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Studija asocijacije gena za mikroRNK (MIR34, MIR143, MIR145 i MIR378) i gena za
odrzavanje tkivne homeostaze sa karcinomom prostate

Sazetak

Karcinom prostate (KP) je drugi po ucestalosti maligni tumor muskaraca i predstavlja jedan od
vodecih izazova savremene onkologije. Danas se intenzivno istrazuju novi bioloski markeri koji bi
se u kombinaciji sa standardnim prognostickim parametrima KP koristili u dijagnostici i lecenju
ovih bolesnika. Kandidate za nove markere KP predstavljaju i potencijalno funkcionalne geneticke
varijante sa efektom na nivoe transkripcije i/ili obradu u genima za mikroRNK kao i geneticke
varijante u mestima vezivanja mikroRNK za proteine analizirane u okviru ove doktorske disertacije.
Asocijacija potencijalno funkcionalnih genetickih varijanti u regulatornim regionima gena hsa-miR-
34b/c (rs4938723), hsa-miR-378 (rs1076064), hsa-miR-143/145 (rs4705342) i genima KLK3
(rs1058205), VAMPS8 (rs1010) i MDM4 (rs4245739), a koje menjaju mesta vezivanja mikroRNK,
analizirana je u grupi od 355 bolesnika sa KP, 358 bolesnika sa benignom hiperplazijom prostate i
370 zdravih muskaraca koji su ¢inili kontrolnu grupu. Genotipizacija odabranih genetickih varijanti
vrSena je upotrebom TagMan eseja za genotipizaciju tackastih genetickih varijanti i real-time PCR-
a. Nakon statisticke obrade dobijenih rezultata utvrdena je asocijacija geneticke varijante rs4705354
sa povecanim rizikom za razvoj KP kod bolesnika iz populacije Srbije. Istovremeno, za genetcku
varijanu rs1076064 ustanovljena je asocijacija sa rizikom za progresiju bolesti kod bolesnika iz nase
populacije. Ostale analizirane geneti¢ke varijante u okviru ove teze pokazivale su asocijaciju sa
vrednostima razli€itih standardnih prognosti¢kih parametara KP. Dobijeni rezultati upucuju na to da
odabrane geneticke varijante mogu biti od znacaja prilikom procene rizika za progresiju tumora kod
bolesnika iz nase populacije.

Kljuéne refi: karcinom prostate, studija asocijacije, geneticke varijante, mikroRNK, hsa-miR-
34bl/c, hsa-miR-378, hsa-miR-143/145, KLK3, VAMP8, MDM4.

Naucna oblast: Biologija
UZa nauc¢na oblast: Biohemija i molekularna biologija



Association study of microRNA genes (MIR34, MIR143, MIR145 and MIR378) and genes
involved in tissue homeostasis with prostate cancer

Abstract

Prostate cancer (PCa) is the most common cancer among men in Europe and one of the major
medical problems in modern health practice. Novel molecular markers are urgently needed for
better management and risk stratification of patients. Among the novel candidate genetic variants
for the present study with the potential of becoming novel biological markers of PCa development
and progression are single nucleotide variants (SNVs) with potential effect on microRNA
processing/level of transcription as well as SNVs affecting the microRNA-binding mechanisms in
KLK3, VAMP8 and MDM4 genes. The effect of SNVs rs4938723, rs1076064 and rs4705343
occurring in regulatory regions of miR-34b/c, miR-143/145 and miR-378, respectively, on PCa risk
and progression in Serbian population was assessed on 355 patients with PCa, 358 patients with
benign prostatic hyperplasia and 370 healthy volunteers. The same study group was used for
evaluation of KLK3 (rs1058205), VAMPS8 (rs1010) and MDM4 (rs4245739) genetic variants effect
on PCa risk and progression in our population. Genotyping of selected SNVs was performed by
Tagman® SNP Genotyping Assays and real-time PCR. Results were statistically evaluated and
genetic variant rs4705342 was identified as PCa susceptibility variant in Serbian population, while
rs1076064, rs4938723, rs1058205, rs1010 and rs4245739 showed no association with PCa risk. At
the same time genetic variant rs1076064 was associated with the risk of PCa progression. Genetic
variants rs4938723, rs1076064 and all three SNVs affecting microRNA binding mechanisms have
shown the association with the parameters of PCa progression. The obtained results point out the
potential relevance of the tested SNVs for the disease aggressiveness assessment.

Keywords: prostate cancer, association study, genetic variants, microRNA, hsa-miR-34b/c, hsa-
miR-378, hsa-miR-143/145, KLK3, VAMP8, MDM4.

