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Prognosticki znacaj aberantne metilacije CpG ostrvaca u folikularnim i difuznim B-

krupnodelijskim limfomima Coveka

Rezime

Difuzni B-krupnocelijski limfom (DBKL) i folikularni limfom (FL),
predstavljaju najucestalije entitete nehockinovih limfoma 1 zajedno €ine oko 50 % svih
B-¢elijskih neoplazija. To su klinicki i1 bioloski heterogena oboljenja, sa visoko
varijabilnim odgovorom na terapiju i uprkos znac¢ajnom napretku u terapiji, u velikom
broju slucajeva ostaju neizleCiva. Aktuelni terapijski pristupi su praceni brojnim
nezeljenim efektima 1 dovode do dugotrajne remisije 1 prezivljavanja kod svega 50 %
bolesnika. Najznacajniji klinic¢ki prediktor ishoda bolesti do danas je internacionalni
prognosticki indeks (IPI za DBKL, odnosno, FLIPI za FL), koji obuhvata odgovarajuce
klinicke prognosticke parametre. Uprkos tome, oboleli koji pripadaju istim IPI/FLIPI
kategorijama ispoljavaju znacajne razlike u odgovoru na terapiju i prezivljavanju, $to
ukazuje na postojanje znacajne bioloSke heterogenosti u okviru svake IPI/FLIPI
kategorije. Zbog toga je neophodno pronalazenje novih prognosti¢kih molekularnih
parametara, koji bi omoguéili precizniju podelu obolelih u grupe razli¢itog stepena
rizika 1 izbor odgovarajuce terapije. Primenom PCR metode specificne za metilaciju
(MSP), ispitivan je metilacioni status p/6, pl5, MGMT i1 DAPK gena kod obolelih od
DBKL i FL, kao bi se utvrdio njihov potencijalni prognosticki znacaj. Kod obolelih od
DBKL, metilacija nijednog gena nije pokazala prognosti¢ki znacaj, mada je uocena
tendencija ka akumulaciji metilacije p/5 gena kod ispitanika sa povoljnijim klini¢ko-
patoloskim karakteristikama. Kod obolelih od FL metilacija p16, p15 i MGMT gena bi
mogla da ima odredeni prognosticki znacaj, ukoliko se kombinuje sa FLIPI, gradusom
tumora, odnosno starosnim dobom obolelihi. Istovremena metilacija MGMT i DAPK
gena bi mogla da ukaze na grupu obolelih potencijalno hemorezistentnih na primenjenu
hemoterapiju i sklonu recidivima bolesti.
Kljucne reci: difuzni B-krupnocelijski limfom (DBKL), folikularni limfom (FL),
metilacija, pl16, p15, MGMT, DAPK
Naucna oblast: Molekularna biologija
UZa naucna oblast: Molekularna genetika kancera

UDK broj: 577.21: 616-006.44 (043.3)



Prognostic significance of aberrant CpG islands methylation in human follicular and

diffuse large B-cell lymphoma

Abstract

Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) and follicular lymphoma (FL) are the
most comon subgroups of non-Hodgkin’s lymphoma and comprise approximately 50 %
of all cases. They represents clinically and biologically heterogeneous diseases,
characterized with highly variable response to the treatment, and remain incurable
despite the significant advances in therapy. Actual therapy regimens are agressive, and
long-term remission and survival are ashieved in only 50 % of patients. The strongest
clinical predictor of outcome to date in DLBCL and FL patients is the International
Prognostic Index (IPI for DLBCL and FLIPI for FL) which includes several clinico-
pathological prognostic parameters. However, patients with identical TPI/FLIPI still
exhibit marked variability in survival, suggesting the presence of significant biological
heterogenity within the same risk category. So, it is important to investigate additional
molecular markers in order to further stratify patients into diferent risk groups, choose
appropriate treatement strategy and improve prognosis. In this study, methylation-
specific polymerase chain reaction (MSP) was used to investigate the role and potential
prognostic significance of the methylation status of p16, p15, MGMT and DAPK genes
in patients with DLBCL and FL. No one of four examined genes showed prognostic
significance in patients with DLBCL, though we observed a tendency toward
accumulation of p/5 methylation with favorable clinico-pathological parameters.
However, in patients with FL, our results suggest that promoter methylation of p/6, p15
and MGMT genes could have some prognostic value when used in combination with the
FLIPI, tumor grade and patients age, respectively. Concurrent methylation of MGMT
and DAPK genes could be the marker of tumor chemoresistance and disease recurrence.
Keywords: Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL), Follicular lymphoma (FL),
Methylation, p16, p15, MGMT, DAPK
Scientific field: Molecular biology
Special topic: Molecular genetics of cancer

UDC number: 577.21: 616-006.44 (043.3)



SKRACENICE

ABC-DBKL, difuzni B-krupnocelijski limfom poreklom od aktiviranih B ¢elija (eng.
activated B cell like diffuse large B-cell lymphoma, ABC-DLBCL)

ALCL, anaplasti¢ni limfom velikih T ¢elija (eng. anaplastic large T-cell lymphoma,
ALCL)

ALK, anaplasti¢na limfomska kinaza (eng. anaplastic lymphoma kinase, ALK)

AML, akutna mijeloidna leukemija (eng. acute myeloid leukemia, AML)

bel-2, B-¢elijski limfom 2 (eng. B-cell ymphoma 2, bcl-2)

bel-6, B-Celijski limfom 6 (eng. B-cell lymphoma 6, bcl-6)

B-NHL, nehockinov limfom B-¢elijskog tipa (eng. B-cell non-Hodgkin lymphoma, B-
NHL)

BL, Burkitt-ov limfom (eng. Burkitt lymphoma, BL)

bp, bazni par (eng. base pair, bp)

BS, B simptomi (eng. B symptoms, BS)

BSA, albumin govedeg seruma (eng. bovine serum albumin, BSA)

CDK, ciklin-zavisna kinaza (eng. cyclin-dependent kinase, CDK)

CD10 (CALLA), antigen akutne limfoblastne leukemije (eng. common acute
lymphoblastic leukemia antigen, CALLA)

CHOP, ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin, prednizon (eng. cyclophosphamide,
doxorubicin, vincristine, prednisone, CHOP)

CIMP, CpG metilator fenotip (eng. CpG island methylator phenotype, CIMP)

CpG, citozin-pirofosfat-guanin (eng. cytosine-pyrophosphate-guanine, CpG)

DAPK, ,sa smrcu“-asocirana protein kinaza (eng. death-associated protein kinase,
DAPK)

DBKIL, difuzni B-krupnocelijski limfom (eng. diffuse large B-cell lymphoma, DLBCL)
ddH,O0, dejonizovana destilovana voda (eng. deionized distilled water, ddH>O)

DFS, vremenski period bez ikakvih znakova i1 simptoma bolesti (eng. disease-free
survival, DFS)

DMAP1, DNMT1-asociran protein 1 (eng. DNMT1 associated protein 1, DMAPI)
DMSO, dimetil sulfoksid (eng. dimethyl sulfoxide, DMSO)



DNK, dezoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid, DNA)

DNMT, DNK-metiltransferaza (eng. DNA-methyltransferase, DNMT)

EBV, Epstajn-Barov virus (eng. Epstein-Barr virus, EBV)

ECOG, Isto¢na kooperativna onkoloska grupa (eng. Eastern Cooperative Oncology
Group, ECOG)

EDTA: ctilendiaminotetrasir¢etna kiselina (eng. ethylenediaminetetraacetic acid,
EDTA)

E2F, familija transkripcionih faktora kod viSih eukariota (eng. family of transcription
factors in higher eukaryotes, E2F)

EtOH: etanol (eng. ethyl alcohol, EtOH)

EZH2, enzim histon-lizin N-metiltransferaza (eng. histone-lysine N-methyltransferase,
EZH?2)

FFS, vremenski period do pojave progresije bolesti ili smrtnog ishoda (eng. failure-free
survival, FFS)

FL, folikularni limfom (eng. follicular lymphoma, FL)

FLIPI, internacionalni prognosticki indeks za FL (eng. follicular Ilymphoma
international prognostic index, FLIPI)

GC-DBKL, DBKL poreklom od B ¢elija germinativnog centra (eng. germinal center B-
cell like DLBCL, GC-DLBCL)

Hb, hemoglobin (eng. hemoglobin, Hb)

HDAUC, histon deacetilaza (eng. hystone deacetylase, HDAC)

HIV, virus humane imunodeficijencije (eng. human immunodeficiency virus, HIV)

HP1, heterohromatinski protein 1 (eng. heterochromatin protein 1, HP1I)

HTLV-1, humani T-limfotropni virus 1 (eng. human T-cell lymphotropic virus type I,
HTLV-1)

H3K27me3, lizin 27 u histonu 3, sa dodate tri metil-grupe (eng. trimethylated Lys 27 of
histone 3, H3K27me3)

IFN-a, interferon-o (eng. interferon-o, IFN-o.)

INK4, inhibitori ciklin-zavisne kiinaze CDK4 (eng. inhibitors of cyclin-dependent
kinase CDK4)

IPL, internacionalni prognosticki indeks (eng. international prognostic index, IPI)

iRNK, informaciona RNK (eng. informational RNK, iRNK)



KR, kompletna remisija (eng. complete remission, CR)

KRAB, protein sa ,,Kruppel“-asociranim domenom (eng. Kruppel-associated box,
KRAB)

KS, kostna srz (eng. bone marrow, BM)

LDH, laktat dehidrogenaza (eng. lactate dehydrogenase, LDH)

LL, limfoblastni limfom (eng. lymphoblastic lymphoma, LL)

LSD1, za lizin-specificna demetilaza histona 1 (eng. lysine-specific histone demethylase
1, LSDI)

m, metilovan (eng. methylated, m)

MALT, B-cCelijski limfom marginalne zone (eng. mucosa-associated lymphoid tissue
lymphoma, MALT)

MBP, metil-vezujuéi protein (eng. methyl binding protein, MBP)

MBD, metil-CpG-vezujuéi domen (eng. methyl-CpG-binding domain, MBD)

SmC, 5-metil citozin (eng. 5-methyl cytosine, 5mC)

MCL, mantle-celijski limfom (eng. mantle cell lymphoma, MCL)

MeCP, metil CpG vezujuéi proteini (eng. methyl CpG binding proteins MeCP)
MGMT,  O°metilguanin-DNK-metiltransferaza  (eng.  O°-methylguanine-DNA
methyltransferase, MGMT)

miRNK, mikro RNK (eng. micro RNA, miRNA)

MSP, reakcija lanCane polimeraze specificna za metilaciju (eng. methylation specific
polymerase chain reaction, MSP)

MZL, nodalni limfom marginalne zone (eng. marginal zone lymphoma, MZL)

n, nemetilovan (eng. unmethylated, u)

ND, ne postoji podatak (eng. not determined, ND)

NL, normalni limfociti (eng. normal lymphocytes, NL)

NS, razlika koja nije statisticki znacajna (eng. not significant, NS)

NHL, nehockinov limfom (eng. non-Hodgkin lymphoma, NHL)

OD, opticka gustina (eng. optical density, OD)

PAA, poliakrilamid (eng. polyacrylamide, PAA)

PB, progresija bolesti (eng. progressive disease, PB)

PK, pozitivna kontrola (eng. positive control, PC)

PR, parcijalna remisija (eng. partal remission, PR)
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PRMTS5, protein arginin-metiltransferaza 5 (eng. protein arginine methyltransferase 5,
PRMTYS)

PS, performans status (eng. performance status, PS)

PTCL, periferni T-¢elijski limfom (eng. peripheral T-cell lymphoma, PTCL)

Rb, retinoblastoma (eng. retinoblastoma, Rb)

R-CHOP, rituksimab, ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin, prednizon (eng.
rituximab, cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, prednisone, R-CHOP)

rDNK, ribozomalna DNK (eng. ribosomal DNA, rDNA)

RNK, ribonukleinska kiselina (eng. ribonucleic acid, RNA)

SAM, S-adenozil-L-metionin (eng. S-adenosyl-L-methionine, SAM)

SB, stabilna bolest (eng. stable disease, SD)

SLL, mali limfocitni limfom (eng. small lymphocytic lymphoma, SLL)

St, standard (eng. molecular weight marker, Mw)

SZ.0, Svetska zdravstvena organizacija (eng. World Health Organization, WHO)
TGF-B, tkivni faktor rasta B (eng. tissue growth factor f, TGF-p)

TEMED, tetrametiletilendiamin (eng. tetramethylethylenediamine, TEMED)

TNF-a, faktor tumorske nekroze o (eng. tumor necrosis factor a, TNF- a)

T-NHL, nehockinov limfom T-¢elijskog tipa (eng. T-cell non-Hodgkin lymphoma, T-
NHL)

TRAIL, ligand srodan TNF-u, koji indukuje apoptozu (eng. TNF related apoptosis
inducing ligand, TRAIL)

TRIS: tris hidroksimetil aminometan (eng. tris hydroxymethyl aminomethane, TRIS)

VTM, veli¢ina tumorske mase (eng. bulky tumor, BT)
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1. UVOD

Istrazivanja u oblasti kancerogeneze koja su sprovedena u prethodne dve
decenije, pruzila su veliki broj dokaza koji ukazuju na to da kancer nije samo geneticko,
nego i epigeneticko oboljenje (Esteller i Herman, 2002). Stavise, utvrdeno je da izmedu
genetickih 1 epigenetickih dogadaja postoji medusobna povezanost koja vodi progresiju
tumora od najranijih do najkasnijih stadijuma (Baylin i sar., 2001).

Posebno znacajni podaci u tom smislu potiCu iz istrazivanja humanih
nehockinovih limfoma (NHL). I pored znacajnog napretka u razumevanju patogeneze i
molekularnih mehanizama njihovog nastanka, vecina entiteta u okviru NHL jo§ uvek
predstavlja neizleCive bolesti (Jaffe 1 sar., 2001). Takvo stanje ukazuje na potrebu za
identifikacijom novih molekularnih markera koji bi preciznije odredili bioloSke
karakteristike tumora i njihovo klinicko ponaSanje. Pronalazenjem odgovaraju¢ih
genetickih i epigenetickih markera, kao i otkrivanjem njihove medusobne povezanosti,

stvorili bi se uslovi za kreiranje visokoefikasnih terapijskih pristupa (Esteller, 2003).

1.1. Nehockinovi limfomi

Nehockinovi limfomi predstavljaju heterogenu grupu neoplazmi limfnog tkiva,
koje se medusobno razlikuju po bioloskim i klini¢kim karakteristikama. Heterogenost
limfoma nastaje zbog moguénosti maligne transformacije na bilo kom stupnju razvoja i
diferencijacije B i T limfocita. NHL primarno zahvataju limfne ¢vorove, ali zbog
rasprostranjenosti limfocita u organizmu, kao i njihove sposobnosti migracije, limfomi
mogu da zahvate 1 druga tkiva 1 organe. Ucestalost NHL je u stalnom porastu i oni ¢ine
oko 4.5 % svih malignih oboljenja. Prose¢na starost obolelih od NHL je izmedu Seste i
sedme decenije Zivota, a nesto ¢es¢e oboljevaju muskaraci nego Zene, kao i pripadnici
bele rase u odnosu na ostale. lako etiologija limfoma jo$ uvek nije sasvim razjasnjena,
glavni poznati faktori rizika za njihov nastanak su razli¢ite abnormalnosti imunog
sistema, ukljuc¢ujuc¢i imunodeficijentna stanja i autoimune bolesti. Zna¢ajnu ulogu imaju
1 infektivni agensi, kao $to su: Epstein-Barr virus (EBV), humani herpes virus-8, virus
humane imunodeficijencije (HIV), humani T-limfotropni virus (HTLV-1), Helicobacter
pylori 1 Borrelia burgdorfferi (Jaffe 1 sar., 2001). Vaznu ulogu u nastanku NHL imaju 1
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faktori spoljasnje sredine kao Sto su kancerogeni hemijski agensi i jonizujuce zracenje
(Weisenburger, 1994). Uprkos znacajnom napretku u terapiji NHL, poslednjih godina je
zabeleZena povecana stopa smrtnosti od ovog tipa malignih obolenja.

Savremeni sistem za klasifikaciju NHL, prema preporukama Svetske
zdravstvene organizacije (SZO), uzima u obzir morfoloske, imunofenotipske, geneticke
1 klinicke karakteristike limfoma, u cilju definisanja entiteta koji su bioloski homogeni 1
koji imaju klinicki znacaj (Jaffe i sar., 2001), (Slika 1.1.). Skoro 85 % svih NHL
predstavljaju limfomi B-¢elijskog tipa (B-NHL), dok na NHL T-¢elijskog tipa (T-NHL)
otpada svega 15 % slu¢ajeva NHL. Najucestaliji entiteti B-NHL su difuzni B-
krupnocelijski limfom (DBKL) i folikularni limfom (FL), koji zajedno ¢ine oko 50 %
svih B-Celijskih neoplazija (The Non-Hodgkin’s Lymphoma Classification Project,
1997).

/u—-E% 2..%20/_0...—-—"""”_1%

H difuzni B-krupnocel.limfom, DBKL m| folikularni limfom, FL
M drugi (ucestalost < 1%) H B-cel.limfom marginalne zone, MALT
W periferni T-Cel.limfom, PTCL m mantle-celijski limfom, MCL
mali limfocitni limfom, SLL limfom marginalne zone, MZL
limfoblastni limfom, LL anaplasticni limfom velikih T ¢el., ALCL

Burkitt-ov limfom, BL

Slika 1.1. Zastupljenost razlicitih tipova NHL prema klasifikaciji SZO

1.2. Difuzni B-krupnocelijski limfom

Difuzni B-krupnocelijski limfom (DBKL) predstavlja najces¢i tip adultnih B-
NHL u zapadnim zemljama, sa ucestalos¢u 30-40 %. DBKL spada u grupu agresivnih
limfoma, 1 karakteriSe se difuznom proliferacijom velikih neoplasticnih B limfoidnih
¢elija poreklom od B ¢elija germinativnog centra i postgerminativnih ¢elija. Iako je
prema klasifikaciji SZO izdvojen kao poseban entitet, uocava se velika heterogenost u
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pogledu klini¢ke prezentacije, morfologije 1 molekularnih karakteristika (Pileri 1 sar.,
2002, Lossos, 2005). DBKL obi¢no nastaju de novo, ali u pojedinim slu¢ajevima mogu
da nastanu transformacijom hroni¢ne limfocitne leukemije ili manje agresivnih
limfoma, kao §to su FL, limfom marginalne zone i limfoplazmocitni limfom (Gatter i
Warnke, 2001). DBKL mogu da se manifestuju u obliku nodalne i ekstranodalne
bolesti. Ekstranodalna lokacija bolesti ima svoje osobenosti s obzirom na klinicke
karakteristike 1 patogenetske mehanizme (Jaffe 1 sar., 2001). DBKL odlikuje i
morfoloska heterogenost, a prema preovladavajuéem morfoloSkom tipu ¢elija razlikuje
se Sest podtipova DBKL: centroblasti¢ni, imunoblasticni, DBKL bogat T-
limfocitima/histiocitima, anaplasti¢ni, plazmoblasticni i DBKL sa ¢elijama sli¢nim
Reed-Sternberg ¢elijama 1 ekspresijom ALK proteina (Jaffe i1 sar., 2001). Danas ne
postoji opste prihvacen stav o potrebi razlikovanja morfoloskih podtipova DBKL, iako
neke studije ukazuju na njihov moguéi klinicki znac¢aj (Baars i sar., 1999, Diebold i sar,
2002).

Celije DBKL eksprimiraju pan-B ¢elijske markere CD19, CD20, CD22, CD79a,
dok je pozitivnost intracitoplazmati¢nih, odnosno, povrSinskih imunoglobulinskih
markera, kao i markera CD5, CD10, CD30 i CD45 razlicito izrazena (Jaffe i sar., 2001).

Nedavnom primenom tehnologije mikrocCipova (eng. microarray), kojom je
analizirana ekspresija velikog broja gena, identifikovane su dve glavne grupe DBKL: 1)
DBKL poreklom od B ¢elija germinativnog centra (GC-DBKL) i 2) DBKL poreklom
od aktiviranih B ¢elija (ABC-DBKL). Osim $to se razlikuju po profilu genske
ekspresije, navedene grupe imaju i razlicitu prognozu (Alizadeh 1 sar., 2000, Rosenwald

1sar., 2002).

1.3. Folikularni limfom

Folikularni limfom (FL) je drugi po ucestalosti adultni B-NHL u zapadnim
zemljama 1 obuhvata oko 22 % svih slucajeva. Spada u grupu tzv. indolentnih limfoma
(The Non-Hodgkin’s Lymphoma Classification Project, 1997). FL nastaju malignom
transformacijom B ¢elija germinativnog centra i karakteriSe ih folikularni rast. Uz
klonalne B c¢elije unutar neoplasticnih folikula nalaze se 1 folikularno specificni

reaktivni T limfociti, folikularne dendritiéne antigen-prezentujuce celije, kao i



makrofagi (Harris 1 sar., 1999). Ovo je bioloski 1 klini¢ki heterogeno oboljenje, koje
karakteriSe visoko varijabilan odgovor na terapiju i Cesta pojava recidiva. Uprkos
indolentnom toku bolesti i znacajnom napretku u terapijskim pristupima, FL u velikom
procentu ostaje neizle¢iv (Fisher i sar., 2005).

Prema klasifikaciji SZO razlikuju se tri histoloSka tipa FL: FL gradusa I, FL
gradusa II 1 FL gradusa III (a i b) (Mann i1 Berard, 1983, Harris i sar., 1999). Dok FL
gradusa I 1 II spadaju u indolentne limfome, tumori gradusa III, narocito IIIb imaju
agresivniji tok i klini¢ko ponaSanje bolesti ima viSe sli¢nosti sa DBKL (Wendum i sar,
1997). FL imaju tendenciju da se tokom vremena transformisu u agresivnije limfome,
najc¢es¢e DBKL, a rede u Burkitt-ov ili anaplasti¢ni NHL (Bastion i sar., 1997).

FL eksprimiraju pan-B ¢elijske markere CD19, CD20, CD22 i CD79a. U ve¢em
broju slucajeva eksprimirani su CD10, Bcl-2 i Bcl-6, a negativni su na CD5 i CD23
antigene (Jaffe 1 sar., 2001).

1.4. Patogeneza B-NHL limfoma

Iako dosta ispitivana, etiopatogeneza B-NHL joS uvek nije u potpunosti
razjasnjena. Zna se da je maligna transformacija normalnih B-limfocita viSestepen 1
kompleksan proces koji ukljucuje akumulaciju i1 sinergisticko delovanje viSestrukih
genetickih lezija, Sto dovodi do aktivacije protoonkogena i inaktivacije tumor-supresor
gena (Bagg i Kallakury, 1999). Za razliku od solidnih tumora, najces¢i geneticki
poremecaji kod B-NHL su hromozomske translokacije, koje se javljaju u preko 85 %
slucajeva (Ong i1 Le Beau, 1998) Generalno, hromozomske translokacije detektovane
kod B-NHL se karakteriSu postavljanjem protoonkogena sa jednog hromozoma u
blizinu regulatornih sekvenci gena za imunoglobuline sa drugog hromozoma.
Uobicajena posledica ovakvog rearanzmana je pojacana ekspresija protoonkogena, do
¢ega u najvecem broju slucajeva dolazi zbog toga Sto translocirani gen potpada pod
uticaj pojacivaca regulatornog dela gena za imunoglobuline (Solomon 1 sar., 1991).
Precizni geneticki mehanizmi putem kojih se odvijaju hromozomske translokacije su
nedovoljno poznati. Pretpostavlja se da translokacije koje ukljucuju gene za
imunoglobuline predstavljaju greSke masinerije ukljuCene u antigen-receptor genske

rearanZzmane, kao i somatske hipermutacije u normalnim limfoidnim ¢elijama. Postojece



translokacije obi¢no definiSu specificnu klinicko-patolosku kategoriju B-NHL 1
predstavljaju pogodan molekularni marker za dijagnozu 1 procenu odgovora na terapiju
(Gaidano 1 sar., 1995). Pored hromozomskih translokacija, vaznu ulogu u patogenezi B-
NHL imaju delecije i amplifikacije odgovaraju¢ih hromozomsih regiona, kao i tackaste

mutacije u pojedinim genima (Rossi i sar., 2005).

1.4.1. Geneticke karakteristike DBKL

DBKL se karakteriSe brojnim hromozomskim aberacijama. Najucestalije
abnormalnosti su: hromozomske translokacije t(3;14)(q27:932), t(8;14)(q24:923) i
t(14;18)(q32:921), koje dovode do naruSene ekspresije bcl-6 (3q27), c-myc(8q24) 1 bcl-
2(18g21) gena (Dalla-Favera i sar., 1994), zatim, pojava dodatnih hromozoma 7, 9, 12 i
X; gubitak hromozoma 1, 4, 6, 17 1 Y, kao i delecije regiona 6q21-25, 1p22-36, 1q32-
44, 2p23-25, 4q31-35, 13p13-14 1 17p11-13 (Dave i sar., 2002, Berglund i sar., 2002).
Dektovane su i tackaste mutacije u tumor-supresor genu p53 (Lossos i Morgensztern,
20006), kao 1 u genu za B2-mikroglobulin (B2M) (Pasqualucci i sar., 2011), a otkrivene
su i amplifikacije gena rel, c-myc, bcl-2, gli, cdk4 1 mdm2 (Rao i sar., 1998).

Klini¢ki znacaj svake pojedinaéne promene nije utvrden, ali su pojedine
promene povezane sa uznapredovalim klinickim stadijumom ili lo$ijim odgovorom na

terapiju (Rao 1 sar., 1998, Jerkeman i sar, 1999, Bea i sar, 2004).

1.4.2. Geneti¢ke karakteristike FL

Patogeneza FL je kompleksan, visestepeni proces koji uklju¢uje akumulaciju
visestrukih genetickih lezija koje dovode do selekcije malignog klona. Translokacija
t(14;18) je glavno citogeneticko obeleZje FL 1 prisutna je kod priblizno 90% obolelih
(Tsujimoto 1 sar., 1985, Weiss i sar., 1987). Ovaj rearanzman dovodi do prekomerne
ekspresije antiapoptotskog proteina Bcl-2 1 spre¢avanja programirane celijske smrti,
apoptoze (Korsmeyer, 1992). Medutim, ovaj dogadaj sam po sebi nije dovoljan, ve¢ su
za kompletnu malignu transformaciju i1 nastanak FL neophodne dodatne geneticke
alteracije (Bende i sar., 2007).

U malom broju slu¢ajeva FL se srece translokacija t(2;18)(p12;q21), pri cemu se

bcl-2 gen postavlja uz gen lakog lanca imunoglobulina na hromozomu 2. Takode se
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srecu 1 drugi geneticki poremecaji kao S$to su delecija hromozoma 6 (6q27) (Gaidano,
1997) 1 poremecaji na hromozomu 17p koji su udruzeni sa loSijom prognozom i
transformacijom u agresivnije oblike NHL (Tilly i sar., 1994, Viardot 1 sar., 2002).
Dodatne citogeneticke abnormalnosti FL su izrazito heterogene i najces¢e ukljucuju
promene broja hromozoma i balansirane translokacije +X, +7, +12, +12q13-14, +18,
kao 1 delecije del6q, del13q, 1p36-, 17p13- 1 del10g22-24 (Viardot i sar, 2002, Lestou 1
sar 2003). Velika heterogenost i1 pojava rastu¢eg broja molekularnih promena sa
porastom gradusa FL ukazuje na postojanje razliCitih puteva klonalne evolucije

(Hoglund i sar., 2004).

1.5. Epigenetic¢ki mehanizmi kancerogeneze

Epigeneticke promene, koje se definiSu kao nasledne izmene u ekspresiji gena, a
koje ne ukljucuje izmene u nukleotidnoj sekvenci DNK (Russo 1 sar., 1996), imaju
vaznu ulogu u procesu nastanka malignih limfoma i kancerogenezi, uopste (Esteller,
2003). Glavni mehanizmi epigeneticke regulacije su: 1) metilacija DNK, 2)
modifikacija histona 1 3) regulacija ekspresije gena posredstvom regulatornih
nekodiraju¢ih molekula mikro RNK (miRNK). Navedeni epigeneticki mehanizmi nisu
nezavisni dogadaji, ve¢ deluju koordinisano u kontroli i uspostavljanju obrazaca genske

ekspresije (Esteller i sar., 2001b).

1.5.1. Metilacija DNK

Najznacajnija epigenticka modifikacija u humanom genomu je metilacija
citozinskih ostataka u okviru CpG dinukleotida. Genom eukariota nije metilovan
uniformno, ve¢ sadrzi metilovane regione sa mozai¢no rasporedenim nemetilovanim
domenima (Bird, 1986). Metilovani regioni su karakteristi¢ni za ve¢i deo genoma koji
se odlikuje kondenzovanim hromatinom, odsustvom transkripcije i kasnom replikacijom
(Tazi 1 Bird, 1990). Najve¢i broj metilovanih CpG dinukleotida je smeSten u
repetitivnim sekvencama (satelitski 1 centromerni ponovci, tDNK) (Fruhwald i Plass,
2002, Herman i Baylin, 2003), kao i u retrovirusnim i transpozonskim sekvencama koje
¢ine oko 40 % humanog genoma (Yoder, 1997). Metilacija ovih elementa predstvlja

zaStitni mehanizam kojim se sprecava njihova transkripciona aktivacija koja bi mogla
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da dovede do narusavanja integriteta i1 stabilnosti genoma (Bestor, 1990). Nasuprot
vecini genoma, postoje manji regioni DNK, nazvani ,,CpG ostrvca®, veli¢ine 0.5-5 kb,
sa pojavljivanjem na svakih 100 kb, koji imaju drugacije odlike. Ovi regioni su
nemetilovani, bogati CG parovima (60-70 %), sa odnosom CpG/GpC najmanje 0.6
(Antequera i Bird., 1993, Cross i Bird, 1995). Hromatin u okolini CpG ostrvaca se
odlikuje otvorenijom strukturom, veoma je acetilovan, histon H1 je prisutan u veoma
malim koli¢inama i nema nukleozoma, §to je povezano sa aktivhom transkripcijom
(Tazi 1 Bird, 1990). Priblizno polovina svih humanih gena, ukljucujuéi ,,housekeeping*
gene koji se konstitutivno eksprimiraju u svim ¢elijama, kao i pojedine tkivno-
specificne gene, sadrzi CpG ostrvca u svojim promotorima i prvom egzonu (Antequera i
Bird., 1993, Cross 1 Bird, 1995). CpG ostrvca ovih regiona su nemetilovana pod
normalnim uslovima, §to je povezano sa njihovom aktivnom transkripcijom. Izuzetak
predstavljaju geni na inaktiviranom X hromozomu Zenki (Panning i Jaenisch, 1998) i
odgovaraju¢i autozomalni geni inaktivirani imprintingom (Li 1 sar., 1993), a primeceno
je da CpG ostrvca pojedinih gena postaju progresivno metilovana sa starenjem (Issa,

2000).

1.5.1.1. Mehanizam metilacije DNK

Metilacija DNK je postreplikativni proces koji se odvija uz medusobno
delovanje bar tri razli¢ita enzima iz familije DNK-metiltransferaza (DNMT) (Robertson
1 Wolfee, 2000). Ovi enzimi katalizuju kovalentno dodavanje metil grupe na C5
poziciju citozinskog prstena u okviru CpG sekvence (Slika 1.2.), uz ucesée S-adenozil-

L-metionina (SAM) kao donora metil grupe (Bird, 1996).

citozin S5-metilcitozin
" I
s PN
’ $ DNMT | ) . “
t|: | —h' B

- SAM-CH c_' €
7 v 37 S

Slika 1.2. Mehanizam metilacije citozina (Herman i Baylin, 2003)



Dok je DNMT]1 prevashodno zaduzena za odrzavanje postoje¢ih metilacionih obrazaca,
DNMT3a/DNMT3b kompleks ima ulogu u de novo metilaciji DNK. Metilacioni obrasci
uspostavljenji vrlo rano tokom razviéa sisara omogucavaju tkivno 1 vremenski
specifi¢nu ekspresiju gena, a odrzavaju se putem celijske deobe (Monk, 1995, Rottach i

sar., 2009).

