesnica odabrane samo one koje su Ьile 
НРУ 16 i/ ilj НРУ 18 pozitivпe pokazana је stat jsticki znacajna razl jka kod skvamozпjh 
karcinoma, gde је srednji OR Ьiо dva puta vjsj, sto sugerise da mozda postojj genotjpska 
predispozicija za jzvesne НРУ tipove. Predispozicjja Arg forme р53 proteina ka Е6 
posredovanoj degradaciji demonstrirana је samo za . НРУ tipove 16 i 18 (Storey et al., 
1998). Iako је logjcna ekstrapolacija ovog nalaza ла ostale visoko-rizjcne НРУ tipove, 
moguce је da Е6 onkoprotein drugjh НРУ tjpova jma manje izrazenu razJjku ka Arg u 
odnosu na Pro р53 proteinsku varijantu. ReZtlltati Storey-a ј saradnika Stl sugerisalj da је 
Е6 posredovana degradacija р53 blago povjsena za HPV 18 u odnosu na НРУ 16. Otuda је 
ј visj zЬimi OR za adenokarcjnome koji su uglavnom udruzeni sa HPV 18 u odnosu na 
skvamozne karcjnome koji su mnogo cesce udruzeni sa HPV 16 infekcjjom (Koushik et 
al., 2004). Razljke u НРУ varjjantama mogu da doprinesu razJjkama u predjspozjcijj Arg 
varijante р53 ka nastanku karcjnoma grJjca materjce. Tako, ne-Evropska HPV 16 
varjjanta u odnosu na Evropsku ima vj5j onkogeni potencjjal u skladu sa dugotrajnjjom 
latentnom jnfekcijom ј visim transkrjpcionim potencijalom (Ferenczy and Franko, 2002). 
Protjvrecnostjma о vezj izmedu ТР53 poljmorfnjh varijantj i rjzjka za nastanak nekih 
tjpova kancera moze da bude i uzrok nedostak odredjvanja ТР 53 mtJtacjoпog statusa 
tumora, usled cinjenice da Arg72 varijanta moze da bude jnhjЬitor ili aktivator tumorskog 
rasta zavisno da li se radj о wt iJj mutiranom р53 protejnu (Pietsch et al., 2006). 
PoJjmorfizam uzvodnih aktjvatora ili represora jli nizvodnjh efektora р53 moze da 
dovede do individualnih razlika u riziku za nastanak kancera zajedпo sa polimorfizmom 
ТР53 gena. 
Meta-analjze, koje su pokusale da sumjraju rezultate iz razljcjtih krajeva sveta, pokazale 
su blago povjsen rjzjk za karcjnome grlica materice za Arg homozjgote u odnosu na 

hetcrozjgote (OR 1,2; 95% Cl 1,1-1,3) (Јее et al., 2004), (OR 1,22; 95% Cl 1,08- 1,39) 
(Кiug et al., 2009). U odnosu na histoloski tip, uocen је blago visi rizik za 
adenokarcinome (OR 1,7; 95% CI 1,0 -2,7) u odnosu na skvamozne celijske karcinome 
(OR 1,5; 95% CI, 1,2-1,9) (Koushik et al., 2004). Za Evropu је pokazano da Arg 
homozigoti u odnosu na heterozigote ili Pro lюmozigote imaju visi blago povisen rizik za 
nastanak invazivnih karcinoma grlica materice (Sousa et al., 2007). Za razliku od 
karcinoma grlica materice, veza izmedu Arg/Arg genotipa i viseg rjzika za nastanak 
skvamoznih intraepjtelnih Jezjja nije pokazana u meta-analizama (Koushik et al., 2004; 
Sousa et а!., 2007). Ovo vodi pretpostavci da ТР53 kodon 72 polimorfizam jma ulogu u 
progresiji, pre nego inicijaciji kanceroznЉ Jezija. 
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U periodu od prve puЬljkacije Storey i saradnika 1998. do 2006. godjne, pretrazjvanjem 
razlicitih baza podataka (PubMed, Embase, Current contents), ustanovljeno је da је vjse 
od 80 studjja uradeno о vezj ТР53 kodon 72 poJjmorfizma ј гjzjka za nastanak karcjnoma 
grlica materice (Кiиg et al., 2009). U PubMed bazj podataka 27 studjja na tu temu је 
pиbJjkovano anaJjzjranjem Evropskih polulacjja и periodu od 1998. do 2005. godjne, ј 

one su obul1vatjle samo 13 Evropskih zemalja. Od toga 7 studjjaje Ьilo vezano za ]taJjju, 
а ро 4 za Veliku Brjtaniju ј Svedsku. Glavnjпa studija nije pokazala statistickj znacajnu 
razliku и raspodeli Arg/Arg genotipa izmedи zena sa skvamozлjm jлtraepitelnim lczjjama 
ilj jлvazivnjm karcinomima grliea materjce ј kontrolne grиpe, kao nj vezu Arg/Arg 
genotjpa sa razvojem ovog maJjgnjteta. Studjje koje su иkazale na vjsi rizik ka nastanku 
ovog maJjgnjteta kod Arg/Arg nosioca potjcale sи iz 4 zemlje ј to VeJjke Bгjtanije, 

Svedske, ltalije ј Grcke. Indjvidualne meta-analize za zemlje sa vjse od jedne 
pиЫikovane studije pokazale su da јеdјпо JtaJjja ј Veljka Brjtanjja imaju statjstjckj 
znacajan rezultat ј to za invazjvne karcinome grJjca materjce, dok to nije pokazano za 
skvamozne jлtraepitelne lezjje (Sousa et al., 2007). 
Iz meta-anaJjza vidi se da su brojne studjje anaJjzjrale Evropske populacije, а manje jh је 
za populacjje Azjje, Severne ј Juzne Amerike, ј svega nekoljko za Afrjku (Koushik et al, 
2004; Јее et al., 2004; Sousa et al., 2007; Кlug et al ., 2009). Prj ovome treba jmatj u vjdu 
da Evropska populacjja cjnj 1 1% иkupne svetske populacjje, prj сети samo Rusjja 
doprinosj sa 2%, а za tu zemljи nemamo podataka о udruzenostj ТР53 kodon 72 
polimorfizma i nastanka neoplazjja grliea materjce. Takode, za vise od dve trecjne 
Evropskih zemalja nemamo ovaj podatak. Azija doprjnosi 60% svetskoj popиlaciji, pri 
cemu Kina ј lndija cine 20%, odnosпo 17%. Tako da, pored navedenjh jzvora 
hererogenostj rezultata, zakljucke jz meta-analjza treba uzjmatj sa jzvesnom rezervom 
(Popиlation Djvisjon of the Department of Economic and Social Affajrs of the Unjted 
Natjons Secretariat, 2009). 
Vezи izmedu poljmorfizma kodona 72 ТР 53 gena ј rjzika ka nastanku karcjnoma grljca 
materjce rasvetljle Ьi dodatne studjje u pacjjenata sa jasno definjsanjm tjpovjma tumora 
(skvamoznj vs. adenokarcjпomj); razlike u postojanju razljcjtjh HPV tipova, podtjpova i 
varijanti; podrobnije izucavanje populacUa sa razljcitim genctjckjm poreklom, а slicпih 
geografskih prostora (Ojeda et al., 2003), kao ј odredivanje mutacionog statusa ТР53 
gena u tumorskjm tkivima. 

Za razliku od brojnjh studija о vezj jzmedu Arg/Arg р53 i гjzjka za nastanak karcjnoma 
grlica materjce (koje su ovu asocjjacjju potvrdjJe ili ne), studije о vezj poJjmorfnih 
varjjaпtj kodona 72 ТР 53 gena i nastanka karcjnoma јајпјkа su malobrojпe i 
kontradjktorne. Tako su neke studjje nagovestjJe da је Arg/ Arg genotip ј]ј Arg alel 
verovatnj faktor rizika za nastanak ovjh neoplazmj (Agorastos et al., 2004; Pegoraro et 
а!. , 2003), dok drugj aиtorj ukazиjи da је Pro alel faktor rizjka za nastanak ovih 
neoplazmi (Wang et а!., 2004; Santos et al., 2006Ь). 
U ovom radu pokusali smo da otklonimo sve potencjjalne uzroke heterogenostj rezultata. 
OdaЬir kontrolne grupe Ьiо је takav da је postojalo poklapaпje ро godinama unutar 
intervala (<40, 40-49, 50-59, >60 godina) sa grupama bolesnica, i isti odnos HPV 
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inficiranih vs. HPV neinficiranih individua је u okviru svakog intervala godina Ьiо kao u 
celokupnoj grupi iz koje је vrsen odaЬir (odeljak 3.1.). Kontrolne grupe (kako za 
karcinome grlica materice, tako i za karcinome jajnika) Ьile su u Hardi-Vajbergovoj 
ravnotezi u odnosu na ispitivani genski lokus, te su zaista predstavljale reprezentatjvni 
uzorak populacije jz koje su jzdvojene. Takode, uzeJj smo uzorke tumora kojj su Ьili wt 

ТР53, u skladu sa cinjenjcom da mutjrani ТР53 sa Arg72 varijantom moze da bude 
aktivator tumorskog rasta. 
Rezultati ove studjje su pokazali da su nosioci Arg alela u povisenom riziku za nastanak 
karcinoma grlica materice (Arg/Arg vs. Arg/Pro plus Pro!Pro: OR=l,24; 95% CI 0,59-
2,61 i Arg/Argplus Arg/Pro vs. Pro/Pro: OR=4,24; 95% Cl 0,49-36,32), dok su nosioci 
Pro alela kodona 72 ТР53 gena u povisenom riziku za nastanak karcinoma jajnika 
(Pro/Pro vs. Arg/Pro plus Arg/Arg: OR=l ,52; 95% С / 0,29-7,89 i Pro/Pro plus Arg!Pro 
vs. Arg/Arg: OR=2,04; 95% CI 0,96-4,34). Jpak, ovde se radi lo о relativno malom uzorku 
(49 karcinoma grlica materice i 47 karcinoma jajnika i njima pridruzenih kontrolnih 
grupa od 74, odnosno 70 briseva grlica materice), te rezultate treba uzimati preliminarno. 
lspitivanjem vecih grupa bolesnica, kao i kontrola, mogli Ьismo da donesemo pouzdanije 
tvrdnje о vezi polimorfnih varijanti kodona 72 ТР53 gena i rizika za nastanak pomenutih 
maligniteta gjnekoloske regjje. 