Scientific field: Biology
Scientific subfield: Biochemistry and Molecular Biology



Skracenice

ADT - terapija leCenja karcinoma prostate deprivacijom androgenih hormona (eng. androgen
deprivation therapy, ADT)

Ago — protein Argonaut (eng. Argonaute, AGO)

AGOL - protein Argonaut 1 (eng. Argonaute 1, AGO1)

AGO2 — protein Argonaut 2 (eng. Argonaute 1, AGO1)

AIC — Akaike informacioni Kkriterijum (eng. Akaike information criterion, AIC)

AJCC - ameri¢ki sistem za odredivanje stadijuma primarnog tumora (eng. American Joint
Commitee on Cancer, AJCC)

AR — androgeni receptor

ARE — element odgovora na androgene

BCL2 — anti-apoptotski protein limfoma B ¢elija 2 (eng. B-cell lymphoma 2, BCL2)

BPH — benigna hiperplazija prostate

BRCAL — gen karcinoma dojke 1 (eng. Breast cancer 1 gene, BRCAL)

BRCAZ2 — gen karcinoma dojke 2 (eng. Breast cancer 2 gene, BRCA2)

CIl —interval poverenja (eng. Confidence Interval, CI)

C-MYC - c¢elijski MYC proto-onkogen, homolog virusnog onkogena v-Myc (eng. MYC Proto-
Oncogene, V-Myc Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog, MYC)

CRPC - karcinom prostate neosetljiv na kastraciju (eng. castration resistant prostate cancer,
CRPC)

CYP17Al — ¢lan 1 porodice 17, podfamilije A gena za citohrom P450 (eng. Cytochrome P450
Family 17 Subfamily A Member 1, CYP17A1)

CYP19Al1 — ¢lan 1 porodice 19, podfamilije A gena za citohrom P450 (eng. Cytochrome P450
Family 19 Subfamily A Member 1, CYP19A1)

CZ — centralna zona prostate

DGCRS8/Pasha — kriti¢ni region 8 za DiGeoge-ov sindrom/Pasa (eng. DiGeorge syndrome
chromosomal region 8/Pasha, DGCR8/Pasha)

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

DRE - digitorektalni pregled (eng. digital-rectal examination, DRE)

E2F1 — E2F transkripcioni faktor 1 (eng. E2F transcription factor 1, E2F1)

EAU — Evropsko udruZenje urologa (eng. European Association of Urologists, EAU)

EDTA — etilen diamin tetra sir¢etna kiselina

ESCC — skvamozni karcinom jednjaka (eng. Esophageal Squamous Cell Carcinoma, ESCC)

Et-Br — etidijum-bromid

fPSA — slobodni prostata specifi¢ni antigen (eng. free PSA, fPSA)

FRET — prenos fluorescentne rezonantne energije (eng. fluorescence resonance energy transfer,
FRET)

GEMIN3 — Gem-asocirani protein 3 (eng. Gem Nuclear Organelle Associated Protein 3, GEMIN3)
GEMIN4 — Gem-asocirani protein 4 (eng. Gem Nuclear Organelle Associated Protein 4, GEMIN4)
GS — Glison skor

GWAS - Studija asocijacije na ¢itavom genomu (eng. Genome-wide association studies, GWAS)
hER — hrapavi endoplazmati¢ni retikulum

HPC1/RNASEL - nasledni region karcinoma prostate 1/Ribonukleaza 1 (eng. Prostate Cancer
Hereditary 1/ Ribonuclease L, HPC1/RNASEL)

HPC3 — nasledni region karcinoma prostate 3 (eng. Prostate Cancer Hereditary 3, HPC3)

HPC8 — nasledni region karcinoma prostate 8 (eng. Prostate Cancer Hereditary 8, HPC8)

HPCX1 — X-vezani nasledni region karcinoma prostate 1 (eng. Prostate Cancer Hereditary X-
Linked 1, HPCX1)



HSD17B1 — hidroksisteroid 17- dehidrogenaza I (eng. Hydroxysteroid 17-Beta Dehydrogenase 1,
HSD17B1)

HSD3B1 — 3pB-hidroksisteroid dehidrogenaza tip | (eng. 35-Hydroxysteroid Dehydrogenase Type 1,
HSD3B1)

HWE — Hardi-Vajnbergova ravnoteza (eng. Hardy-Weinberg Equilibrium, HWE)

INDEL - inserciono delecione varijante (eng. INsertion/DELetion, INDEL’s)

IRNK — informaciona RNK

K562 — DNK standard za koli¢inu

KLK3 — Kalikreinu sli¢na peptidaza 3 (eng. Kalikrein Related Peptidase 3, KLK3)