1.5.1.2. Metilacija DNK i regulacija transkripcije

Regulacija transkripcije je kompleksan proces koji podrazumeva sinergisticko
delovanje metilacije DNK 1 modifikacije histona. Rana istrazivanja su pokazala da SmC
moze direktno da inhibira vezivanje nekih specifi¢nih transkripcionih faktora, kao §to su
c-Myc/Myn, AP-2, E2F 1 dr, ¢ije mesto vezivanja ukljucuje nemetilovane CpG
dinukleotide (Wade 1 sar., 1999). Ovaj model je prihvatljiv samo u manjem broju
slucajeva, posto ne zahtevaju svi transkripcioni faktori prisustvo specificnog mesta
vezivanja (Worm 1 Guldberg, 2002). S druge strane, metilacija citozina u okviru CpG
dinukleotida dovodi do vezivanja metil-citozin vezuju¢ih proteina-MBP (MBDI,
MBD2, MBD3, MBD4, MeCP1, MeCP2), sto dalje dovodi do angazovanja enzima
histondeacetilaze (HDAC) i drugih proteina koji modifikuju histone i time ucestvuju u
formiranju zatvorene hromatinske strukture, c¢ime se onemogucava pristup

transkripcione masinerije (Jones i sar., 1998), (Slika 1.3.).

ATP-driven
nucleosome

Aktivna transkripcija Inhibirana transkripcija

|Proteini koji modifikuju hromatin |
DNK metiltransferaze (DNMTs)
Metil-vezujuéi proteini (MBDs)
0 Metilovani CpG dunukleotidi

Slika 1.3. Metilacija DNK i inhibicija transkripcije (Moggs i sar., 2004)



N-terminalni ,,repovi®“ histona podlezu ¢itavom nizu posttranslacionih
kovalentnih modifikacija, koje pored acetilacije ukljucuju i metilaciju, fosforilaciju,
sumoilaciju 1 ubikvitinizaciju. Na taj na¢in je omoguceno dalje struktuiranje hromatina i
regulacija njegove dostupnosti transkripcionim faktorima (Kouzarides, 2007), (Slika

1.4.).

Aktivan gen Epigeneticki utiSan gen
- Hiperacetilovani histonski repovi

H

I Metilovani CpG dinukleotidi
U Metil vezujudi proteini ﬁston metiltransferaze
‘_‘I-ﬁston deacetilaze L3 Proteini koji utidavaju hromatin

-Metilovana DNK i
histonski repovi

S &y
_ j H:E cH,
CH
3cH

3

Slika 1.4. Epigeneticki model regulacije ekspresije gena (Moggs i sar., 2004)

Iz ovoga se vidi da metilacija DNK i modifikacija histona nisu nezavisni dogadaji, ve¢
su koordinisani 1 visokoorganizovani mehanizmi regulacije ekspresije gena.
Modifikacioni status histonskih repova je klju¢an za dalje angazovanje faktora koji
dovode do organizovanja heterohromatina. Specificna kombinacija histonskih
modifikacija u odgovaraju¢em regionu hromatina odreduje interakciju izmedu histona i
DNK, kao i nehistonskih proteina sa hromatinom, i ova epigeneticka informacija se
oznacava kao ,histonski kod* (Margueron i sar., 2005). Najnovija istrazivnja su
pokazala da ,histonski kod* u€estvuje u usmeravanju metilacije na odredene regione
DNK i razdvajanju transkripciono aktivnog od transkripciono neaktivnog hromatina
(Jones 1 Baylin, 2002). Istovremeno, razliite nekovalentne modifikacije, kao Sto su
remodelovanje nukleozoma i zamena uobicajenih histonskih proteina koji ih sa¢injavaju
drugim varijantama, takode imaju vaznu ulogu u organizaciji hromatina i regulaciji
ekspresije gena. Istrazivanja su pokazala da se to, pre svega, odvija menjanjem
dostupnosti regulatornih sekvenci na molekulu DNK za odgovarajuce transkripcione

faktore (Jiang i Pugh, 2009).



I pored svega Sto se zna o regulaciji metilacije, jo§ uvek nije jasno Sta je
primarni mehanizam u kontroli genske ekspresije, metilacija DNK ili struktuiranje
hromatina. Brojni eksperimenti idu u prilog tome da metilacija DNK predstvlja
inicijalni dogadaj u formiranju zatvorene strukture hromatina koja ¢e onemoguditi
transkripciju (Kass i sar., 1997). Pokazano je da i sama DNMTI1 takode moze da
ucestvuje u u inhibiranju genske aktivnosti putem angazovanja HDAC2 1 proteina
DMAPI1 (DNMT1-asociran protein 1) koji ima ulogu represora transkripcije (Rountree i
sar., 2000). Drugi eksperimenti su pokazali da proteini koji se ili vezuju za
modifikovane histone (heterohromatinski protein 1, HP1) ili direktno modifikuju
histone (lizin-specificna demetilaza 1, LSD1 i protein arginin-metiltransferaza 5,
PRMTS), angazauju DNMT kako bi se indukovala metilacija ve¢ utiSanih gena
(Smallwood i sar., 2007, Wang i sar., 2009, Zhao i sar., 2009).

Sve je vise dokaza koji govore da miRNK imaju centralnu ulogu u kontroli
epigenetickih procesa (Chuang i Jones, 2007). miRNK su male nekodiraju¢e RNK, cija
duZina iznosi oko 22 nukleotida. Ovi mali molekuli su ukjuceni i u metilaciju DNK i u
modifikaciju histona. Njihova uloga u kontroli genske ekspresije se ostvaruje putem
posttranskripcionog utiSavanja ciljnih gena, tako $to vezivanjem za ciljnu iRNK
izazivaju njenu degradaciju ili inhibiciju translacije (He i sar., 2004). Pokazano je da
neke miRNK imaju visok afinitet vezivanja za CpG ostrvca i1 da svojim vezivanjem
mogu da dovedu bilo do metilacije ili do demetilacije ostrvaca, u zavisnosti od
stadijuma razvic¢a ili od tipa tkiva (Tollefsbol, 2009). Osim toga, miRNK mogu da
moduliSu epigeneticke regulatorne mehanizme u celiji putem interakcije sa
metiltransferazama DNMT3a i DNMT3b i enzimima uklju¢enim u modifikaciju histona
(EZH2) (Fabbri i sar., 2007, Friedman 1 sar., 2009). Kao i u slu¢aju drugih gena,
ekspresija miRNK moze da bude regulisana epigenetickim mehanizmima (Saito, 2006).

Postojece interakcije izmedu razli¢itih komponenata epigeneticke masinerije jos
jednom naglasavaju kompleksnu prirodu epigenetickih mehanizama ukljucenih u
regulaciju genske ekspresije.

Brojne studije su pokazale da su u kancerogenezi znacajno naruSena sva tri
nivoa epigeneticke kontrole ekspresije gena (Jones i1 Baylin, 2007). Da bi se bolje

shvatila uloga ovih slozenih alteracija u patogenezi tumora, neophodno je poznavanje
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uloge epigenetickih modifikacija u odrzavanju normalnog, fizioloSkog, stanja celije.

Najvise je, u tom smislu, ispitivana i proucena metilacija DNK.

1.5.1.3. Uloga metilacije DNK u funkcionisanju normalne celije

Metilacija DNK, kao epigeneticCka modifikacija koja moZe da suprimira
ekspresiju gena, ima vaznu ulogu u kontroli mnogih fizioloskih procesa. Neophodna je
za normalno embrionalno razvice, koje podrazumeva vremenski definisanu aktivaciju i
inaktivaciju razliCitih klasa gena (Kafti i sar., 1992), a eksperimenti na miSevima su
pokazali da gubitak oba alela bilo koje metiltransferaze dovodi do letalnog ishoda u
embrionalnom ili ranom postnatalnom stadijumu (Okano i sar., 1999). Tokom
embrionalnog razvi¢a se putem metilacije uspostavljaju odgovarajuci obrasci genske
ekspresije, karakteristicni za svaku celiju adultnog organizma. Primarna uloga
metilacije nakon razvia jeste odrzavanje vecine nekodiraju¢eg dela genoma u
transkripciono neaktivnom stanju (Bird i Wolffe, 1999). Metilacija ucestvuje u
inaktivaciji specificnih gena na X hromozomu Zenki (Rigs i1 Pfeifer, 1992), imprintingu
(Falls 1 sar., 1999), u inaktivaciji parazitskih DNK integrisanih u genom domacina
(Schaefer i sar., 1997), sprecavanju homologne rekombinacije izmedu nealelskih
repetitivnih sekvenci i generalno, u odrzavanju integriteta hromozoma i stabilnosti

genoma (Robertson, 2001).

1.5.1.4. Uloga metilacije DNK u kancerogenezi

Normalni obrasci metilacije DNK su ¢esto znacajno naruseni u malignoj ¢eliji,
Sto podrazumeva globalnu hipometilaciju (Feinberg i Vogelstein, 1983), region
specificnu  hipermetilaciju (Baylin 1 sar., 1987) 1 povefan nivo ekspresije
metiltransferaza (Kautiainen 1 Jones, 1986). Procesom demetilacije su zahvaceni CpG
dinukleotidi koji nisu grupisani u CpG ostrvca, ve¢ su rasuti po genomu, $to dovodi do
hromozomske nestabilnosti, gubitka imprintinga, reaktivacije transpozona i retrovirusa,
kao 1 aktivacije pojedinih onkogena (Robertson, 2001). Pod hipermetilacijom se
podrazumeva de novo metilacija normalno nemetilovanih CpG ostrvaca u sastavu
promotorskih regiona gena, Sto deluje kao snazan supresor genske ekspresije i povezano

je sa formiranjem transkripciono neaktivnih struktura hromatina. Pokazano je da su
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pojedini geni u humanim tumorima inaktivirani isklju¢ivo na ovaj nacin, a metilacija
DNK tako predstavlja alternativni mehanizam mutacijama i delecijama u suprimiranju

ekspresije gena (Toyota i Issa, 2000, Baylin i sar., 2001).

1.5.1.5. Uzroci i mehanizmi aberantne metilacije DNK u kancerogenezi

Iako je aberantna metilacija u manjoj ili ve¢oj meri zapazena u svim ispitivanim
humanim tumorima, o uzrocima i mehanizmima njenog nastanka se joS uvek malo zna.
Iako nije jasno S§ta inicira epigeneticke alteracije u kancerogenezi, mnoge studije su
pokazale da pojedine promene mogu da se jave veoma rano u procesu kancerogeneze i
time doprinesu inicijaciji maligne transformacije (Feinberg i sar., 2006). Drugo pitanje
koje se postavlja je zbog Cega dolazi do hipermetilacije inace nemetilovanih CpG
ostrvaca i zbog ¢ega su pojedini geni selektovani u odnosu na druge. Na osnovu do sada
objavljenih radova, nudi se visSe mogucih odgovora. Po jednom modelu, moguce je da
dolazi do gubitka specificnih protektivnih faktora sa CpG ostrvaca pojedinih gena koji
ih Stite od metilacije, a pretpostavlja se i da postoje tzv. hromozomske ,,vruce tacke®,
koje su posebno osetljive na aberantnu metilaciju (Esteller, 2002). Takode je moguce da
struktura samog gena i1 njegovog promotora uti¢e na predispoziciju ka aberantnoj
metilaciji (Herman, 1999), §to bi moglo da objasni zbog cega pojedini geni, iako
medusobno blisko locirani, ne podlezu istovremenoj metilaciji u razli¢itim tipovima
tumora. Rezultati pojedinih studija ukazuju da bi metilacija odgovaraju¢ih CpG ostrvaca
u kanceru mogla da se odvija putem za sekvencu-specificnog mehanizma, kojim se
DNMT postavljaju uz specifine gene putem asocijacije sa onkogenim transkripcionim
faktorima. Ovo je pokazano na primeru odgovarajucih gena kod akutne promijelocitne
leukemije (D1 Croce 1 sar., 2002). S obzirom da aberantna metilacija moze da zahvati
vece regione DNK moguce je da pojedina CpG ostrvca postaju hipermetilovana kao
rezultat njihove lokacije unutar takvih regiona genoma, koji podlezu epigenetiCkom
reprogramiranju (Frigola 1 sar., 2006). Jo$s jedan mehanizam pretpostavlja postojanje
histonskih markera u regionima gena koji ¢e bti hipermetilovani. Pokazano je da su
regioni koji su hipermetilovani u kanceru cesto prethodno obelezeni polikombnim
markerom H3K27me3 u embrionalnim mati¢nim ¢elijama (Widschwendter i sar., 2007,

Ohm 1 sar., 2007), Sto upucuje na postojanje veze izmedu regulacije razvica i1
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kancerogeneze. Ovo zapazanje bi bar delimi¢no moglo da objasni postojanje tzv. CIMP
fenotipa (eng. CpG island methylator phenotype), pod kojim se podrazumeva
istovremena metilacija veceg broja CpG ostrvaca razli¢itih gena kod pojedinih tumora, s
obzirom da su mnogi CIMP lokusi poznate ciljne sekvence za proteine polikombnog
kompleksa (Weisenberger i sar., 2006, Widschwendter i sar., 2007). Istrazivanja na
hematoloskim tumorima su pokazala da u osnovi epigenetickih promena u
kancerogenezi mogu da budu geneticki defekti u genima uklju¢enim u metilaciju DNK i
remodelovanje hromatina (Esteller, 2003). Na kraju, treba imati u vidu da su izmenjeni
obrasci metilacije mozda samo odraz krupnijih poremecaja u brojnim celijskim
procesima do kojih dolazi tokom dugotrajnog procesa kancerogeneze, bez bilo kakvih
efekata na sam proces formiranja tumora (Warnecke 1 Bestor, 2000).

Ova oblast jos uvek nije dovoljno istrazena i ocekuje se da ¢e joj se u buduénosti

posvetiti veca paznja.

1.5.1.6. Geni koji podlezu hipermetilaciji u kancerogenezi

Aberantna metilacija je u manjoj ili ve¢oj meri zapazena u svim ispitivanim
humanim tumorima. Geni inaktivirani hipermetilacijom u kancerogenezi reguliSu
klju¢ne celijske puteve, kao Sto su: ¢elijski ciklus (p16, p15, p14), sistem za ispravljanje
greSaka na DNK (MGMT, hMLHI, BRCAI), apoptoza (DAPK), celijska adhezija
(CDHI1, CDH13), detoksifikacija (GSTPI), angiogeneza (THBSI), inhibicija metastaze
(TIMP3) i dr. (Feinberg, 2001, Esteller, 2002). U svakom tipu tumora je moguca
istovremena metilacija i inaktivacija gena iz nekoliko razli¢itih grupa, $to dovodi do
narusavanja klju¢nih ¢elijskih funkcija. Svaki tip tumora pokazuje specifican profil
metilacije ili ,,metilotip“. Neki geni, kao $to je to slucaj sa p/6, su metilovani u vecini
tumora (Esteller i sar., 2001b) dok je metilacija drugih karakteristicna za samo odredeni
tip tumora, $to reflektuje njihovu posebnu ulogu u specificnom tkivu, odnosno, njegovoj
malignoj transformaciji. Tako je metilacija pl5 prisutna samo u hematoloskim
tumorima (Herman 1 sar., 1996b), a BRCAI gena u ovarijalnim 1 karcinomima dojke
(Esteller i sar, 2001b).

Pojava epigenetickih lezija je cesto rani dogadaj u kancerogenezi, mada

prisustvo aberantne metilacije samo za sebe ne mora da znaci postojanje invazivnog
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tumora, poSto nije redak slucaj da se metilacione promene detektuju 1 u premalignim
stanjima. Tako je pokazano da je metilacija p/6 1 MGMT gena prisutna i u
kolorektalnim adenomima (Toyota i Issa, 1999, Esteller i1 sar., 2001b, Baylin 1 sar.,
2001). Rani gubitak gena koji kontroliSu proliferaciju neophodan je za imortalizaciju
¢elija, Sto je preduslov za nastanak kancera. S druge strane, inaktivacija gena ¢iji
produkti ucestvuju u korigovanju greSaka na DNK dovodi do akumulacije razli¢itih
genetickih lezija, od tackastih mutacija do krupniji genomskih alteracija. Ukoliko su i
geni koji reguliSu apoptozu inaktivirani, ¢elija neometano sti¢e sve viSe karakteristika
koje je vode putem kancerogeneze (Esteller, 2000). Ovi podaci jasno ukazuju da je
hipermetilacija CpG ostrvaca vazan dogadaj u ranim fazama nastanka tumora i da moze

da bude klju¢ni dogadaj u njegovoj inicijaciji.

1.6. Epigneticke promene kod DBKL i FL.

Skora$nja istraZivanja su pokazala da u DBKL 1 FL ve¢i broj gena moze da bude
pogoden aberantnom metilacijom, Sto vodi ka deregulaciji mnogih celijskih puteva,
ukljucujuéi ¢elijski ciklus (Martinez-Delgado i sar., 1998, Villuendas i sar., 1998, Baur i
sar., 1999, Chim 1 sar., 2007), sistem za korigovanje greSaka na molekulima DNK
(Rossi 1 sar, 2004) i1 apoptozu (Voso 1 sar., 2006). lako postoje snazni dokazi da ovakve
epigeneticke promene mogu da doprinesu limfomagenezi i bioloSkom ponaSanju tumora
(Guo i sar., 2005, Bennett i sar., 2009, Choi i sar., 2010), uticaj metilacije pojedinac¢nih

gena na prognozu i ishod bolesti jo§ uvek nije razjasnjen.

1.6.1. p16 gen

Tumor-supresor gen pl6 pripada INK4 familiji regulatora ciklin D/Rb puta
¢elijskog ciklusa i lociran je na poziciji 9p21 u humanom genomu (Sherr i Roberts.,
1999). U fizioloskim uslovima protein P16 sprecava progresiju iz G1 u S fazu celijskog
ciklusa, odrzavajuci, posredno, Rb protein u aktivnoj nefosforilisanoj formi (Kamb i
sar., 1994, Herman i sar., 1995).

Molekularni sistem koji kontroliSe celijski ciklus zasniva se na aktivnosti
familije protein kinaza, koje su poznate kao ciklin-zavisne kinaze (CDK) (Sherr 1

Roberts, 1999). U svom aktivnom obliku CDK su vezane za specificne proteinske
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subjedinice-cikline. Kada do ¢elije stignu odgovaraju¢i mitogeni signali, prve CDK koje
se aktiviraju su CDK4 i CDK®6, i to putem asocijacije sa D tipom ciklina. Aktivacija
CDK4-6/D kinaza je zatim pracena aktivacijom CDK2/ciklin E i CDK2/ciklin A kinaza,
Sto dovodi do ulaska ¢elije u S fazu Celijskog ciklusa i replikacije DNK. Kada je
replikacija zavrSena, dolazi do aktiviranja CDK1/ciklin B kinaze, $to dovodi do mitoze
(Bringold i Serrano, 2000).

Ciklin-zavisne kinaze su veoma vazne u regulaciji proliferacije, pa je 1 njihova
sama aktivnost vrlo precizno kontrolisana. Kao negativni regulator CDK javlja se grupa
proteina oznacenih kao CDK inhibitori. Poznate su dve familije ovih proteina: INK4
familija, sastavljena od Getiri ¢lana: pl16™~*, p15™KE 18K | p19™KP § Cip/Kip
familija, koju ¢ine tri Glana: p21<?!, p275%" i p575%* (Ruas i Peters, 1998). CDK
inhibitori koji pripadaju INK4 familiji se specificno vezuju za CDK4-6 kinaze umesto
D tipa ciklina, inhibiraju¢i na taj nacin progresiju iz G1 u S fazu celijskog ciklusa.
Retinoblastoma tumor-supresor protein (Rb) je glavni supstrat CDK4-6 kinaza. U svojoj
aktivnoj formi u kojoj onemogucava celijsku proliferaciju, Rb protein je asociran sa
E2F grupom transkripcionih faktora, ¢ime inhibira njihove transaktivacione funkcije.
Ovi transkripcioni faktori su neophodni za replikaciju DNK jer aktiviraju ekspresiju A i
E ciklina. Kada posredstvom ciklin-zavisnih protein kinaza CDK4 i CDK6 dode do
fosforilacije Rb proteina, E2F transkripcioni faktori se oslobadaju i aktiviraju sintezu
DNK (Kaelin, 1999). Na ovaj nacin, putem inhibiranja CDK4-6 kinaza, INK4 familija
proteina ucestvuje u odrzavanju Rb proteina u nefosforilisanom stanju koje je povezano
sa supresijom celijske proliferacije, (Slika 1.5.).

pl6/CDK4/D1/Rb put je deregulisan u veéini humanih tumora, 1 to
inaktivacijom p/6 ili Rb gena, ili aktivacijom onkogena cdk4 ili ciklina D1 (Bringold i
Serrano, 2000). Inaktivacija ovog puta je neophodna za imortalizaciju ¢elija, tj. sticanje
sposobnosti nekontrolisane proliferacije, Sto je osnovna odlika svih tumora. p/6 je
limfome (Ruas i Peters, 1998, Villuendas i sar., 1998, Baur i sar., 1999). Glavni
mehanizam inaktivacije p/6 gena u ovom tipu malignih oboljenja je metilacija CpG
ostrvaca promotorskog regiona, koja se prema podacima iz literature javlja kod 27-46 %
slucajeva DBKL 1 30-60 % slucajeva FL (Baur i sar., 1999, Sanchez-Beato i sar., 2001,
Garcia i sar., 2002, Chim i sar., 2007).
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Slika 1.5. Regulacija G1/S tranzicije (Ruas i Peters, 1998)

1.6.2. p15 gen

Tumor-supresor gen pl5 se takode nalazi na hromozomskom lokusu 9p21, na
svega 14 kb udaljenosti u odnosu na p/6 gen (Hannon i Beach, 1994), i bas kao i p/6,
pripada INK4 familiji regulatora ciklin D/Rb puta celijskog ciklusa (Sherr i Roberts
1999). Indukovani P15 protein se vezuje za molekule CDK4, ali i za one iz kataliticki
aktivnog kompleksa p27Kip '_ciklin D-CDK4 (Warner i sar., 1999). Na taj na¢in P15
indirektno dovodi do inhibicije vezivanja p27""' za ciklin D-CDK4/6 komplekse

(Reynisdottir i sar., 1995) i kao posledica toga, do inhibicije kinazne aktivnosti p27*""'

kompleksa u ¢elijama. P15 ostvaruje svoje dejstvo indukujuéi redistribuciju p27<"'
izmedu ciklin D-CDK4/6 i ciklin E-CDK2 kompleksa (Reynisdottir 1 sar., 1995).
Literaturni podaci ukazuju da je P15 protein jedan od centralnih intracelijskih
medijatora i efektora signala koji su indukovani multifunkcionalnim citokinom TGF-f3
(eng. tissue growth factor-f), (Hannon i Beach, 1994), (Slika 1.6.). Paralelno sa
indukcijom p15 dolazi 1 do indukcije CDK inhibitora p21Cip1, ali 1 negativne regulacije
c-myc gena, €iji produkt sprecava indukciju p/5 i inhibiciju G1 faze ¢elijskog ciklusa

(Warner 1 sar., 1999). Ispitivanja u in vitro uslovima su pokazala da c-myc direktno
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interferira sa aktivacijom p15 puta posredstvom TGF-p, i to direktno, vrSeci represiju

promotorske aktivnosti p/5 gena (Warner i sar., 1999).

v v v

‘ zaustavljanje éel. ciklusai inhibicija rasta

Slika 1.6. Uloga p15 u kontroli celijskog ciklusa (Li i sar., 2006)

Protein P15 u humanim limfocitima ima wulogu klju¢nog intracelijskog
medijatora jo$ jednog vaznog citokina-IFN-a (interferon-a), koji svoj antiproliferativni
efekat ispoljava indukcijom proteina p21Ci1°l i P15, ¢ime dolazi do zaustavljanja
¢elijskog ciklusa u G1 fazi (Sangfelt i sar., 1999).

Inaktivacija p/5 gena putem aberantne metilacije promotorskih CpG otrvaca se
retko srec¢e u solidnim humanim tumorima, ali je zato Cesta kod leukemija 1 limfoma
(Herman i sar., 1996b, Baur, 1999). Prema podacima iz literature, metilacija p/5 gena je
zastupljena u oko 47-77 % slucajeva DBKL 1 30 % FL (Baur i sar., 1999, Sanchez-

Beato i sar., 2001, Garcia i sar., 2002).

1.6.3. MGMT gen

O°-metilguanin-DNK-metiltransferaza (MGMT), poznat jo§ i kao O°-
alkilguanin-DNK-alkiltransferaza, je enzim koji katalizuje uklanjanje mutagenih i
citotoksi¢nih alkil-grupa sa O° pozicije guanina (Pegg, 1990). Gen koji kodira ovaj
enzim je lociran na poziciji 10g26 u humanom genomu (Natarajan i sar., 1992).

Alkilacija na O° poziciji guanina predstavlja vazan korak u nastanku mutacija bitnih za
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kancerogenezu, zbog tendencije O°-metilguanina da se sparuje sa timinom tokom
replikacije DNK, §to dovodi do konverzije G—C u A—T par (Coulondre i Miller,
1977), (Slika 1.7.) Ova tranzicija dovodi do nastanka tackastih mutacija u
odgovaraju¢im genima kao $to su K-ras 1 p53 1 do nastanka tzv. ,mutator fenotipa“
(Esteller i Herman, 2004). Osim toga, O°-alkilguanin produkti u DNK, a narogito O°-
hloroetilguanin, mogu da se vezuju za citozinske ostatke u naspramnom lancu DNK,
blokiraju¢i na taj nacin replikaciju (Ericson i sar., 1980). MGMT Stiti Celije od nastanka
ovakvih lezija tako §to uklanja alkil grupu sa O° pozicije guanina, koja se prebacuje na
sam enzim. Za svaku korigovanu leziju dolazi do inaktivacije jednog molekula MGMT
(Pegg, 1990). Alkilovani MGMT protein se zatim uklanja sa DNK i degradira putem
ubikvitinacije (Srivenugopal i sar., 2000). Sposbnost ¢elije da se brani od navedenih
ostecenja je direktno povezana sa brojem prisutnih MGMT molekula i od intenziteta de
novo sinteze MGMT proteina (Esteller i Herman., 2004). MGMT moze da deluje sa
razli¢itom efikasno$éu na &itav spektar O°-alkil grupa, ali je delovanje na O°-
metilguanin najvise ispitivano, zbog efekata koje ova modifikovana baza ispoljava u
éeliji. Pokazano je da O%-metilguanin uti¢e na metilaciju citozina (Hepburn i sar., 1991),
vezivanje transkripcionih faktora (Bonfanti i sar., 1991), rekombinaciju (White i sar,
1986) 1 replikaciju DNK (Ceccotti 1 sar., 1993).

Funkcija MGMT gena je naruSena u razli¢itim tipovima humanih tumora,
ukljucujuéi 1 limfome (Esteller i sar., 1999). Kao glavni mehanizam inaktivacije ovog
gena javlja se hipermetilacija CpG ostrvaca promotorskog regiona (Esteller i sar., 1999,
Danam i sar., 1999), §to je povezano sa odsustvom sinteze iRNK (Esteller i sar., 2000b,
Yin i sar., 2003), i ekspresije MGMT proteina (Esteller i1 sar., 1999, Herfarth 1 sar.,
1999). In vitro tretman celija tumora demetiliraju¢im agensima dovodi do reaktivacije
MGMT gena i ponovnog uspostavljanja svih navedenih funkcija (Quian i Brent, 1997).
Prema literaturnim podacima, metilacija MGMT se srece kod 36-76 % sluc¢ajeva DBKL
125 % slucajeva FL (Rossi i sar, 2004, Al-Kuraya i sar, 2000).
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Slika 1.7. Inaktivacija MGMT dovodi do mutacija na DNK (Jacinto i Esteller, 2007)

Ispitivanja velikih serija humanih primarnih tumora su pokazala da inaktivacija
MGMT gena moZe da se javi vrlo rano u procesu kancerogeneze, S§to omogucava
akumulaciju razli¢itih genetickih lezija u celiji, koje su neophodne za promociju
malignog procesa (Esteller i sar., 2000b).

Pored toga, aberantna metilacija MGMT gena, pracena odsustvom sinteze
MGMT proteina, moze da igra vaznu ulogu i u modulaciji hemosenzitivnosti na
primenjenu hemoterapiju (Esteller i Herman, 2004). Stvaranje produkata na O° poziciji
guanina predstavlja primarni mehanizam citotoksi¢nosti alkiliraju¢ih agenasa, koji su
sastavni deo hemoterapije (Gerson, 2002). Na taj nacin inaktivacija MGMT gena dovodi
do povecanja broja toksi¢nih i/ili mutagenih lezija na DNK, §to malignu ¢eliju vodi do
programirane celijske smrti, apoptoze. Odredivanje metilacionog statusa MGMT gena u
humanim tumorima je zbog toga vazno, da bi se predvideo odgovor na hemoterapiju
(Gerson, 2002, Esteller i Herman, 2004).

Prethodna istrazivanja su pokazala da je aberantna metilacija MGMT gena faktor
povoljnije prognoze kod obolelih od DBKL i glioma tretiranih alkiliraju¢im agensima
(Esteller 1 sar., 2000a, Esteller i sar., 2004.). Do danas ne postoji mnogo podataka o

metilacionom statusu MGMT gena u humanim FL.
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1.6.4. DAPK gen

DAPK (eng. death-associated protein kinase) gen je lociran na poziciji 9q21.33
u humanom genomu i kodira enzim Ca®”kalmodulin-regulisanu serin-treonin kinazu,
ukljucenu u regulaciju programirane ¢elijske smrti, apoptoze (Bialik i Kimchi, 2006).
Apoptoza se pokrece u sklopu razli¢itih fizioloSkih procesa, ali 1 kao rezultat oSte¢enja
¢elija usled razlicitih patoloskih ¢inilaca, kada one postaju opasne za organizam. Sam
proces je kontrolisan brojnim ekstracelijskim i intracelijskim signalima (Renehan i sar,
2001) koji preko odgovarajuéih posrednika dovode do pokretanja kaskade proteolitickih
enzima, kaspaza, koje uniStavaju oStecenu celiju. U zavisnosti od naCina pokretanja,
razlikuju se spoljaSnji 1 unutra$nji, tj. mitohondrijalni put apoptoze (Slika 1.8.). Danas
se zna da su ova dva puta povezana i da molekuli iz jednog, mogu da uticu na molekule
1z drugog puta apoptoze (Igney and Krammer, 2002).
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Slika 1.8. Molekularni mehanizmi regulacije apoptoze (Kopnin, http.://nature.web.ru)

DAPK inicira spoljasnji put apoptoze putem fosforilacije serinskih i treoninskih
ostataka u odgovaraju¢im supstratima, S$to dalje dovodi do pokretanja apoptoze
posredstvom y-interferona, FAS liganda, TNF-a (eng. tumor necrosis factor-a) i TNF-
povezanim (TRAIL) ligandima (Cohen i Kimchi, 2001, Ng 2002, Michie i sar., 2010).

Nedavno je pokazano da DAPK ucestvuje i u sprecavanju c-myc-om indukovane
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transformacije, aktiviranjem unutrasnjeg, p14**"/p53, apoptotskog puta (Raveh i sar,
2001).