Као posredan rezultat jspjtivanja polimorfnjh varjjantj kodona 72 ТР53 gena ј гjzika za 
nastanak pomenutjh maljgnjteta doЬilj smo ј ucestalost Arg (77,4%) ј Pro alela ТР53 
gena (22,6%) u populac jjj u SrЬiji. Ova ucestalost је sljcna onoj u nekim Evropskjm 
zemljama (Tabela 1 0). 

Tabela 10. ТР53 poljmorfizam u razljcitim populacijama (ucestalosti: АЈ(Р)- Pro alela, 
А2(А)- Arg alela, РР- Pro/Pro, АР- Arg/Pro, АА- Arg/Arg genotipa) (Ojeda et al., 2003) 

Zcmlja N At(P) Az(A) рр АР АА Referenca 

Finska 171 0,243 0,757 0,053 0,380 0,567 Beckman et al. , 1994 

Norveska 225 0,258 0,742 0,060 0,400 0,540 Helland et а!. , 1998 

Svedska 626 0,307 0,693 о, 11 1 0,390 0,500 Josefsson et al., Ј998 

Svedska 188 0,3 Ј О 0,690 0,090 0,440 0,470 Andersson et а! ., 200 Ј 

Velika Britanija 246 0,222 0,778 0,069 0,305 0,626 Rosenthal et al., 1998 

Velika Britanija 250 0,246 0,754 0,060 0,372 0,568 Lanham et al., 1998 

Velika Britanija 4Ј 0,342 0,658 0,049 0,585 0,366 Storey et а!., 1998 
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Tabela 1 О. nastavak 

Holandija Ј 58 0,240 0,759 0,060 0,370 0,570 Hayesetal., Ј998 

Poljska 52 О, 153 0,847 0,038 0,231 0,731 Dybikowska et al., 2000 

Ce~ka 172 0,288 0,712 О, Ј 10 0,355 0,535 Tachezy et al., Ј 999 

Spanija 90 0,320 0,680 О,ЈО2 0,435 0,463 Beckman et al., 1994 

Japan 1 Ј О 0,404 0,595 о, 180 0,460 0,360 Minaguchi et al., 1998 

Kina 68 0,449 0,551 0,120 0,660 0,220 Ngan et а!., 1999 

Indija Ј З 1 0,505 0,495 0, 150 0,7 1 о О, 140 Saranath et al., 2002 

Indija 71 0,542 0,458 0,296 0,493 0,21 1 Beckman et al., 1994 

Nigerija 122 0,631 0,369 0,385 0,492 0,123 Beckman et al., 1994 

Juzna Afrika 340 0,690 0,310 0,470 0,440 0,090 Pegoraro et al., 2002 

SAD 245 0,282 О, 718 0,082 0,400 0,518 Нildesheim et al., 1998 

Kosta Rika 123 0,309 0,69Ј 0,065 0,488 0,447 Hildesheim et al., Ј 998 

Ре ги 127 0,303 0,697 0,126 0,354 0,520 Klug et al., 200 Ј 

Cile 53 0,302 0,698 0,075 0,453 0,472 Ojeda et al., 2003 

Cileanski domoroci 25 0,240 0,760 0,080 0,320 0,600 Ojeda et al., 2003 

Takode, kao posredan rezultat, doЬiJj smo ј ucestalost НРУ jnfekcjje и kontrolnoj grupj 
od 40,0%. Ovo је prjJjtno vjsoka ucestalost u odnosu па prosecnu ucestalost HPV 
jnfekcjje u grupj cjtoloskj normaJnjh zena u Evropj ј razJjcjtjm krajevjma sveta (CJjfford 
et al., 2005; de Sanjose et al., 2007). Ipak, neke studjje su pokazale vjsoku usestalost 
HPV jnfekcjje u grupj cjtoloskj normalnih zena ј to 39% ј 51% (Ferrera et al., 1999; 
ЂЉоrа et al., 2009). Razlog ovome је verovatno trenutnj socjo-ekonomskj status ј 

neadekvatna edukacjja zena u SrЬijj . 
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5.5. POVEZANOST M UTACIJA 1 POLIMORFNIH V ARIJANТI KODONA 72 
ТР53 GENA SA КLINICKO-ШSTOPATOLOSКIM КARAKTERISTIKAMA 
КARCINOМA GRLICA МATERICE 1 JAJNIКA 1 КARAKTERISTIКAМA 
BOLESNICA 

Mиtacije ТР53 gena sи cesto asocirane sa kasnijim tиmorskim stadijиmima, losom 
prognozom bolesti i rezistencijom na antikancerskи terapijи koja deluje putem p53-
zavisne apoptoze. 
U ovom radи ispitivali smo raspodelu mutacija u ТР53 genu i polimorfnih varijanti 
kodona 72 ТР53 gena medи klinickim (FIGO stadijиm) i histopatoloskim 
karakteristikama karcinoma (histoloski tip/podtip tumora, histoloski gradus tumora), kao 
i karakteristikama bolesnica (status menopauze, starosna dob). 
U karcinomima grlica materice nije ispitivana povezanost mutacija u ТР53 geпu sa 
klinicko-histopatoloskim karakterjstikama karcinoma, kao ni sa karakteristikama 
bolesnica sa ovim karcjnomima s obzirom da је и samo jednom tumoru detektovana 
egzonska mutacjju и ТР53 genu ј u tri tumora intronske varijante cijj uticaj na funkcjju 
р53 proteina nije utvrden. 
Veliki broj studija о povezanosti promena u ТР53 genu i karakteristika karcinoma grlica 
materice se zasniva na jmunohistohemijskim metodama. Tako, пeki autori ukazuju da 
ekspresija р53 raste sa porastom stadijumima bolesti i da predstavlja kasni dogadaj u 
kancerogenezi (Bremer et al., 1995), dok su drиgi prekomemu ekspresiju р53 detektovali 
и ranim stadijиmima (Ngan et al., 2001). Razlika и ekspresiji р53 se ne razlikuje izmedu 
histoloskih gradusa tumora (Horn et al., 2001 ). 
Iako ТР53 gen izmenjen mutacijom koja menja znacenje kodona kodira za protein 
produzeпog polиZivota koji moze da se detektuje imunohistol1emijski, prekomerna 
ekspresjja р53 proteina ne mora da иkazuje na postojanje mutacije u ТР 53 genu. 
Prekomerna ekspresija р53 proteina mo:le da bude rezultat akumulacije normalnog р53 
proteina u odgovoru na DNK ostecenja koja vode zaustavljanjи celijskog ciklusa i 
apoptozi, proteinskog uvijanja normalnog р53 i tehnickih faktora. Sa druge strane, neki 
tipovi mutacija poptlt mutacija koje stvaraju stop kodon i delecjja, koje vode sintezi 
nepotpuпog р53 proteiпa, ne mogu da se detektuju imuпohistohemijski. 

U ispitivanim karciлomima jajnika (n=53), zastupljenost ТР53 mutacija иnutar klinickih, 
kao i histopatoloskih karakteristika bolesti nije statisticki znacajпa. Ucestalost ТР53 
mutacija u tumorima bolesnica sa uznapredovalom bolesti (FIGO stadijumi Ш/IV) 
(12,1 %) је Ьila priЫizna onoj и lokalizovanom bolesti (FIGO stadijumi I/JI) (Ј 0,0%). 
Neki aиtori иkаzији na visu ucestalost mиtacija u ТР53 genu и kasпjm (III/IV) u odnosu 
na rane stadijиme bolestj (I/II), i to 49% vs. 31% (Feki and I1·mjnger-Finger, 2004). U 
nekim studijama је pokazano da је zastupljenost ТР53 mutacija statistickj znacajno vjsa u 
kasnjm u odnosu na rane stadijume bolesti (Fallows et а!., 200 Ј ; Reles et al., 200 Ј), sto Ьi 
ukazivalo da su one kasni dogadaj u kancerogenezi ј da doprinose agresjvnjjem fenotipu ј 