KP — karcinom prostate

MDM2 — ljudski homolog P53 vezujuéeg proteina (eng. Mouse Double-Minute 2, Human Homolog
Of P53-Binding Protein, MDM2)

MDM4 — MDM4 regulator proteina p53 (eng. MDM4 Regulator of p53, MDM4)

min — minut

MIiRISC — mikroRNK-indukujuéi utisavaju¢i kompleks (eng. miRNA-induced silencing complex,
miRISC)

MMR - geni za popravku ostecenja na molekulu DNK (eng. DNA mismatch repair genes, MMR
geni)

MRE - regulatorni elementi za mikroRNK (eng. microRNA regulatory elements, MRE)

NF-kB — nuklearni faktor Kappa-B (eng. Nuclear Factor Kappa-B, NF-kB)

OR — odnos $ansi (eng. odds ratio, OR)

p2PSA — [-2]proPSA

PCBC — gen suspektni na karcinom prostate/karcinom mozga (eng. Prostate Cancer/Brain Cancer
Susceptibility, PCBC)

PCR — Lancana reakcija polimeraze

PHI — indeks zdravlja prostate (eng. Prostate Health Index, PHI)

PIVOT — americ¢ko istrazivanje PIVOT (eng. The Prostate Cancer Intervention Versus Observation
Trial, PIVOT)

PPARGCI1B - peroksizomima aktivirani proliferativni receptor-GAMMA (eng. Peroxisome
Proloferator-Activated Receptor-GAMMA, Caactivator 1, Beta; PPARGC1B)

PSA — prostata specifi¢ni antigen (eng. prostate specific antigene, PSA)

PZ — periferna zona prostate

RAN —nuklearni protein povezan sa Ras-om (eng, Ras-Related Nuclear Protein, RAN)

Ran-GTP — nuklearni protein povezan sa Ras-om i GTP-om (eng. Ras-related nuclear protein-
GTP)

RNK - ribonukleinska kiselina

rpm — obrtaja po minuti (eng. rounds per minute, rpm)

RR — relativni rizik (eng. relative risc, RR)

s — sekunda

SCLC - sitnocelijski karcinom pluca (eng. Small Cell Lung Cancer, SCLC)

SLITRK1 — SLIT i NTRK-sli¢an ¢lan porodice 1 (eng. SLIT And NTRK Like Family Member 1,
SLITRK1)

Smad3 — ¢lan 3 porodice SMAD proteina (eng. SMAD familiy member 3, Smad3)

Smad4 — ¢lan 4 porodice SMAD proteina (eng. SMAD familiy member 4, Smad4)

SNARE- porodica solubilnih receptorskih proteina osetljivih na N-etilmalemid (eng. soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor-attachment protein receptors, SNARES)

SNV - tackasta geneticka varijanta (eng. single nucleotide variant, SNV)

SRD5AZ2 — steroidna 5-o reduktaza Il (eng. steroid 5 alpha-reductase 11, SRD5A2)

TBE — Tris-borat-EDTA

TGFp — transformisuci faktor rasta B (eng. Transforming growth factor f, TGFp)



TNM - sistem za odredivanje stadijuma primarnog karcinoma gde T predstavlja primarni tumor, N
regionalnu pros$irenost tumora u limfne noduse, a M prisustvo ili odsustvo metastaza (eng. Tumor,
Node, Metastasis, TNM)

TP53 — tumor protein p53 (eng. Tumor Protein p53, TP53)

tPSA — totalni prostata specifi¢ni antigen (eng. total PSA, tPSA)

TRBP — gen za TAR RNK-vezujuéi protein 2 (eng. TAR RNA-Binding Protein 2, TARBP2 ili
TRBP)

TRUS - transrektalni ultrazvu¢ni pregled (eng. transrectal ultrasonography, TRUS)

TZ — tranziciona zona prostate

UTR — netranslatirajuci region

UV — ultravioletno zracenje

VAMP8 — membranski protein 8 asociran sa vezikulama (eng. Vesicle Associated Membrane
Protein 8, VAMP8)

VNTR - varijante u broju uzastopnih (tandemskih) ponovaka (eng. Variable Number of Tandem
Repeats, VNTRS)

XPO5 — Exportin-5 protein
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1. Uvod
1.1. Prostata