Programiranu ¢elijsku smrt reguliSe veci broj gena, od kojih glavnu ulogu imaju
protoonkogeni bcl-2 i c-myc, kao i tumor-supresori p53 i DAPK (Wyllie, 1995, Michie i
sar., 2010.). bcl-2 kao antiapoptotski gen inhibira apoptozu, dok je c-myc u isto vreme i
snazan induktor apoptoze i ¢elijske proliferacije, Sto ukazuje da su ovi procesi povezani.
Da li ¢e preovladati ¢elijska proliferacija ili apoptoza zavisi od prisustva faktora rasta.
Kada faktori rasta nedostaju, proliferacija je blokirana i1 preovladava apoptoza
indukovana c-myc-om. Tumor-supresor p53 se aktivira u ¢eliji u kojoj je doslo do
oStecenja DNK. Povecan nivo P53 proteina indukuje apoptozu, aktivacijom CD95
receptora cCelijske smrti koji povecava transkripciju bax, proapoptoznog ¢lana bcl-2
familije gena i uti¢e na oslobadanje citohroma c iz mitohondrija. Takode, poremecaj
ekspresije c-myc 11 bcl-2 gena modulira funkciju p53 i dovodi do ¢elijske proliferacije i
transformacije (Ryan 1 sar., 1994). S druge strane, aktivacija p53 gena, inicirana
ostecenjima na DNK ili ekspresijom onkogena, dovodi do uvecane ekspresije DAPK
proteina (Martoriati 1 sar., 2005). Posto 1 prekomerna ekspresija DAPK dovodi do
uvecane ekspresije pS3 proteina, pretpostavlja se da postoji autoregulatorna povratna
sprega izmedu ova dva gena (Raveh 1 sar., 2001, Martoriati 1 sar., 2005). U prilog tome
idu podaci koji govore da inaktivacija DAPK redukuje indukciju p/4***/p53, i na taj
nacin inaktivira p53-zavisni put apoptoze, $to moze da bude vazan faktor za malignu
transformaciju in vivo (Raveh i sar., 2001). Na taj nacin, razli¢iti poremecaji genske
regulacije imaju sinergisticki efekat, Sto moze da doprinese nastanku i progresiji tumora
(Fanidi i sar., 1992).

Poremecaj regulacije apoptoze je znaCajan u patogenezi malignih oboljenja
(Thompson, 1995). S obzirom na to da hemoterapija koja se koristi u tretmanu kancera
indukuje apoptozu malignih ¢elija, inhibicija apoptoze je jedan od mehanizama
rezistencije tumora na primenjenu terapiju (Wyllie, 1997). To su potvrdile i studije u
kojima je pokazano da inaktivacija DAPK gena, moze da bude mehanizam rezistencije
na apoptozu indukovanu hemoterapijom (Voso i sar., 2006). Pored toga, DAPK ima
kriticnu ulogu u inhibiranju celijske migracije i samim tim, u sprecavanja invazije
malignih c¢elija (Kuo 1 sar., 2006). Studije na mis§jim modelima su pokazale da

reaktivacija DAPK gena 1 uspostavljanje ekspresije DAPK proteina suprimira

21



metastatski potencijal ¢elija kancera pluc¢a, naglaSavaju¢i tako tumor-supresorski
kapacitet DAPK (Inbal i sar., 1997).

Pored kontrole apoptoze, DAPK ima ulogu i u regulisanju procesa autofagije
(Inbal 1 sar., 2002). Autofagija ili programirana ¢elijska smrt II je proces razgradnje
unutarcelijskih proteina i organela u autofagolizozomima, u cilju oCuvanja energije i
¢elijske homeostaze u stresnim uslovima (Galluzzi 1 sar., 2008). In vitro eksperimenti na
¢elijskim kulturama i Caenorhabditis elegans su pokazali da inhibicija autofagije moze
da dovede do apoptoze i da je nivo DAPK proteina kritican za odabir puta kojim ¢e
¢elija krenuti (Kang 1 Avery, 2005, Kang i Avery, 2007, Lin i sar., 2009). Ovi podaci
naglaSavaju ulogu DAPK u integrisanju signala iz razli¢itih cCelijskih puteva. Na ovaj
nacin, DAPK funkcioniSe kao molekularni reostat koji ima klju¢nu ulogu u donosenju
odluke o sudbini ¢elije u odgovaraju¢im uslovima (Michie i sar., 2010.).

Inaktivacaija DAPK gena putem aberantne metilacije promotorskog regiona je
opisana u razli¢itim tipovima humanih tumora, (Esteller i sar., 2001b, Herman i Baylin,
2003), a posebno je ¢est dogadaj u B-Celijkim limfomima, narocito u FL, u kojima se
javlja u oko 80 % slucajeva (Rossi 1 sar, 2004, Voso i sar., 2006, Kim 1 sar., 2009).
Metilacija ovog gena je prema literaturnim podacima u znacajnom procentu zastupljena
1 u humanim DBKL gde se sre¢e sa ucestalos¢u od preko 50 % (Rossi 1 sar, 2004,

Amara i sar, 2008).

1.7. Terapijski pristup kod obolelih od DBKL i FL

Prognoza i leCenje bolesnika obolelih od DBKL i FL odredeni su histoloskim
karakteristikama tumora 1 klinickim prognostickim parametrima obuhvadenim
internacionalnim prognostickim indeksom (IPI za DBKL, odnosno, FLIPI za FL) (The
International Non-Hodgkin’s Lymphoma Prognostic Factors Project, 1993, Solal-
Celigny i sar., 2004).

DBKL je bioloski agresivan limfom, i1 ako se ne le¢i, medijana prezivljenja je 1-
2 godine (Mason i Harris, 2001). Iako je prema kriterijumima SZO DBKL definisan kao
poseban klinicko-morfoloski entitet, razli¢it odgovor na terapiju ukazuje na bioloSku
heterogenost tumora. Standardna terapija se bazira na primeni CHOP/R-CHOP

(ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin, prednizon, sa ili bez rituksimaba) protokola
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(Feugier 1 sar., 2005, Pfeundschuh 1 sar., 2006). Dugotrajna remisija se postize kod 40-
50% bolesnika (Mason 1 Harris, 2001), dok kod preostalih dolazi do pogorSanja bolesti
(The International Non-Hodgkin’s Lymphoma Prognostic Factors Project, 1993, The
Non-Hodgkin’s Lymphoma Classification Project, 1997). Kod ovakvih pacijenata
terapija ukljucuje visoko doznu hemoterapiju, kao i transplantaciju mati¢nih celija
periferne krvi. Ovako agresivna terapija moze da prouzrokuje ozbiljne sekundarne
efekte u kardiovaskularnom i/ili renalnom sistemu, pa njena upotreba treba da bude
ogranicena na najrizi¢nije grupe obolelih (Haioun i sar, 2000, Fisher i sar., 2005).

U vreme postavljanja dijagnoze vecina bolesnika sa FL je u uznapredovalom
klinickom stadijumu bolesti. Klinicki tok FL varira u Sirokom rasponu bioloskog
ponasanja, od slu€ajeva spontane remisije (15-20%), sluc¢ajeva indolentnog klinickog
toka sa prisutnim odgovorom na terapiju, recidivima bolesti i medijanom prezivljavanja
9-10 godina, do agresivnih klini¢kih slucajeva (Horning i Rosenberg, 1984, Mason i
Harris, 2001). Smrtni ishod je naj¢esce posledica rezistencije na terapiju, transformacije
u agresivniji DBKL ili toksi¢nog efekta terapije (Mason i Harris, 2001, Rohatiner i
Lister, 2005, Plancarte i sar., 2006). Pristup leCenju FL obuhvata razli¢ite moguénosti,
od pracenja bolesnika bez terapije do primene agresivne hemoterapije sa
transplantacijom mati¢nih c¢elija (Mason i Harris, 2001, Chau i sar., 2003). Izbor
optimalne terapije je uslovljen klinickom agresivnos¢u i histoloskim stadijumom FL

(Chau i sar., 2003).

1.8. Prognosticki parametri kod obolelih od DBKL i FL

Najznacajniji  klini¢ki prediktor ishoda bolesti do danas je internacionalni
prognosticki indeks (IPI za DBKL, odnosno, FLIPI za FL). IPI obuhvata pet nezavisnih
klini¢kih prognostickih parametara: 1) starost bolesnika, 2) klinicki stadijum bolesti, 3)
ECOG (eng. Eastern Cooperative Oncology Group) performans status, koji se odnosi
na opSte stanje bolesnika, 4) nivo serumske laktat dehidrogenaze (LDH) i 5) broj
zahvacéenih ekstranodalnih lokacija (The International Non-Hodgkin’s Lymphoma
Prognostic Factors Project, 1993). Na osnovu navedenih parametara, oboleli se
svrstavaju u kategorije niskog, umereno-niskog, umereno-visokog i visokog stepena

rizika. FLIPI, pored prva Cetiri navedena parametra, obuhvata i 5) nivo hemoglobina,
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kao 1 6) broj zahvacenih nodalnih regija (Solal-Celigny 1 sar., 2004). Na osnovu FLIPI
skora, oboleli se svrstavaju u kategorije niskog, srednjeg 1 visokog stepena rizika.
Uprkos tome, oboleli sa identicnim stepenom rizika, ispoljavaju znacajne varijacije u
duzini prezivljavanja i odgovoru na terapiju, Sto ukazuje na postojanje velike
molekularno-geneticke heterogenosti u okviru svake IPI/FLIPI kategorije. (Armitage i
Weisenburger, 1998, Sehn i sar., 2012). Zbog toga je poslednjih godina velika paznja
usmerena na pronalazenje novih molekularnih prognosti¢kih markera koji bi mogli da
pomognu u daljoj podeli pacijenata u grupe razliitog stepena rizika (Amara i sar.,
2008). Identifikacija novih molekularno-genetickih markera bi omogucila precizniju
prognozu, poboljsanje efikasnosti terapije i samim tim, povoljniji ishod bolesti (Lossos i
Morgensztern, 2006).

Iako su nedostaci savremene terapije doveli do pokuSaja razvoja novih
prognostickih modela koji bi se zasnivali na molekularnim karakteristikama tumora, do
sada nije razvijen jednostavan i pouzdan model koji bi bio primenljiv u klinickoj praksi.
Ipak, postoji vise molekularnih biomarkera sa potencijalnim prognostickim znacajem

kod obolelih od DBKL i FL.

1.8.1. Bcl-2 kao prognosticki marker kod obolelih od DBKL i FL

Bcl-2 (eng. B cell lymphoma-2) je antiapoptotski mitohondrijalni protein koji
ucestvuje u kontroli unutraSnjeg puta programirane celijske smrti, apoptoze
(Hockenbery i sar., 1990). Povecana ekspresija Bcl-2 proteina prisutna je u vecini
slucajeva FL 1 30-60% DBKL (Skinnider 1 sar., 1999). Najcesce nastaje kao posledica
translokacije t(14;18) koja je prisutna kod 70-85% FL, odnosno 20-30% DBKL, i
smatra se inicijalnim dogadajem u patogenezi FL (Jaffe i sar., 2001, Broudy i sar.,
2004). Povecana ekspresija Bel-2 proteina nije vezana iskljucivo za t(14;18), ve¢ moze
da nastane i1 usled amplifikacije 1 mutacije bc/-2 gena (Rantanen i sar., 2001).
Prekomerna ekpresija Bcl-2 proteina spre¢ava apoptozu i odgovorna je za rezistenciju
na hemoterapeutske agense (Miyashita i Reed, 1993). Zbog toga je, generalno,
povezana sa loSom prognozom kod obolelih od DBKL , dok su u slu¢aju FL rezultati
kontroverzni (Kramer i sar., 1986, Pezzella i sar., 1992, Hermine i sar., 1996, Gascoyne

1 sar., 1997, Logsdon 1 sar., 1999, Perunic¢i¢ Jovanovi¢ i sar., 2009). Prisustvo t(14;18),
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u do sada sprovedenim studijama, nije definisano kao pokazatelj prezivljenja kod
obolelih od FL (Tilly i sar., 1994, Montoto i sar., 2003, Radojkovi¢ i sar., 2008), dok su
u slu€aju DBKL rezultati kontroverzni. U pojedinim studijama nije zapaZen
prognosticki znacaj, (Hill i sar., 1996, Gascoyne i sar., 1997, Igbal i sar., 2004), dok se

u nekim drugim prisustvo t(14;18) vezuje za agresivniji tok bolesti i lo$iji ishod

(Jacobson i sar., 1993, Kramer i sar., 1998, Barrans 1 sar., 2003).

1.8.2. Bcl-6 kao prognosti¢ki marker kod obolelih od DBKL i FL,

Bcl-6 (eng. B-cell lymphoma-6) protein ima ulogu za sekvencu-specifi¢nog
inhibitora transkripcije. Ukljucen je u represiju gena bitnih za aktivaciju 1 diferencijaciju
limfocita, u kontrolu ¢elijskog ciklusa i inflamaciju (Ye i sar., 1995). Ekspresija bcl-6
gena je deregulisana u 40-80 % sluc¢ajeva DBKL i u oko 60 % slucajeva FL (Capello i
sar., 2000). Deregulacija se postize na dva nacina, translokacijom koja ukljucuje lokus
327 ili tackastim mutacijama u okviru 5' nekodirajuc¢eg regiona (Ye i sar, 1993, Lo
Coco 1 sar., 1994, Wang 1 sar., 2002). Prognosti¢ki znacaj uvecane ekspresije Bcl-6 je
nejasan. Pojedine studije povezuju ovaj dogadaj sa duzim prezivljavanjem (Lossos i
sar., 2001), dok u drugim nije potvrden uticaj na ishod bolesti (Colomo i sar., 2003).
Pretpostavlja se da bioloske posledice ekspresije Bcl-6 mogu da variraju u zavisnosti od
prisustva ili odsustva alteracija bc/-6 gena 1 njihove prirode (Artiga i sar., 2002).
Fizioloska osnova veze izmedu bolje prognoze i uveéane ekspresije Bcl-6 moZze da bude
uvecana senzitivnost na apoptozu kod celija koje prekomerno eksprimiraju Bcl-6

(Artiga i sar., 2002, Bai i sar., 2003).

1.8.3. CD10 kao prognosticki marker kod obolelih od DBKL i FL

CDI10 (ili CALLA, eng. common acute lymphoblastic leukemia antigen), protein
je membranska metaloproteinaza koja se detektuje kod ranih limfoidnih progenitora,
kao 1 kod razliCitih stromalnih i epitelnih celija (LeBien i McCormack, 1989). U
sekundarnim limnfoidnim organima, ekspresija CD10 je ograniena na germinativne
centre sekundarnih folikula (Mclntosh i sar., 1999). CD10 je eksprimiran u 20-40 %
DBKL i u ve¢ini slucajeva FL (Dogan i sar., 2000, Ohshima i sar., 2001, Fabiani i sar.,

2002). Prognosticki znacaj ekspresije CD10 je razmatran u nekoliko studija, a dobijeni
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rezultati su kontroverzni. U nekim studijama se ekspresija ovog proteina vezuje za
dobru (Ohshima 1 sar., 2001, Go 1 sar., 2002), u nekima za loSu prognozu (Xu i sar.,
2001, Uherova 1 sar., 2001), dok u nekim studijama nije zapazen nikakav prognosticki
znacaj. (Fabiani i sar., 2002, Colomo i sar., 2003). Istovremena ekspresija Bcl-6 i CD10
karakteriSe tzv. GC fenotip, prisutan kod oko jedne tre¢ine DBKL. Ovaj fenotip je
povezan sa prisustvom t(14;18), Sto ukazuje na moguce poreklo ovih tumora iz ¢elija
germinativnog centra ili transformisanih FL. DBKL sa GC fenotipom su povezani sa

boljom prognozom u odnosu na ABC podtip (King i sar., 2000, Colomo i sar., 2003).

1.8.4. Ki67 kao prognosticki marker kod obolelih od DBKL i FL

Ki67 je jedarni protein, prisutan u svim ¢elijama koje se dele, pa zbog toga sluzi
kao marker ¢elijske proliferacije (Gerdes i sar., 1991). Kod kancera, procenat ¢elija koje
eksprimiraju Ki67 reflektuje proporciju tumorskih ¢elija koje se aktivno dele (Lossos i
Morgensztern, 2006). Visoko-poliferiSu¢i tumori su oni kod kojih je proliferativni
indeks, tj. ekspresija Ki67 > 60 %. Prognosticki znacaj ekspresije Ki67 kod DBKL je
kontroverzan. U pojedinim studijama je visok proliferativni indeks povezan sa loSom
prognozom (Miller i sar., 1994, Peruni¢i¢ Jovanovi¢ i sar., 2009), dok u drugim nije
utvrden prognosti¢ki znacaj Ki67 (Jerkeman 1 sar., 2004). Tumori sa niskim Ki67
indeksom mogu da ispolje hemorezistenciju, s obzirom da je u takvim slu¢ajevima
ve¢ina malignih celija u GO/Gl fazi celijskog ciklusa, i tako rezistentna na
hemoterpeutske agense. Pored toga, zaustavljenje u GO/Gl fazi ¢elijskog ciklusa
omogucava celijama da isprave oSteenja na DNK koja su nastala kao posledica
delovanja hemoterapije i da prezive (Lossos i Morgensztern, 2006). Procenat ¢elija koje
ispoljavaju ekspresiju Ki67 kod DBKL je obi¢no visok (> 40%), a u nekim slu¢ajevima
moze da bude i preko 90% (Jerkeman i sar., 2004). Kod FL, ekspresija Ki67 raste sa
porastom gradusa, Sto podrazumeva agresivnije ponasanje tumora, a pokazano je 1 da je
ekspresija ovog jedarnog proteina veca kod FL bez prisustva t(14;18) (Leich i sar.,

2009).
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1.9. Prognosticki znacaj i klinicka primena epigenetickih markera

S obzirom da su epigeneticke promene rani i potencijalno reverzibilan dogadaj u
kancerogenezi, otvara se niz moguénosti za primenu aberantne metilacije DNK u ranoj
dijagnozi, prognozi i tretmanu obolelih (Herman 1 Baylin, 2003).

Razvojem tehnika zasnovanih na lan¢anoj reakciji polimeraze (PCR) moguce je
detektovati jedan metilovani u vise od 50000 nemetilovanih alela (Palmisano i sar.,
2000), iz male koli¢ine uzorka, kako u tumorima, tako i u odgovaraju¢im telesnim
te¢nostima (Herman i1 Baylin. 2003). Na osnovu metilacije odgovarajuc¢ih gena, moguca
je rana dijagnoza kancera, kao 1 razlikovanje benignih od malignih promena (Jeronimo i
sar., 2001). Utvrdeno je da u sputumu pusaca prekancerogene promene mogu da budu
otkrivene na osnovu detekcije hipermetilacije p/6 1 MGMT gena i do tri godine pre
klinickih manifestacija karcinoma pluc¢a (Herman i1 Baylin, 2003), a metilacija istih gena
se srece 1 u kolorektalnim adenomima (Toyota i Issa, 1999, Esteller i sar., 2001b, Baylin
isar., 2001).

Informacija o metilacionom statusu odgovaraju¢ih gena moze da posluzi kao
prognosticki faktor koji bi ukazivao na ponaSanje tumora. Tako su pojedine studije
pokazale da je metilacija p/6 gena povezana sa loSim ishodom kod obolelih od DBKL
(Shiozawa 1 sar., 2006, Amara 1 sar., 2008), kolorektalnog karcinoma (Esteller i sar.,
2001a) i karcinoma glave i vrata (Koscielny i sar., 2007), a metilacija DAPK gena kod
obolelih od DBKL (Amara i sar., 2008) i karcinoma plu¢a (Tang i sar., 2000).
Metilacija p15 gena se pokazala kao prediktor kraceg trajanja vremenskog perioda bez
ikakvih znakova i simptoma bolesti (eng. disease-free survival, DFS) kod obolelih od
akutne promijelocitne leukemije (Chim i sar., 2003), dok je metilacija veceg broja gena
kod obolelih od akutne limfoblastne leukemije marker loSije prognoze (Shen i sar.,
2003).

Odredivanje metilacionog statusa pojedinih gena u kanceru moze da bude vazan
parametar u predvidanju odgovora na hemoterapiju. Pokazano je da metilacija MGMT
gena kod obolelih od glioma i DBKL ukazuje na pacijente koji ¢e biti senzitivni na
terapiju alkiliraju¢im agensima (Gerson 1 sar., 2002, Esteller i Herman, 2004) i da je
metilacija MGMT u ovom slucaju najpouzdaniji prediktivni faktor (Esteller i sar.,

2000a). Stecena hipermetilacija AMLHI gena tokom terapije alkiliraju¢im agensima kod
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ovarijalnog karcinoma se dovodi u vezu sa loSim ishodom bolesti (Gifford i sar., 2004),
dok je metilacija WRN gena marker hipersenzitivnosti na inhibitor topoizomeraze,
irinotekan, kod obolelih od kolorektalnog karcinoma (Agrelo 1 sar., 2006).

Potencijalna reverzibilnost epigenetickih promena predstavlja moguénost za
dizajniranje novih terapeutskih pristupa. Osnovni cilj je reaktivacija gena inaktiviranih
metilacijom 1 ponovno uspostavljanje naruSenih ¢elijskih procesa. Jedan prilaz ovom
problemu je upotreba inhibitora DNMT, 5-azacitidina 1 2' deoksi-5-azacitidina, kao i
inhibitora HDAC, trihostatina A. Za sada ostaje problem nedovoljne specifi¢nosti ovih
agenasa. Drugi pristup je upotreba ,,antisense* oligonukleotida koji inhibiraju DNMTI1
iRNK (Strathdee i Brown, 2002). Pokazano je da na ovaj nacin dolazi do redukovanja
nivoa DNMT]1 1 ekspresije p/6 gena u humanim malignim ¢elijama (Fournel 1 sar.,
(Ramchandani i sar., 1997). Najveée dostignuce u ovoj vrsti tretmana je terapija akutne
mijeloidne leukemije 1 mijelodisplasticnog sindroma 5-azacitidinom, Sto predstavlja
manje agresivan pristup od standardne hemoterapije citostaticima (Groshal i1 Bai, 2007).
U toku je istrazivanje terapije koja bi se zasnivala na primeni miRNK, a prvi rezultati su
postignuti na ¢elijskim linijama (Lu i sar., 2009).

Utvrdivanje metilacionog profila tumora, tj. ,,metilotipa® na osnovu koga bi se
predvideo odgovor na hemoterapiju bi u buduénosti moglo da doprinese uvodenju

individualne terapije kancera (Toyota i sar., 1999).
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2. CILJ RADA

Ciljevi ovog rada su bili:

1.

odredivanje ucestalosti aberantne metilacije pl6, pl5, MGMT i DAPK gena u
uzorcima tkiva DBKL 1 FL;

ispitivanje korelacija metilacije pl6, p15, MGMT i DAPK gena sa pojedinacnim
klinicko-patoloskim parametrima, ukljuujuéi: pol 1 starost ispitanika, stadijum
bolesti, histoloski tip tumora (kod FL), ECOG performans status, prisustvo B
simptoma bolesti, veli¢inu tumorske mase, lokaciju tumora, kao i prisustvo tumora u
kostnoj srzi, nivo serumske LDH, nivo Hb (za FL);

ispitivanje korelacija metilacije navedenih gena sa initernacionalnim prognostickim
indeksom, IPI za DBKL, odnosno, FLIPI za FL;

ispitivanje  korelacija metilacije navedenih gena sa imunohistohemijskim
parametrima, ukljucujuéi Bel-2, Bel-6, CD10 i Ki67 kod DBKL, odnosno, Bcl-2 i
prisustvo t(14;18) kod FL;

ispitivanje uticaja metilacije analiziranih gena na odgovor na primenjenu terapiju i
prezivljavanje kod obolelih od DBKL i FL;

procena eventualnog prognosti¢ckog znacaja aberantne metilacije p16, p15, MGMT i

DAPK gena kao bioloskih markera kod ovih tipova malignih oboljenja.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Materijal

U ispitivanje je bilo uklju¢eno ukupno 83 bolesnika, 51 sa dijagnozom DBKL i
32 sa dijagnozom FL. Analizirani uzorci limfoma su dobijeni prilikom postavljanja
dijagnoze, biopsijom ili resekcijom tkiva (limfni ¢vor, kostna srz, a u slucaju
ekstranodalne lokacije bolesti-tonzila, jezik, slezina, jetra, GIT, CNS, pluca, bubrezi).
Svi uzorci su dobijeni u obliku parafinskih ise¢aka tkiva. Nakon postavljanja dijagnoze,
pacijenti su leceni razli¢itim hemoterapijskim protokolima. Odgovor na indukcionu
terapiju je definisan prema kriterijumima koje su uspostavili Cheson 1 sar., 1999, i to
kao: kompletna remisija (KR), §to podrazumeva potpuni nestanak svih znakova bolesti i
normalizaciju laboratorijskih i1 radiografskih rezultata, parcijalna remisija (PR), Sto
podrazumeva redukciju tumorske mase i ostalih parametara za preko 50 %, stabilna
bolest (SB), $to podrazumeva odsustvo promena ili redukciju svih parametara < od 50
% u odnosu na stanje bolesti u trenutku dijagnoze, i progresija bolesti (PB), Sto
podrazumeva novi momenat ili uvecanje tumorske mase za najmanje 25 % u odnosu na
prezentaciju. Ukupno prezivljavanje je definisano kao vreme proteklo od pocetka
bolesti do zavrSetka istrazivanja (datum poslednje kontrole ili smrtni ishod). Odredivan
je 1 broj recidiva, a kod obolelih od FL je odredivan i FFS (eng. failure-free survival),
koji oznacava vremenski period od pocetka bolesti do znakova progresije bolesti,
recidiva nakon postizanja KR, smrtnog ishoda ili poslednje kontrole ako nema znakova

progresije bolesti.

3.1.1 Uzoreci tkiva DBKL

Grupa obolelih od DBKL je obuhvatala 51 ispitanika koji su le€eni na Institutu
za hematologiju KCS u Beogradu, Vojno Medicinskoj Akademiji u Beogradu i Institutu
za onkologiju Vojvodine, Sremska Kamenica, u periodu od 2001-2012 godine. Za
analizu su izabrani pacijenti sa de novo nastalim DBKL. Oboleli od DBKL su leceni

standardnim CHOP/R-CHOP (ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin, prednizon, sa ili
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bez rituksimaba) protokolom, ili CHOP-slicnim protokolima. Klini¢ko-patoloske
karakteristike ispitanika, imunohistohemijski podaci, kao 1 podaci vezani za pracenje
bolesnika su prikupljeni iz pisane medicinske dokumentacije (istorije bolesti,
zdravstveni kartoni, lekarski izvestaji) navedenih ustanova.

U analizi su koris¢ene sledece karakteristike: bolesnika: 1) pol; 2) starost; 3)
klinicki stadijum bolesti, odreden prema Ann Arbor klasifikaciji; 4) ECOG performan
status, kojim se opisuje opste stanje bolesnika vezano za kvalitet Zivota i sposobnost za
svakodnevne aktivnosti i rad (Oken 1 sar., 1982); 5) vrednosti enzima laktat
dehidrogenaze (LDH) u serumu, pri ¢emu su se kao poviSene smatrale vrednosti > 450
j/1; 6) primarna lokacija bolesti (nodalno ili ekstranodalno), kao i broj ekstranodalnih
lokacija; 7) internacionalni prognosticki indeks (IPI); 8) prisustvo B simptoma, tj.opstih
simptoma bolesti, §to podrazumeva postojanje bar jednog od slede¢ih simptoma:
gubitak u telesnoj tezini ve¢i od 10 % za poslednjih Sest meseci, povisena telesna
temperatura, 1 obilno no¢no znojenje; 9) zahvacenost kostne srzi malignim ¢elijama; 10)
veli¢inu tumorske mase. Od imunohistohemijskih karakteristika tumora, razmatrane su
ekspresija Bcl-2, Bcl-6, Bel-10 1 Ki67 proteina. U slucaju prva tri parametra, vrednosti
su uzimane kao pozitivne ukoliko je najmanje 50 % tumorskih celija eksprimiralo
navedene markere. U slucaju Ki67 proteina, ekspresija u 0-30 % tumorskih celija je
uzimana kao slaba, u preko 30-60 % kao umerena, a u preko 60 % celija kao jaka

(Perunici¢ Jovanovi¢ i sar., 2009). Svi podaci su prikazani u Tabeli 3.1.

31



Tabela 3.1. Klini¢ko-patoloSke karakteristike obolelih od DBKL

red.br.

god./

PS/BS/KS/

lokacija/br.

uzorka | pol IPI/stadijum VIM(>10cm) LDH ex.nod.lok. Bcl-2/Bcl-6 CD10/Ki67
1 73/m visok/IV >2/da/da/ne uvecan nod./1 +/+ +/70%

3 75/ visok/IV >2/da/da/ne referentan | ex.nod/2 +/+ +/60%

8 63/m visok/IV 4/da/da/ne uvecan nod/0 +/+ +/>80%
11 66/m sr.visok/III 0/ne/ne/ne uveéan nod./0 -/+ +/10-30%
12 50/ sr.visok/IV 0/da/da/da uvecan nod/1 +/+ -/ND

13 71/ sr.visok/III 0/ne/ne/ne uvecan nod./0 +/ND -/70%

17 75/2 visok/IV >2/da/da/ne uvecan nod./0 +/- +/ND

23 19/m sr.visok/IV 1/da/da/ne uveéan nod./0 +/- ND/40%
25 56/m sr.nizak/IIl 1/da/ne/ne referentan | nd./0 ND/ND ND/ND
27 65/7 sr.visok/IV 1/da/da/ne uvecan nod./1 -/ND ND/80%
28 79/ sr.visok/IV 1/da/da/ne uvecan nod./0 -/ND ND/ND
29 67/2 visok/IV >2/da/da/ne referentan | nod./>1 -+ ND/ND
32 32/m visok/III 2/da/ne/da uveéan nod./1 -/+ -/>80%
36 81/m visok/IV 3/da/da/da uveéan ex.nod./5 -/- -/90%

37 51/2 nizak/Il 0/da/ne/ne referentan | ex.nod./1 -1+ ND/90%
39 52/m sr.visok/III 1/da/ne/da uvecan ex.nod./1 +/ND -/80%

41 52/z sr.visok/IV 1/da/da/da uvecan nod./0 +/ND ND/60%
42 72/m sr.nizak/IIl 0/da/ne/da referentan | nod./0 +/ND ND/80%
43 66/7 sr.visok/IV 1/da/ne/ne uvecan nod./0 -+ -/100%
44 74/m sr.visok/IV 1/da/da/ne uvecan nod./0 +/+ ND/>80%
46 67/m visok/IV 2/da/da/ne uvecan nod./1 +/ND ND/25%
48 78/m visok/III 2/ne/ne/ne uvecan nod./0 -/- ND/70%
51 65/m sr.visok/IIT 1/da/ne/ne uveéan nod./0 +/ND ND/ND
53 77/7 sr.nizak/IV 1/da/ne/da referentan | nod./1 ND/ND ND/ND
59 46/m visok/III >2/da/ne/ne referentan | ex.nod./>1 ND/ND +/ND

63 36/m sr.visok/IV 1/da/ne/ne uvecan nod./1 -/- ND/50%
67 53/m visok/IV 0/da/da/da uvecan nod./1 +/- ND/ND
77 67/m sr.visok/IV 0/ne/ne/ne referentan | ex.nod./>1 +/- ND/>80%
79 40/7 sr.nizak/IIT 1/da/ne/ne uvecan nod./0 -/- ND/ND
80 58/z sr.nizak/IV 0/ne/ne/ne referentan | ex.nod./l -/ND ND/ND
81 46/m visok/IV 3/ND/ne/ND uvecan ex.nod./2 -/ND +/>60%
82 50/m visok/IV 3/da/da/da uvecan nod./2 -/ND ND/40%
83 40/z sr.nizak/IV 0/ne/ne/ne referentan | ex.nod/l -/ND ND/60%
84 58/m visok/IV 2/da/da/ne uvecan nod./2 -+ ND/70%
85 21/z sr.nizak/IV 0/ne/da/ne referentan | ex.nod./2 ND/+ ND/>60%
86 64/72 visok/IV 0/ne/ne/ne uvecan ex.nod./2 -1+ ND/60%
87 52/m nizak/IT 0/ne/ne/ne referentan | ex.nod./1 +/+ ND/60%
88 26/m sr.visok/IV 2/ND/ne/ND referentan | ex.nod./2 ND/ND ND/ND
89 72/m sr.nizak/IV 0/ne/da/ne referentan | nod./1 -/+ ND/ND
90 64/m nizak/IT 0/ne/ne/da referentan | ex.nod./l -/- -/ND

91 56/z sr.visok/III 1/da/ne/ne uvecan nod./0 -/- ND/ND
92 47/z visok/IV 3/da/da/da uvecan ex.nod./4 +/+ -/70%

95 73/ sr.visok/IIT 1/da/ne/ne uveéan nod./0 -/- -/60-70%
104 54/7 sr.nizak/II 1/da/ne/ne uvecan nod./0 -/- -/40-50%
105 62/m sr.nizak/II1 0/ne/ne/ne referentan | ex.nod./l -+ +/50%
107 36/m sr.visok/III 0/ne/ne/ne uvecan nod./0 -/- -/>60%
109 57/z nizak/IT 1/da/ne/ne ND nod./0 -+ +/30-40%
110 71/m nizak/I 1/ne/ne/ne referentan | ex.nod./1 -/- -/40-50%
111 32/m sr.visok/IIT 2/da/ne/da referentan | ex.nod./1 +/+ +/70%
114 25/7 sr.visok/Il 0/ne/ne/ne referentan | ex.nod./l -/- -/30%
118 49/7 nizak/I 0/ne/ne/ne referentan | ex.nod./1 -/+ +/70%

IPI, internacionalni prognosticki indeks; PS, performans status; BS, B simptomi; KS, kostna srz; VTM,

veli¢ina tumorske mase; LDH, laktat dehidrogenaza; +, prisutna ekspresija; -, odsutna ekspresija; ND,

podatak nije dostupan.
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3.1.2 Uzoreci tkiva FL

Grupa obolelih od FL je obuhvatala 32 ispitanika koji su dijagnostikovani 1
leceni na Institutu za hematologiju KCS u Beogradu, na Klinici za internu medicinu
KBC Dr Dragisa Misovi¢ u Beogradu i na Vojno Medicinskoj Akademiji u Beogradu, u
periodu od 1990-2003 godine. Oboleli od FL su leCeni razliCitim hemioterapijskim
protokolima (LP, LOP, LOPP, COP, BACOP, ProMACECytaBOM, CAMP, CNOP,
FC). Kod jednog pacijenta sa dijagnozom FL je primenjeno i antiCD20 monoklonsko
antitelo-rituksimab. Kod nekih je primenjena i dopunska terapija zracenjem. Klinicko-
patolosSke karakteristike ispitanika, imunohistohemijski i1 cito-geneticki podaci, kao i
podaci vezani za pracenje bolesnika su dobijeni od dr Milice Radojkovi¢ iz KBC Dr
Dragisa MiSovi¢, u Beogradu (doktorska disertacija, 2004).