napredovanju tumora, ali jma ј studjja koje nisu pokazale veztl jzmedu mutacija u ТР53 
genu ј FIGO stadijиma bolesti (Guan et al., 1998). 
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U odnosи na histoloske podtipove karcinoma jajnika, иосеnа је visa zastupljeлost ТР53 
mutacija u ne-seroznim (16,7%) vs. seroznim karcinomima (8,6%). Druge studije nisи 
pokazale znacajnи razlikи и zastupljenosti mutacija и ТР53 genи и razlicitim histoloskim 
podtipovima karcinoma jajnika (Fallows et а1., 2001) i1i је raz1ika и zastиp1jenost ТР53 
mиtacija u seroznim karcinomima Ьi1а znaeajno visa u odnosu na ne-serozne karcinome, 
a1i samo u ranim stadijиmima bo1esti (Leitao et al., 2004). 
Nijedan od dobro diferentovanih karcinoma jajnika nije imao mutacijи u ТР 53 genи, dok 
је иcesta1ost detektovanih ТР53 mиtacija Ьila s1icna и иmereno difcrentovanim (19,0%) i 
s1abo diferentovanim tumorima (16,7%). Ima studija koje su pokaza1e statisticki znacajno 
visu ucesta1ost ТР 53 mиtacija и s1abo difereлtovanim и odnosи na dobro diferentovane 
karcinome (Reles et al., 2001; Wang et а1., 2004). 
Zastl1p1jenost ТР 53 mиtacija Ьila је visa u bolesnica и premenopauzi и odnosи na one u 
postmenopaиzi (16,7% vs. 8,6%), a1i ova raz1ika nije statisticki znacajna. Medijana 
raspodele godina dijagnostikovanja karciпoma jajnika u bo1esnica sa mutacijama u ТР53 
genи је Ьila priЬiizna vrednosti medijane u bo1esnica sa wt ТР53 (58 vs. 59 godina). Ovo 
ukazиje da mutacije u ТР53 genи пе doprinose ranijem javljaпju bo1esti, ali obzirom da 
se radi о svega 6 bo1esnica sa mиtacija nasuprot 47 bo1esпica bez mutacija и ТР53 genи, 
ispitivanje Ьi treba1o izvrsiti na vecem иzorku karciпoma jajпika. U nekim stиdijama је 
pokazano da bo1esnice sa mиtacijama u ТР53 genu imaju statisticki znaeajno visи 

medijanи raspodele godiпa dijagлostikovanja karcinoma jajnika и odnosи na bo1esлice sa 
wt ТР53 genom (Reles et а1., 2001). 
S obzirom па mali broj detektovanih mutacija (n=6) u ispitivanom иzorkи karcinoma 
jajnika nismo ispitivali povezanost tipa mиtacija sa karakteristikama karcinoma, kao ni 
progлozom bolesti. Neke studije иkazujи da, sa k1inickog aspekta, mutacije и ТР53 genu 
imajи razlicit иticaj па agresivnost tumora i prognozи bolesti. U kancerи dojke је 
pokazano da sи mutacije и kodoniшa koji kodirajи za aminokise1ine koje staЬilizujи 
tercijarnu struktиru р53 proteina povezane sa kracim prezivljavanjem, dok bolesnice sa 
mutacijama u kodonima koji kodirajи za aminokiseline koje Sll llkljucene u protein-DNK 
iпterakciju imajи slicno prezivljavaпje kao one sa wt ТР53 genom. Mlltacije u egzontl 4 
su povezane sa losijom progлozom, verovatno usled llticaja ovog dela р53 proteina ll 
apoptozi. Bazne zamene koje menjajи znacenje kodona ili stvaraju stop kodon pokazиjll 
znacajno losiju progлozu u odnosu na delecije ili insercije. Transverzije su povezaпe sa 
losijom prognozom и odnosи ла tranzicije. Mutacije и evolиtivno ocuvanim regionima 
ТР53 gena su manje agresivпe od mutacije u nekonzerviranim regionima (Powell et al., 
2000). U karcinomima jajnika, nasuprot, mutacije u konzerviranim regionima ТР53 gena 
su povezane sa agresivnijim fenotipom od mutacija u nekonzerviranim regionima (Reles 
et al., 2001 ). 

Vecina studija о polimorfizrnu kodona 72 ТР53 gena је bazirana na studijama slucajeva i 
kontrola, radi odredivanja uticaja polimorfnih varijanti u nastanku razlicitih tipova 
kancera. Podaci о povezanosti polimorfnih varijanti kodona 72 ТР53 gena sa klinicko­
histopato1oskim karakteristikama kancera i tokom bolesti su malobrojni. 
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Kako је ispitjvana grupa karcinoma grlica materice Ьila relativno uniformna u odnosu na 
klinicki stadjjum bolesti i histoloski tip tumora (94,3% karcinoma је bilo FIGO l 
stadijuma i 92,5% skvamoznog histoloskog tipa), od klinicko-histopatoloskjh 
karakterjstika jspjtivana је samo povezanost poJjmorfnjh varjjantj kodona 72 ТР53 gena 
sa histoloskjm gradusom tumora. Uocen је trend porasta Arg/ Arg genotipa od dobro ka 
slabo diferentovanim tumorjma. 
U karcinomjma jajnjka, zastupljenost Pro/Pro genotjpa u grupi bolesnica sa 
uzпapredovalom bolestj (FIGO 111 i IV) u odnosu na one sa lokalizovanom bolestj (FIOO 
Ј ј Н) Ьila је slicna (12, 1% vs. 9,5%). Medutim, statisticki znacajno visa zastupljenost 
Pro/Pro genotipa uocava se u ne-seroznim u odnosu na serozni hjstoloskj podtjp 
karcjnoma (26,3% vs. 2,9%). Takode, trend porasta Pro/Pro genotipa sa visjm 
histoloskim gradusima (od 0% u G 1, 4,8% u G2 do 33,3% u G3) је statisticki znacajan. 
Drugi autorj, u karcjnomima jajnika, nisu ustanovili povezanost izmedu ucestalost 
genotipa kodona 72 ТР53 gena ј kljnickih stadjjuma bolesti, histoloskih podtipova 
tumora, kao ni stepena djferentovanosti tumora (Нegdall et al., 2002; Wang et al., 2004). 
Medu bolesnicama sa karcinomom grlica materjce, kojc su bjle u premenopauzj, 65,5% 
је Ьilo Arg/Arg, З 1,0% Arg/Pro ј 3,5% Pro/Pro genotjpa kodona 72 ТР53 gena. Medu 
bolesnjcama koje su Ьile u postmenopauzi, 58,3% је Ьilo Arg/ Arg ј 41,7% Arg/Pro 
genotipa kodona 72 ТР53 gena. Ova razljka u zastupljenosti razlicjtjh genotjpova kodona 
72 лјје statjstjckj znacajna. 
Uocena razlika u zastupljenost Pro/Pro genotjpa u grupi bolesnica sa karcinomom jajnjka 
u posmenopauzj vs. grupi bolesnjca u prernenopauzi (13,9% vs. 5,6%) лјје statistickj 
znacajna. Medjjana raspodele godjna dijagnostikovanja karcinoma grlica materice u 
bolesnica sa Arg/ Arg genotipom је Ьila dve godine ranjje u odnosu na bolesnice sa 
Arg/Pro plus Pro/Pro genotjpom kodona 72 ТР53 gena (47 vs. 49 godjna). Medijana 
raspodele godina djjagnostjkovanja kaгcjnoma jajnjka u bolesnica sa sa Arg/Arg p/us 
Arg/Pro genotipom u odnosu na bolesnice sa Pro/Pro genotipom kodona 72 ТР53 genaje 
Ьila dve godina ranije (59 vs. 61). Medutim, u grupj bolesnjca sa Pro/Pro plus Arg/Pro u 
odnosu na Arg/Arg genotip medijana raspodele dijagnostikovanja bolesti је dve godine 
ranije (57 vs. 59). Drugi autorj ukazuju da Pro alel doprinosi ranijem javljanju kancera. 
Medijana raspodele dijagnostikovanja је Ьila 6 godina ranije za skvarnozne karcinome 
glave i vrata kod Pro/Pro vs. Arg/Pro nosioca (Shen et al., 2002); 10,3 godina ranjje za 
karcinome larinksa kod Pro/Pro vs. heterozigota jJi homozjgota za Arg alel (Gottschlich 
et al., 2000) ј 1 З godina ranije za ne-poJjpozne kolorektaktalne karcinome za pacijente sa 
Arg/Pro vs. Arg/Arg genotipom (Jones et а!., 2004). 

5.6. HPV INFEKCIJA U КARCINOMIMA GRLICA МА TERICE 

Danas је jasno da је infekcija vjsoko-rizicnim tjpovima HPV glavni faktor u nastanku 
karcinoma grlica materice. Ovaj podatak је doveo do intenzivnog istrazjvanja na polju 
profilaktickih i terapeutskjh vakcina. Testiranje prisustva visoko-rizicnjh tipova HPV u 
epitelпim celijama grlica materjce ima tendenciju da sa Рара anaJjzom postane osnova 
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skrining programa u razvijenim zemljama sveta, ciji је cilj prevencija pojave i smanjenje 
smrtnosti od karcinoma grlica materice putem detekcije i tretiranja skvamoznih 
intaepitelnih lezija. Naime, osetljivost Рара testa u otkrivanju intaepitelnih lezija је 50-
60% (Monsonego et al., 2004), dok osetljivost Рара i НРV testa zajedno dostize vrednosti 
od skoro l 00%, а specificnost od 92% (Mayrand et al., 2007). 
Uprkos svemu navedenom, ostalo је dost.a nerazja$njenih podataka о vezi izmedu HPV 
infekcije i genetickih faktora domacina, toku bolesti i odgovoru na antikancersku 
terapiju. 