1.1.1. Anatomija, histologija i fiziologija prostate

Prostata je neparna zlezda, oblika kestena, koja se nalazi ispod mokraéne beSike. Smestena
je u potperitonealnom spratu karli¢ne duplje, iza preponske simfize, a ispred rektuma (Slika 1.).
Kroz prostatu prolazi pars prostatica urethrae. U njoj se spajaju urinarni (pars prostatica urethrea)
I reproduktivni sistem (ductus ejaculatorius) muskaraca. To je Zlezdano-miSi¢ni organ pridodat
semenim putevima ¢ija se funkcija ogleda u likvefakciji semene tecnosti. Prostata lu¢i baznu te¢nost
koja omogucava pokretljivost spermatozoida i zastitu prilikom ulaska u Zenski reproduktivni sistem.
Prostata je izgradena od zlezda i strome koji zajedno okruzuju uretru. Parenhim prostate podeljen je
na vise bioloski razli¢itih zona od kojih su najvaznije: periferna zona (PZ), centralna zona (CZ),
prelazna zona (eng. transitional zone, TZ) i periuretralna zona (Slika 2). Zonalna podela prostate
dobija na znacaju nakon otkri¢a njene povezanosti sa lokalizacijom najce$¢ih bolesti prostate
Prostata sadrzi oko 50 zlezdanih acinusa (gladulae prostaticae) razli¢itog oblika i veliine
smestenih u fibromuskularnoj stromi. Misi¢no tkivo prostate (m. prostaticus) izgradeno je od ¢elija
glatkih miSic¢a koje svojom kontrakcijom izbacuju sadrzaj prostati¢nih zlezda u uretru (1).

PROSTATA IN SITU

Mokracna besika
— Semena kesica

Briznik (Ductus ejaculatorius)

Besicno-rektalna
fascija

Urogenitalna dijafragma

Bulbo-uretralna (Kuperova)
Zlezda i kanal

Slika 1.1. Pozicija prostate. Prostata je smestena ispod mokraéne besike, iza preponske simfize, a
ispred rektuma (Slika preuzeta i modifikovana iz Kamaya A. & Wong J., 2016.) (1).

- Mokracna besika

Preprostaticni sfinkter
P Centralna zona (C2)

Periuretralne Zlezde

—~ Proksimalna uretra prostate

Prelazna/tranziciona zona (TZ) ——
Periferna zona (PZ)

Distalna uretra prostate = Verumontanum

Slika 1.2. Zonalna podela prostate. Centalna zona okruzuje uretru koju veéim delom okruzuje
periferna zona. Prelazna zona prostate okruzuje spoj proksimalnog i distalnog kanala uretre. (Slika
preuzeta i modifikovana iz Kamaya A. & Wong J., 2016.) (1).



1.1.2. Bolesti prostate

Najc¢esca oboljenja prostate su: prostatitis (zapaljenje prostate), benigna hiperplazija prostate
(eng. benign prostatic hyperplasia, BPH) i maligni tumori prostate (karcinom prostate) (2).

1.1.2.1. Prostatitis

Prostatitis, zapaljenska lezija prostate, moze biti akutni i hroni¢ni. Vrlo Cesto se
dijagnostikuje kod muskaraca nakon kultivisanja uzorka mokrace pre i posle digitorektalnog
pregleda. Akutni prostatitis nastaje kao posledica bakterijskih infekcija, narocito Escherichie coli
(3). Ukoliko se ne leci, akutni prostatitis vrlo ¢esto prelazi u hroni¢nu formu bolesti. Hroni¢ni
prostatitis moze biti bakterijski, abakterijski 1 granulomatozni. Kod abakterijskog hroni¢nog
prostatitisa mikrobioloske kulture sekreta prostate su negativne i najceSce ga izazivaju Chlamydia
trachomatis i Ureaplasma urealyticum. Granulomatozni hroni¢ni prostatitis odlikuje se prisustvom
granuloma unutar prostate, i moze nastati kako infekcijom izazvanom bakterijom Mycobacterium
tuberculosis, tako i mehanickim i radijacionim, ozledama prostate, itd. U akutnom prostatitisu,
prostata je Cesto uvecana i bolno osetljiva na dodir tokom pregleda. Hroni¢ni prostatitis moze biti
simptomatski ili asimptomatski. On je vazan izvor ponovljenih infekcija urinarnog trakta kod
muskaraca (2, 4).