U analizi su koris¢ene sledece karakteristike bolesnika: 1) pol; 2) starost; 3)
klinicki stadijum bolesti, odreden prema Ann Arbor klasifikaciji; 4) histo-patoloski tip,
tj. gradus tumora, 5) ECOG performan status, 6) vrednosti enzima laktat dehidrogenaze
(LDH) u serumu, pri ¢emu su se kao povisene smatrale vrednosti > 320 j/l; 7) vrednosti
hemoglobina (Hb), pri ¢emu su se kao snizene smatrale vrednosti < 120 g/l; 8)
internacionalni prognosticki indeks za FL (FLIPI); 9) prisustvo B simptoma bolesti; 10)
zahvacenost kostne srzi malignim celijama; 11) veli¢inu tumorske mase. Od
imunohistohemijskih karakteristika tumora, razmatrana je ekspresija Bcl-2 proteina. Na
osnovu procenta tumorskih ¢elija koje su eksprimirale Bcl-2, ekspresija je oznac¢ena kao
slaba, umerena, odnosno jaka. Od cito-genetiCkih karakteristika FL, razmatrano je

prisustvo translokacije t(14;18). Svi podaci su prikazani u Tabeli 3.2.
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Tabela 3.2. Klini¢ko-patoloSke karakteristike obolelih od FL.

r.br. odine/ FLIPI/stadijum/ PS/BS/KS/

uzorka {fo] gradus ! VIM 10 cm) | PPH/HD Bel-2 t(14;18)
38 58/m srednji/TV/1 1/da/da/ne ref./ref. ND da
39 49/7 srednji/IV/IL 1/da/da/da uvecan/ref. +++ ne
42 46/m nizak/I1/1 0/ne/ne/ne ref./ref. + da
43 67/2 visok/IV/II 1/ne/dane ref./ref. ND da
45 69/m srednji/IV/1 1/da/da/ne ref./ref. + da
49 61/m visok/IV/I 3/da/da/da uvecan/snizen ND da
52 74/2 visok/IV/III 3/da/da/da uvecan/ref. + da
55 61/z srednji/IV/1 1/ne/da/ne ref./ref. + da
57 68/m visok/IV/III 3/da/da/da uvecéan/snizen ++ da
60 44/7 nizak/IV/I 1/da/da/ne ref./ref. +++ da
63 78/m srednji/TV/1 1/ne/da/ne ref./ref. + da
69 53/m visok/III/IT 2/da/ne/da uvecan/snizen + da
71 49/m visok/IV/II 3/da/da/da uvecan/sniZzen + da
78 81/m visok/ITI/II1 2/da/ne/da uvecéan/ref. ND da
83 51/2 nizak/II/11 1/ne/ne/ne ref./ref. + da
91 52/m visok/IV/I 1/ne/da/ne uvecan/ref. ND da
94 52/z nizak/IV/1 0/ne/da/ne ref./ref. ND ne
95 72/m visok/IV/III 3/da/da/da uvecan/snizen ND da
96 66/7 sredn;ji/Il/IT 1/ne/ne/ne ref./snizen + da
97 74/m visok/II/IT 3/da/ne/da ref./ref. ND da
98 67/m srednji/TV/1 1/ne/da/ne ref./ref. ND da
99 78/m visok/IV/III 1/ne/da/ne ref./ref. ND da
100 65/m visok/IV/I 2/da/da/ne uvecéan/snizen + ne
125 77/% visok/III/1 3/da/da/da uvecéan/snizen + ne
126 46/m nizak/IV/I 1/ne/da/ne ref./snizen + da
128 36/m srednji/TV/II 1/ne/da/ne ref./ref. + da
129 53/m srednji/IV/1 1/ne/da/ne ref./ref. ND ne
130 67/m srednji/IV/1 1/ne/da/ne ref./ref. ND ne
131 40/7 srednji/IV/1 1/da/da/ne ref./snizen +++ ne
132 58/z srednji/IV/1 1/ne/da/ne ref./ref. +++ da
133 46/m nizak/I/1 0/ne/ne/ne ref./ref. +++ da
135 50/m srednji/IV/1 1/da/da/ne ref./snizen ++ da

FLIPI, FL internacionalni prognosticki indeks; PS, performans status; BS, B simptomi; KS, kostna srz;
VTM, veli¢ina tumorske mase; LDH, laktat dehidrogenaza; Hb, hemoglobin; +, slaba ekspresija; ++,

umerena ekspresija; +++, jaka ekspresija; ND, podatak nije dostupan.

3.1.3. Kontrolni uzorci

U ispitivanje su bile uklju¢ene i odgovarajuce pozitivne i negativne kontrole.
Kao standardno zdravo tkivo su koriS¢eni limfociti periferne krvi zdravih odraslih
ososba, ¢ije su DNK sluzile kao pozitivne kontrole za nemetilovane, odnosno kao
negativne kontrole za metilovane alele pl6, p15, MGMT 1 DAPK gena. Ista DNK,
metilovana in vitro, uz prisustvo enzima M.Sssl (BioLabs, New England), sluzila je

kao pozitivna kontrola za metilovane alele svih ispitivanih gena.
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3.2. Metode

Za analizu metilacionog statusa pl6, p15, MGMT 1 DAPK gena kori$¢ene su

slede¢e metode molekularne genetike:

izolacija DNK iz iseCaka tkiva DBKL, FL i limfocita periferne krvi zdravih
osoba;

in vitro metilacija DNK izolovane iz limfocita periferne krvi zdravih osoba;
bisulfitna modifikacija izolovane DNK;

umnozavanje Zeljenth fragmenata modifikovane DNK PCR tehnikom
specificnom za metilaciju, MSP (eng. methylation specific PCR), kori§¢enjem
specijalno dizajniranih prajmera za metilovanu, tj. nemetilovanu DNK;

analiza rezultata dobijenih u MSP reakcijama elektroforezom na agaroznim i
poliakrilamidnim gelovima;

statisticka obrada dobijenih rezultata

3.2.1. Izolacija DNK

DNK je iz svih uzoraka izolovana klasi¢nom fenol/hloroform/izoamil-alkohol

procedurom (Ausubel, 1987). Nakon fenolske ekstrakcije, postupci za izolaciju DNK iz

iseCaka tkiva, odnosno limfocita periferne krvi su se donekle razlikovali. DNK iz

iseCaka tkiva je delimi¢no fragmentisana, pa su zbog toga uzorci, nakon dodavanja

amonijum acetata i izopropil-alkohola talozeni preko no¢i na -20°C.

3.2.1.1. Izolacija DNK iz parafinskih iseCaka tkiva

svakom uzorku je dodato je po 1 ml ksilola, kako bi se uklonio parafin, pa je
lagano muc¢kano ru¢no 30 minuta, centrifugirano 5 min/15300 g, nakon ¢ega je
pazljivo uklonjen kslilol nastavkom;

postupak sa dodavanjem ksilola je ponovljen, nakon muckanja 15 min i
centrifugiranja 5 min/17900 g je uklonjen ksilol;

dodato je po 500 pl apsolutnog EtOH, lagano muckano 5 min, centrifugirano 5
min/17900 g, nakon ¢ega je pazljivo uklonjen EtOH nastavkom;

postupak sa dodavanjem apsolutnog EtOH je ponovljen;
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nakon centrifugiranja 5 min/17900 g, EtOH je pazljivo uklonjen nastavkom;
isecci tkiva su osuSeni u otvorenim epruvetama pored plamenika, tokom 20 do
30 min;

u svaki uzorak je dodato po 500 pl digestionog pufera koji u finalnoj
koncentraciji sadrzi 25 mM EDTA, pH 8.0; 100 mM NaCl; 10 mM TRIS-HCI,
pH 8.0; 0.5% SDS 1 100 pg (19.6 mg/ml) proteinaze K (MBI Fermentas,
Litvanija);

uzorci su inkubirani preko no¢i na temperaturi 50-55°C, uz povremeno
muckanje. Vec¢i komadi tkiva su zahtevali duze vreme inkubacije (do 48 h), i
dodatne koli¢ine digestionog pufera i proteinaze K;

u svaki uzorak (500 pl) je dodata ista koli¢ina smeSe koja sadrzi
fenol/hloroform/izoamil-alkohol (F/H/I) u odnosu 25:24:1, nakon cega je
muckano ru¢no 10 min, uzorci su zatim centrifugirani 5 min/10600g, pa je
izdvojena vodena faza nastavkom sa odseCenim vrhom, i prebaena u novu
epruvetu;

postupak sa fenolom je ponovljen jos 1-2 x;

vodenoj fazi je dodata ista zapremina smeSe H/I (24:1), nakon ¢ega je muckano
ru¢no 10 min i centrifugiramo 5 min/10600 g;

vodena faza je izdvojena u novu epruvetu;

svakom uzorku u vodenoj fazi je dodato po 1/2 zapremine 7.5M amonijum
acetata (Serva 39751, Nemacka) i 2 zapremine izopropil-alkohola, nakon cega
su uzorci ostavljeni na -20°C da se DNK talozi preko no¢i;

uzorci su centrifugirani 20 min/12000g/4°C, odliven je supernatant i dodato je
1/2 zapremine hladnog 70 % EtOH,;

uzorci su centrifugirani 15 min/12000g/4°C, odliven je supernatant, epruvete su
ostavljene otvorene pored plamenika 15-30 min. dok sav EtOH ne upari;

DNK je rastvorena u odgovarajucoj zapremini (50-100 ul) ddH,O, nakon ¢ega je

odlozena na 4°C.
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3.2.1.2. Izolacija DNK iz limfocita periferne krvi

- nakon fenolske ekstrakcije DNK iz taloga limfocita periferne krvi, prethodno
dobijenog prema protokolu koji je opisao Boyum (1968), vodenoj fazi je dodata
1/10 zapremine 3 M natrijum acetata, pH 5.2 i 2 zapremine hladnog apsolutnog
EtOH, nakon ¢ega je, uz ru¢no muckanje, doslo do precipitacije DNK u vidu
koncica;

- makroskopski vidljivi kon¢i¢i DNK su zatim namotani na staklenu Pasterovu
pipetu, zatopljenog i zakrivljenog vrha;

- DNK je isprana uranjanjem Pasterove pipete u 70 % EtOH, a zatim je suSena na

vazduhu 15 min, rastvorena u 100-200 ul ddH,O i odlozena na 4°C.

3.2.1.3. Merenje koncentracije izolovane DNK

Koncentracija i kvalitet izolovane DNK su odredjeni merenjem apsorbance na
spektrofotometru BioSpec-nano (Shimadzu corporation, Japan). Maksimum apsorbance
za nukleinske kiseline je na 260 nm i1 na osnovu njega se raCuna koncetracija DNK u
nasem izolatu (10D = 50 ng). Maksimum apsorbance soli je na 230 nm, a za proteine
na 280 nm. Visoko precis¢ena DNK ima odnos apsorbanci Ajep/Azgo > 1,8, Sto je bio

slucaj i sa naSim uzorcima.

3.2.2. In vitro metilacija DNK izolovane iz limfocita periferne krvi

DNK izolovana iz limfocita periferne krvi zdravih osoba je metilovana in vitro,
upotrebom enzima CpG metiltransferaze M.Sssl (New England Biolabs M0226M).
Ovaj enzim, pod odgovaraju¢im uslovima, dodaje metil grupe na C5 poziciju svih
citozina u okviru CpG dinukleotida u DNK supstratu. Reakcija se odvijala u zapremini
od 20 pl. Na 2 pg izolovane DNK iz limfocita periferne krvi zdravih osoba, dodata su 2
ul 10 x NE pufera (finalna koncentracija 10mM Tris-HCIL, pH 7.9, 50 mM NaCl, 10 mM
MgCl,, ImM DTT), 0.4 ul 32mM SAM (finalna koncentracija 0.64 mM) i 8 j enzima
M.Sssl (4.j/ug DNK). Uzorci su inkubirani 4h/37°C, nakon cega je usledila inaktivacija
enzima dodatnim inkubiranjem 20 min/65°C. Tako metilovana DNK je ¢uvana na 4°C

do bisulfitne modifikacije.
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3.2.3. Bisulfitna modifikacija DNK

Osnovni koraci protokola za bisulfitnu modifikaciju DNK su: denaturacija
genomske DNK natrijum hidroksidom, tretiranje jednolancane DNK koncentrovanim
rastvorom natrijum bisulfita i hidrohinona na pH 5.0, desulfonovanje natrijum
hidroksidom, uklanjanje soli, neutralizacija, talozenje 1 rastvaranje modifikovane DNK
u vodi ili odgovarajuéem puferu. U ovom radu bisulfitni tertman je izvoden prema
protokolu koji su opisali Herman i sar., (1996b), uz manje izmene u pojedinim koracima
(Grunau 1 sar., 2001).

- 2 ug DNK u zapremini od 50 pl je denaturisano dodavanjem 3 M NaOH (fin. 0.3

M) 1 inkubiranjem 30 min/42°C;

- prethodno denaturisanoj DNK dodato je 550 ul sveze pripremljenog rastvora

natrijum bisulfita (5.20-5.69 M HSQO3; posto je komercijalno dostupni natrijum bisulfit
mesavina natrijum bisulfita i metabisulfita, procenjuje se da je finalna koncentracija HSO7 u

napravljenom rastvoru 5.20-5.69 M), pH 5.0, sa 10 mM hidrohinonom (Tabela 3.3.),

nakon Cega je usledila inkubacija 18h/55°C.

Tabela 3.3. Rastvori za bisulfitnu modifikaciju DNK
0.2 M hidrohinon (1 ml)
0.22 g hidrohinona (Sigma H — 9003, SAD) je rastvoreno u 1 ml ddH,0O
NaHSO; pH 5.0 (10 ml)
5.41 g NaHSO; (Sigma S-8890, SAD) je rastvoreno u 8 ml ddH,O i dodavanjem 10 M

NaOH, pH vrednost je podesena na 5.0. Zatim je bisulfitnom rastvoru dodato 500 ul sveze
pripremljenog rastvora hidrohinona. Nakon kompletnog rastvaranja NaHSO;, dodavanjem

ddH,0 zapremina rastvora je podesena na 10 ml.

Nakon bisulfitnog tretmana, modifikovana DNK je pre¢iS¢ena upotrebom KIT-a
za ekstrakciju DNK (MBI Fermentas K0512, Litvanija). Postupak precis¢avanja se
zasnivao na sledeCem principu: u prisustvu haotropnih soli, 6 M rastvora natrijum
jodida (u daljem tekstu BS-,,Binding Solution*), DNK se prvo vezuje za specijalno
dizajnirane staklene Cestice, a zatim se, da bi se dobila precis¢ena DNK, ove soli i
zaostale necisto¢e uklanjaju ispiranjem u odgovaraju¢em puferu koji sadrzi u jednakom
odnosu supstance TRIS, NaCl, EDTA 1 95% EtOH (WB-,,Washing Buffer*). Nakon

ispiranja, DNK se eluira sa staklenih ¢estica pomoc¢u ddH,O ili odgovarajuceg pufera.
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nakon bisulfitne modifikacije sadrzaj svake epruvete podeljen je na dva jednaka
dela 1 dodato je po tri zapremine BS rastvora i odgovaraju¢a zapremina
resuspendovane suspenzije silicijum dioksida koja sadrzi staklene cestice za
vezivanje DNK;

uzorci su inkubirani 5-15 min na 55°C da bi se DNK vezala za cestice SiO»-
pudera, uz vorteksovanje svaka 2 min kako bi se SiO,-puder odrzao u suspenziji;
nakon centrifugiranja 5 s/13000 g i1 odlivanja supernatanta, epruvete su
centrifugirane jo§ jednom 2-3 s i preostali BS je uklonjen nastavkom;

dodato je po 500 pl hladnog WB, nakon ¢ega je talog resuspendovan nastavkom
1 uzorci su centrifugirani 5 s/13000g;

nakon odlivanja supernatanta postupak sa WB je ponovljen jos 2 x;

nakon poslednjeg ispiranja i odlivanja supernatanta, epruvete sa SiO,-puder
suspenzijom su centrifugirane jo§ 1 x i preostali WB je uklonjen nastavkom;
epruvete su ostavljene otvorene 10-15 min na vazduhu da se talog osusi;

DNK je eluirana sa staklenih cestica dodavanjem 40 pl 1 mM TRIS-HCI, pH
8.0, talog je resuspendovan nastavkom, nekon Cega je usledilo inkubiranje 5
min/55°C;

nakon centrifugiranja 30 s/13000 g supernatant je prenesen u novu epruvetu,
izbegavajuci staklene Cestice; postupak je ponovljen jos 2 x sa istom koli¢inom 1
mM TRIS-HCI, pH 8.0; da bi se uklonile eventualno zaostale staklene Cestice,
epruvete sa eluiranom DNK su centrifugirane 30 s/13000 g i supernatant je
pazljivo prenet u nove epruvete;

uzorcima je dodata odgovarajuca zapremina sveze pripremljenog 3 M NaOH
(fin. 0.3 M) i uzorci su stavljeni na inkubaciju 20 min/37°C;

desulfonovanoj DNK je dodato 1/2 zapremine 7.5 M NH4 acetata (Serva,
Nemacka), pH 7.0, 2.5 zapremine hladnog apsolutnog EtOH 1 1 pg tRNK (yeast
tRNK 1 mg/ul, GibcoBRL, SAD) kao nosaca, nakon ¢ega je usledilo talozenje
na -20°C preko no¢i;

nakon centrifugiranja od 20 min/13000 g/4°C, dekantovan je supernatant i
dodata je 1/2 zapremine 70 % EtOH;

nakon centrifugiranja 10 min/13000 g/4°C, dekantovan je supernatant i epruvete

su ostavljene otvorene 15-30 min dok sav EtOH nije upario;
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- DNK je rastvorena u 40 ul 1 mM TRIS-HCI, pH 8.0 i odloZena na -20°C. Ovako
modifikovana 1 precis¢ena DNK je predstavljala uzorak za amplifikaciju MSP

tehnikom.

3.2.4. Amplifikacija DNK MSP tehnikom

Metilacioni status pl6, pl15, MGMT i DAPK gena je ispitivan amplifikacijom
modifikovane DNK PCR tehnikom specifiécnom za metilaciju, MSP, uz koriS¢enje
odgovarajucih prajmera za metilovanu, odnosno nemetilovanu DNK. Za svaki uzorak
modifikovane DNK uradene su po dve PCR reakcije za odgovarajuéi gen: jedna sa
setom za metilovane i druga sa setom za nemetilovane prajmere.

Pored odgovarajucih uzoraka u svaku PCR reakciju se ukljucuju jos tri epruvete:
tzv. ,slepa kontrola®“ (ddH,O umesto DNK), kao kontrola specifi¢nosti reakcije,
pozitivna i negativna kontrola za uzorke (nemetilovana i in vitro metilovana DNK iz
limfocita zdrave osobe). U Tabeli 3.4. su prikazane sekvence prajmera koji su koris¢eni
za amplifikaciju p/6 (Herman 1 sar., 1996b), p/5 (Herman i sar., 1996b), MGMT
(Esteller i sar., 1999) i DAPK (Katzenellenbogen i sar, 1999) gena.

Tabela 3.4. Prajmeri za MSP

prajmer | sens antisens duzina
5'—3' 5'—>3' produkta/
hibridizacija
pl5sm GCGTTCGTATTTTGCGGTT CGTACAATAACCGAACGACCGA 148bp / 57°C
pl5n TGTGATGTGTTTGTATTTTGTGGTT CCATACAATAACCAAACAACCAA 154bp / 57°C
plém TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC GACCCCGAACCGCGACCGTAA 150 bp / 65°C
plén TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT CAACCCCAAACCACAACCATAA 151 bp / 60°C
MGMTm | TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC GCACTCTTCCGAAAACGAAACG 8lbp/57°C
MGMTn | TTTGTGTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT | AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAAA | 93bp/57°C
DAPKm | GGATAGTCGGATCGAGTTAACGTC CCCTCCCAAACGCCGA 98 bp / 60°C
DAPKn GGAGGATAGTTGGATTGAGTTAATGTT | CAAATCCCTCCCAAACACCAA 106 bp / 60°C

m-metilovani; n-nemetilovani; bp-bazni par

MSP je izvoden na PCR aparatu Applied Biosystems 2720 (SAD) u Eppendorf
epruvetama (0.2 ml) u finalnoj zapremini od 50 pl. Amplifikacija se odvijala u toku 40
ciklusa koji su se sastojali od denaturacije DNK (45 s na 95°C), hibridizacije (45 s na
odgovarajucoj temperaturi u zavisnosti od ispitivanog gena, Tabela 3.4.) i elongacije

(60 s na 72°C). Prvi ciklus amplifikacije je zapocet sa 5 min denaturacije na 95°C, au
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poslednjem je elongacija produzena na 4 min na 72°C. Za svaku PCR reakciju su

pripremljeni odgovaraju¢e PCR smeSe u ¢iji sastav ulaze komponente prikazane u

Tabeli 3.5.

Tabela 3.5. Sastav smeSe za MSP

komponente finalna koncentracija u 50 nl
10 x PCR pufer’ 1 x

25 mM MgCl, 6.25mM

10 mM dNTP 1.25 mM

300 ng 50 uM sense prajmera 0.8-1.0 uM

300 ng 50 uM antisense prajmera 0.8-1.0 uM

100% DMSO 5%

20 mg/ml BSA 0.4 mg/ml

“pufer koji je korid¢en za PCR je napravljen prema protokolu koji su dali Herman i sar., (1996b). i
omogucava specificnu i visoko efikasnu amplifikaciju. MgCl, koji prema originalnom protokolu ulazi u
sastav 1 x PCR pufera je dodavan posebno u PCR reakcionu smeSu. Sastav 1 x pufera: 16.6 mM

amonijum sulfat, 67 mM Tris-HCI pH 8.8, 10 mM 2-merkaptoetanol.

Nakon dodavanja i meSanja svih komponenata, jednaka zapremina PCR reakcione
smeSe je razdeljena u epruvete za PCR, nakon cega je dodata 1/10 od zapremine
modifikovane DNK. Epruvete su u aparatu za PCR zagrevane 5 min/95°C (inicijalna
denaturacija) i nakon isteka ovog vremena u svaku epruvetu je dodata po 1.25 jedinica
Taq polimeraze (MBI Fermentas, Litvanija) razblazene u 4.75 pL ddH,O. Dodavanje
jedne od komponenata PCR reakcije naknadno, nakon koraka inicijalne denaturacije,
oznacava se kao ,hot start“ reakcija i izvodi se u cilju povecanja specifi¢nosti

amplifikacije.

3.2.5. Elektroforeza

Detekcija amplifikovanih sekvenci DNK je vrSena elektroforezom na agaroznom
i poliakrilamidnom gelu. Ova tehnika omogucava vrlo precizno razdvajanje fragmenata
¢ija brzina kretanja 1 medusobno rastojanje na gelu zavise od molekulske mase, duzine
fragmenata, primarne i sekundarne strukture. U ovom radu, fragmenti su razdvajani na
osnovu njihove duzine. Nakon elektroforeze gelovi su arhivirani pomocu sistema za
snimanje i analizu gelova GDS8000-Gel Documentation System (UVP Inc, Upland,

SAD) koji se sastoji od mratne komore sa UV/belom svetlos¢u, CCD kamere,
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transiluminatora, procesora i odgovaraju¢eg programa za obradu podataka. Utvrdivanje

veliCine ispitivanih fragmenata je vrSeno u odnosu na odgovaraju¢i marker.

3.2.5.1. Elektroforeza na agaroznom gelu

Provera uspesSnosti amplifikacije PCR reakcije je radjena na 2 % agaroznom gelu

koji je pripreman prema slede¢em protokolu prikazanom u Tabeli 3.6.

Tabela 3.6 Komponente za pripremu agaroznog gela

komponente za 2 % gel koli¢ina(25 ml)
agaroza 05¢g

10xTAE’ 2.5 ml

SYBR Green I (Sigma, USA) 25wl

dH,O 22.5ml

*10XTAE pufer, pH 8.0 (48.4 g Tris, 11.42 ml CH;COOH, 20 ml 0.5 M EDTA, dH,O do 1000 ml)

Razdvajanje fragmenata DNK se odvijalo na sistemu za horizontalnu elektroforezu u
polju jacine 80 V (7.5 V/cm) u trajanju od 40 min. Na gel je nanoseno po 10ul uzorka
pomesanog sa 2l boje bromfenol plavo (0,25% bromfenol plavo, 0.25% ksilen-cijanol
u 30% glicerolu) ili oranz G (0.4% oranz G, 30 % glicerol). Vizuelizacija traka nakon

elektroforeze se odvijala pod UV-svetlosc¢u transiluminatora.

3.2.5.2. Elektroforeza na poliakrilamidnom gelu

Razdvajanje fragmenata DNK 1 analiza rezultata PCR reakcije, postignuta je
elektroforezom na 6% poliakrilamidnom (PAA) gelu u nedenaturiSu¢im uslovima. Gel

je pripreman prema protokolu prikazanom u Tabeli 3.7.

Tabela 3.7 Komponente za pripremu poliakrilamidnog gela

komponente za 6% gel koli¢ina (25 ml)
PAA §tok” 40% 5.0 ml

10 x TBE™ 2.5ml

10% amonijum persulfat 210 ul

N, N, N, N'TEMED 16 pl

ddH,0O 17.5 ul

"38:2 (akrilamid:bis-akrilamid); 10 x TBE pufer, pH 8.3 (108 g Tris, 55 g H;BO;, 40 ml 0.5 M EDTA,
pH 8.0, dH,0O do 1000.
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Elektroforeza se odvijala u vertikalnom polju u kadama sa 1x TBE puferom, u trajanju
od 15 min/70 V (4 V/cm), a zatim 75 min/140V (7.5 V/cm). Na gel je nanoSeno po 10
ul uzorka pomesanog sa 2 ul boje bromfenol plavo (0,25 % bromfenol plavo, 0.25 %
ksilen-cijanol u 30 % glicerolu). Vizuelizacija razdvojenih DNK fragmenata na gelu je

postignuta postupkom bojenja srebronitratom (Hiort i sar., 1994).

3.2.6. Statisticka obrada rezultata

Dobijeni rezultati su obradeni i prikazani u tabelama i na grafikonima uz
propratnu diskusiju istih a u zavisnosti od prirode posmatrane varijable.

Deskripcija numeri¢kih obelezja je uradena klasicnim metodama opisne
statistike 1 to aritmetickom sredinom, i medijanom od srednjih vrednosti, a od mera
varijabiliteta standardnom devijacijom, koeficijentom varijacije i standardnom greskom,
kao 1 minimalnom i maksimalnom vrednosc¢u. Relativni brojevi su koriS¢eni u svim
tabelama.

U analizi rezultata, u zavisnosti od prirode samih varijabli, kori§¢eni su Pirsonov
y’-test, i to u obliku testova slaganja i tablica kontingencija, za poredenje razlike izmedu
ucestalosti kod neparametarskih obelezja i to za jedno odnosno dva obelezja. Kod
numerickih ogranicenja tablice 2x2 primenjen je FiSerov egzaktni test.

Za poredenje proseénih vrednosti parametarskih obelezja upotrebljen je
Studentov t-test za dve grupe podataka.

Kod poredenja tri ili viSe grupa podataka koris¢ena je FiSerova parametarska
analiza varijanse (ANOVA) kod parametarskih podataka, i neparametarska analiza
varijanse za proporcije za neparametarske podatke.

Za analizu prezivljavanja obolelih koriS¢ena je Kaplan-Majerova metoda, kao 1
Log-Rank test za poredenje prezivljavanja medu ispitivanim grupama.

U svim primenjenim analitickim metodama prihvaceni nivo statisticke
znacajnosti je bio p < 0.05.