Prisustvo HPV u ispitivanom uzorku karcinoma grlica materice (n=48) је detektovano u 
62,5% tumora. Jako neki podaci ukazuju da је HPV infekcija prisutna u preko 99% 
uzoraka karcinoma grlica materice (WaЉoomers et al., 1999), ima radova u kojima је 
ovaj procenat manji. Vrednosti za ucestalost HPV infekcije variraju u zavisnosti od 
velicine uzorka, 11istoloskog tipa tumora i primenjene metodologije za detekciju HPV. 
Povezanost izmedu infekcije НРУ i adenokarcinoma је manje izrazeпa u odпosu na 
skvamozni histoloski tip. Neki radovi ukazuju da је HPV infekcija u adenokarcinomima 
zavisna od starosti bolesnica. Pokazano је da u bolesпica mladih od 40 godiлa HPV 
infekcija prisutna u 89%, а u bolesnjca od 60 godina i starijih u svega 43% 
adenokarcinoma (Andersson et al., 200 Ј). Od ukupnog broja dijagnostikovanih 
karcinoma grliea materice 85-90% је skvamoznog tipa, а 10-15% su adenokarcinomi. U 
zavisnosti od tipa i velicine uzorka ove vrednosti variraju. U ispitivanoj grupi karcinoma 
u ovoj studiji bilo је 93,8% karcinoma skvamoznih histoloskog tipa, а 6,2% 

adenokarcinoma. 
Metode za detekciju HPV imaju razlicitu osetljivost, ~· detektujtJ razlicit broj kopija HPV 
u uzorku. Tako PCR metode mogu da detektuju od 1 О do 1000 virusnih kopija ро brisu, 
dok neke druge metode poput НС (eng. !Jybride f.apture) koja se zasniva na DNK-RNK 
hiЬridizaciji od 104

- 105 virнsnih kopija ро brisu (Snijders et al., 2003). U ovom radu, 
prisustvo HPV infekcije је detektovano PCR metodom putem amplifikacije dela Ll 
virLJsnog gena koriscenjem GP5+/GP6+ prajmera koji su tako dizajniJ'ЗJli da se njima 
amlifikuje konzervisana sekvenca L1 virusnog gena 23 tipa HPV (6, 11, 13, 16, 18,30-
35, 39, 40, 42, 45, 51-53, 56, 58, 61, 66, 68) (de Roda Husman et al., 1995). Harima i 
saradnici (2002) su PCR metodom sa konsenzus prajmeгima, koji su amplifikovali delove 
Е6 i Е7 virusпill gena HPV tipova 6, 16, 18, 31, 33, 35, 52, 56, 58 i 59, detektovali 
prisustvo НРV infekcije u 76% (64/84) karcinoma grlica materice, od kojih је 94,0% 

Ьilo skvamoznog tipa. Wong i saradnici (2000) su amlifikacijom dela L Ј virusnog gena 
koriscenjem МУО9/МУ11 prajmera detektovali НРV u 76% (55/72) karcinoma grlica 
materice, od kojih је 86,1% Ьilo skvamoznog tipa. 
U ispitivanom uzorku u ovom radu, НРV16 infekcijaje Ьila prisutna u 58,3%, а HPVI8 u 
16,7% tumora. Ovo је u skladu sa podacima iz literature, ро kojima је infekcija sa 

НРУ16 prisutna u oko 50%, а sa НРV18 u 15-20% skvamoznih karcinoma grlica 
materice, kojih је u ispitivanom uzorku Ьilo 93,8%. Nasuprot, u adenokarcinomima 
predominantan је НРV 18. Tako su Andersson i saradnici (200 1) u 52% adenokarcinoma 
detektovali HPV 18, dok је НРV 16 Ьiо zastupljen u 33% tumora. Bosch i saradnici 
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(1995) su detektovali HPV18 u 51% adenokarcinoma 
Visestruku infekciju (HPV 16 plus НРУ 18) је imalo 14,6% tumora. Sl ican procenat 
visestruke inJekcije detektovan је i u drugim radovima. Tako је 14% ispitivanih tumora iz 
lndonezije Ьilo inficirano sa vise tipova HPV (Schel lekens et al., 2004), а u Jndiji 18% 
karcinoma је Ьilo sa visestrukom infekcijom (Peedicayil et al., 2006). Procenat visestruke 
infekcije и studiji koja је sumirala 516 uzoraka inazivnih karcinoma grlica materice iz 15 
centara u Francuskoj Ьiо је 22% (Pretet et а1.,2008). 

U ovom radu ispitivali smo samo povezanost HPV infekcije sa histoloskim gradusom 
karcinoma grlica materice, s obzirom da su karcinomi Ьili skoro uniformni u odnosu na 
FIGO stadijum (93,8% FIGO I stadijuma) i histoloski tip (93,8% је Ьilo skvamoznog 
histoloskog tipa). Uосепо је da su slabo diferentovani tumori manje inficirani sa HPV 
(odnos НPY-pozitivnih vs. HPV-negativnih Ьiо је 40,0% vs. 60,0%) u odnosu na dobro i 
umereno diferentovane (odnos HPV-pozitivnih vs. HPV-negativnih Ьiо је 52,9% vs. 
47,1% u GJ i 75,0% vs. 25,0% u G2). Ova razlika, iako nije Ьila statisticki znacajna, 
moze da ukazuje da su HPV-negativni tumori agresivnijeg ponasanja, sto је u skladu sa 
nagovestajima nekih autora (Riou et al., 1990). U drugim studijama nije pokazana 
povezanost izmedu НРV infekcije i FIGO stadijuma, histoloskog tipa i gradusa tumora 
(Liu ЈН et al., 2003; Harima et al., 2002). 
Vezano za karakteristike bolesnica, procenat HPV infekcije u bolesnica u premcnopauzi 
Ьiо је priЫizan on ima u postmenopauzi (63,0% vs. 61 ,9%). Medijana raspodele godina 
dijagnostikovanja karcinoma u bolesnica sa HPV infekcijom је Ьila је priЫizna onima 
bez HPV infekcije (49 vs. 48 godina), dok је medijana za bolesnice sa visestrukom 
infekcijom Ьila 52 godine. Druge studije nisu pokazale povezanost HPV infekcije sa 
starosnom doЬi (Harima et al., 2002). 
Nije jasno da li su odredeni НРV tipovi povezani sa agresivnijim karakteristikama 
bolesti. Neki autori ukazuju da НРV 18 moZe da bude udruzen sa agresivnijim formama 
karcinoma grlica materice (Kurman et al., 1988). Da infekcija sa vise tipova НРV daje 
ovim tшnorima agresivnije karakteristike, pokazuje i cinjenica da u HSIL broj kopija 
HPV16 је visi u HSIL koje imaju i neki drugi tip НРУ u odnosu na опе Jezije koji su 
zarazene samo sa HPV 16 (Weissenborn et al., 2003). Вrој integrisanih u odnosu na 
epizomalne forme НРУ 16 kod invazivne bolesti је visi u tumorima sa НРV 16 plus 
НРV18 u odnosu na one sa samo HPV16 infekcijom (Park et al., 1997). 

5.7. RPV INFEKCIJA U КARCINOМIМA JAJNIКA 

Pored uticaja HPV infekcije na nastanak karcinoma anogenitalne i orofaringealne regije 
(pregled u zur Hausen, 2009), ima studija koje sugerisu da ona ima uticaja i na razvoj 
kancera jednjaka (pregled u Syrjanen, 2002), plt1ca (pгegled tl Rezazadeh et al., 2009), 
kolorektuma (Lee et al., 2001; Bodaghi et al., 2005а; Damin et al., 2007; Salepci et al., 
2009), dojke (Damin et al., 2004; Gumus et al., 2006; Heng et al., 2009; de Le6n et al., 
2009), koze (Iftner et al., 2003; Shahmahmoudi et al., 2007), prostate (AI Moustafa, 
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2008), mokracne besjke (De Gaetanj et al., 1999; Barghj et al., 2005). 
Podacj о ulozi HPV u patogenezj kancerajajnika su malobrojni i kontraverznj. Kaufman i 
saradnicj su 1987 godjne prvj nagovestjПi postojanje infekcjje НРУ u kanceru jajnika 
(Kaufman et al., 1987). То је podstaklo istrazjvace jz razlicjtjh krajeva sveta na analizu 
prjsustva ј potencjjalni uticaj HPV u razvoju kancera jajnjka. Neke studjje su potvrdile 
prisustvo HPV u maligno transformisanom tkivu jajnika (Lai et al., 1992; Lai et al., 1994; 
Ip et al., 2002; Wu et al., 2003; Yang et al., 2003; Kuscu et al., 2005; Atalay et al., 2007; 
Giordano et al., 2008), dok druge njsu (Leake et al., 1989; Beckmann et al., 1991; 
Runnebaum et al., Ј 995; Trottier et а\., 1995; Anttila et al., 1999; Chen et al., 1 999; Qujrk 
et al., 2006). 
Uzrok ove razljcitostj moze poticatj od velicine uzorka, tehnologije kojom је detektovano 
prisustvo HPV, kao ј etnjcke prjpadnostj. Broj bolesnjca u cjjjm је tumorjma anaJjzjгano 
pгjsustvo HPV u pomenutjm studjjama vагјгао је od 12 (Leake et al., 1989) do 98 
(Anttila et al ., 1999). Metode koje su se korjstj(e za detekciju HPV Ьile su PCR 
(Beckmann et al., 1991; Laj et al., 1 994; Runnebaum et al., 1995; Trottjer et а\., 1995; 
AnttjJa et al., 1999; Chen et al., 1999; Ip et а\., 2002; Quirk et а\., 2006; Atalay et а\., 
2007; Qjordano et а\., 2008), in situ hiЬridjzacjja (Wu et а \ ., 2003; Kuscu et al., 2005), 
Southern Ыоt 11ibrjdjzacjja (Leake et al., 1989, Laj et al., 1992), јЈј PCR u realnom 
vremenu (Yang et а!., 2003). Tjpjzacija НРУ radena је PCR metodom (Chen et а\., 1999; 
Ip et al., 2002; Qujrk et al., 2006;) ј sekvencjranjem (Atalay et а\., 2007). 

U ovom radu prjsustvo HPV jnfekcjje nadeno је u 7,4% jspjtjvanjh karcjnomom jajnjka 
(n=54). U svjm НРV jnficjгanjm tumorjma detektovano је prjsustvo HPV16 tjpa. lstjm 
metodoloskjm prjstupom jedna studjja u Turskoj је u uzorku od 94 karcjnoma jajnika 
HPV detektovala u 8,5% slucajeva, od cega u 6,4% је Ьila prjsutna jnfekcjja sa HPV 16, а 
u 2,1% sa HPV33 (Atalay et а\., 2007). Nasuprot, studija u fjnskoj , u uzorktl 98 
karcinoma jajnjka njje pokazala prjsustvo HPV nj u jednom karcjnomu jajnjka (Anttila et 
al., 1999). 
Nekj autorj su poredjJj prjsustvo HPV u normalnom ј(ј benjgno jzmenjenom tldvu jajnjka 
u odnosu na maljgno transfoгmjsano (Wu et al., 2003; Kuscu et а!., 2005). Wu i saradnjcj 
(2003) su na5Jj ј statjstjcld znacajnu razljku u djstriЬucjjj HPVI6 u benjgno jzmenjenom 
u odnosu na maJjgno tkivo jajnjka, sto ukazuje na znacaj HPV u nastanku maljgnog 
fenotjpa. 
Pгjsustvo visoko-rjzicnih tjpova HPV u jednoj studjj j nadeno је u seroznom histoloskom 
podtjpu ј uznapredovaljm stadjjumjma bolesti (FlGO Ш ј IV) (Atalay et а!., 2007), dok u 
drugjm njje ustanovljena povezanost vjsoko-rjzjcпjh НРV sa hjstoloskjm podtjpom ј/ ј(ј 

stadjjumom bolestj (Ip et al., 2002, Wu et al., 2003). U uzorku bolesnjca sa karcjnomom 
jajnika u SrЬijj HPV su detektovanj u dva serozna (FIGO Ш ј FJGO IV), jednom 
mucjnoznom (FIGO Ш) i jednom endometrjojdnom tumoru (FIGO II). HPV jnfekcjja је 
Ьila zastupljenjja u FJGO III/IV stadjjumjma u odnosu na FIGO IЛI (9, 1% vs. 4,8%), kao 
ј u ne-seroznjm vs. seroznom hjstoloskom podtjpu karcjnoma (10,5% vs. 5,7%). Ipak, ove 
razlika njsu Ьile statjstjckj znacajne. 
HPV infekcjja је Ьila zastupljenjja u umereno djferentovanjm u odnosu na dobro 
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diferentovane tumore (9,5% vs. 5,3%). Medutim, nijedan od slabo diferentovanih tumora 
nije Ьiо inficiran sa HPV. Ovo Ьi moglo da ukazuje da su НРV inficirani tumorj povezanj 
sa agresivnjjjm karakterjstjkama tumora. Ali, s obzjrom na svega сеtјгј НРV jnficjrana 
rumora u grupj bolesnjca sa karcinomom jajnika, ova jspjtjvanja treba prosirjti na vecu 
grupu karcjnoma. 
HPV jnfekcjja је Ьila prisutna skoro duplo vise u bolesnjca u premenopauzj u odnosu na 
one tl postmenopauzi (11, 1% vs. 5,6%). Ipak, ova razlika njje statistickj znacajna. 
Medijana raspodele godina djjagnostikovanja karcinoma jajnika u bolesnica sa НРV 
in fekcijom је Ьila 57 godina, а u bolesnjca bez HPV infekcije Ьila је 59 godjna. Ovo 
нkazuje na ranije javljanje bolesti u НРV jnficiranih zena, ali s obzirom na mali broj HPV 
jnficiranih tumora ne mozemo izvesti ovakav zakljucak. 
Pored nerazja~njene povezanosti prisusrva HPV u seroznjm vs. ostalim histoloskim 
podtipovjma karciпoma jajnika, uznapredovaljm vs. lokalizovaпoj bolesti jtd., postavlja 
se i pitanje prenosa НРV н tkivo jajnika. Postoji vise pretpostavki о tome kako HPV 
dospevaju u jajпik. Kako se endometrijum i jajovodj nastavljaju sa kanalom grJjca 
materice, pretpostavlja se da је ovo jedan od puteva prenosa, kao i da је infekcija 
olaksana narusavanjem korteksa jajnika tokom ovulacije. Uoceno је da spermatozojdi 
mogu da vezuju 1-IPV i absorbuju virusnu DNК (Perez-Andjno et al., 2009; Chan et al., 
1 996), te se smatra da oni ла svom putu ka peritonealnoj duplji i jajnicjma mogu da budu 
prenosioci infekcjje. NеЮ na)azj ukazuju da 1-IPV mogu da se prenose ј putem 
mononuklearnih 6elija krvi (Bodaghi et al., 2005Ь). 
Jz svega navedenog vidi se da је ovo је polje koje zahteva dalja istrazivanja па velikom 
broju uzoraka i u populacijama razlicite etnicke pripadnostj. 

5.8. UТICAJ MUT ACIJA ТРSЗ GENA, POLIMORFNIH V ARIJANТI KODONA 
72 1 HPV INFEKCIJE NA ODGOVOR NA RADIOTERAPIJU КARCINOMA 
GRLICA MATERICE 

Rad ikalпa histerektomija sa disekcijom pelvicnih limfnill cvorova је uoЬicajeni hirurski 
zahvat kod karcinoma grlica materice. Postoperatjvna radioterapija i hemioterapija 
derivatima platjne sprovodi se u FIGO stadjjumima IA2 do II A ako је u momentu 
primarne hirurske jntervencije prisutna neka od visoko-rizicnih odlika za dalji tok bolesti 
(pozjtivnost limfnih cvorova, tumor veci od 4cm u precnjku, visokogradusni tumori GЗ ј 

G4, invazija krvnih ј limfnih sudova jtd.). Za vise FIGO stadijume pomenuta 
postoperativna terapija је obavezna. 
Rezistentnost na radjoterapiju је jedan od glavnjh proЬiema daljeg toka bolesti. Tumori 
iste histolo~ke grupe i stadijuma razvoja su nekada veoma razliciti u odgovoru na 
radioterapiju. Apoptoza је osnovni mehanizam mnogjh terapijskih pristupa, ukljucujuci 
zracenje. Putem oligonukleotidne ј сD1\ТК microan·ay tehnologije su identifikovani genj 
koji pokazuju razlicitu bazalnu ekspresij u (povecanu/smanjenu) u celijskim linijama 
karcinoma grlica materice u poredenju sa normalnim tkivom grlica materice. Proteinskj 
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produkti mлogih od ovih gena pozitivлo ili лegativлo uticu ла apoptozu (Liu SS et al., 
2003). 
U velikom broju razlicitih tipova tumora prisustvo mutacija u ТР53 geлu је vezano za 
rezisteлciju na radioterapiju. U karciлomima grlica materice rezultati su koлtroverzni. Lu 
i Feki (2006) su sumirali rezultate razlicitih studija u periodu od 1991. do 2004. godine 
pretrazivaлjem Medline baze podataka, podataka WHO, i podataka ТР53 IARC baze 
podataka (prikazaлo u Tabeli 11). U pet od osam radovaje pokazaлo daje prisustvo р53 
povezaлo sa rezisteлcijom ла radioterapiju, dok u ostale tri studije лiје uосела veza 
izmedu р53 ј rezjsteлtлosti na radioterapiju. 

ТаЫе Ј 1. Povezanost promeлa u sekvenci ТР53 gena sa odgovorom ла radioterapjju u 
karcinomima grJjca materice, bazirane ла rmunohjstohemijskim podacima 

Reference Broj bolesлica Ucestalost р53 (%) 
р53 ј 

radioterapija 

NjiЬe et al., 1999 21 
6,6 (pre RT) 