Za obradu podataka je koriS¢en licencirani program za statisti¢ku analizu Sigma

Plot 10.0.
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4. REZULTATI

4.1. Opste karakteristike ispitanika obolelih od DBKL

Grupa obolelih od DBKL je obuhvatila 51 ispitanika, Cija je prosecna starost
iznosila 52.4 £ 17.5 godina (opseg 19-83). Dvadeset pet (49 %) ispitanika je bilo
zenskog, a 26 (51 %) ispitanika muSkog pola. Njihova prose¢na starost se nije statisticki
znacajno razlikovala (55.9 £ 17.3 vs. 49.0 = 17.7 godina, p = 0.169). Tridest (58.8 %)
ispitanika je bilo mlade, a 21 (41.2 %) starije od 60 godina. Sedamnaestoro (33.3 %)
ispitanika je pripadalo kategoriji niskog/umereno-niskog IPI rizika, a 34 ispitanika (66.7
%) kategoriji umereno-visokog/visokog IPI rizika. Najveci broj ispitanika (84.3 %) je
bio u uznapredovalom klinickom stadijumu bolesti (klinicki stadijum III/IV). Uvecan
nivo serumske LDH (> 450 j/1) je zabelezen u 56.9 % slucajeva. Skor ECOG
performans statusa > 2 je utvrden kod 31.4 % ispitanika, a kod 23.5 % je bila prisutna i
tumorska masa veli¢ine > 10 cm. B simptome je ispoljavalo 64.7 % ispitanika.
Imunohistohemijski nalaz za Bcl-2 protein je bio pozitivan kod 39.1 % ispitanika (od 46
ispitanika za koje je postojao podatak, 18/46), za Bcl-6 kod 65.7 % (23/35), CD10 kod
47.8 % (11/23), a Ki67 je u visokom procentu (> 60 %) bio eksprimiran kod 58.3 %
ispitanika (21/36). Kada je analiziran odgovor na indukcionu terapiju, 83.7 % ispitanika
je odgovorilo kompletnom 1ili parcijalnom remisijom, dok kod 16.3% ispitanika nije bilo
odgovora na primenjenu terapiju ili je doSlo do progresije bolesti. Do recidiva bolesti je
tokom petogodisnjeg perioda prac¢enja doslo kod 29.5 % (13/44) obolelih od DBKL, a
smrtni ishod je zabelezen kod 42.6 % (20/47) slu¢ajeva.

4.1.1. Ispitivanje metilacionog statusa pl6, pl15, MGMT i DAPK gena u
uzorcima tkiva DBKL

Od 51 analiziranog uzorka tkiva DBKL, metilacija p16, p15, MGMT i DAPK
gena je detektovana u 37.2 %, (19/51), 23.5 % (12/51), 39.2 % (20/51), odnosno 54.9 %
(28/51) slucajeva, (Slika 4.1.). Kod 74.5 % (38/51) uzoraka je detektovana metilacija
najmanje jednog gena, dok kod 25.5 % (13/51) nije detektovana metilacija ni jednog od
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ispitivanih gena. Ostale karakteristike koje se odnose na metilacioni profil uzoraka

DBKL su prikazane na Slici 4.2.
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Slika 4.1. Metilacioni profil uzoraka DBKL

80% 78%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

Slika 4.2. Metilacioni profil uzoraka DBKL

Metilacija bilo kog od cetiri analizirana gena nije detektovana ni u jednoj
kontrolnoj DNK iz limfocita periferne krvi zdravih osoba. Trake koje odgovaraju
nemetilovanom pl6, pl5, MGMT i DAPK genu su detektovane u svim ispitivanim
uzorcima tkiva DBKL, ali su razli¢itog intenziteta, Sto ukazuje na prisustvo vece ili
manje proporcije nemetilovanih alela u tumorskim uzorcima kod kojih je detektovana i
metilacija odgovaraju¢ih gena. Na slici 4.3. su prikazani reprezentativni uzorci

razdvojeni elektroforezom na 6 % PAA gelu. Duzina dobijenih produkata je odredena
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na osnovu molekularnog markera sa umnoScima DNK od 50 bp (O’GeneRuler 50 bp

DNA Ladder, ready-to-use, Thermo Scientific, SAD).

NL PK DBKL44 DBKL83 DBKL90
M N M N M

NL PK DBKL13 DBKL83 DBKL91
. N M N M N M

NL PK DBKL44 DBKIg3 DBKL91
N M N M N M

NL PK DBKIL23 DBKLg83  DBKLII
N M N M N M

Slika 2. Rezultati MSP za (a) p16, (b) p15, (c) MGMT i (d) DAPK gen za uzorke DBKL. Traka
u koloni N ukazuje na prisustvo nemetilovanog (151, 154, 93, odnosno, 106 bp), a traka u
koloni M na prisustvo metilovanog alela (150, 148, 81, odnosno, 98 bp) za odgovarajuce gene;
NL, normalni limfociti kao pozitivna kontrola za nemetilovane alele svih analiziranih gena, PK,
DNK iz normalnih limfocita metilovana in vitro, kao pozitivna kontrola za metilovane alele sva

Cetiri gena; St, molekularni marker (50 bp).
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4.1.2. Ispitivanje povezanosti metilacionog statusa p16, p15, MGMT i DAPK
gena sa klinicko-patoloSkim karakteristikama obolelih od DBKL

Rezultati ispitivanja povezanosti metilacionog statusa p16, p15, MGMT i DAPK
gena sa klinicko-patoloskim karakteristikama obolelih su prikazani u Tabeli 4.1.
Metilacija pl6 gena je statisticki znacajno bila ¢eS¢a kod ispitanika sa referentnim
vrednostima serumske LDH (p = 0.035), kao i kod ispitanika sa niskim/umereno-niskim
stepenom rizika prema IPI klasifikaciji (p = 0.034). Iako je metilovani p/6 gen u
dvostruko ve¢em procentu detektovan kod ispitanika mladih od 60 godina u odnosu na
one preko 60 godina starosti, ova razlika nije dostigla stisticku znacajnost (p = 0.143). U
slu¢aju metilacije p/5 gena zabeleZen je trend ka ceS¢oj pojavi metilovanog p/5 gena
kod ispitanika mladih od 60 godina (p = 0.091), referentnih vrednosti serumske LDH (p
=0.090), kod obolelih sa skorom ECOG performans statusa < 2 (p = 0.095), kao i kod
onih sa niskim/umereno-niskim stepenom IPI rizika (p = 0.076). Metilacija DAPK gena
je takode bila ¢eS¢a, mada ne i statisticki znacajno, kod obolelih nizih IPI kategorija
rizika (p = 0.143). U slucaju metilacionog statusa MGMT gena nije zabeleZena
povezanost ni sa jednom ispitivanom karakteristikom. Iako je metilacija MGMT gena u
skoro dvostruko vecem procentu bila zabelezena kod ispitanika ispod 60 godina starosti,
kao 1 kod onih sa prisutnim B simptomima bolesti, ove razlike nisu bile statisti¢ki
znacajne (p = 0.250, odnosno, p = 0.219). Metilacija nijednog analiziranog gena nije
znacajno korelirala sa ispitivanim imunohistohemijskim markerima, iako je metilacija
pl5 gena detektovana sa nesSto vecom ucestaloS¢u kod ispitanika sa ekspresijom Bcl-6
(p = 0.207) 1 CD10 proteina (p = 0.317), a metilacija MGMT gena kod ispitanika sa
odsutnom ekspresijom Bcl-6 proteina (p = 0.252).

Rezultati pracenja toka i ishoda bolesti su pokazali da je metilacija p/5 gena
statisticki znacajno bila ¢eS¢a kod ispitanika kod kojih nije doSlo do recidiva (p =
0.019), a zabeleZen je i trend ka ¢eS¢oj pojavi metilacije ovog gena kod obolelih kod
kojih u toku petogodiSnjeg perioda nije doSlo do smrtnog ishoda (p = 0.086).
Metilacioni status preostala tri gena nije imao uticaj na ishod, kao ni na pojavu recidiva

bolesti.
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Tabela 4.1. Metilacija p16, p15, MGMT i DAPK gena u korelaciji sa klinicko-patoloskim

karakteristikama obolelih od DBKL

karakteristike plém p15m MGMTm DAPKm p
ukupno 19/51 (37.2 %) 12/51 (23.5 %) 20/51 (39.2 %) 28/51 (54.9 %)

pol

muski 9/26 (34.6 %) 4/26 (15.4 %) 11/26 (42.3 %) 14/26 (53.8 %)

zenski 10/25 (40 %) 8/25 (32 %) 9/25 (36 %) 14/25 (56 %) NS
godine (x £ SD)

metilovani 51.0+18.8 482+17.8 51.9+17.7 50.6 +18.0

nemetilovani 532+172 53.7+17.7 52.7+17.9 546+17.4 NS
starost (godine)

<60 14/30 (46.7 %) 10/30 (33.3 %) 14/30 (46.7 %) 19/30 (63.3 %)

>60 5/21(23.8 %) 2/21 (9.5 %)* 6/21 (28.6 %) 9/21 (42.9 %) 0.091*
stadijum

LI 4/8 (50 %) 2/8 (25 %) 2/8 (25 %) 5/8 (62.5 %)

111, IV 15/43 (34.9 %) 10/43 (23.2 %) 18/43 (41.9 %) 23/43 (53. 5%) NS
LDH

referentan 11720 (55 %) 7/20 (35 %) 7/20 (35 %) 12/20 (60 %) 0.035*
uvecan (> 450 j/1) 6/29 (20.7 %)* 4/29 (13.8%)** 12/29 (41.4 %) 14/29 (48.3 %) 0.090%**
ekstranodalne

lokacije

0,1 14/39 (35.9 %) 10/39 (25.6 %) 14/39 (35.9 %) 20/39 (51.3 %)

>1 5/12 (41.7 %) 2/12 (16.7 %) 6/12 (50 %) 8/12 (66.7 %) NS
ECOG performans

status

<2 14/35 (40 %) 10/35 (28.6 %) 13/35 (37.1 %) 21/35 (60 %)

>2 5/16 (31.2 %) 2/16 (12.5 %)* 7/16 (43.7 %) 7/16 (43.7 %) 0.095*
IP1

nizak/sr. nizak 10/17(58.8%)* /17 (41.2%)** 7/17 (41.2 %) 12/17 (70.6 %) 0.034*
sr.visok/visok 9/34 (26.5 %) 5/34 (14.7 %) 13/34 (38.2 %) 16/34 (47 %) 0.076**
B simptomi

odsutni 7/16 (43.7 %) 4/16 (25 %) 4/16 (25 %) 8/16 (50 %)

prisutni 12/33 (36.4 %) 7/33 (21.2 %) 15/33 (45.4 %) 18/33 (54.5 %) NS
infiltracija kostne srzi

odsutna 13/32 (40.6 %) 9/32 (28.1 %) 13/32 (40.6 %) 20/32 (62.5 %)

prisutna 6/19 (31.6 %) 3/19 (15.8 %) 7/19 (36. 8%) 8/19 (42.1 %) NS
VIM (=10 cm)

odsutna 15/38 (39.5 %) 9/38 (23.7 %) 15/38 (39.5 %) 21/38 (55.3 %)

prisutna 4/11 (36.4 %) 3/11 (27.3 %) 4/11 (36.4 %) 5/11 (45.4 %) NS
ekspresija Bcl-2

odsutna 11/28 (39.3 %) 6/28 (21.4 %) 9/28 (32.1 %) 14/28 (50 %)

prisutna 4/18 (22.2 %) 4/18 (22.2 %) 8/18 (44.4 %) 9/18 (50 %) NS
ekspresija Bcl-6

odsutna 5/12 (41.7 %) 1/12 (8.3 %) 5/12 (41.7 %) 7/12 (58.3 %)

prisutna 8/23 (34.8 %) 5/23 (21.7 %) 6/23 (26.1 %) 11/23 (47.8 %) NS
ekspesija CD10

odsutna 4/12 (33.3 %) 1/12 (8.3 %) 5/12 (41.7 %) 6/12 (50 %)

prisutna 3/11 (27.3 %) 3/11 (27.3 %) 5/11 (45.4 %) 7/11 (63.6 %) NS
ekspresija Ki67

slaba/umerena 5/15 (33.3 %) 3/15 (20 %) 5/15 (33.3 %) 7/15 (46.7 %)

visoka 7/21 (33.3 %) 6/21 (28.6 %) 8/21 (38.1 %) 12/21 (57.1 %) NS
odgovor na terapiju

KR/PR 14/41 (34.1 %) 10/41 (24.4 %) 16/41 (39 %) 21/41 (51.2 %)

SB/PB 4/8 (50 %) 1/8 (12.5 %) 3/8 (37.5 %) 6/8 (75 %) NS
pojava recidiva

ne 13/31 (41.9%) 11/31 (35.5 %) 10/31 (32.2 %) 17/31 (54.8 %)

da 4/13 (30.8 %) 0/13 (0 %)* 7/13 (53.8 %) 6/13 (46.1 %) 0.019*
smrtni ishod u toku 5

godina

ne 11/27 (40.7 %) 9/27 (33.3 %) 10/27 (37 %) 16/27 (59.3 %)

da 6/20 (30 %) 2/20 (10 %)* 8/20 (40 %) 9/20 (45 %) 0.086*

LDH, laktat dehidrogenaza; IPI, internacionalni prognosticki indeks; VITM, veli¢ina tumorske mase; KR,
kompletna remisija; PR, parcijalna remisija; SB, stabilna bolest; PB, progresija bolesti; NS, statisticki
nesignifikantne razlike; p, verovatnoca statisticke znacajnosti je ispitivana FiSerovim egzaktnim testom i

Studentovim t-testom.
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U cilju daljeg ispitivanja eventualnog znacaja metilacije kao epigeneticke
modifikacije genske aktivnosti za patogenezu DBKL, poredili smo grupu ispitanika kod
kojih je detektovana metilacija najmanje jednog od analiziranih gena (> 1m) sa grupom
u kojoj su sva Cetiri gena bila nemetilovana. Dve grupe smo analizirali u kombinaciji sa
odgovaraju¢im klini¢ko-patoloskim karakteristikama, imunohistohemijskim podacima,
kao 1 odgovorom na terapiju i tokom i ishodom bolesti. Metilacija najmanje jednog
ispitivanog gena (> 1m) je bila ¢eS¢e, mada ne 1 statisticki znacajno, zastupljena kod
mladih ispitanika (p = 0.109), kod obolelih sa referentnim vrednostima LDH (p =
0.197), niskog/umereno-niskog IPI stepena rizika (p = 0.175), kao i kod obolelih bez
infiltracije kostne srzi (p = 0.192). Metilacija najmanje jednog gena je u nesSto vecem
procentu bila zastupljena kod ispitanika bez recidiva bolesti (p = 0.295), kao 1 kod onih
kod kojih nije doSlo do smrtnog ishoda tokom petogodisnjeg perioda pracenja (p =
0.311). Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 4.2.
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Tabela 4.2. Stepen metilacije u korelaciji sa klinicko-patoloSkim karakteristikama obolelih od

DBKL

karakteristike >1m sva 4 gena nemetilovana p
ukupno 38/51 (74.5 %) 13/51 (25.5 %)

pol

muski 18726 (69.2 %) 8/26 (30.8 %)

zenski 20/25 (80 %) 5/25 (20 %) 0.523
godine (x £ SD) 50.8 +£18.8 57.0+13.3 0.280
starost

<60 25/30 (83.3 %) 5/30 (16.7 %)

>60 13/21 (61.9 %) 8/21 (38.1 %) 0.109
klinicki stadijum

% 7/8 (87.5 %) 1/8 (12.5 %)

/v 31/43 (72.1 %) 12/43 (27.9 %) 0.662
LDH

referentan 17/20 (85 %) 3/20 (15 %)

uvecan (> 450 j/l) 20/30 (66.7 %) 10/30 (33.3 %) 0.197
primarna lokacija tumora

nodalno 28/39 (71.8 %) 11/39 (28.2 %)

ekstranodalno 10/12 (83.3 %) 2/12 (16.7 %) 0.204
ekstranodalne lokacije

0,1 28/38 (73.7 %) 10/38 (26.3 %)

>1 10/12 (83.3 %) 2/12 (16.7 %) 0.706
ECOG performans status

<2 23/30 (76.7 %) 7/30 (23.3 %)

>2 15/20 (75 %) 5/20 (25 %) 1.000
IP1

nizak/sr.nizak 15/17 (88.2 %) 2/17 (11.8 %)

sr.visok/visok 23/34 (67.6 %) 11/34 (32.3 %) 0.175
B simptomi

odsutni 12/16 (75 %) 4/16 (25 %)

prisutni 23/33 (69.7 %) 10/33 (30.3 %) 1.000
infiltracija kostne srZzi

odsutna 26/32 (81.2 %) 6/32 (18.7 %)

prisutna 12/19 (63.1 %) 7/19 (36.8 %) 0.192
VTM (=10 ¢m)

odsutna 29/38 (76.3 %) 9/38 (23.7 %)

prisutna 7/11 (63.6 %) 4/11 (36.4 %) 0.451
ekspresija Bel-2

odsutna 20/28 (71.4 %) 8/28 (28.6 %)

prisutna 13/18 (72.2 %) 5/18 (27.8 %) 1.000
ekspresija Bcl-6

odsutna 11/15(73.3 %) 4/15 (26.7 %)

prisutna 13/20 (65 %) 7/20 (35 %) 1.000
ekspresija CD10

odsutna 9/13 (69.2 %) 4/13 (30.8 %)

prisutna 8/10 (80 %) 2/10 (20 %) 1.000
ekspresija Ki67

slaba/umerena 10/15 (66.7 %) 5/15(33.3 %)

visoka 16/21 (76.2 %) 5/21 (23.8 %) 0.709
odgovor na terapiju

KR/PR 31/41 (75.6 %) 10/41 (24.4 %)

SB/PB 6/8 (75 %) 2/8 (25 %) 1.000
pojava recidiva

ne 24/31 (77.4 %) 7/31 (22.6 %)

da 8/13 (61.5 %) 5/13 (38.5 %) 0.295
smrtni ishod u toku 5 god.

ne 22/27 (81.5 %) 5/27 (18.5 %)

da 13/20 (65 %) 7/20 (35 %) 0.311

LDH, laktat dehidrogenaza; IPI, internacionalni prognosticki indeks; VTM, veli¢ina tumorske mase; KR,
kompletna remisija; PR, parcijalna remisija; SB, stabilna bolest; PB, progresija bolesti; p, verovatnoca

statisticke znacajnosti je ispitivana FiSerovim egzaktnim testom i Studentovim t-testom.
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4.1.3. Ipitivanje korelacije izmedu metilacije pojedina¢nih gena

U analiziranoj grupi uzoraka DBKL su uocene statisticki znacajne korelacije
izmedu metilacije pojedinih gena. Tako se metilacija p/5 javljala ¢eS¢e u kombinaciji sa
istovremenom metilacijom p/6 gena, nego kao samostalan dogadaj (66.7 %, p = 0.037),
metilacija p/6 gena se ¢eS¢e javljala u kombinaciji sa metilovanim DAPK genom (73.7
%, p = 0.047), dok se metilacija MGMT gena javljala CeS¢e sa istovremenom
metilacijom DAPK gena (75 %, p = 0.025). Procentualna zastupljenost svake
kometilacije u ispitivanoj grupi uzoraka DBKL je prikazana na Slici 4.4. Grupa ,,ostali*
podrazumeva 13 uzoraka kod kojih su sva cCetiri gena nemetilovana, 14 kod kojih je
samo jedan gen metilovan (1 sa p/5m, 3 sa pl6m, 2 sa MGMTm 1 8 sa DAPKm) 1 2
uzorka sa istovremenom metilacijom p/5 i MGMT gena. Zbir svih prikazanih uzoraka
prelazi vrednost od 100 % zbog toga Sto se uzorci iz pojedinih grupa sa odgovarajuéim

kometilacijama preklapaju.

M pl5m/plém
B pl6m/DAPKm
MGMTm/DAPKm

M ostali

Slika 4.4. Procentualna zastupljenost istovremene metilacije ispitivanih gena

4.1.3.1. Karakteristike grupe sa kometilacijom p15m/p16m

Metilacija MGMT gena je detektovana kod polovine (4/8) ispitanika sa
istovremenom metilacijom p/5 1 pl6 gena, dok je metilacija DAPK gena bila prisutna
kod 75 % (6/8) ispitanika iz p15m/p16m grupe, u odnosu na 51.2 % (22/43) iz grupe bez
istovremene metilacije p/5 i pl6 gena. Ova razlika nije bila statisticki znacajna (p =

0.269).
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Istovremena metilacija p15 1 p16 gena (p15m/pl6m) nije bila znaajno povezana
ni sa jednom klini¢ko-patoloSkom karakteristikom obolelih od DBKL, kada je
poredenje vrSeno u odnosu na sve ostale ispitanike (metilacija samo p/5 ili p/6 gena ili
oba gena nemetilovana). Medutim, primecena je akumulacija kometilacije p/5m/p16m
kod ispitanika sa parametrima koji se vezuju za manje agresivan tok bolesti. Tako je 75
% (6/8) ispitanika sa pl5m/pl6ém bilo Zenskog pola (p = 0.140) i sa referentnim
vrednostima LDH (p = 0.100), a 87.5 % (7/8) je bilo mlade od 60 godina (p = 0.119) i
sa skorom ECOG performans statusa < 2 (p = 0.127). Pet od 8 (62.5 %) ispitanika sa
pl5Sm/pl6m je pripadalo kategoriji niskog/umereno-niskog IPI rizika (p = 0.099), dok
recidiv bolesti nije zabeleZen ni u jednom slucaju (p = 0.086). Kada je poredenje vrSeno
samo u odnosu na grupu sa pl5n/pl6n, istovremena metilacija p/5 1 p/6 gena je bila
statistiCki znacajno ¢eSca kod ispitanika sa niskim/umereno-niskim IPI stepenom rizika
(p = 0.024) i sa referentnim vrednostima serumske LDH (p = 0.033), a uocen je trend ka
¢es¢oj pojavi pl5m/pl6m kod ispitanika mladih od 60 godina (p = 0.053), kao i1 kod
onih kod kojih nije doslo do recidiva bolesti (p =0.071).

4.1.3.2. Karakteristike grupe sa kometilacijom p16m/DAPKm

U grupi ispitanika sa istovremenom metilacijom pl/6 i DAPK (p16m/DAPKm)
gena metilacija MGMT gena je bila prisutna u znatno veem procentu u odnosu na
grupu bez pl6m/DAPKm, §to je na samoj granici statisticke znacajnosti (64.3 % vs. 29.7
%, p = 0.051). ZabeleZen je i trend ka vecoj ucestalosti metilacije p/5 gena u grupi
pl6ém/DAPKm ispitanika, u odnosu na grupu bez ovog dogadaja (42.9 % vs. 16.2 %, p =
0.066). Kod 85.7 % (10/12) uzoraka sa kometilacijom pl/6m/DAPKm je detektovana i
metilacija p/5 1/ili MGMT gena.

Kada je poredenje vrSeno u odnosu na ispitanike sa p/6n/DAPKn, p16n/DAPKm
ili pl6m/DAPKn, istovremena metilacija pl6m/DAPKm je statisticki znacajno bila
zastupljenija kod ispitanika niskog/umereno-niskog IPI stepena rizika (p = 0.045), a
primecena je i akumulacija kometilacije pl/6m/DAPKm kod ispitanika sa referentnim
vrednostima LDH (p = 0.100), kao i kod onih koji su odgovorili na indukcionu terapiju
kompletnom ili parcijalnom remisijom (p = 0.183). Prisustvo kometilacije

plom/DAPKm nije imalo uticaj na recidiv (p = 1.000) i ishod bolesti (p = 0.735). Kada
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je poredenje vrSeno u odnosu na grupu sa pl6n/DAPKn, istovremena metilacija
plom/DAPKm je 1 dalje bila statisticki znac¢ajno ¢eSc¢a kod ispitanika niskog/umereno-
niskog IPI stepena rizika (p = 0.027), a zabelezen je i trend ka ceS¢oj pojavi
pl16m/DAPKm kod ispitanika sa referentnim vrednostima LDH (p = 0.079) i mladih od
60 godina (p = 0.087).

4.1.3.3. Karakteristike grupe sa kometilacijom MGMTm/DAPKm

U grupi sa kometilacijom MGMTm/DAPKm ucestalost metilacije p/6 gena je
bila dvostruko veca u odnosu na grupu bez istovremene metilacije ova dva gena, mada
ova razlika nije bila statisticki znacajna (p = 0.260). Metilacija pl5 gena je u
podjednakom procentu bila zastupljena u obe grupe (26.7 % vs. 22.2 %). 1 pojava
recidiva je u dvostruko vecem procentu detektovana u grupi sa istovremenom
metilacijom MGMTm/DAPK, u odnosu na sve ostale ispitanike, ali ni ta razlika nije bila
statistiCki znacajna (46.1 % vs. 22.6 %, p = 0.155). Uocen je i trend ka ¢es¢oj pojavi
MGMTm/DAPKm kod ispitanika mladeg starosnog doba (80 %, p = 0.064).
Kometilacija ova dva gena nije imala uticaj na ishod bolesti. Poredenje sa grupom u

kojoj su1 MGMT i DAPK geni nemetilovani nije dala znacajne rezultate.

4.1.4. Poredenje grupa ispitanika sa recidivom i bez recidiva bolesti kod

obolelih od DBKL

Podaci o recidivu bolesti za obolele od DBKL su dobijeni za 44 ispitanika. Do
recidiva je tokom perioda pracenja doslo kod 29.5 % (13/44) ispitanika. Rezultati u
odnosu na metilacioni status analiziranih gena su prikazani u Tabeli 4.1. Ni kod jednog
ispitanika sa recidivom bolesti nije detektovana metilacija p/5 gena, dok je ovaj gen bio
metilovan kod 35.5 % (13/31) obolelih bez recidiva, §to je i statisticki znacajna razlika
(p = 0.019). Ucestalost metilacije p/6 gena je bila priblizno ista u obe grupe ispitanika,
Sto je bio slucaj 1 sa metilacijom DAPK gena. Metilacija MGMT gena je bila nesto ¢esca
kod ispitanika sa recidivom mada ne i statisticki znacajno. U grupi ispitanika sa
pojavom recidiva, svi kod kojih je detektovana metilacija DAPK imali su istovremenu
metilaciju i MGMT gena (46.1 %), dok je istovremena metilacija ova dva gena bila

prisutna kod 22.6 % ispitanika bez recidiva bolesti.
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4.1.5. Analiza preZivljavanja kod obolelih od DBKL

Podaci o prezivljavanju su bili dostupni za 46 obolelih sa dijagnozom DBKL.
Medijana pracenja je iznosila 30.5 meseci (opseg 1-111). PetogodiSnje prezivljavanje u
celoj grupi je iznosilo 60.7 % (95 %, CI 45.25-74.42). Ukupno prezivljavanje je bilo
znacajno krac¢e kod obolelih koji su pripadali jednoj od sledec¢ih kategorija: umereno-
visok/visok IPI (p = 0.043), skor ECOG performans statusa > 2 (p = 0.001), prisustvo B
simptoma (p = 0.037). Trend ka kra¢em ukupnom prezivljavanju je zabelezen kod
obolelih starijih od 60 godina (p = 0.078), uznapredovalog stadijuma bolesti (p = 0.099),
kao 1 u slucaju odsustva ekpresije Bcl-6 proteina (p = 0.086). Recidiv bolesti nije uticao
na ukupno prezivljavanje (p = 0.166).

Kada je analizirana cela grupa, nije uocena razlika u ukupnom prezivljavanju u
odnosu na metilacioni status bilo kog od ispitivanih gena, mada je prose¢na duzina
prezivljavanja bila nesSto veca kod ispitanika sa metilovanim p/5 u odnosu na ispitanike

sa nemetilovanim p/5 genom (91 vs. 63 meseci, p = 0.155). Rezultati su prikazani na

Grafiku 4.1.
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Grafik 4.1. Ukupno preZivljavanje kod ispitanika obolelih od DBKL u odnosu na metilacioni
status (a) pl6, (b) p15, (c) MGMT i (d) DAPK gena. Kaplan-Majerove krive prezivljavanja
pokazuju da metailacioni status analiziranih gena ne utice znacajno na ukupno prezivljavanje.
Najveca razlika je zabelezena u odnosu na metilacioni status pl5 gena, gde je ukupno
prezivljavanje bilo nesto duze kod ispitanika sa metilovanim u odnosu na nemetilovani pl5 gen

(p = 0.155). p, verovatnoca statisticke znacajnosti ispitivana je Log-Rank testom.

U cilju dalje analize, prezivljavanje je pre¢eno u grupama razli¢itog stepena IPI
rizika, pola i starosti. Metilacija ni jednog od analiziranih gena nije znacajno uticala na
ukupno prezivljavanje kako u grupi niskog/umereno-niskog stepena IPI rizika, tako ni u
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grupi umereno-visokog/visokog IPI stepena rizika. Metilacioni status ni jednog od
analiziranih gena nije imao uticaj ni na ukupno prezivljavanje u grupama ispitanika
razli¢itog pola, odnosno, starosti (rezultati nisu prikazani).

Istovremena metilacija pl5m/pl16m, p16m/DAPKm, odnosno MGMTm/DAPKm

gena nije imala uticaj na ukupno prezivljavanje. Rezultati su prikazani na Grafiku 4.2.
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Grafik 4.2. Ukupno preZivljavanje kod ispitanika obolelih od DBKL u odnosu na kometilaciju
(a) pl5Sm/plém, (b) plém/DAPKm i (c) MGMTm/DAPKm. Kaplan-Majerove krive
prezivljavanja pokazuju da metilacioni status analiziranih gena ne utice znacajno na ukupno

prezivljavanje. p, verovatnoca statisticke znacajnosti ispitivana je Log-Rank testom.
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Prose¢na duzina prezivljavanja je bila neSto veca u grupi ispitanika sa
metilacijom najmanje jednog analiziranog gena u odnosu na grupu sa sva cCetiri
nemetilovana gena, mada ova razlika nije bila statisticki znacajna (76 vs. 47 meseci, p =
0.221). Rezultati su prikazani na Grafiku 4.3. Metilacija viSe od jednog gena, nije imala
uticaj na ukupno prezivljavanje ni u razli¢itim grupama IPI rizika, pola, odnosno,

starosti (rezultati nisu prikazani).
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Grafik 4.3. Ukupno preZivijavanje kod ispitanika obolelih od DBKL u odnosu na broj
metilovanih gena. Kaplan-Majerove krive prezivljavanja pokazuju da je ukupno prezivijavanje
nesto duze kod ispitanika sa metilacijom najmanje jednog gena u odnosu na ispitanike kod kojih
su sva Cetiri gena nemetilovana. p, verovatnoca statisticke znacajnosti ispitivana je Log-Rank

testom.
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4.2. OpSte karakteristike ispitanika obolelih od FL

Prosec¢na starost 32 ispitanika sa dijagnozom FL je iznosila 59.6 + 12.0 godina
(opseg 36-81). Grupa je bila sastavljena od 11 (34.4 %) ispitanika zenskog i 21 (65.6 %)
ispitanika muSkog pola, Cija se proseCna starost nije statistiCki znacajno razlikovala
(58.1 £12.1 vs. 60.4 + 12.8 godina, p = 0.620). Polovina ispitanika je bila mlada od 60
godina. Sest (18.8 %) ispitanika je pripadalo kategoriji niskog FLIPI rizika, 13 (40.6 %)
kategoriji umerenog FLIPI rizika, i1 isto toliko kategoriji visokog FLIPI rizika. U
ispitivanoj grupi su preovladivali tumori niZeg histopatoloSskog gradusa I/II (84.4 %),
dok je histopatoloski tip III bio prisutan u svega 15.6 % slucajeva. Najveci broj
ispitanika (87.5 %) je bio u uznapredovalom klinickom stadijumu bolesti (III/IV).
Uvecan nivo serumske LDH (> 320 j/I), odnosno nivo Hb < 120 g/ je zabelezen u 34.4
% slucajeva. Skor ECOG performans statusa > 2 je zabelezen kod 31.2 % ispitanika, a
kod isto toliko njih je bila prisutna i tumorska masa veli¢ine > 10 cm. B simptome je
ispoljavalo 50 % ispitanika. Translokacija t(14;18) je detektovana kod 78.1 %
ispitanika. Podaci o ekspresiji Bel-2 proteina su bili dostupni za 20 ispitanika, od kojih
je najveci broj ispoljavao slabu ekspresiju (60 %), kod 10 % je zabeleZana umerena, a
kod 25 % jaka ekspresija Bcl-2 proteina. Kada je analiziran odgovor na indukcionu
terapiju, 75 % ispitanika je odgovorilo kompletnom ili parcijalnom remisijom, dok kod
25 % ispitanika nije bilo odgovora na primenjenu terapiju. Do recidiva bolesti je tokom
petogodisnjeg perioda pracenja doslo kod 18.8 % (6/32) obolelih od FL, a smrtni ishod

je u istom period zabelezen u 31.2 % (10/32) slucajeva.

4.2.1. Ispitivanje metilacionog statusa pl6, pl15, MGMT i DAPK gena u

uzorcima tkiva FL

Od 32 analizirana uzorka tkiva FL, metilacija p16, p15, MGMT i DAPK gena je
detektovana kod 50 %, (16/32), 34 % (11/32), 59 % (19/32), odnosno 78 % (25/32)
slucajeva, (Slika 4.5.). Kod svih osim jednog ispitanika (97 %) je detektovana metilacija
najmanje jednog gena, a kod 71 % njih (22/31) je detektovana metilacija vise od jednog

gena. Nije uoCena korelacija izmedu metilacije analiziranih gena, mada je istovremena
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metilacija MGMT 1 DAPK gena detektovana u 50% slucajeva. Ostale karakteristike

grupe koje se odnose na metilacioni status ispitivanih gena su prikazane na Slici 4.6.

90%

80%
70%

60%

50%

40%

30%
20%
10%

0%
plém pl5m MGMTm DAPKm

Slika 4.5. Metilacioni profil uzoraka FL
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Slika 4.6. Metilacioni profil uzoraka FL

Metilacija ni jednog od cetiri analizirana gena nije detektovana u kontrolnoj
DNK iz limfocita periferne krvi zdravih osoba. Trake koje odgovaraju nemetilovanom
pl6, pl5, MGMT i DAPK genu su detektovane u skoro svim ispitivanim uzorcima tkiva
FL, ali su razli¢itog intenziteta, Sto ukazuje na prisustvo vece ili manje proporcije
nemetilovanih alela u tumorskim uzorcima kod kojih je detektovana i metilacija
odgovaraju¢ih gena. Na Slici 4.7. su prikazani reprezentativni uzoci razdvojeni

elektroforezom na 6 % PAA gelu. Duzina dobijenih produkata je odredena na osnovu
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molekularnog markera sa umnoscima DNK od 50 bp (O’GeneRuler 50 bp DNA Ladder,
ready-to-use, Thermo Scientific, SAD).

NL PK FL39 FL42 FL4s5

NL PK FL49 FL100 FL125
N M

s st

NL PK FL39 FL91 FL125
M N M

NL PK FL39 FL42 FL125
N M N M St N M N M N M

Slika 4.7. Rezultati MSP za (a) p16, (b) p15, (c) MGMT i (d) DAPK gen za uzorke FL. Traka
u koloni N ukazuje na prisustvo nemetilovanog (151, 154, 93, odnosno, 106 bp), a traka u
koloni M na prisustvo metilovanog alela (150, 148, 81, odnosno, 98 bp) za odgovarajuce gene;
NL, normalni limfociti kao pozitivna kontrola za nemetilovane alele svih analiziranih gena, PK,
DNK iz normalnih limfocita metilovana in vitro, kao pozitivna kontrola za metilovane alele sva

Cetiri gena; St, molekularni marker (50 bp).

4.2.2. Ispitivanje povezanosti metilacionog statusa p16, p15, MGMT i DAPK

gena sa klinicko-patoloSkim karakteristikama obolelih od FL

Rezultati ispitivanja povezanosti metilacionog statusa p16, p15, MGMT i DAPK
gena sa klini¢ko-patoloSkim karakteristikama obolelih su prikazani u Tabeli 4.3.
Metilacija pl5 gena je statistiCki znaCajno bila ceS¢a kod obolelih sa sniZzenim
vrednostima Hb (p = 0.020). Osim toga, nije uocena nijedna druga korelacija metilacije
bilo kog od cetiri analizirana gena sa odgovaraju¢im klini¢ko-patoloSkim

karakteristikama, ali su zabeleZene pojedine tendencije.

60



Tabela 4.3. Metilacioni status pl6, pl15, MGMT i DAPK gena u korelaciji sa klinicko-

patolosSkim karakteristikama obolelih od FL

karakteristike pléom pl5m MGMTm DAPKm p
ukupno 16/32 (50%) 11/32 (34%) 19/32 (59%) 25/32 (78%)

godine (x £ SD)

metilovani 59.3+12.7 58.0+10.7 60.9 £ 14.1 59.0+12.5

nemetilovani 599+ 125 61.0+13.3 58.7+11.3 62.0£12.6 NS
pol

muski 9/21 (42.8%) 7/21 (33.3%) 4/11 12/21 (57.1%) 16/21 (76.2%)

zenski 7/11 (63.6%) (36.4%) 7/11 (63.6%) 9/11 (81.8%) NS
starost

<60 8/16 (50%) 6/16 (37.5%) 11/16 (68.7%) 13/16 (81.2%)

>60 8/16 (50%) 5/16 (31.2%) 8/16 (50%) 12/16 (75%) NS
histo-patoloski tip

gradus 1 10/19(52.6%) 8/19 (42.1%) 11/19 (57.9%) 15/19 (78.9%)

gradus II 4/8 (50%) 3/8 (37.5%) 5/8 (62.5%) 7/8 (87.5%)

gradus 111 2/5 (40%) 0/5 (0%) 3/5 (60%) 3/5 (60%) NS
klinicki stadijum

% 2/4 (50%) 3/4 (75%) 3/4 (75%) 3/4 (75%)

v 14/28 (50%) 8/28 (28.6%) 16/28 (57.1%) 22/28 (78.6%) NS
Hb

referentan 11721 (52.4%) 4/21 (19%) 11721 (52.4%) 15/21 (71.4%)

snizen (< 120 g/l) 5/11 (45.4%) 7/11(63.6%)* 8/11 (72.7%) 10/11 (90.9%) 0.020%*
LDH

referentan 11/21 (52.4%) 7/21 (33.3%) 11/21 (52.4%) 15/21 (71.4%)

uvecan (> 320 j/1) 5/11 (45.4%) 4/11 (36.4%) 8/11 (72.7%) 10/11 (90.9%) NS
ECOG performans status

<2 11/22 (50%) 7/22 (31.8%) 13/22 (59.1%) 16/22 (72.7%)

>2 5/10 (50%) 4/10 (40%) 6/10 (60%) 9/10 (90%) NS
FLIPI

nizak 4/6 (66.7%) 3/6 (50%) 2/6 (33.3%) 4/6 (66.7%)

umeren 7/13 (53.8%) 3/13 (23.1%) 8/13 (61.5%) 10/13 (76.9%)

visok 5/13 (38.5%) 5/13 (38.5%) 9/13 (69.2%) 11/13 (84.6%) NS
B simptomi

odsutni 7/16 (43.7%) 6/16 (37.5%) 9/16 (56.2%) 12/16 (75%)

prisutni 9/16 (56.2%) 5/16 (31.2%) 10/16 (62.5%) 13/16 (81.25%) NS
infiltracija KS

odsutna 4/8 (50%) 4/8 (50%) 5/8 (62.5%) 7/8 (87.5%)

prisutna 12/24 (50%) 7/24 (29.2%) 14/24 (58.3%) 18/24 (75%) NS
VTM (=10 ¢m)

odsutna 10/22 (45.4%) 8/22 (36.4%) 13/22 (59.1%) 16/22 (72.7%)

prisutna 6/10 (60%) 3/10 (30%) 6/10 (60%) 9/10 (90%) NS
t(14;18)

odsutna 3/7 (42.9%) 2/7 (22.2%) 5/7 (71.4%) 6/7 (85.7%)

prisutna 13/25 (52%) 9/25 (36%) 14/25 (56%) 19/25 (76%) NS
ekspresija Bcl2

slaba 7/13 (53.8%) 6/13 (46.1%) 7/13 (53.8%) 11/13 (84.6%)

umerena 0/2 (0%) 1/2 (50%) 2/2 (100%) 2/2 (100%)

jaka 3/5 (60%) 2/5 (40%) 4/5 (80%) 4/5 (80%) NS
odgovor na terapiju

KR/PR 11/24 (45.8%) 8/24 (33.3%) 15/24 (62.5%) 18/24 (75%)

SB/PB 5/8 (62.5%) 3/8 (37.5%) 4/8 (50%) 7/8 (87.5%) NS
pojava recidiva

ne 15/26 (57.7%) 9/26 (34.6%) 13/26 (50%) 19/26 (73.1%)

da 1/6 (16.7%) 2/6 (33.3%) 6/6 (100%)* 6/6 (100%) 0.059%*
smrtni ishod u toku 5 god.

ne 11/22 (50%) 7/22 (31.8) 13/22 (59.1%) 16/22 (72.7%)

da 5/10 (50%) 4/10 (40%) 6/10 (60%) 9/10 (90%) NS

Hb, hemoglobin; LDH, laktat dehidrogenaza; FLIPI, internacionalni prognosticki indeks za FL; KS,
kostna srz; KR, kompletna remisija; PR, parcijalna remisija; SB, stabilna bolest; PB, progresija bolesti;
NS, statisticki nesignifikantne razlike; p, verovatnoca statisticke znacajnosti je ispitivana FiSerovim

egzaktnim testom i Studentovim t-testom.
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Metilacija p16 gena je bila zastupljenija kod ispitanika kod kojih nije doslo do recidiva
bolesti (p = 0.172), dok je metilacija p/5 gena sa veCom ucestaloS¢u detektovana kod
ispitanika nizih stadijuma bolesti (p = 0.106) 1 sa smanjenjem gradusa tumora (p =
0.138). Metilacija MGMT gena je detektovana sa neSto vecom ucestalos¢u kod
ispitanika sa snizenim vrednostima Hb (p = 0.141), a zapazen je trend ka ¢esc¢oj pojavi
metilacije MGMT sa recidivom bolesti (p = 0.059). U slucaju metilacije DAPK gena nije
uoCena tendencija ka korelaciji ni sa jednom ispitivanom klini¢ko-patoloskom
karakteristikom FL, kao ni sa tokom i ishodom bolesti, iako je metilacija DAPK bila
¢eS¢a kod ispitanika sa pojavom recidiva bolesti (p = 0.296). Metilacija nijednog
analiziranog gena nije bila povezana sa prisustvom t(14;18), kao ni sa ekspresijom Bcl-

2 proteina.

4.2.3. Molekularne i Kklinicko-patoloSke Kkarakteristike grupe sa
istovremenom metilacijom MGMT i DAPK gena (MGMTm/DAPKm)

Kod 50 % ispitanika sa FL iz naSe studije je detektovana istovremena metilacija
MGMT i DAPK gena (MGMTm/DAPKm). Rezultati poredenja sa grupom ispitanika bez
ove kometilacije su prikazani u Tabeli 4.4. Ucestalost metilacije p/6 gena je bila
podjednaka u obe grupe, dok se metilacija p/5 gena javljala znafajno CeS¢e u
kombinaciji sa kometilacijom MGMTm/DAPKm nego zaseban dogadaj (p = 0.022).
Uocena je i statisticki znacajna korelacija MGMTm/DAPKm sa sniZzenim vrednostima
Hb (p = 0.022), kao i sa recidivom bolesti (p = 0.018). Dve ispitivane grupe se nisu
razlikovale u odnosu na odgovor na indukcionu terapiju. Finalni ishod je bio neznatno
bolji u grupi bez istovremene metilacije MGMT i DAPK gena, poSto je tokom
petogodiSnjeg pracdenja smrtni ishod zabelezen kod 36.4 % ispitanika iz ove grupe,
nasuprot 63.6 % ispitanika iz MGMTm/DAPKm grupe. Ova razlika nije bila statisticki
znacajna (p = 0.263).
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Tabela 4.4. Molekularne i klinicko-patoloSke karakteristike ispitanika obolelih od FL

sa istovremenom metilacijom MGMT i DAPK gena

karakteristike MGMTm/DAPKm ostali p
ukupno 16/32 (50 %) 16/32 (50 %)

godine (x = SD) 574+11.0 61.9+13.6 0.311
p16

metilovan 7/16 (43.7 %) 9/16 (56.3 %)

nemetilovan 9/16 (56.3 %) 7/16 (43.7 %) 0.724
p15

metilovan 8/16 (50 %) 2/16 (12.5 %)

nemetilovan 8/16 (50 %) 14/16 (87.5 %) 0.022
Hb

referentan 8/16 (50 %) 14/16 (87.5 %)

snizen (< 120 g/1) 8/16 (50 %) 2/16 (12.5 %) 0.022
recidiv bolesti

ne 10/26 (38.5 %) 16/26 (61.5 %)

da 6/6 (100 %) 0/6 (0 %) 0.018
odgovor na terapiju

KR/PR 12/24 (50 %) 12/24 (50%)

SB/PB 4/8 (50 %) 4/8 (50%) 1.000
smrtni ishod u toku S god.

ne 9/21 (42.8 %) 12/21 (57.1%)

da 7/11 (63.6 %) 4/11 (36.4%) 0.263

Hb, hemoglobin; KR, kompletna remisija; PR, parcijalna remisija; SB, stabilna bolest; PB, progresija
bolesti; p, verovatnoca statisticke znacajnosti je ispitivana FiSerovim egzaktnim testom i Studentovim t-

testom.

4.2.4. Poredenje grupa ispitanika sa recidivom i bez recidiva bolesti kod

obolelih od FL

U naSoj grupi ispitanika recidiv bolesti je utvrdjen kod 18.7 % (6/32) 1 kod svih
(6/6) je detektovana kometilacija MGMTm/DAPKm (100%), dok je kod preostalih
obolelih bez pojave recidiva, istovremena metilacija ova dva gena bila prisutna kod
svega 38.5 % (10/26). Ova razlika je i statisicki znacajna (p = 0.018, Tabela 4.4.).
Metilacija p/6 gena je detektovana kod svega 16.7 % (1/6) obolelih sa pojavom recidiva
i kod 57.7 % (15/26) slucajeva bez recidiva bolesti, medutim, ova razlika nije dostigla
statistiCku znacajnost (p = 0.172, Tabela 4.3.). Metilacija p/5 gena je bila podjednako
zastupljena u obe grupe obolelih (p = 1.000, Tabela 4.3.). Svi ispitanici kod kojih je
kasnije doslo do recidiva su postigli kompletnu remisiju nakon indukcione terapije, dok
je to bio slucaj sa 38.5 % obolelih iz grupe bez pojave recidiva, §to je i statisticki

znacCajna razlika (p = 0.018). Pojava recidiva nije imala uticaj na krajnji ishod bolesti, s
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obzirom da je priblizno 1/3 pacijenata iz obe grupe umrlo tokom trajanja studije (p =

1.000).

4.2.5. Analiza prezZivljavanja kod obolelih od FL

Podaci o prezivljavanju su bili dostupni za sve ispitanike obolele od FL.
Medijana pracenja je bila 31.5 meseci (opseg 9-65). Ukupno prezivljavanje je bilo
znacajno krace kod obolelih koji su pripadali jednoj od slede¢ih kategorija: visok FLIPI
(p <0.001), starost > 60 godina (p = 0.021), gradus tumora III (p = 0.010), snizen nivo
Hb (p = 0.001), uvecan nivo serumske LDH (p < 0.001), ECOG performans status > 2
(p < 0.001), veli¢ina tumorske mase > 10 cm (p < 0.001) i prisustvo B simptoma (p <
0.001). PetogodiSnje prezivljavanje u celoj grupi je iznosilo 68.3 % (95 %, CI 49.40-
82.89). FFS je bilo znacajno krace kod ispitanika sa tumorom gradusa III (p = 0.038),
snizenim vrednostima Hb (p = 0.004), uve¢anim nivoom serumske LDH (p < 0.001),
skorom ECOG performans statusa > 2 (p < 0.001), visokim FLIPI stepenom rizika (p <
0.001), prisutnim B simptomima bolesti (p = 0.002), tumorskom masom > 10 cm, bez
odgovora na indukcionu terapiju (p < 0.001), kao 1 sa pojavom recidiva bolesti (p =
0.006).

Na osnovu analize prezivljavanja svih ispitanika, nije uocena znacajna razlika u
ukupnom prezivljavanju u odnosu na metilacioni status bilo kog od analiziranih gena.

Rezultati su prikazani na Grafiku 4.4.
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Grafik 4.4. Ukupno preZivljavanje obolelih od FL u odnosu na metilacioni status (a) p16, (b)
pl5, (¢) MGMT i (d) DAPK gena. Kaplan-Majerove krive prezZivljavanja pokazuju da
metailacioni status analiziranih gena ne utice znacajno na ukupno preZivljavanje. Najveca
razlika je zabelezena u odnosu na metilacioni status DAPK gena, gde je ukupno prezivijavanje
bilo nesto krace kod ispitanika sa metilovanim u odnosu na nemetilovani DAPK gen (p =

0.207). p, verovatnoca statisticke znacajnosti ispitivane je Log-Rank testom.

Na osnovu analize FFS u celoj grupi, kod obolelih sa metilacijom DAPK gena je
primecen trend ka kracem FFS u odnosu na obolele sa nemetilovanim DAPK genom (53
vs. 36 meseci, p = 0.079), dok metilacioni status preostala tri gena nije imao znacajan

uticaj na FFS (Grafrik 4.5.).

65



10
p=0265
({Ek
. . p1&m (n = 16) o
e B8 w p1an(n=21
[l @ -
QD )
c £ 15m(n = 1)
=y +— - -+ = min =
z p16n n = 16) D P
§ 04 4 § 04
S —ellt
02 02 -
aa T T \ T \ \ 1 s T \ \ T \ T \
o 10 20 30 40 g0 B0 70 0 10 20 30E yowue 7AB 50 [=in] 70
wreme pracenja {meseci) wreme pracenja (meseci)
[ d
10 — 10—
p=0167
DAPKN (n=T7)
-+ 4 & +—8
084 0a -
MGHMTN (n = 13)
. . e p=0079
0 o
e 06— LLt 06 -
fnl Lol
i) -~
[=] (5]
= c
® IS
5 5
§ 04— MGHTm (n = 19) S s DAPKm (n = 25)
>
L
—
02 02
08 T T T T T T | oo T T T T T T \
0 10 20 30 40 50 80 70 0 10 20 30 40 50 60 70
wreme pracenja (meseci) vreme pracenja (meseci)

Grafik 4.5. FFS kod obolelih od FL u odnosu na metilacioni status (a) p16, (b) pl5, (¢
MGMT i (d) DAPK gena. Kaplan-Majerove krive prezivijavanja pokazuju da je FFS nesto duze
kod ispitanika sa metilovanim pl6 genom, a krace kod ispitanika sa metilovanim p15, MGMT,
odnosno DAPK genom, pri ¢emu je najveca razlika u FFS zabelezena u slucaju DAPK gena (p

=0.079). p, verovatnoca statisticke znacajnosti ispitivana je Log-Rank testom.

U daljoj analizi smo ispitivali uticaj metilacije na ukupno prezivljavanje i FFS u
grupama razli¢itog stepena FLIPI rizika. U grupi visokog rizika, oboleli sa metilacijom
pl6 gena su imali znaCajno krae ukupno prezivljavanje u odnosu na one sa
nemetilovanim p/6 genom (11 vs. 35 meseci, p = 0.006), a uocen je i trend ka kra¢em
FFS (11 vs. 22 meseci, p = 0.068, Grafik 4.6. a i b). U istoj grupi rizika, oboleli sa
metilovanim MGMT genom su pokazivali trend ka duzem ukupnom prezivljavanju, u
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poredenju sa grupom sa nemetilovanim MGMT genom (32 vs. 12 meseci, p = 0.066,
Grafik 4.6.c). Uticaj metilacije MGMT gena na FFS u istoj grupi nije zapazen (p =
0.275). Metilacioni status p/5 i DAPK gena nije imao uticaj na ukupno prezivljavanje,

kao ni na FFS u grupi visokog FLIPI rizika (rezultati nisu prikazani).
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Grafik 4.6. Ukupno i FES preZivljavanje kod obolelih od FL, u odnosu na metilacioni status
pl6, odnosno, MGMT gena kod ispitanika sa visokim FLIPI rizikom. Kaplan-Majerove krive
prezivljavanja pokazuju da je ukupno (a) i FFS preZivijavanje (b) krace kod ispitanika sa
metilovanim pl16 genom (p = 0.006, odnosno, 0.068). (c¢) Ukupno prezivljavanje je duze u grupi
sa metilovanim MGMT genom (p = 0.066). p, verovatnoca statisticke znacajnosti ispitivana je

Log-Rank testom.
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U grupi niskog/umerenog FLIPI rizika ni kod jednog pacijenta tokom trajanja
studije nije doSlo do smrtnog ishoda, pa analiza ukupnog prezivljavanja nije bila
moguca. U istoj grupi je zabeleZen trend ka kraCem FFS kod ispitanika sa metilovanim
MGMT genom (p = 0.074, Grafik 4.7.). Tokom perioda praéenja bolesti, ni kod jednog
ispitanika iz grupe niskog/umerenog stepena FLIPI rizika sa nemetilovanim MGMT
genom nije doSlo do recidiva i/ili smrtnog ishoda, za razliku od ispitanika sa
metilovanim MGMT genom, kod kojih je prosecna duzina FFS iznosila 50 meseci.
Metilacioni status preostala tri gena nije imao znacajan uticaj na FFS (rezultati nisu

prikazani).
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Grafik 4.7. FFS u grupi FL niskog/umerenog FLIPI rizika u odnosu na metilacioni status
MGMT gena. Kaplan-Majerove krive prezivijavanja pokazuju da je FFS krace kod ispitanika
sa metilovanim MGMT genom (p = 0.074). p, verovatnoca statisticke znacajnosti ispitivana je

Log-Rank testom.

Metilacioni status p/5 gena nije imao uticaj kako na ukupno tako ni na FFS
prezivljavanje ni u jednoj grupi rizika. Medutim, u grupi uzoraka sa histo-patoloskim
gradusom [, metilacija p/5 gena je bila znafajno povezana sa kra¢im ukupnim
prezivljavanjem (42 meseci, p = 0.013, Grafik 4.8.), dok u grupi ispitanika sa

nemetilovanim pl/5 genom nije zabelezen nijedan smrtni slucaj tokom prerioda
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pracenja. Preostala tri gena nisu imala nikakav uticaj kako na ukupno, tako ni na FFS
prezivljavanje u ovoj grupi. Nije zapazen uticaj metilacionog stausa bilo kog ispitivanog
gena na ukupno preZzivljavanje ili FFS u grupi obolelih sa gradusom tumora II, dok je u
grupi sa gradusom III bilo svega 5 ispitanika, pa analiza prezivljavanja u ovom slucaju

nije bila moguca.
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Grafik 4.8. Ukupno preZivljavanje ispitanika obolelih od FL sa tumorom gradusa I u odnosu
na metilacioni status p15 gena. Kaplan-Majerove krive prezZivljavanja pokazuju da je ukupno
prezivljavanje krace kod ispitanika sa metilovanim p15 genom (p = 0.013). U grupi ispitanika
sa nemetilovanim pl5 genom u toku petogodisnjeg perioda pracenja nije zabelezen nijedan

smrtni ishod. p, verovatnoca statisticke znacajnosti ispitivana je Log-Rank testom.

Rezultati analize prezivljavanja u razli¢itim starosnim grupama su pokazali da u
grupi obolelih od FL < 60 godina starosti postoji trend ka duzem ukupnom
prezivljavanju kod ispitanika kod kojih je detektovana metilacija p/6 gena. Kod ovih
ispitanika tokom perioda prac¢enja nije zabeleZen nijedan smrtni ishod, za razliku od
ispitanika sa nemetilovanim p/6 genom, kod kojih je prose¢na duzina prezivljavanja
iznosila 37 meseci, (p = 0.099.) Uocena je i statisticki znacajna korelaciija metilacije
pl6 gena sa duzim FFS (61 vs. 23 meseci, p = 0.011). Rezultati su prikazani na Grafiku

4.9. U istoj grupi ispitanika, metilacija MGMT gena je bila znac¢ajno povezana sa kra¢im
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FFS (36 meseci, p = 0.045, Grafik 4.9), dok na ukupno prezivljavanje nije imala uticaj
(p = 0.260, rezultati nisu prikazani). Istovremena metilacija MGMT 1 DAPK gena je
takode bila povezana sa kra¢im FFS kod mladih ispitanika (34 meseci, p = 0.023), bez
znaCajnog uticaja na ukupno prezivljavanje (p = 0.218). U grupi ispitanika sa
nemetilovanim MGMT, kao i bez istovremene metilacije MGMT i DAPK gena, tokom
perioda pracenja nije zabeleZen nijedan slucaj recidiva bolesti kao ni smrtni ishod.

Rezultati su prikazani na Grafiku 4.9.
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Grafik 4.9. Ukupno preZivljavanje i FES u grupi ispitanika sa FL < 60 godina starosti.
Kaplan-Majerove krive prezivljavanja pokazuju da je ukupno (a) i FFS preZivljavanje (b) duze
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kod ispitanika sa metilovanim pl6 genom (p = 0.099, odnosno, 0.011). FFS je krace kod
ispitanika sa metilovanim MGMT genom (c) (p = 0.045), kao i sa kometilacijom
MGMTm/DAPKm (d) (p = 0.023). p, verovatnoca statisticke znacajnosti ispitivana je Log-Rank

testom.

Metilacija p/5 gena nije imala uticaj na ukupno (p = 0.491) 1 FFS (p = 0.968)
prezivljavanje kod ispitanika ispod 60 godina starosti. U grupi ispitanika preko 60
godina starosti, metilacija nijednog od analiziranih gena nije imala uticaj ni na ukupno
ni na FFS prezivljavanje (rezultati nisu prikazani). lako je FFS bilo nesto krace kod
starijih ispitanika sa istovremenom metilacijom MGMT i DAPK gena, ova razlika u
odnosu na grupu bez kometilacije ova dva gena nije bila statististicki znacajna (25 vs.
41 mesec, p =0.165).

Analiza prezivljavanja kod ispitanika sa istovremenom metilacijom MGMT i
DAPK gena je pokazala da je kometilacija MGMTm/DAPKm bila povezana i sa kra¢im
FFS (31 vs. 48 meseci, p = 0.023) u celoj grupi. Kada je i p/6 gen ukljucen u analizu,
oboleli sa istovremenom metilacijom MGMTm/DAPKm/p16m su imali znacajno duze
FFS u odnosu na one bez metilacije p/6 gena (45 vs. 19 meseci, p = 0.046). Rezultati su
prikazani na Grafiku 4.10. U isto vreme, metilacioni status p/6 gena u grupi FL koji su
imali metilovan samo MGMT ili DAPK gen ili oba gena nemetilovana, nije imao uticaj
na FFS (rezultat nije prikazan). Prisustvo kometilacije MGMTm/DAPKm je znacajno
uticalo i na kra¢e FFS u grupi ispitanika niskog/umerenog FLIPI rizika (46 meseci, p =
0.029), u poredenju sa ispitanicima bez ove kometilacije, kod kojih nije zabelezen
nijedan slucaj recidiva i/ili smrtni ishod tokom perioda pracenja. Kao i u celoj
ispitivanoj grupi, i1 kod ispitanika niskog/umerenog FLIPI rizika, istovremena metilacija
MGMTm/DAPKm/p16m gena je statisticki znacajno bila povezana sa duzim FFS (59 vs.
15 meseci, p = 0.017, Grafik 4.10.). Uticaj kometilacije MGMTm/DAPKm na FFS u
grupi visokog FLIPI rizika nije zabelezen (p = 0.869). Kometilacija MGMTm/DAPKm
nije imala uticaj na ukupno prezivljavanje kako u celoj grupi od 32 ispitanika, tako ni u

grupama razli¢itog stepena rizika i starosti (rezultati nisu prikazani).
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Grafik 4.10. FFS kod obolelih od FL u odnosu na istovremeni metilacioni status MGMT,
DAPK i pl6 gena. Krive prezivljavanja pokazuju da je FFS krace kod ispitanika sa
istovremenom metilacijom MGMT i DAPK gena, kako u celoj grupi (a) (p = 0.023), tako i u
grupi niskog/umerenog FLIPI rizika (c) (p = 0.029). FFS je duze kod ispitanika sa
istovremenom metilacijom MGMT/DAPK i p16 gena u odnosu na grupu sa MGMTm/DAPKm,
ali nemetilovanim pl6 genom i u celoj ispitivanoj grupi (b) (p = 0.046) i u grupi
niskog/umerenog FLIPI rizika (d) (p = 0.017). p, verovatnoca statisticke znacajnosti ispitivana
je Log-Rank testom.
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5. DISKUSIJA

Difuzni B-krupnocelijski limfom (DBKL) i folikularni limfom (FL),
predstavljaju najucestalije entitete nehockinovih limfoma 1 zajedno €ine oko 50 % svih
B-¢elijskih neoplazija. To su klinicki i1 bioloski heterogena oboljenja, sa visoko
varijabilnim odgovorom na terapiju, ¢estom pojavom recidiva, i uprkos znacajnom
napretku u terapiji, u velikom broju slucajeva ostaju neizleciva. Aktuelni terapijski
pristupi su praceni brojnim nezeljenim efektima i dovode do dugotrajne remisije i
prezivljavanja kod svega 40-50 % bolesnika, dok kod ostalih dolazi do progresije
bolesti (Staudt i Dave, 2005). Najznacajniji klini¢ki prediktor ishoda bolesti do danas je
internacionalni prognosticki indeks (IPI za DBKL, odnosno FLIPI za FL), koji obuhvata
odgovaraju¢e nezavisne klinicke prognosticke parametre. Uprkos tome, oboleli koji
pripadaju istim IPI/FLIPI kategorijama, ispoljavaju znacajne razlike u odgovoru na
terapiju 1 prezivljavanju, Sto ukazuje na postojanje znacajne bioloske heterogenosti u
okviru svake IPI/FLIPI kategorije (Armitage i Weisenburger, 1998, Sehn i sar., 2012).
Zbog toga su poslednjih godina brojna istrazivanja usmerena na pronalazenje novih
prognosti¢kih molekularnih parametara, koji bi omogucili precizniju podelu obolelih u
grupe razliitog stepena rizika, unapredivanje prognoze i poboljSanje efekata
primenjene terapije. Za pojedine molekularne karakteristike se smatra da bi mogle da
budu relevantnije od standardnih prognostickih parametara u predvidanju ponaSanja
tumora, klinickog toka i1 ishoda bolesti (Lossos i Morgensztern, 2006, Amara 1 sar.,
2008). Zahvaljuju¢i ubrzanom rasvetljavanju patogeneze B-NHL, ¢ine se pokusaji da se
dizajnira terapija koja bi se zasnivala na identifikaciji specificnih molekularnih
poremecaja u DBKL 1 FL, a specificni geneticki 1 epigeneticki profil kod svakog
pacijenta bi omogucio individualni pristup.

Limfomageneza predstavlja viSestepeni proces u kome progresivna akumulacija
genetickih i1 epigenetickih dogadaja dovodi do maligne transformacije ¢elije i nastanka
limfoma (Esteller, 2003). Od ranije je poznato da su geneticki dogadaji, pre svega,
hromozomske translokacije, ukljuceni u patogenezu B-NHL (Ong i Le Beau, 1998). Od
nedavno se zna da je i aberantna metilacija CpG ostrvaca u okviru promotorskih regiona

odgovarajucih gena takode veoma ¢est dogadaj kod ovih limfoma i da moze da uti¢e na
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bioloske karakteristike tumora i njegovo klinicko ponasanje (Esteller, 2003). Medu
razli¢itim genima koji podlezu procesu hipermetilacije u DBKL 1 FL, posebnu paznju
privla¢e oni koji reguliSu kljucne celijske puteve, ukljucujuéi: p16 i pl5, regulatore
¢elijskog ciklusa, MGMT gen, ¢iji produkt ucestvuje u korekeiji greSaka na DNK, kao i
DAPK gen koji je vazan u regulaciji programirane ¢elijske smrti, apoptoze.