13,9 (posle RT) povezani 

Oka et а!., 2000 202 52,1 povezaлi 

Mukherjee et al., 2001 78 34 povezani 

Jain et al., 2003 76 53,9 povezani 

Rajkumar et al., 1998 40 10 povezani 

Ebara et al., 1996 46 63 nema povezaлosti 

Nakano et al., 1998 64 84,6 nema povezaлosti 

Hove MG et al., 1999 22 1 1 sa relapsom 45,5 
лета povezaлosti 

Ј 1 bez relapsa 54,5 

Podaci osam navedeпih studija zasnivaj u se ла imuлohistohemijskoj aлal izi. Ipak, 
imuлohistohemijska detekcija р53 proteiлa пiје uvek povezaлa sa prisustvom mutacija u 
ТР53 geлu (odeljak 5.5). Tako da, ustaлovljavaлje veze izmedu mutacija LJ ТР53 geлu ј 
odgovora ла radioterapiju zahteva komЬiлacjju imuлohistohemijskih aлaliza i anaJjza 
geлske sekveлce, kao ј vecj broj studjja. 
Ocekivalo Ьi se da НРV iлfekcjja u karciлomima grlica materice predstavlja vazaл faktor 
u odgovoru ла radioterapiju usled iлaktivacije р53 proteiлa delovaлjem Е6 proteiлa 

visoko-rizicлih tipova НРV. Interesantлo је da su rezultati лekih radova pokazali da 
НPV-pozjtivлe bolesлice sa karciлomom grJjca materice jmaju statisticki znacajлo duze 
ukupлo prezivljavalje (gyerall ~urvival - OS) i prezivljavaлje bez znakova bolesti 
(!f.esease free ~urvival- DFS) ро prjmljenoj radioterapjji леgо HPV-лegatjvлe bolesлjce 
(Harima et al., 2002). Riou ј saradnici (1990) su utvrdili da НРV- лegatjvne bolesлice sa 
ranim stadijumima karciлomom grlica materjce jmaju 2,6 puta vjsj rjzjk za pojavu 
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relapsa i 4 ,5 puta vjsj rjzik za pojavu udaljenjh metastaza u odnosu na HPV-pozjtjvne 
bolesnjce. Autorj su postavili hipotezu da НPY-negativni karcinomi grlica materice 
predstavljaju bioloskj razlicjtu grupu tumora sa losijom prognozom u odnosu na HPV­
pozitivne tumore. Tumori bez НРУ mogu da sadrie veci broj mutacija u genima koji 
kodiraju za proteine koji regulisu celijski ciklus i da zato budu rezistentni na terapiju. Sa 
druge strane, u HPY-pozitivnjm celijskim linijama karcinoma grlica materice, је 

pokazano da genotoksjcni tretman dovodi do redukovane ekspresjje vjrusnih Еб ј Е7 

protejna ј porasta apoptotskog odgovora (В utz et al., 1996). U skladu sa time, moguce је 
da radijacija vodj smaпjenoj ekspresjji Е6/Е7 proteina ј tjme smanjenom kapacitetu 
degradacije p53/Rb protejna, sto obezbeduju HPY-pozitivnim kancerima ЬоЈјј odgovor 
na terapiju. 1 u drugjh karcinomima povezanih sa НРУ infekcijom, poput karcinoma 
razlicitih regija glave ј vrata, pokazano је bolje prezjvljavanje ро primljenoj radioterapiji 
u pacijenata sa HPY-pozitivnim tumorima (MeJiin et al., 2000; Ljndel et al., 2001). 
Studjje о povezanosti genotipova kodona 72 ТР53 gena ј odgovora na radjoterapjju su 
malobrojne i kontradjktorne. Tako је kod oralnih kancera Arg/ Arg genotip povezan sa 
progresjjom bolesti, kracim OS ј DFS (Tu et а\., 2008), а u kancera mokracne besike 
Arg/Arg genotjp kodona 72 zajedno sa odredenjm polimorfnim varijantama MDM2 gena 
је povezan sa vjsom stopom prezivljavanja ро primljenoj hemio-radioterapiju (Shinohara 

et al., 2009). 

Podaci о postoperativnom radioterapijskom tretmantt i toku bolesti Ьili su dostupni za 29 

od 53 bolesnica sa karcinomom grlica materice. U ovom radu nismo pratili povezanost 
odgovora na radioterapiju u odnosu na potencijalne markere (mutacije u ТР53 genu, 
polimorfne varijante kodoпa 72 i НРУ infekciju) јег se kod samo dve od 29 bolesnjca u 
periodu pracenja od 5 do 87 meseci (sa medijanom od 44 mesecj) javio relaps bolesti. 
ОЬе bolesnice sa relapsom su Ьile Arg/Arg genotipa kodona 72 i НPV-pozjtjvnih tumora. 
Jednaje imala promenu u intronu 7 ТР53 gena (g.l4394G>A). 

5.9. UТЈСАЈ MUTACIJA ТР53 GENA, POLIMORFNIH V ARJJANТI KODONA 
72 1 HPV INFEKCIJE NA ODGOVOR NA НEMIOTERAPIJU КARCINOMA 
JAJNIКA 

Standardna prva linija postoperativne hemioterapije karcinoma jajnika је upotreba 
platinskih derivata u komЬinacjji sa taksanjma. Mada se i danas u mnogim zem ljama 
upotreЬijava komЬinacjja platjnskih derivata ј ciklofosfamida (Piccart et al., 2000). 
Karcinomi jajnika su inicijalno vrlo senzitivni na hemjoterapjju. Nazalost, uprkos 
senzitivnostj na prvu liniju hemioterapije, relaps bolesti se unutю· dve godjne javlja u vise 

od 70% slucajeva. 
Glavni citotoksjcnj efekat platinskih derivata, koji pripadaju grupi DNК ostecujucih 
ageпasa, se ostvaruje indukcijom р53 zavisne apoptoze. Zbog toga је za dobar terapijski 
odgovor na platjnske derivate Ьitan wt ТР53 gen. Taksani pripadaju grupi antitubuJjnskih 
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agenasa, kojj se vezuju ј staЬilizuju polimerjzovane mjkrotubule ј Ыokjraju deobu celjja 
sprecavanjem formiranja mitotjckog vretena. Ovo vodi Ыokadi prelaska jz G2 u М fazu 
celjjskog cjklusa ј apoptozi (i to kako р53 zavisnoj, tako i р53 nezavjsnoj). Kada је ТР53 
mutjran, ројасала је ekspresjja МАР4 (koji је transkripciono reprjmiran putem wt р53), 

polimerjzacjja mjkrotubula ј vezivanje taksana. Zato tumori jajnika sa mutiranim ТР53 
pokazuju znatno boljj terapijski odgovor na taksane od tumora sa wt ТР53. 

Medutim, iako Ьi ТР53 status trebalo da bude dobar predjktor terapjjskog odgovora na 
platinske jfili taksanima bazirane derivate, veza izmedu mutacionog statusa ТР 53 gena i 
odgovora ла platin-taksansku hemioterapiju nije razjasnjena. Pored toga, 
hemioterapjjskom odgovoru na pomenute agense doprinosj i njz drugih faktora. 
Pokazano је da 83% pacjjentkinja sa karcjnomom jajnika sa mutacijom u ТР53 genu ne 
odgovara na platiпom zasnovaпu terapjju, ali ј da Ј 6% pacijeпtkinja sa karcinomom 
jajnika koje su odgovorjle na ovaj vjd terapije ima mutaciju u ТР53 genu (Kigawa et al., 
2001). 
Pored mutacija u ТР53 genu, р53 funkcija moze da bude narusena amplifikacijom 
MDM2 gena, delecijom gena za Pl4ARF itd. р53 signalnj putevi mogu da budu naruseni ј 
promenama u genjma nizvodno od ТР53. Takode, u nedostatku р53 funkcije, р73 moze 
da indukuje apoptozu u celijama izlozenim cisplatjni (Sjddjk, 2003). 
Rezistenciji na cisplatjnu, pored guЬitka р53 funkcije, doprinosj redukcjja unosenja 
cjsplatjne u 6eliju, pojacana inaktivacija cisplatjne, guЬitak prepoznavanja DNK adukata, 
pojacana popravka DNK adukata, prekomema ekspresija BCL-2, jnterferencjja sa 
aktjvacjjom kaspaza itd (Sijka 25). Danas, је cak pokazano da tumorske celije izlozene 
cjsplatini (zavjsno od doze cjsplatine ј energetskih ј metabolickih uslova u eelijj) mogu 
umirati ј nekrozom (Gonzalez et. аЈ., 2001), koja ima razlicite morfoloske i Ьiohemijske 
karakteristike u odnosu na apoptozu. Takode, i za druge DNK oste6uju6e agense koji 
svoje terapij sko delovanje ostvaruju putem р53 zavisne apoptoze (kao sto su npr. 
ciklofosfamidj), vazi da ТР53 status njje siguran pokazatelj terapij skog odgovora. 

Pored wt ТР 53 gena, rezistenciji na paklitaksel doprinosi ampli fikacija i/ili prekomerna 
eksprcsija MDR gena koji kodira za р glikoproteinsku pumpu koja је odgovorna za 
izbacivanje leka iz citoplazme (Coukos et al., \998); izmena u stukturi beta-tubulina; 
prekomerna ekspresija antiapoptotskih gena koji doprinosc prezivljavanju celija sa 
ostecenjima (Zhang et al., 1999) itd. 
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Slika 25. Mehanizmi koji su ukljuceni u inhiblciju apoptotskih sigлala u cisplatina­
rezistentnim tumorskim celijama (modifikovaлo prema Siddik, 2003). 