Cilj nase studije je bio utvrdivanje bioloSkog 1 prognostickog znacaja
metilacionog statusa Cetiri navedena tumor-supresor gena u grupi od 51 obolelog od
DBKL i 32 obolelih od FL.

Metilacija sva Cetiri analizirana gena je u veéem procentu bila zastupljena kod
obolelih od FL u odnosu na DBKL, ali uocene razlike izmedu dve grupe limfoma nisu
bile statisticki znacajne. Metilacioni profil je u obe grupe obolelih bio isti: najmanji
procenat metilacije je bio zabelezen u slucaju p15 gena (23.5 % kod DBKL i 34 % kod
FL), nesto veéi kod p16 (37.2 % 1 50 %), jo§ vec¢i kod MGMT gena (39.2 % 1 59 %), a
najceS¢e metilovani gen je kod oba tipa limfoma bio DAPK (54.9 %, kod DBKL
odnosno, 78 % kod FL). U grupi obolelih od FL kod svih osim jednog ispitanika je
detektovana metilacija najmanje jednog gena, dok je kod obolelih od DBKL to bio
slucaj sa 74 % (38/51) ispitanika. Nasi rezulati sugeriSu da su epigeneticke promene
Cest dogadaj kod DBKL i FL i da mogu da budu vazne za patogenezu ove dve grupe B-
NHL.

Metilacioni status Cetiri tumor-supresor gena je ispitivan primenom PCR metode
specificne za metilaciju. Trake koje odgovaraju nemetilovanim alelima sva cetiri
analizirana gena su detektovane u skoro svim ispitivanim uzorcima, ali su razli¢itog
intenziteta, Sto ukazuje na prisustvo manje ili veée proporcije nemetilovanih alela u
tumorskim uzorcima kod kojih je detektovana metilacija odgovarajucih gena. Jedno od
mogucih objasnjenja za ovakve rezultate bi moglo da bude postojanje nemalignih ¢elija
krvnog i1 imunog sistema u tumorskom tkivu. S druge strane, moguce je da su tumorske
¢elije u jednom uzorku zapravo meSavina onih koji sadrze metilovanu i nemetilovanu
DNK, odnosno da postoji ¢elijska heterogenost. Doprinos ovakvoj slici usled prisustva
homozigotnih mutacija je malo verovatan, s obzirom da je ovaj vid inaktivacije p16,
pl5, MGMT 1 DAPK gena redak dogadaj kod DBKL i FL. Inaktivacija navedenih gena
se u ovim limfomima, pored aberantne metilacije, deSava jo$ i putem heterozigotnih i

homozigotnih delecija (Pinyol i sar., 1998, Herman i Baylin., 2003, Michie i sar., 2010).

74



U svakom slucaju, s obzirom da je MSP kvalitativna metoda, na osnovu dobijenih
rezultata ne moze da se govori o procentualnoj zastupljenosti metilovanih 1
nemetilovanih alela.

Inaktivacija p/6 gena putem aberantne hipermetilacije promotorskih CpG
ostrvaca je Cest dogadaj u razli¢itim humanim malignim tumorima, ukljuc¢uju¢i NHL
(Herman 1 sar., 1995, Garcia 1 sar., 2002). Inaktivacija ovog tumor-supresor gena
omogucava celiji da izbegne klju¢ne tacke kontrole celijskog ciklusa i da ude u stanje
neprekidnih deoba (Baur i sar., 1999). U naSoj grupi uzoraka metilacija p/6 gena je
detektovana kod 37.2 % uzoraka DBKL i kod 50% uzoraka FL, $to je u skladu sa
postoje¢im literaturnim podacima, prema koijima se ovaj dogadaj srece u 27-46 %
slucajeva DBKL (Sanchez-Beato i sar., 2001, Shiozawa i sar., 2006, Amara i sar, 2008),
kao i u 31-60 % slucajeva FL (Baur i sar., 1999, Garcia i sar., 2002, Chim i sar., 2007).
Kod obolelih od DBKL iz naSe studije, metilacija p/6 gena je statisticki znacajno bila
¢esc¢a kod ispitanika sa referentnim vrednostima serumske LDH (p = 0.035), kao i kod
ispitanika sa niskim/umereno-niskim stepenom IPI rizika (p = 0.034). Ova dva
parametra se u brojnim studijama povezuju sa povoljnijom prognozom (The
International Non-Hodgkin’s Lymphoma Prognostic Factors Project, 1993, Shiozawa i
sar., 2006, Amara 1 sar., 2008, Perunic¢i¢ Jovanovi¢ i sar., 2009, Sretenovi¢ i sar., 2012),
Sto je u slucaju IPI potvrdeno i u nasoj studiji. Podaci o asocijaciji metilacije p/6 gena
sa klinicko-patoloskim karakteristikama kod oboleih od DBKL su kontroverzni. U
studiji koju su sproveli Amara i sar., (2008) metilacija p/6 gena je bila znacajno ¢esca
kod ispitanika sa visokim IPI rizikom, a pokazana je povezanost i1 sa drugim
karakteristikama DBKL koje se vezuju za lo$iju prognozu, ukljuc¢ujuéi uznapredovali
klini¢ki stadijum, skor ECOG performans statusa > 2, i prisustvo B simptoma. U drugoj
studiji koju su sproveli Shiozawa i sar., (2006), nije utvrdena korelacija metilacije p/6
gena sa kliniCko-patoloSkim karakteristikama, ali je, kao 1 kod nas, ovaj gen u dvostruko
vec¢em procentu bio zastupljen kod ispitanika nizeg stepena IPI rizika. S druge strane,
Zainuddin i sar., (2011) su utvrdili znacajno vecu ucestalost metilacije p/6 gena kod
obolelih sa nizim stadijumima bolesti. I u nasoj grupi obolelih od DBKL metilacija p/6
gena je u neSto vecem procentu detektovana kod ispitanika sa nizim klinickim
stadijumom bolesti (50 % vs. 34.9 %), mada ova razlika nije bila statisticki znjacajna (p

=0.450). Ni u jednoj od pomenutih studija nije detektovana asocijacija metilacije p/6 sa
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nivoom serumske LDH, tako da znacaj naSih rezultata treba uzeti sa rezervom 1 ispitati
na ve¢em broju uzoraka.

U grupi ispitanika sa FL metilacija p/6 gena nije korelirala ni sa jednom
ispitivanom klini¢ko-patoloskom karakteristikom obolelih, $to je u saglasnosti sa
studijom koju su sproveli Chim i sar., (2007). Medutim, zapazili smo da ucestalost
metilacije p/6 opada sa porastom kategorije FLIPI rizika (66.7 % vs. 53.8 % vs. 38.5
%). Iako uocene razlike nisu bile statisticki znaCajne, ovaj rezultat sugeriSe da se u FL
visokog stepena rizika deSavaju dodatne, drugacije geneticke i/ili epigeneticke promene,
koje su povezane sa agresivnijim ponasanjem tumora. Isto objasnjenje bi moglo da vazi
1 za tumore iz grupe umereno-visokog/visokog IPI rizika kod DBKL, kod kojih je
metilovani p/6 gen detektovan u manjem procentu u odnosu na grupu niskog/umereno-
niskog stepena rizika.

Analiza prezivljavanja kod ispitanika sa DBKL je pokazala da metilacioni status
pl6 gena nema nikakav uticaj na ukupno prezivljavanje kako u celoj grupi, tako ni u
grupama razli¢itog IPI rizika, pola ili starosti, $to je u saglasnosti sa studijom koju su
sproveli Lee i sar., (2009). Medutim, u grupi obolelih od FL, kod ispitanika koji su
pripadali grupi visokog FLIPI rizika, metilacija p/6 je znacajno korelirala sa kra¢im
ukupnim prezivljavanjem (p = 0.006), a uocen je i trend ka kracem FFS (p = 0.068).
Iako je uticaj metilacije p/6 gena na klinicki tok i ishod bolesti prethodno pokazan na
Sirokom spektru humanih epitelijalnih i hematoloskih tumora (Pinyol i sar., 1998,
Villuendas i sar., 1998, Baur i sar., 1999, Sanchez-Beato i sar., 2001, Wang i sar., 2004,
Lee i1 sar., 2006, Shiozawa 1 sar., 2006, Amara 1 sar., 2008), prognosticki znacaj ovog
epigenetickog dogadaja kod DBKL i1 FL jo§ uvek nije razjasnjen. U studiji koju su
sproveli Shiozawa i sar., (2006), metilacija p/6 je bila u znacajnoj asocijaciji sa losijim
ishodom kod obolelih od DBKL umereno-visokog/visokog IPI rizika, dok su Amara i
sar., (2008) utvrdili vezu izmedu metilacije p/6 gena i1 kra¢eg ukupnog prezivljavanja
kod oboleih niskog/umereno-niskog IPI rizika. S druge strane, u skorasnjoj studiji koju
su sproveli Zainuddin 1 sar., (2011), stepen metilacije p/6 gena veci od 25 %, utvrden
tehnikom pirosekvenciranja, je kod ispitanika obolelih od DBKL mladih od 65 godina
bio u vezi sa boljim FFS, dok na ukupno prezivljavanje nije imao uticaj. Ovo je u
saglasnosti sa naSim rezultatima koji su pokazali da je kod ispitanika sa FL mladih od

60 godina metilacija p/6 gena i statisti¢ki znac¢ajno povezana sa duzim FFS (p = 0.011).
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Pored toga, u studijama koje su sproveli Sanchez-Beato i sar., (2001), kao i Gronbaek 1
sar., (2000) je pokazano da je metilacija p/6 gena negativan prognosticki parametar kod
obolelih od DBKL samo u slucajevima kada su istovremeno inaktivirani i drugi geni,
ukljucujuéi p33, pl4 i p27. Rezultati jo§ nekih studija su pokazali da je sinergisticko
delovanje p16 i p53 gena, tj. njihova istovremena inaktivacija povezana sa agresivnijim
ponasanjem razli¢itih tipova tumora (Gorgoulis 1 sar., 1998, Pinyol i sar., 2000).

Nasi rezultati, dobijeni za grupu ispitanika sa FL, jo§ jednom ukazuju na
mogucénost da kod tumora visokog FLIPI stepena rizika postoje dodatne geneticke i/ili
epigeneticke promene koje uti¢u na agresivnije ponasanje tumora. Istovremena pojava
metilacije p/6 gena u ovoj grupi ispitanika bi zahvacenim celijama donela dodatnu
selektivnu prednost, §to moze da bude povezano sa agresivnijim ponaSanjem tumora.
Ipak, za jasnije sagledavanje uloge koju inaktivacija p/6 gena ima u patogenezi DBKL i
FL potrebno je ispitati i druge molekularne puteve sa kojima je ovaj gen povezan, kao i
alternativne mehanizme njegove inaktivacije, kao $to su homozigotne i1 heterozigotne
delecije, koje se, prema literaturnim podacima javljaju kod oko tre¢ine DBKL i u oko
70% slucajeva FL (Elenitoba-Johnson i sar., 1998, Jardin i sar., 2010). S obzirom da
nemamo podatke o delecijama p/6 kod naSih uzoraka, moguée je da su neki slucajevi u
nasoj studiji interpretirani kao nemetilovani, ustvari oni kod kojih postoje delecije p/6
gena, a nemetilovani produkt u MSP reakciji se javlja kao posledica prisustva
normalnih, nemalignih, ¢elija imunog i krvnog sistema u uzorcima tumora. Zbog toga je
za dobijanje preciznije slike neophodno uraditi i analizu ekspresije P16 proteina. Ipak,
na osnovu svega navedenog, nasi rezultati, uporedo sa rezultatima prethodnih studija,
sugeriSu da bi metilacioni status p/6 gena u kombinaciji sa FLIPI mogao da posluzi u
predvidanju ishoda bolesti kod obolelih od FL.

Metilacija pl5 gena je zabelezena kod razli¢itih hematoloskih malignih tumora,
ukljuc¢uju¢i DBKL i1 FL (Herman i sar., 1997, Martinez-Delgado i sar., 1998, Baur i sar.,
1999, Shiozawa i sar., 2006, Kraguljac i sar., 2010, Kraguljac 1 sar., 2012). U nasoj
studiji, metilacija p/5 gena je detektovana kod 23 % uzoraka DBKL, §to je neSto manje
u odnosu na do sada objavljene rezultate drugih studija, prema kojima se metilacija p/5
srece u 47-77 % slu¢ajeva DBKL (Baur i sar., 1999, Garcia i sar., 2002, Shiozawa i sar.,
2006). Metilacija p/5 gena je detektovana kod 34 % uzoraka FL, $to je u saglasnosti sa

rezultatima drugih studija, u kojima se metilacija ovog gena srece u oko 30 % slucajeva
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FL (Martinez-Delgado i sar., 1998, Baur i sar., 1999, Guo i sar., 2005, Chim 1 sar.,
2007).

U naSem uzorku obolelih od DBKL =zabeleZzen je trend ka ¢e$¢oj pojavi
metilovanog pl/5 gena kod ispitanika mladih od 60 godina (p = 0.091), referentnih
vrednosti serumske LDH (p = 0.090), kod obolelih sa skorom ECOG performans statusa
<2 (p =0.095), kao i kod onih sa niskim/umereno-niskim stepenom rizika (p = 0.076).
Svi ovi parametri se vezuju za povoljniji tok bolesti (The International Non-Hodgkin’s
Lymphoma Prognostic Factors Project, 1993, Shiozawa i sar., 2006, Amara i sar., 2008,
Perunici¢ Jovanovic¢ i sar., 2009, Sretenovi¢ i sar., 2012), $to je u nasoj studiji potvrdeno
za IPI 1 ECOG performans status, a zapazen je i trend ka duzem prezivljavanju kod
ispitanika mladih od 60 godina. Rezultati prac¢enja toka i ishoda bolesti su pokazali da je
metilacija p/5 gena statisti¢ki znacajno bila ¢eSc¢a kod ispitanika kod kojih nije doslo do
recidiva (p = 0.019), a zabeleZen je 1 trend ka ¢eS¢oj pojavi metilacije ovog gena kod
obolelih kod kojih u toku petogodisnjeg perioda nije doslo do smrtnog ishoda (p =
0.086). Na osnovu dobijenih rezultata se izvodi zakljuCak da je metilacija p/5 u
uzorcima DBKL povezana sa manje agresivnim ponasanjem tumora. U do sada
sprovedenim studijama na DBKL, samo je u jednom slucaju pronadena asocijacija
metilacije p/5 gena sa muSkim polom (Shoizawa i sar., 2006), dok veza sa drugim
klini¢ko-patoloSkim parametrima nije utvrdena (Shiozawa i sar., 2006, Amara 1 sar.,
2008).

Metilacija p/5 gena je u nasoj grupi uzoraka FL bila u znacajnoj korelaciji sa
snizenim vrednostima Hb (p = 0.020). Snizene vrednosti Hb su, s druge strane, bile u
znacajnoj korelaciji sa kra¢im ukupnim prezivljavanjem (p = 0.001). Interesantno
zapazanje je 1 da metilacija p/5 opada sa porastom gradusa tumora (42.1 % vs. 37.5 %
vs. 0 %), kao i sa porastom stadijuma (75 % vs 28.6 %), mada ove razlike nisu
statisticki znacajne. Prema naSem saznanju, samo jedna studija do sada se bavile
ispitivanjem korelacije metilacionog statusa p/5 gena sa klini¢ko-patoloskim
karakteristikama kod obolelih od FL, ali nikakve veze nisu uocene (Chim i sar., 2007).

U analizi prezivljavanja, kod obolelih od DBKL ispitanici sa metilovanim p/5
genom su imali neSto duze ukupno prezivljavanje u odnosu na one sa nemetilovanim
pl5 genom, mada ova razlika nije bila i statisticki znacajna (91 vs. 63 meseci, p =

0.155). U drugim studijama nije uoCen uticaj metilacionog statusa pl/5 gena na
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prezivljavanje kod obolelih od DBKL (Shiozawa i sar., 2006, Amara i sar., 2008). Ipak,
svi dobijeni rezultati kod ispitanika sa DBKL u nasoj studiji, ukazuju na to da je
metilacija p/5 gena povezana sa manje agresivnim ponaSanjem tumora. U grupi
obolelih od FL, metilacioni status p/5 gena nije uticao na ukupno prezivljavanje, kao ni
na FFS u celoj analiziranoj grupi, kao ni u grupama razlicitih stepena rizika. Medutim,
metilacija pl5 gena je statisticki znaCajno bila povezana sa kra¢im ukupnim
prezivljavanjem u grupi ispitanika sa tumorom gradusa I (p = 0.013). S obzirom, da
tumori gradusa I spadaju u FL najmanjeg stepena agresivnosti, pojava aberantne
metilacije p/5 gena, oCigledno, doprinosi agresivnijem ponasanju tumora sa ovim
epigenetickim dogadajem. Podaci o prognostiCkom znacaju metilacije p/5 gena u
razli¢itim tipovima tumora su kontroverzni (Wemmert 1 sar., 2009, Deneberg 1 sar.,
2010, Kim i sar., 2010), a prema nasem saznanju, prognosticki znacaj ove epigeneticke
aberacije kod FL do sada nije utvrden. Suprotni rezultati dobijeni u nasoj studiji, koji se
odnose na uticaj metilacionog statusa p/5 gena kod DBKL, odnosno FL su verovatno
odraz razlicite biologije ova dva entiteta B-NHL. Da bi se rasvetlio znacaj p/5 gena u
patogenezi DBKL potrebno je ispitivanje dodatnog broja molekularnih markera
povezanih sa pl5 putem kontrole ¢elijskog ciklusa i ukljucivanje veéeg broja uzoraka u
istrazivanje.

Visoka ucestalost istovremene metilacije p/5 1 p/6 gena koja je zabeleZena u
pojedinim studijama, predstavlja teSkocu za utvrdivanje nezavisnog uticaja svakog gena
ponaosob (Baur i sar., 1999, Martinez-Delgado i sar., 2008). Moguce je da postoji
kooperacija izmedu p/5 1 p16 gena i da njihova istovremena metilacija i, shodno tome,
inaktivacija, moze da bude vaZzna u patogenezi limfoma, kao $to su sugerisali Martinez-
Delgado i sar., (1998). U nasoj grupi obolelih od DBKL istovremena metilacija p/5 i
pl6 gena je bila prisutna kod 16 % (8/51) ispitanika. Medutim, za razliku od grupe FL,
metilacija pl5 se javljala statisticki znacajno ¢eS¢e u kombinaciji sa istovremenom
metilacijom p/6 gena, nego kao samostalan dogadaj (66.7 % vs. 33.3 %, p = 0.037).
Iako istovremena metilacija ova dva gena nije bila znacajno povezana ni sa jednom
klini¢ko-patoloskom karakteristikom obolelih od DBKL, prime¢ena je akumulacija
kometilacije pl5m/pl16m kod ispitanika sa klinicko-patoloskim parametrima koji se
vezuju za manje agresivan tok bolesti, ukljuujuéi pripadnost zenskom polu (p = 0.140),

starost < 60 godina, (p = 0.119), nizak/umereno-nizak IPI (p = 0.099), referentne
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vrednosti LDH (p = 0.100), skor ECOG performans statusa < 2 (p = 0.127), kao 1
odsustvo recidiva bolesti (p = 0.086). Uticaj kometilacije pl5m/pl6m na ukupno
prezivljavanje kod obolelih od DBKL nije zabeleZzen. U grupi obolelih od FL
istovremena metilacija p/5m/p16m je utvrdena kod 18.7 % (6/32) ispitanika i nije bila
povezana ni sa jednom klini¢ko-patoloskom karakteritikom obolelih. Medutim, svi osim
jednog slucaja kometilacije (83.3 %) su zabeleZeni kod ispitanika sa tumorom gradusa I.
U isto vreme, ucestalost metilacije p/6 1 p/5 gena opada sa porastom gradusa tumora, i
u oba slucaja je najveca u tumorima gradusa I. Moguce je da se inaktivacija ova dva
gena u tumorima viSeg gradusa postize nekim drugim mehanizmima, ukljucujuci
delecije, kao §to je predlozeno u radu autora Elenitoba-Johnson 1 sar., (1998). U ovoj
studiji je zapaZeno da je prisustvo homozigotnih delecija p/6 1 pl/5 gena povezano sa
histoloSkom progresijom i transformacijom FL u agresivniji DBKL. Rezultati studije
Sanchez-Beato i sar., (2001) koja je sprovedena na agresivnim limfomima, ukljucujuéi i
DBKL, sugeriSu da je inaktivacija p/5 i/ili p16 gena putem aberantne metilacije rani
dogadaj u nastanku ovih limfoma i da moZe da uti¢e na njihovo agresivno ponasanje. S
druge strane, ova grupa autora, na osnovu dobijenih rezultata, sugeriSe da inaktivacija
pl5 gena moze da ima vaznu ulogu kod agresivnih limfoma i da gubitak njegove
funkcije ne mora da ima veze samo sa tim $to je lociran u blizini p/6 gena. lako su ova
istrazivanja sprovedena na agresivnim limfomima, navedene pretpostavke bi mogle da
vaze 1 za indolentne limfome kao $to je FL. Tome u prilog idu i nasi rezultati, prema
kojima je i istovremena metilacija p/5 1 pl16 gena kod FL gradusa I takode povezana sa
kra¢im ukupnim prezivljavanjem (p = 0.014, rezultati nisu prikazani), dok metilacija
samo pl6 gena u istoj grupi ispitanika nema uticaj na ishod bolesti (p = 0.661, rezultati
nisu prikazani). Iako su potrebna dodatna istrazivanja, nasi rezultati sugeriSu da bi
metilacija p/5 gena u kombinaciji sa gradusom tumora, mogla da bude interesantan
molekularni marker koji bi ukazivao na agresivnije ponasanje tumora kod obolelih od
FL. Negativni efekti metilacije p/5 1 p/6 gena na ishod bolesti mogu da se objasne
¢injenicom da inaktivacija ovih gena regulatora celijskog ciklusa vodi nekontrolisanoj
¢elijskoj deobi, Sto daje selektivnu prednost zahvaéenim ¢elijama (Herman i sar., 1995,
Herman 1 sar., 1996a). Deregulacija Celijskog ciklusa moze da dovede do sticanja i
odrzavanja dodatnih genetickih i epigenetickih poremecaja, doprinose¢i tako jos vecem

malignom potencijalu tumorskih ¢elija. S druge strane, povezanost metilacije p/5 gena
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sa karakteristikama koje se vezuju za manje agresivno ponasanje DBKL, ne mora da
znaCi da inaktivacija ovog gena sama za sebe doprinosi takvom fenotipu, nego da
definiSe podgrupu DBKL sa povoljnijom prognozom.

Inaktivacija MGMT gena usled hipermetilacije promotorskog regiona se javlja u
¢itavom spektru B-celijskih neoplazija (Esteller i sar., 2002, Rossi i sar., 2004, Lee i
sar., 2009, Kraguljac i sar., 2010). MGMT je gen iz sistema za korekciju DNK, koji Stiti
éeliju od mutagenih i citotoksi¢nih efekata alkiliraju¢ih agenasa, koji reaguju sa O°
pozicijom guanina. MGMT enzim spre¢ava formiranje adukata na O° poziciji guanina
tako Sto prebacuje alkil grupu na cisteinski ostatak u samom proteinu, onemogucavajuci
na taj nacin formiranje letalnih veza izmedu naspramnih lanaca DNK 1 nastanak
tackastih mutacija tipa G u A u genima kao $to su K-ras i p53 (Ericson i sar., 1980,
Pegg, 2000, Esteller i Herman, 2004). Inaktivacija MGMT gena uvecava senzitivnost
¢elija na genotoksi¢ne efekte alkiliraju¢ih agenasa, in vitro 1 in vivo (Esteller i Herman,
2004). Prethodne studije su pokazale da je metilacija MGMT gena povoljan
prognostic¢ki parameter kod obolelih od glioma i DBKL koji su u okviru hemoterapije
primali i alkiliraju¢e agense (Esteller i sar., 2000a, Esteller i sar., 2002, Lee i sar., 2009).
Medutim, prognosti¢ki znacaj metilacije MGMT nije ispitivan kod drugih B-¢elijskih
limfoma. U naSoj studiji aberantna metilacija MGMT gena je detektovana kod 39 %
ispitanika sa DBKL 1 59 % ispitanika sa FL, §to je u skladu sa postoje¢im literaturnim
podacima (Esteller i sar., 1999, Rossi i sar., 2004, Kim i sar., 2009). Nismo utvrdlili
korelaciju metilacije MGMT gena ni sa jednim klinicko-patoloskim parametrom, kako
kod DBKL, tako ni kod FL, §to je u skladu sa rezultatima ostalih studija (Esteller i sar.,
2002, Lee SM i sar., 2009). Pored toga metilacioni status MGMT gena nije imao uticaj
ni na prezivljavanje, ni na pojavu recidiva kod obolelih od DBKL, mada je metilacija
MGMT u nesto ve¢em procentu detektovana kod ispitanika sa recidivom u odnosu na
one bez recidiva bolesti (54 % vs. 32 %). Ovo je u skladu sa rezultatima studije Lee GW
1 sar., (2009) koji su pokazali da metilacioni status MGMT gena nema uticaj na ukupno
prezivljavanje, kao ni na odgovor na terapiju u koju je pored standardnog CHOP
protokola bio ukljucen i rituksimab. U nekoliko velikih, randomizovanih studija je
pokazano da uvodenje imunoterapije tj. rituksimaba uz standardnu hemoterapiju,
znacajno poboljSava ishod bolesti kod obolelih od DBKL, bez obzira na status pojedinih

klini¢kih prognostickih parametara, kao Sto su IPI i starost obolelih, ekspresija Bcl-2
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proteina 1 nezavisno od toga na kom stupnju diferencijacije B-limfocita je doslo do
maligne transformacije, tj.da li se radi o DBKL poreklom od B-¢elija germinativnog
centra (GC-DBKL) ili aktiviranih B-¢elija (ABC-DBKL) (Coiffier i sar., 2002, Sehn i
sar., 2005, Habermann i sar., 2006, Pfeundschubh i sar., 2006, Fu i sar., 2008). Smatra se
da rituksimab ima ulogu u prevazilazenju hemorezistencije na ciklofosfamid, sastavni
deo CHOP terapije, posebno kod tumora sa nemetilovanim MGMT genom, §to dalje
moze da bude razlog odsustva znacajnih razlika u prezivljavanju s obzirom na
metilacioni status MGMT gena (Lee GW 1 sar., 2009). Vecina ispitanika sa DBKL iz
naSe studije je u okviru standardne terapije primala i rituksimab (R-CHOP protokol) i
njihovo ukupno prezivljavanje u poredenju sa grupom koja nije primala rituksimab je
bilo nesto duze, mada ne 1 statisticki znacajno (82 vs. 53 meseci, p = 0.139, rezultati
nisu prikazani). S obzirom na mali broj ispitanika (7/51) koji nije bio na terapiji
rituksimabom, poredenje izmedu dve grupe u odnosu na metilacioni status MGMT gena
nije bilo moguce.

Do danas, postoje samo dve studije koje su se bavile analizom aberantne
metilacije MGMT gena kod FL, ali bez ispitivanja njenog prognostickog znacaja (Rossi
i sar., 2004, Kim i sar, 2009). Prema tome, naSa studija je prva koja se bavila
odredivanjem prognostickog i prediktivnog znacaja metilacije MGMT gena kod FL. U
nasoj grupi uzoraka, metilacija MGMT gena je detektovana kod 59 % ispitanika, $to
ukazuje na vaznu ulogu ovog dogadaja u patogenezi FL. Ovako visok procenat
metilacije MGMT gena u FL su zabelezili 1 Kim 1 sar., (2009), dok je u studiji koju su
sproveli Rossi 1 sar., (2004), metilacija MGMT gena zabelezena kod 25 % ispitanika sa
FL. Al-Kuray 1 sar., (2007) su ukazali na mogu¢nost da razli¢iti etioloski faktori, kao
Sto su virusne infekcije ili geneticka predispozicija, mogu da objasne znacajne varijacije
u molekularnim karakteristikama istog tipa tumora kod razli¢itih etnickih grupa. Ova
grupa autora je detektovala metilaciju MGMT gena u populaciji ispitanika sa DBKL iz
Saudijske Arabije u dvostruko vecem procentu (76 %) nego Sto je to uobicajeno u
zapadnim zemljama (Esteller i sar., 2002, Rossi i sar., 2004).

Rezultati naseg istrazivanja ukazuju da bi metilacije MGMT gena mogla da ima
ulogu u predvidanju prezivljavanja obolelih od FL. Iako nismo uspeli da pokazemo
direktnu vezu izmedu odgovora na terapiju i1 metilacije MGMT, postoje neka

interesantna zapazanja. Zabelezen je trend ka duzem ukupnom prezivljavanju kod
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obolelih sa metilovanim MGMT genom, koji pripadaju kategoriji visokog FLIPI rizika
(p = 0.066). Ovo bi moglo da se objasni povecanom senzitivno$¢u malignih ¢elija na
genotoksi¢ne efekte alkiliraju¢ih agenasa, konkretno, na ciklofosfamid koji je sastavni
deo hemoterapije u tretmanu FL, kao $to je pokazano u slucaju glioma (Esteller i sar.,
2000a) i DBKL (Esteller i sar., 2002, Hiraga i sar., 2006, Lee SM i sar., 2009). Pored
toga, moguce je 1 da je metilacija MGMT gena povezana sa drugim genetiCkim 1i/ili
epigenetickim promenama, Sto za posledicu ima vecu osetljivost na hemoterapiju, pri
¢emu bi metilacija MGMT gena predstavljala prognosticki parametar sam po sebi, koji
definiSe specifican patogenetski podtip FL sa povoljnijim ishodom, kao S§to su
pretpostavili Esteller 1 sar., (2002) u slu¢aju DBKL. Za razliku od grupe obolelih sa
DBKL, samo jedan ispitanik sa FL iz naSe studije je lecen rituksimabom, $to bi donekle
moglo da objasni uoCene razlike u uticaju metilacionog statusa MGMT gena kod dve
grupe ispitanika.

Pored toga, zapazili smo trend ka asocijaciji metilacije MGMT gena sa
recidivom bolesti (p = 0.059) u celoj ispitivanoj grupi obolelih od FL, a kod ispitanika
koji su bili mladi od 60 godina, kao i kod onih sa niskim FLIPI rizikom metilacija
MGMT gena je bila povezana sa kra¢im FFS (p = 0.045, odnosno, 0.074). Sli¢ni
rezultati dobijeni u ove dve grupe obolelih bi mogli da se objasne time $to je 18.7 %
(3/16) mladih ispitanika pripadalo kategoriji niskog FLIPI rizika. Pored toga, svi osim
jednog (83.3 %) ispitanika sa pojavom recidiva su bili mladi od 60 godina. lako se u
nasoj studiji recidiv javljao u ve¢em procentu kod mladih nego kod starijih ispitanika sa
FL (31.2 % vs. 6.25 %, p = 0.172), kao 1 u neSto manjoj meri kod ispitanika sa DBKL
(33.3 % vs. 23.5 %, p = 0.735), ove razlike nisu bile statisti¢ki znacajne. Uzrok cesce
pojave recidiva medu mladim ispitanicima iz nasSe studije je nepoznat i dobijene
rezultate je potrebno proveriti na ve¢em uzorku. U pojedinim studijama na uzorcima
DBKL je pokazano da su ispitanici sa kasnom pojavom recidiva Cesto imali povoljne
klinicko-patoloske karakteristike u trenutku dijagnoze, ukljucuju¢i nizak IPI i
indolentnu histologiju (Ghesquieres i sar., 2006, Larouche i sar., 2010).