Kako infekcija visoko-rizicnim tipovima HPV vodi degradaciji р53 proteina, а u 
ispitivanom uzorku su svi НРV -inficirani karcinomi jajnika Ьili HPV 16-pozitivni, da 
Ьismo prati li efekat mutacija u ТР53 genu na odgovor na cisplatin-taksansku 
hemioterapiju uze1 i smo u razmatraлje samo bolesпice ciji su tumori Ьili bez prisustva 
HPV. Medu HPV-negativnim bolesnicama, sve bolesnice sa mutacijama u ТР53 genu su 
imale kompletan ili par·cijalaл odgovor па hemioterapiju , dok је u grupi bolesnica bez 
mutacjja u ТР53 genu njih 82,4% parcijalno ilj komletno odgovorilo na hemioterapiju. 
Kompletan odgovor је imalo 80,0% bolesnjca sa mutacijama ј 47,1% bolesnica bez 
mutacija u ТР53 genu. Ovo ukazuje da su mutacije u ТР53 genu potencijalno povezane 
sa boljom regresijom bo1esti ро prim1jenoj p1atin-taksanskoj hemioterapiji. Kako razlika 
u RR ј CR izmedu ove dve grupe bolesnica (mutirane vs. wt ТР53) nije Ьila statisticki 
znacajna i kako se radilo о re1ativno ma]om uzorku (5 vs. 17 bolesпica) ove rezultate 
treba uzeti preliminarno. Vreme bez progresije bo1esti nije se znacajno raz1ikovalo u 
bolesnica sa mutacijama u odлosu na one bez mutacija u ТР53 genu. Medijane vremena 
do pojave progresije bolesti Ьi1е su Ј 8 vs. 17 meseci. 
Rezultati jedne Italijanske studije su u grupi od 48 bo1esnica sa karcinomom jajnika, 
takode, pokazali da је veci procenat bolesnica sa mutiranim ТР 53 odgovori1o na 
cisplatin-taksansku hemioterapiju u odnosu na bolesnice sa wt ТР53 i ovaj procenat је 
Ьiо s1jcan nasim rezultatima (86,0% vs. 47,0%). Analiza ukupnog prezivljavanja nije 
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pokazala statjstjckj znacajnи razlikи jzmedи bolesnjca sa mиtjranjm ј wt ТР53 (Lavarino 
et al., 2000). Nasиprot tome, rezиltati drиge stud jje na 46 seroznih karcjnoma jajnjka sи 
pokazali da bolesnjce sa wt ТР53 јтаји boljj C.R и odnosu na one sa mutjranjm ТР53 
genom (90,0% vs. 60,8%), kao i bolje prezjvljavanje bez progresjje bolestj ј ukиpno 

prezivljavanje (Gaddиccj et al., 2006). 

Da Ьismo pratjlj efekat иtјсаја poljmorfnih varjjantj kodona 72 ТР53 gena nezavjsno od 
potencjjalnog иticaja НРУ 16 na degradaciju р53 protejna i mиtacjja и ТР 53 genu koje и 
Arg alela mogи pojacatj tumorsld rast za razljkи od Arg alela sa \vt ТР53 koje jnhjЬirajи 
tиmorski rast, odabralj smo grири НPY-negatjvnjh bolesnjca sa wt ТР53 genom. U ovoj 
grllpj sve bolesnjce sa Arg/Arg genotjpom kodona 72 ТР53 gena sи odgovorjle na 
hemioterapijи, dok је и grиpj bolesnjca sa Arg/Pro plus Рг о/Р го genotjpom nj jh 72,7% 
odgovorilo na hemjoterapiju. Procenat bolesnjca koje sи jmale kompletan odgovor sa 
Arg/Arg genotjpom vs. Arg/Pro plus Pro/Pro је Ьiо sljcan (50,0% vs. 45,4%). Ovj 
rezиltati Ьi mogli da ukazujи da је Arg/ Arg genotjp povezan sa boljom regresijom bolesti 
ро primljenoj platjn-taksanskoj hemjoterapjjj, alj obzjrom na malи grири (6 vs. 1 Ј) ova 
jstrazjvanja treba prosjrjti. Yreme bez progresjje bolestj njje se znacajno razljkovalo 
izmedи bolesnjca sa Arg/Arg vs. Arg/Pro plus Pro/Pro genotipom kodona 72. Medijana 
vremena do pojave progresjje bolesti и оЬе grupe Ьila је 17 meseci. 
Gaddиcci i saradnjcj (2006) su pokaza)j da Pro!Pro homozjgotj и odnosи na heterozjgote 
јтаји boljj kompletan odgovor (87,5% vs. 25,0%) i da Pro homozigoti и odnosи na Arg 
homozjgote imaju bolje prezivljavanje bez progresije bolesti i иkирnо prezivljavanje. 
Medиtim, и odnosи na prognozu i odgovor na cisplatin-paklitaksel baziranu 
hemioterapiju, neki autorj su pokazali da је Arg/Arg genotip povezan sa boljom 
prognozom od Arg!Pro ili Pro/Pro genotipa kodona 72 ТР53 gena verovatno u skladu sa 
visom indukcjjom apoptoze (Santos et al., 2006а). U skladu sa time su ј rezиltati koji 
pokazиju da bolesnjce sa karcjnomom jajnjka sa Pro/Pro genotipom imaju smanjeno 
ukиpno prezivljavanje и odnosи na bolesnice sa jednim iJj dva Arg alela (Galic et al., 
2007). 1 u ostalim tиmorskim lokacjjama poput kancera dojke (Tommiska et al., 2005; Xll 
et al., 2008), plliCЗ (Sreeja et al., 2008; Boldrini et al., 2008Ь), glave ј vrata (Sиllivan et 
al., 2004) osobe sa Arg 72 р53 varijantom su imale visi stepen tumorskog odgovora i/ili 
bolje prezivljavaпje posle primljene hemjoterapije i/jJj radjoterapije. 

U grupи bolesnica bez mutacija и ТР53 genи 82,4% bolesnica bez НРУ infekcije i 50% 
bolesnice ciji tиmori sи Ьili inficirani НРУ је odgovorilo na hemjoterapjjи. Procenat 
bolesnica bez ј sa HPV jnfekcijom koje sи imale kompletan odgovor је Ьiо slican (47,0% 
vs. 50,0%). 1 ovde se radjlo о malom uzorkи (17 vs. 4), ра eventиaJnj negatjvan иticaj 
HPV infekcije na odgovor na cjsplatin-taksansku terapjjи treba dalje ispjtjvati. Yreme bez 
progresije bolesti nije se zпacajno razlikovalo izmedu bolesnica sa HPV infekcijom u 
odnosи na one bez HPV infekcije. Medjjane vremena do pojave progresije bolesti Ьile sи 
18,5 vs. 17 mesecj. 
S obzirom da se RR razlikиje и bolesnica sa ТР53 mиtacijama vs. ТР53 wt, Arg/Arg vs. 
Arg/Pro plus Pro/Pro genotjp kodona 72 i odsustvo НРУ infekcije vs. prisustvo НРУ 
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infekcije, ali da se PFI u odnosu na ove parametre ne razlikuju, to Ьi znacilo da su 
pomenuti Ьiomarkerj povezani sa boljim inicijalnim odgovorom na platin-taksansku 
hemioterapiju ali da se ovaj efekat sa vremenom guЬi. 

Ako Ьi se ispitivanjem uzorka sireg oЬima ustanovilo da је neki od ovjh markera 
prediktor dobrog odgovora na platin-taksansku hemioterapiju, njihovim testiranjem mogli 
Ьismo da izdvojimo podgrupe bolesnica u odnosu na ove Ьiomarkere i da 
individualizlljemo terapijski pristup. 
Treba imati u vjdu da danas u skladu sa poznavanjem modela tumorogeneze jajnjka, 
test jranjem ј drugih genskih promena, poput КRAS mutacija, treba eventualno uvoditi ј 

druge antikancerske lekove koji blokjraju specificne signalne puteve (poput npr. farnezjJ­
transferazп ih inhiЬitora kojj blokjraju КRAS signalne puteve jtd.) cija evaluacija zahteva 
поvа jstrazjvanja. 

5.10. POVEZANOST IZMEDU MUTACIJA U ТР53 GENU, POLIMORFNIH 
V ARJJANTI KODONA 72 1 HPV INFEKCIJE 

Povezanost izmedu ТР53 mutacjja ј polimorfnih varjjanti kodona 72 ТР53 gena njje 
razjasnjena. Rezultati razJjcjtih studjja se razlikuju ј ukazuju da је ova povezanost mozda 
tkjvno-specificna. Nekj radovi ukazuju da su mutacjje u ТР53 genu u seroznim 
karcinomima jajnika vjse zastupljene u okviru Arg/Arg u odnosu na Arg!Pro i Pro/Pro 
genotip kodona 72 (Gadducci et al., 2006). U drugim radovima detektovano је statistickj 
znacajno vise mutacija u Pro alelu ТР53 gena u odnosu na Arg alel (Wang et al., 2004). 
Ova grupa autora istice da su mutacjje u Pro alelu uglavnom delecije, insercjje, one koje 
stvaraju stop kodon ј(ј jntronske varjjante koje dovode do novih mesta jskrajanja introna. 
Dakle, promene u sekvencj DNK koje dovode do guЬitka jJi pojave skracenog р53 
protejna. Takode је uoceno da је guЬitak Arg alela u karcinomima jajnjka ucestaJijj od 
guЬitka Pro alela (Wang et al., 2004). 
U ispitjvanom uzorku karcjnoma jajnika vjse mutacija u egzonima 4-8 ТР 53 gena је Ьilo 
zastupljeno u tumorima bolesnjca sa Pro/Pro genotjpom (40,0%) u odnosu na Arg/Arg ј 

Arg/Pro (12,0% ј 4,3%). Od detektovanih mutacjja u Pro alelu jspjtjvanjh karcjnoma 
jedna је Ьila delecjja, jedna koja menja znacenje kodona ј jedna jntronska varijanta 
g.I4394G>A u intronu 7. Kako zastupljenost ТР53 mutacija nije statjstjckj znacajno vjsa 
u Pro/Pro genotjpa, to Ьi znacjlo da Pro/Pro genotjp predstavlja nezavistan faktor kojj 
doprjnosj agresjvnjjem fenotipu karcjnoma jajnjka, а( ј s obzjrom da se radjJo о malom 
broju mutacija (n=6) u jspitivanom uzorku od 54 bolesnjce, ovu tvrdnju treba uzetj 
preJjmjnarno. 
Nedostatak podataka u literaturj о vezj izmedu mutacjja u ТР53 genu ј polimorfnih 
varijanti kodona 72 u karcjnomjma grlica materice је verovatno posledica malog broja 
ТР53 mutacija u ovim tumorjma. U ispitivanom uzorku karcjnoma grlica materice, u 
samo jednom tumoru detektovalj smo egzonsku mutacjju u ТР53 genu koja menja 
znacenje kodona, zajedno sa intronskom varijantom koja za posledjcu ima novo mesta 
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iskrajanja introпa ј u tri tumora jntronske varjjante сјјј utjcaj na ekspresjju ТР53 gena, ј 

eventualno funkcjju р53 protejna njje poznat, te njsmo jspjtjvali povezanost mutacija u 
ТР53 genu sa poJjmorfnim varijantama kodona 72, kao ni HPV infekcijom. 

Podaci о vezi izmedu mutacija u ТР53 genu i prisustva HPV jnfekcjje su kontroverzni. 
Neki autorj ukazuju da је statjstjckj znacajno visi procenat ТР53 mutacjja zastupljen u 
НPY-negativnim karciлomima grljca materice (Helland et al., 1998; Harima et al., 2002), 
dok su drugj mutacjje u ТР53 genu detektovali u statistickj znacajno visem procentu u 
tumorima koji su Ьili zarazeni sa НРУ (lshikawa et al., 2001 ). Postavlja se рјtалје da Ј ј је 

u celijama u kojima је detektovana НРУ DNK i mutacije u ТР53 genu jnjcijalni dogadaj 
pojava ТР53 mutacija ili infekcija НРУ. U svakom slucaju, u НРУ inficjranih tumora 
mutacije u ТР53 gещ1 mogu dati prednost u proliferaciji ј sticanju metastatskog 
potencijala (Crook et al., 1992) ј doprinositi agresivnjjem fcnotipu ovih karcinoma 
(Kozomora et al., 2007). 
НРУ infekcjju nismo detektovali nj u jednom od ispitivaлih karcinoma Jajnika kojj su 
jmaJj mutacjje u ТР53 genu. Nedostatak podataka о vezi izmedu HPV jnfekcjje i ТР53 
mutacjja u karcjnomjma јајпјkа је verovatno posledica cinjenice da је HPV jnfekcija u 
ovim karcinomima retka i da se tek poslednjil1 godina dovodi u eventualnu vezu sa 
nastankom ovih karcinoma. 

Povezanost polimorfizma kodona 72 ТР53 gena i infekcije HPV је slabo izucavana. U 
ispitivanoj grupi bolesnica sa karcinomom grlica materice sa Arg!Arg genotjpom kodona 
72 priЬiiZзn procenat је Ьiо оn Љ koje su bile inficirani sa НРУ u odnosu na one bez HPV 
infekcije (66,7% vs. 61,1 %). Slicno је i za Arg/Pro i Pro/Pro ge110tip (30,0% vs. 38,9% i 
3,3% vs. 0%). Medutim, viscstruku HPV inf'ekciju (НРV 16 plus HPV 18) smo detektovali 
samo u karcinomima bolesnica sa Arg/Arg genotipom. Wong i saradnici (2000) nisu 
utvrdili povezanost ТР53 polimorfizma kodona 72 ni sajednim od tipova НРV. 
U ispitivanoj grupi bolesnica sa karcinomima jajnika HPV -pozitjvnj tumorj su Ьilj 

prisutni u 8,0% bolesnjca sa Arg!Arg genotipom ј 8,7% bolesnice sa Arg/Pro genotjpom 
kodona 72 ТР53 gena. U nijednom od tumora sa Pro/Pro genotipom nije Ьila prisutпa 
НРУ infekcija. Ovde se radilo о jako malom broju НРУ inficiranih tumora (n=4), ра 
statisticka povezanost izmedu НРУ infekcije i polimorfnih varijanti kodona 72 ТР53 
gena nije ispitivana. Medutim, u studiji Li ј saradnjka (2002) nadena је statisticki 
znacajna razlika u raspodeli Arg/Arg homozigota u HPY-pozitivnim u odnosu na HPV­
negativпe karcinome jajnika. 

Ispitivanje Ьiomarkera zauzima vazno mesto u molekularnoj onkologijj. Definjsanje 
Ьiomarkera, karakteristicnih za odredene vrste kancera, znacajno је za ranu detekciju 
bolesti i/ili adekvatnije pra6enje i jndividualni terapjjski pristup obeleljm osobama. 
Bioloski procesj kojj dovode do neoplasticne transformacije su veoma slozeпi, mogu da 
budu tkivno-specificni i ukljucuju interakciju velikog broja Ьiomarkera, zbog cega је 
neophodno ispjtjvanje velikog broja genetickih ma1·kera ј пjjhove medusobпe povezanostj 
u svakoj specjficnoj vrsti kancera. 
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6. ZAКLJUCCI 

Iz rezultata doktorske djsertacjje mozemo da jzлesemo sledece zakljucke: 

• Ucestalost mutacjja u egzonima 4-8 ТР53 gena u karcjлomjma grJjca materjce је 
1 ,9%, sto је u skladu sa podacima jz )jterature. 

• Ucestalost mutacjja u egzonima 4-8 ТР 53 gena u karcjnomima jajnjka је 11,1 %, 
sto se deJjmjcno moze objasniti modelom tumorogeneze jajnika. Polovina 
detektovanih mutacija u ТР53 genu u karcinomima jajnika su tipa delecija. 

• U 2,8% ispitivaпih karcinoma detektovana је g.I4394G>A varijanta u jntronu 7 
koja је prvj put otkrivena u ovom radu ј potencijalan је poJjmorfizam 
karakteristjcan za nasu populaciju. 

• U karcinomima jajnika mutacije u ТР53 genu njsu statjsticki znacajno povezane 
sa klinicko-histopatoloskim karakteristikama tumora, kao nj karakteristjkama 
bolesnica, аЈј је uocena visa zastupljenost ТР 53 mutacija u karcinomima ne­
seroznih u odnosu na serozni podtip, kao ј u zena u premenopauzj u odnosu na 
one u postmenopauzi. 

• Ucestalost Arg alela ТР53 gena је vjsa u bolesnica sa karcjnomima grlica 
materice (80,2%) пеgо u kontrolnoj grupj (77,4%). Vrednostj OR ukazuju da su 
nosjoci Arg alela kodona 72 ТР53 gena u povisenom гjzjku za nastanak 
karcinoma grljca materice. 

• Uocena је tendencija vise zastup]jenosti А rg/ Arg genotipa od dоЬго ka slabo 
diferentovanim tumorjma. Arg!Arg genotjp pokazuje tendenciju ranjjeg javljanja 
bolestj. 

• Ueestalost Pro alela ТР53 је visa u bolesnjca sa karcjnomjma jajnjka (32,4%) 
nego u kontrolnoj grupj (22,6%). Vrednostj OR pokazuju da su nosjoci Pro alela u 
visem гjzjku za nastanak karcinoma jajnika. 

• Pro/Pro geпotip је statisticki znacajno povezan sa dediferentovanjjjm tumorima i 
sa ne-seroznim hi stoloskjm podtipovima. Pro alel pokazuje tendenciju ranijeg 
javljanja bolesti. 

• Ucestalost HPV infekcije u karcinomima grlica matericeje Ьila 62,5% (od cegaje 
58,3% tumora Ьilo jлficirano sa НРУ 16, а 16,7% sa HPV 18). Yisestruka in fekcija 
(НPV16plus HPYI8) Ьilaje zastupljena u 14,6% karcinoma. 

• Ucestalost HPV infekcije u karcinomima jajnika Ьila је 7,4%. Svi HPY-pozitivni 
tumori Ьilj su НРУ16 tipa. 

• НРV infekcija u karcinomima grlica materice је zastupljenija u dobro i umereno 
diferentovanim tumorima, а u karcinomima jajnika u uznapredovalim 
stadijumima bolesti. Odsustvo HPV infekcije pokazuje tendenciju ranijeg 
javljanja karcinoma gгlica materice, dok је kod karcinoma jajnika suprotno. 

• Dve bolesnice sa relapsom karcinoma grljca materice su Ьile Arg/Arg genotipa 
kodona 72 i HPY-pozjtivnih tumora. Jedna је jmala promenu u intronu 7 ТР53 
gena (g.l4394G>A). 

• Bolesnice sa mutacijama u ТР53 genu, Agr/Arg genotipom kodona 72 i 
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odsustvom HPV infekcije pokazujru bolji inicijalni odgovor na platin-taksansku 
l1emioterapiju, mada se ovaj efekat sa vremenom guЬi. 

• Medusobna povezanost mutacija u ТР53 genu, polimorfnih varijanti kodona 72 i 
НРУ infekcije nije utvrdena, izuzev visestruke infekcije koja је Ьila prisutna samo 
u okviru Arg/Arg genotipa. Ipak, postoji tendencUa javljanja mutacija u Pro/Pro 
genotipa u karcinomima jajnika. 

Opsti zakljucak: DoЬijeni rezultati ukazuju da је na osnovu ТР 53 genskog statusa i 
prisustvalodsustva HPV infekcije moguce izdvoj iti podgrupe zепа koje imaju visi rizik za 
nastanak karcinoma grlica materice/jajnika, pojavu agresivnijeg fenotipa i bolji inicijalni 
odgovor na antikancersku terapiju. То bi doprinelo ranijem otkrivanju bolesti i/ili 
adekvatnijem pracenju bolesnica, kao i individualnom terapijskom pristupu. 
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