Kod nasih ispitanika sa FL metilacija MGMT gena je detektovana kod svih Sest
ispitanika sa pojavom recidiva, ali su svi oni postigli kompletnu remisiju nakon
indukcione terapije. Moguce objasnjenje za ove, naizgled oprecne rezulate, je da bi

¢elije tumora sa metilovanim MGMT genom mogle da postanu podloznije
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genotoksi¢nim efektima alkiliraju¢ih agenasa, kao §to je prethodno spomenuto, Sto bi
uticalo na brzo postizanje kompletne remisije. Pretpostavljamo da bi naknadna pojava
recidiva mogla da nastane usled akumulacije dodatnih genetic¢kih alteracija i sticanja
geneticke nestabilnosti, kao posledice metilacije MGMT gena. Pored navedenog, kod
svih Sest ispitanika sa FL kod kojih je doslo do recidiva bolesti je detektovana metilacija
DAPK gena. DAPK protein je pro-apoptotska serin-treonin kinaza uklju¢ena u
viSestruke puteve programirane Celijske smrti, apoptoze. Inaktivacija ovog gena moze
da bude klju¢ni faktor u modulaciji odgovora na hemoterapiju kod humanih kancera
(Cohen 1 Kimchi, 2001, Ng, 2002). S obzirom na to, dodatno objasnjenje za pojavu
recidiva kod nasih ispitanika obolelih od FL bi moglo da bude to, da inaktivacija DAPK
gena putem metilacije promotora dovodi do rezistencije tumorskih Ccelija na
hemoterapiju. Ovo je u saglasnosti sa prethodnim nalazima da inaktivacija DAPK gena,
putem metilacije promotora, moze da bude marker progresije tumora i postojane,
uporne bolesti (Cohen 1 Kimchi, 2001, Ng, 2002, Voso 1 sar., 2006). Prethodne studije
su pokazale da metilacija DAPK ima vaznu ulogu u najmanje dva razliita stadijuma
kancerogeneze, rano, tokom c¢elijske transformacije, i kasnije, tokom progresije kancera,
tokom recidiva bolesti ili metastaze (Inbal i sar., 1997, Kim i sar., 2001). Inaktivacija
DAPK gena putem metilacije promotora je Cest dogadaj kod B-celijskih neoplazmi,
narocito kod FL, gde se srece sa ucestalos¢u oko 80 %, dok se kod DBKL sre¢e u oko
60 % slucajeva (Katzenellenbogen i sar., 1999, Rossi i sar., 2004, Voso i sar., 2006,
Amara i sar., 2008, Kim i sar., 2009). Nasi rezultati se uklapaju u ove nalaze, s obzirom
da je kod 78 % ispitanika sa FL 1 55 % ispitanika sa DBKL iz naSe studije detektovana
metilacija DAPK gena. Metilacija DAPK gena se vezuje za nepovoljnu prognozu kod
nekoliko razli¢itih tipova humanih kancera, ukljucuju¢i i limfome (Tozawa i sar., 2004,
Fischer i sar., 2006, Amara i sar., 2008). Ipak, prognosticki znac¢aj ovog dogadaja kod
DBKL i FL je malo ispitivan. Kod nasih ispitanika sa DBKL i FL metilacija DAPK nije
bila u korelaciji ni sa jednom klinicko-patoloskom karakteristikom. Amara i sar., (2008)
su uoc€ili korelaciju metilacije DAPK gena sa loSijim odgovorom na terapiju kod
obolelih od DBKL, kao i sa kra¢im ukupnim prezivljavanjem i periodom vremena do
progresije bolesti. S druge strane, u studiji grupe autora Voso i sar., (2006), metilacija
DAPK je korelirala sa sniZenim vrednostima hemoglobina, a zapazen je i trend ka

kra¢em FFS. U naSoj grupi ispitanika sa DBKL metilacija DAPK gena nije imala uticaj
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na ukupno prezivljavanje, dok je kod FL postojao trend ka kracem FFS kod ispitanika
sa metilovanimin DAPK genom (p = 0.079), Sto je u saglasnosti sa rezultatima Voso i
sar., (2006). Vazno je napomenuti da su svi osim jednog ispitanika sa FL iz naSe studije
koji su umrli tokom perioda prac¢enja imali metilovan DAPK gen. Ovi rezultati, jo§
jednom, naglasavaju vaznu ulogu inaktivacije DAPK gena putem metilacije promotora u
sticanju hemorezistencije. Ipak, potencijalni prognosti¢ki znacaj metilacije DAPK gena
kod FL je potrebno istraziti na ve¢em broju uzoraka.

Dok je metilacija DAPK gena najces¢i epigeneticki dogadaj kod FL, Sto
potvduje i nasa studija, translokacija t(14;18) je najcesca geneti¢ka alteracija u ovom
tipu malignih limfoma (Ngan i sar., 1989). Ova translokacija je u nasoj grupi uzoraka
FL bila prisutna kod 78 % ispitanika (Radojkovi¢, 2004). Medutim, nije detektovana
korelacija izmedu metilacije DAPK gena i prisustva t(14;18), Sto ukazuje na to da se ova
dva dogadaja koja dovode do deregulacije apoptoze, iako Cesti, javljaju nezavisno u
patogenezi FL. Do istih rezultata su dosli 1 Voso 1 sar., (2006). Kod ¢ak 97 % (31/32)
ispitanika iz naSe studije postojala je deregulacija jednog od ova dva puta, Sto samo
dalje potvrduje vaznu ulogu koju naruSavanje normalnog funkcionisanja apoptoze ima u
patogenezi FL. Ovi rezultati su konzistentni sa hipotezom da je deregulacija apoptoze
rani dogadaj u kancerogenezi koji omogucava celijama limfoma da izbegnu
programiranu ¢elijsku smrt 1 krenu u dalju transformaciju (Hayslip i Montero, 2006).
Ipak, potencijalni prognosticki znacaj metilacije DAPK gena kod FL treba ispitati na
ve¢em broju uzoraka. Treba naglasiti, da kada se interpretiraju dobijeni rezultati, postoji
mogucnost da odsustvo znacajne razlike u inicijalnom odgovoru na terapiju s obzirom
na metilacioni status MGMT 1 DAPK gena moze da bude posledica primene drugih
efikasnih antitumorskih agenasa koji se koriste kao deo standardne terapije limfoma, Sto
moze da maskira vece razlike u odgovoru izmedu metilovane i nemetilovane grupe.

Literaturni podaci ukazuju na to da se metilacija pojedinih gena u
specificne grupe gene, Sto omogucava utvrdivanja specificnog profila metilacije, tj.
,metilotipa®“ za svaki tip tumora (Baur i sar., 1999, Esteller i sar., 2001b, Esteller,
2003). Istovremena metilacija odredenih grupa gena omogucava kooperaciju
epigenetickih alteracija u genomu maligne ¢elije i istovremenu deregulaciju najvaznijih

¢elijskih procesa. Zbog toga bi odgovarajue kombinacije istovremeno metilovanih
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gena mogle da posluze kao molekularni marker za detekciju 1 pracenje ponaSanja
tumora, kao 1 odgovora na terapiju.

U naSoj grupi ispitanika sa DBKL, utvrdili smo statisti¢ki znacajne korelacije
izmedu metilacije p/5 1 p16 gena (p = 0.037), pl6 1 DAPK gena (p = 0.047), kao i
izmedu MGMT 1 DAPK gena (p = 0.025). Kao $to je ve¢ spomenuto, kometilacija
plSm/pl6m se cCeS¢e, mada ne 1 statisticki znacajno, sretala kod ispitanika sa
parametrima koji se vezuju za manje agresivan tok bolesti, uklju¢uju¢i mlade starosno
doba, zenski pol, nizak/umereno-nizak IPI, referentne vrednosti LDH, skor ECOG
performans statusa < 2 i odsustvo recidiva (p = 0.086). Istovremena metilacija p/6 i
DAPK gena je statisticki znacajno bila zastupljenija kod ispitanika niskog/umereno-
niskog IPI rizika (p = 0.045), a bila je i ¢eS¢a kod ispitanika sa referentnim vrednostima
LDH (p = 0.100), kao 1 kod onih koji su odgovorili na indukcionu terapiju kompletnom
ili parcijalnom remisijom (p = 0.183). Kod ispitanika sa istovremenom metilacijom
MGMT 1 DAPK gena pojava recidiva je detektovana u dvostruko veem procentu u
poredenju sa grupom bez istovremene metilacije ova dva gena. (p = 0.155). Uocen je i
trend ka ceS¢oj pojavi MGMTm/DAPKm kod ispitanika mladeg starosnog doba (p =
0.064). Istovremena metilacija razli¢itih gena kod DBKL 1 FL, je malo ispitivana, tako
da znacaj dobijenih rezultata treba proveriti u budu¢im studijama. U naSoj prethodnoj
studji (Kraguljac 1 sar., 2010), je pokazano da je istovremena metilacija p/5 1 MGMT
povezana sa krac¢im prezivljavanjem kod obolelih od akutne mijeloblastne leukemije. S
druge strane, rezultati naSe druge studije (Krtolica i sar., 2007) su pokazali da je
istovremena metilacija p/6 1 MGMT gena povezana sa manje agresivnim ponasanjem
tumora i duzim prezivljavanjem kod obolelih od kolorektalnog karcinoma.

Najcesce metilovani geni kod nasih uzoraka FL su MGMT (59 %) i DAPK (78
%), a u 50 % slucajeva njihova metilacija se javlja istovremeno (MGMTm/DAPKm). Na
osnovu toga smo pretpostavili da su ova dva dogadaja vazna u patogenezi FL i da mogu
da utiCu na bioloSke karakteristike 1 klinicko ponaSanje tumora. Rezultati naSeg
ispitivanja su pokazali da je kometilacija MGMTm/DAPKm povezana sa recidivom
bolesti (p = 0.018), i sa kra¢im FFS, kako u celoj ispitivanoj grupi (p = 0.023.), tako i
kod ispitanika mladih od 60 godina (p = 0.023) i1 niskog/umereno-niskog IPI rizika (p =
0.029). Uocena razlika izmedu mladih 1 starijih ispitanika sa FL u naSoj grupi sugeriSe

moguénot postojanja bioloske razlicitosti tumora kod razlicitih starosnih grupa, kao Sto
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je pretpostavljeno za DBKL (Rosolen i sar., 2007). Malo studija se do sada baviilo
komparativnim analizama molekularno-genetickih 1 bioloSkih karakteristika mladih 1
starijih bolesnika, tako da kona¢ne zakljucke jo§ uvek nije moguce izvesti. U naSoj
studiji, u grupi ispitanika sa DBKL metilacija sva Cetiri analizirana gena je u nesto
ve¢em procentu bila detektovana kod ispitanika mladih od 60 godina, kao i prisustvo
makar jednog metilacionog dogadaja, mada uocene razlike nisu bile statisticki znacajne
U grupi obolelih od FL ove razlike, mada prisutne, osim u slucaju metilacije p/6 gena
koja je u podjednakom procentu bila zastupljena u obe starosne kategorije, bile su
manje izrazene. Dobijeni rezultati, mada idu u prilog pretpostavci o genetickoj,
odnosno, epigenetickoj razlici izmedu tumora kod razli¢itih starosnih grupa, zahtevaju
dodatna istrazivanja.

U naSem uzoraku FL, kada je analizirana cela grupa, kod ispitanika sa
istovremenom metilacijom MGMTm/DAPKm, oni koji su imali metilovan i p/6 gen,
FFS je bilo znacajno duze u odnosu na one kod kojih je p/6 bio nemetilovan (p =
0.046). U grupi bez kometilacije MGMTm/DAPKm, metilacioni status p/6 gena nije
imao uticaj na FFS. Prema nasem saznanju, ne postoje podaci o sli¢nim studijama i ovi
rezultati su prvi put publikovani (Krajnovic i sar., 2013). Na osnovu dobijenih rezultata,
pretpostavljamo da FL ne nastaju samo jednim nizom molekularnih dogadaja, nego
evoluiraju razli¢itim genetickim i/ili epigenetickim putevima, od kojih svaki ima
razli¢ite bioloske, klini¢ke i1 patoloSke karakteristike. Jedno od mogucih objasnjenja za
nase rezultate bi moglo da bude da FL sa kometilacijom MGMTm/DAPKm, ali sa
nemetilovanim p/6 genom mogu da nastanu mehanizmom koji uklju¢uje neke druge
genske aranzmane, kao §to su mutacije u p53 genu. Prethodne studije na FL su pokazale
da je prisustvo p53 mutacija obi¢no povezano sa histoloSkom transformacijom ovog tipa
limfoma i lo$ijim ishodom (Sander i sar., 1993, O’ Shea i sar., 2008). Takvi dodatni i/ili
alternativni geneticki dogadaji bi mogli da stvore molekularnu osnovu koja ¢e dati
grupu FL skloniju recidivima bolesti 1 razvijanju hemorezistencije. U svakom slucaju,
potrebne su dodatne studije na veéem broju uzoraka i gena da bi se precizno odredile
molekularne promene odgovorne za patogenezu FL.

U cilju utvrdivanja eventualnog znacaja stepena metilacije na ponasanje tumora i
ishod bolesti, ispitivali smo 1 broj metilovanih gena u analiziranim uzorcima. Tako je

kod DBKL kod 74.5 % (38/51) ispitanika detektovana metilacija najmanje jednog gena,
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dok je to bio slucaj sa ¢ak 97 % (31/32) ispitanika sa FL. Sva Cetiri gena su bila
metilovana kod 6 % (3/51) uzoraka DBKL 1 13 % (4/32) uzoraka FL. lako su uzorci FL
pokazali nesto ve¢i stepen metilacije u odnosu na DBKL, ove razlike nisu bile statisti¢ki
znaCajne. U grupi obolelih od DBKL poredili smo ispitanike sa najmanje jednim
metilovanim genom i one sa sva Cetiri gena nemetilovana. Iako prisustvo metilacije
najmanje jednog gena nije znacajno koreliralo ni sa jednom klini¢ko-patoloSkom
karakteristikom obolelih, metilacija najmanje jednog gena je bila neSto ces¢a kod
mladih ispitanika (83.3% vs. 61.9 %), niskog stepena IPI rizika (88.2 % vs. 67.6 %), sa
referentnim vrednostima LDH (85 % vs. 66.7 %) 1 bez infiltracije kostne srzi (81.2 %
vs. 63.14 %). U analizi prezivljavanja, prosena duZina prezivljavanja je bila nesSto veca
u grupi ispitanika sa metilacijom najmanje jednog analiziranog gena u odnosu na grupu
sa sva Cetiri nemetilovana gena, mada ova razlika nije bila statisticki znac¢ajna (76 vs. 47
meseci, p = 0.221). U grupi uzoraka sa FL, sva Cetiri gena su bila nemetilovana samo
kod jednog ispitanika, pa ovakvo poredenje nije bilo moguce.

Literaturni podaci ukazuju na to da metilacija MGMT 1 DAPK gena moZe da se
uvecava tokom starenja (Toyota i Issa, 1999, Hayslip i Montero, 2006), $to takode treba
uzeti u obzir prilikom tumacenja rezultata. U nasSoj grupi uzoraka, i kod DBKL i kod
FL, metilacija ova dva gena je bila ¢eS¢a, mada ne i statisticki znacajno, kod mladih
ispitanika. Moguce je da su uocene epigeneticke promene kod starijih samo sporedni
efekat koji nastaje kao posledica opste deregulacije razlicitih ¢elijskih mehanizama u
direktan uticaj na nastanak tumora, ali moze da doprinese njegovom agresivnijem
ponasanju.

Jo§ uvek ne postoji precizan odgovor na pitanje kako dolazi do metilacije
konkretnih gena u humanim limfomima. Malo je verovatno da su epigeneticki dogadaji
detektovani kod DBKL i1 FL indukovani globalnom deregulacijom metilacione
masinerije, pre svega, metiltransferaza. Umesto toga, Shi i sar., (2006) su sugerisali da
deregulacija odgovaraju¢ih transkripcionih regulatora ili signalnih puteva moze
selektivno da dovede do aberantne metilacije grupe nizvodno postavljenih gena.
Rezultati skorasnjih studija sugeriSu da bi uvecana ekspresija Bcl-6 proteina koja se
zapaza u DBKL 1 FL (Capello i sar., 2000), mogla da bude povezana sa de novo

metilacijom odgovarajuc¢ih gena u ovim limfomima. Bcl-6 je za sekvencu-specifi¢an
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inhibitor transkripcije, koji funkcioniSe analogno grupi proteina sa KRAB domenom
(eng. Kruppel-associated box protein). Pokazano je da je transkripciono utiSavanje gena
putem ovih proteina pra¢eno regionalnom hipermetilacijom promotora odgovarajuc¢ih
ciljnih gena (Zelent i sar., 2005) Ovi nalazi sugeriSu potencijalnu vezu izmedu
ekspresije Bcl-6 1 metilacije DNK. U naSoj grupi ispitanika sa DBKL, jedino je
metilacija p/5 gena u ve¢em procentu bila zastupljena kod obolelih sa uvecanom
ekspresijom Bcl-6, mada ova razlika nije bila statisti¢ki znacajna (21.7 % vs. 8.3 %, p =
0.207). U isto vreme, zabelezen je trend ka duzem ukupnom prezivljavanju kod
ispitanika sa uve¢anom ekspresijom Bcl-6 proteina (p = 0.086). S obzirom da je podatak
o ekspresiji Bcl-6 postojao za 35 od ukupno 51 ispitanika, znacaj njegove ekspresije 1
eventualna povezanost sa metilacijom odgovarajuc¢ih gena kod DBKL bi trebalo da se
ispita na dodatnom broju uzoraka.

U naSoj studiji nije uocena korelacija metilacije nijednog analiziranog gena sa
nekim od imunohistohemijskih markera. Pri tome treba uzeti u obzir da su
imunohemijski podaci nedostajali za zna¢ajan broj ispitanika. U studiji koju su sproveli
Al-Kuraya i sar., (2006) na uzorcima tkiva DBKL, nije uocena veza izmedu metilacije
MGMT gena i ekspresije Bcl-6 i CD10 proteina. Prema naSem saznanju, nema drugih
studija koje su se bavile ovakvim istrazivanjima kod obolelih od DBKL i FL.

U poslednjih 10 godina, na osnovu istraZivanja u oblasti molekularne genetike 1
razvoja novih tehnologija, napravljen je veliki napredak u razumevanju molekularnih
promena koje se odvijaju u DBKL i FL, §to je omogu¢ilo klasifikaciju ovih limfoma u
klinicki relevantne podgrupe. Pored Cetiri gena koje smo ispitivali u nasoj studiji, u
drugim istrazivanjima je, primenom MSP tehnike utvrden i ¢itav niz drugih gena koji
podlezu aberantnoj metilaciji kod DBKL i1 FL, u manjem ili ve¢em procentu. Prema
podacima iz literature u ove gene spadaju: VHL, GSTPI1, APC, pl4, p33, TIMP3, RBI,
BLU, RASSFAI, hMLHI, CDHI, SHPI, HICI, gen za androgeni receptor, p57 (Rossi 1
sar., 2004, Hayslip i Montero 2006, Amara i sar., 2008, Kim 1 sar., 2009). Shi 1 sar.,
(2006) su metodom ,,mikro¢ipova za CpG ostrvca* (eng. CpG island DNA microarray),
analizirali ekspresiju velikog broja gena, kojom su utvrdili da su i DLC-1, PCDHGB?7,
CYP27B1, EFNAS5, CCNDI 1 RARB2 geni Cesto metilovani u razli¢itim tipovima NHL,
ukljucujuéi 1 DBKL 1 FL. Pored toga, nedavnom primenom metode mikro¢ipova, kojom

je analizirana ekspresija velikog broja gena, utvrdeno je da postoje dve grupe DBKL, 1)
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DBKL poreklom od B ¢elija germinativnog centra (GC-DBKL) 1 2) DBKL poreklom
od aktiviranih B ¢elija (ABC-DBKL). Osim S§to se razlikuju po profilu genske
ekspresije, GC-DBKL imaju i znatno bolju prognozu (Alizadeh i sar., 2000, Rosenwald
i sar., 2002). Dve navedene grupe DBKL mogu da se razlikuju i imunofenotipski, prema
ekspresiji markera CD10, Bcl-6 i MUM-1/IRF4 (Hans i sar., 2004). Nazalost, u nasem
istrazivanju nismo raspolagali sa dovoljnim brojem podataka koji bi nam omogucili
razvrstavanje uzoraka DBKL u dva navedena podtipa. Primenom iste tehnologije,
moguce je razlikovanje i dve glavne grupe FL, koje se medusobno razlikuju po profilu
ekspresije gena, na osnovu ¢ega je moguce odrediti odgovor na terapiju (Bohen i sar.,
2003). Najnovija istrazivanja De 1 sar., (2013) su pokazala postojanje heterogenosti
metilacionog statusa velikog broja CpG dinukleotida Sirom genoma, kako izmedu
razli¢itih ispitanika, tako i unutar tumorskog uzorka jednog istog ispitanika sa FL i
DBKL, S$to je povezano sa agresivnijim ponaSanjem tumora i loSijom prognozom.
Autori su pretpostavili da uoCena metilaciona heterogenost moze da doprinese
prezivljavanju subpopulacije malignih ¢elija nakon izloZenosti citotoksicnim
hemoterapijskim agensima, uvecavaju¢i, na taj nacin, mogucénost za pojavu recidiva.
Ovakva heterogenost na pojedinim CpG dinukleotidima ne isklju¢uju istovremeno
postojanje stabilno metilovanih specificnih gena koji kontrolisu klju¢ne ¢elijske puteve,
Sto jo$ jednom naglasava sloZenost epigenetickih promena u limfomagenezi.

Na osnovu do sada prikupljenih podataka jasno je da su geneticke 1 epigeneticke
promene u patogenezi DBKL i FL vrlo kompleksne i ukljucuju veliki broj gena. Da bi
se precizno utvrdile molekularne promene kod ovih tipova NHL, potrebne su dodatne
studije na ve¢em broju uzoraka i gena, kako bi se prevaziSao rizik od pojednostavljenog

tumacenja uloge pojedinacnih genetickih i epigenetickih dogadaja u kancerogenezi.
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata mogu da se izvedu slede¢i zakljucci:

1.

Aberantna de novo metilacija pl16, p15, MGMT i DAPK gena je detektovana u
znacajnom broju ispitanika obolelih od DBKL i FL, $to sugeriSe da epigeneticki
mehanizmi regulacije genske ekspresije imaju vaznu ulogu u patogenezi ova dva
tipa B-NHL.

Kod obolelih od DBKL, metilacija p/6 gena je statisticki znacajno korelirala sa
referentnim vrednostima serumske LDH i niskim/umereno-niskim stepenom IPI
rizika, a metilacija p/5 gena sa odsustvom recidiva bolesti.

Kod obolelih od DBKL, metilacija nijednog gena nije pokazala prognosticki
znacaj, mada je uoCena tendencija ka akumulaciji metilacije p/5 gena kod
ispitanika sa povoljnijim klinicko-patoloskim karakteristikama, ukljucujuéi
starost ispod 60 godina, referentne vrednosti serumske LDH, skor ECOG
performans statusa < 2, nizak/umereno-nizak IPI, kao i kod obolelih kod kojih u
toku petogodiSnjeg perioda nije doslo do smrtnog ishoda.

Kod obolelih od FL, metilacija p/5 gena je statisticki znacajno korelirala sa
snizenim vrednostima Hb.

Kod obolelih od FL, metilacija p/6 gena je statisticki znacajno korelirala sa
kra¢im ukupnim prezivljavanjem kod ispitanika visokog FLIPI stepena rizika, i
sa duzim FFS kod ispitanika ispod 60 godina starosti.

Metilacija pl5 gena je statisticki znaCajno korelirala sa kra¢im ukupnim
prezivljavanjem kod ispitanika sa FL gradusa I, a metilacija MGMT gena sa
kra¢im FFS kod ispitanika ispod 60 godina starosti.

Kod obolelih od FL, metilacija p/6 1 MGMT gena bi mogla da ima odredeni
prognosticki znacaj, ukoliko se kombinuje sa FLIPI, odnosno, staro$¢u obolelih,
a metilacija p/5 gena sa gradusom tumora.

Kod obolelih od FL, istovremena metilacija MGMT i DAPK gena je statisticki
znacajno bila povezana sa recidivom bolesti 1 kra¢im FFS, pa bi odredivanje

istovremenog metilacionog statusa ova dva gena moglo da ukaze na grupu
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obolelih od FL potencijalno hemorezistentnih na primenjenu hemoterapiju i
sklonu recidivima bolesti.

9. Kometilacija MGMTm/DAPKm/pl6m je statisticki znacajno bila povezana sa
duzim FFS u celoj ispitivanij grupi FL, kao i kod ispitanika niskog/umerenog
FLIPI rizika, u odnosu na ispitanike sa kometilacijim MGMTm/DAPKm kod
kojih je p16 gen bio nemetilovan.

10. Dobijeni rezultati sugeriSu da FL. mogu da nastanu razli¢itim genetickim i/ili
epigenetickim putevima, od kojih svaki ima razli¢ite bioloske, klinicke i

patoloske karakteristike.
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Mpwunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

MoTtnucaHu-a MwuneHa KpajHoBuh

Opoj ynuca

UsjaBrbyjem
Aa je JOKTOPCKa AvcepTaumja nos Hacrnosom

[MporHocTnykM 3Ha4vaj abepaHTHe meTunaumje CpG ocTpBaua y onukynapHum n gndysHmnm

B-kpynHohenujckum numdgommnma HYoseka

e pe3yntat CoOnCTBEHOr UCTpaKMBa4Kor paaa,

e [a npeafiokeHa ancepraumja y LENvMHN HU Y genoBuma Huje buna npegnoxeHa
3a gobujare 6UNo Koje annnome npema CTyaujCkum nporpaMmmma gpyrnx
BMCOKOLLKOJICKMX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3yntatu KOPeKTHO HaBeaeHU U

e [a HMCaM KpLUMO/na ayTopcka npaea U KOPUCTUO UHTENEKTYarHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTtnuc pokropaHaa

Y beorpaagy, _15.05.2013.

B




Mpwunor 2.

N3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWUTaMMNaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3nje [OKTOPCKOr paaa

Mme u npesnme aytopa _MwuneHa KpajHoBuh

bpoj ynuca

CTtyamjcku nporpam

Hacnos paga MporHoctuyku 3Hayaj abepaHtHe meTunauvje CpG ocTpBaua y donukynapHum

donunkynapHum 1 andysHnm b-kpynHohenujckum nnumdommma YoBeka

MeHTop ap Koeurbka Kptonuua YKukuh, Hay4yHu caBeTHUK MHCTUTYTa 3@ HykrneapHe Hayke
2BuH4ya“

ap NopaH BpajywkoBuh, AoueHT, bruonolwikor dakynreTa,

YHuBep3uteTa y beorpagy

NMotnucadn Munexa KpajHosuh

u3jaBrbyjeM [a je WTamMnaHa Bep3unja Mor JOKTOPCKOr pafa UCTOBETHA eNEKTPOHCKO]
BEP3ujU Kojy cam npegao/na 3a objaBrbmBane Ha noptany AurutanHor
peno3utopujyma YHuBepauteta y beorpapay.

[osBosrbaBam ga ce objaBe Moju NMMYHM Nogaum BesaHu 3a gobujare akagemckor
3Bakba JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe 1 Npe3umMe, roanHa n Mecto pohera 1 gatym
onbpaHe paga.

OBM NYHM Nogaum Mory ce 06jaBUTU Ha MPEXHUM CTpaHuLama avrutanHe
6nbnunoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory u y nybnvkauunjama YHusep3suTeTa y beorpaay.

MoTtnuc pokropaHaa

Y beorpagy, 15.05.2013.




Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBep3anutetcky ombnuoteky ,Cetosap Mapkosuh® ga y urntanyu
penosutopujym YHusepsuteTta y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY aucepTtauujy nog
HacnoBoM:

[MOOrHOCTUYKM  3HOMO]  abepdaHTHe  metnadumje  CpG  octpBaug vy
ADOAUKYATPHUM ADOAUKYATPHUM 2 ANAY3IHUM B-kpynHOhEeAUCKMM
AMMADOMMMA HOBEKA

Koja je Moje ayTopcKo geno.

IucepTaumnjy ca ceum npunosmma npegao/na cam y efieKTpoHCKOM cpopmaTy NOrogHoMm
3a TPajHO apxuBMpameE.

Mojy OOKTOpPCKY aucepTaumjy noxpakeHy y QurmtanHu penosutopujym YHUBep3uTeTa
y Beorpagy mory fa kopucte CBuM KOju nowTyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogry4dno/na.

1. AyTtopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLMjanHo

3. AyTopCcTBO — HEKOMepLUjanHo — 6e3 npepaje

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLIMjanHO — 4ennTh No4 UCTUM yCroBMMa
5. AytopcTtBO — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AenuTn nog UCTUM yCcrioBMMma

(Monumo aa 3aoKpyXute camo jeqHy o WecCT NoHyheHnx nuueHun, Kpatak onuc
nuueHumM gart je Ha nonehuHun nucra).

MoTtnuc pokropaHaa

Y Beorpagy, _15.05.2013.




1. AyTtopcTBO - [lo3BOrbaBaTe yMHOXaBake, AMCTPMOYLIMjY 1 jaBHO caoniiTaBakbe
Jena, v npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
unu gaeaoua nuueHue, Yak n y komepuumjanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja o cBux
nuueHuwn.

2. AytopcTBO — HekomepumjanHo. [lo3BorbaBate yMHOXaBake, ANCTPUBbyunjy 1 jaBHO
caonwTaBawe ferna, u npepage, ako ce HaBefe MMe aytopa Ha HauuH ogpehneH of,
CTpaHe ayTopa unv Aasaoua nuueHue. Osa nuueHua He [03BOSfbaBa KOMepLmjanHy
ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekoMepuwmjanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBare yMHOXKaBake,
anctpmbyuujy 1 jaBHO caonwTaBake gena, 6e3 npomeHa, npeobnmMkoBama nnu
yrnoTpebe gena y cBom geny, ako ce Hasege ume aytopa Ha HauvH ogpefheH o
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 403BOSbaBa KOMepLMjanHy
ynotpeby gena. Y ogHOCYy Ha CBe ocTane nuueHue, OBOM NMLEHLIOM Ce orpaHu4aBa
Hajsehn obum npaea kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEpUMjarnHo — AennUT Nog UCcTUM ycroeumMa. [losBorbaBaTe
YMHOXaBake, AMCTPUBYyLMjy 1 jaBHO caoniuTaBawe Aena, v npepage, ako ce HaBeae
MMe ayTopa Ha HauuH odpefeH oa cTpaHe ayTopa Unv Aasaoua NuuUeHLEe U ako ce
npepaga AMcTpmbymnpa nog UCTOM UK CRMYHOM nuueHuoM. OBa nuueHua He
[03BorbaBa koMepuujanHy ynoTpelby gena v npepaga.

5. AytopcTBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBate yMHOXaBawe, ANCTPUBYLMjy 1 jaBHO
caonwTaBare gena, 6e3 npomeHa, npeobnunkoBara unu ynotpebe genay csom geny,
aKko ce HaBeje UMe ayTopa Ha Ha4duH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unv Aasaoua
nuueHue. OBa nuueHua A03BOrbaBa komepuumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTOpPCTBO - AeNUTK NoA UCTMM ycrioBuMa. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake,
AVCTpUBYLMjy 1 jaBHO caoniwiTaBame Aena, v npepaze, ako ce HaBeae UMe ayTopa Ha
HayuH ogpefeH oA cTpaHe ayTopa Unv gasaoua NuueHLe 1 ako ce npepaaa
ACcTpubympa nod UCTOM UMK cninyHOM nuueHuom. OBa nuueHua 003BorbaBa
KomepuujanHy ynoTpeby gena v npepaga. CnuyHa je codTBEPCKMM NULEHLIaMa,
OOHOCHO N1LiEHLI@Ma OTBOPEHOT Koaa.
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