1.1.2.2. Benigna hiperplazija prostate

Benigna hiperplazija prostate nastaje proliferacijom zlezdanih celija i strome u prelaznoj
(TZ) i centralnoj zoni (CZ) prostate, dok najvec¢i procenat karcinoma prostate (KP) nastaje u
perifernoj zoni (2). Ovo oboljenje veoma je Cesto i ve¢ u Cetrdesetim godinama manifestuje se kod
znacajnog broja muskaraca. Sa porastom zivotne dobi, progresivno raste i ucestalost oboljevanja od
Hiperplaziju prostate izaziva povecana proliferacija ¢elija strome i zlezda Sto dovodi do uvecanja
prostate i opstrukcije mokracnih puteva. lako tacan uzrok ove bolesti nije poznat, smatra se da
poremecaji u androgenoj signalizaciji predstavljaju glavni “okida¢” u njenom nastanku.
Dihidrotestosteron, glavni aktivni oblik testosterona u tkivu, vezujuci se za androgeni receptor (AR)
dovodi do njegove aktivacije i translokacije u jedro. Vezujuéi se za elemente odgovora na
androgene (eng. androgen response elements, ARE), AR ucestvuje u regulaciji ekspresije brojnih
gena. Takva molekularna kaskada dovodi do benignog uveéanja prostate. S obzirom na to da se
BPH javlja u unutrasnjim zonama prostate, uve¢ani nodulusi komprimuju prostati¢ni deo uretre. U
velikom broju slucajeva to dovodi do opstrukcije donjih delova urinarnog trakta Sto za posledicu
ima poremecaje u mokrenju. Kod nekih muskaraca moze doc¢i i do potpune opstrukcije mokrenja
Sto stvara uslove za pojavu infekcija urinarnog trakta a u teZim, neleCenim oblicima urinarne
opstrukcije uzrokovane BPH moze do¢i i do hidronefroze (2, 5).

1.1.2.3. Maligni tumori prostate

Mikroskopski, ve¢ina malignih tumora posledica je abnormalne proliferacije zlezdanog
epitela prostate (adenokarcinom), dok svega 2% ¢ine mezenhimalni tumori — sarkomi (6). Zbog
toga se termin karcinom prostate (KP) naj¢es¢e odnosi na sporadi¢ne oblike adenokarcinoma. KP je
drugi najcesce dijagnostikovan karcinom kod muskaraca u svetu. Prema proceni Americkog drustva
za maligne bolesti, u Sjedinjenim Americkim Drzavama u 2020. godini od KP-a ¢e oboleti gotovo
191 930 muskaraca od ¢ega ¢e u preko 33 000 sluc¢aja rezultovati smrtnim ishodom (7). U Srbiji,
prema podacima Instituta za javno zdravlje ,,Dr Milan Jovanovi¢ Batut“ KP je tree maligno
oboljenje po broju dijagnostikovanih slucajeva, ali ujedno 1 bolest koju prati najveéi trend smrtnosti
u nasoj zemlji (8). Procenjuje se da ¢e od tumora prostate u proseku oboleti svaki deveti muskarac
na svetu (7).



1.2. Karcinom prostate

Karcinom prostate predstavlja jedan od najvecih izazova savremene medicine i to kako zbog
kontinuiranog porasta incidence tako i zbog izuzetne heterogenosti u bioloSkom ispoljavanju
bolesti. Neki KP su asimptomatski i takvi muskarci najées¢e umiru od drugih komplikacija koje
nisu vezane za samo maligno oboljenje. Druga, velika ve¢ina muskaraca, ima takozvanu latentnu
formu bolesti koja u dugom vremenskom intervalu nece ugroziti zivot bolesnika i predstavlja formu
bolesti koju je, u dugom vremenskom periodu, neophodno le¢iti isklju¢ivo modalitetom aktivnog
pracenja bez bilo kakvih drugih radikalnijih intervencija koje bi mogle ugroziti kvalitet Zivota tih
bolesnika (9). Rano dijagnostikovanje latentnih KP vezuje se za fenomene ,,preterane dijagnoze® i
»preteranog leCenja*“ ove bolesti (10). Postoji i tre¢a grupa bolesnika sa KP koji imaju onu
najagresivniju formu bolesti koja najéesc¢e dovodi do prete¢ih posledica po zivot. Savremena
istrazivanja u oblasti KP sve su vise okrenuta ka identifikaciji razlika u bioloskim mehanizmima
koji dovode do toga da neke forme KP-a u dugom vremenskom periodu ostanu latentne i blage, dok
druge imaju izuzetno brz progres rezultuju¢i smrtnim ishodom (11, 12).

1.2.1. Epidemiologija karcinoma prostate

Karcinom prostate odlikuje razli¢ita incidenca oboljevanja u razli¢itim populacijama ljudi
(13). Najpodlozniji ovom malignom oboljenju su Amerikanci africkog porekla, potom slede
Evropljani, dok Azijate prati najmanja ucestalost oboljevanja (13, 14). U SAD Amerikanci africkog
porekla imaju gotovo 60% vecu incidencu oboljevanja u poredenju sa Amerikancima evropskog
porekla (15, 16). Takode, zabelezena je i mnogo veca smrtnost medu pripadnicima te populacije.
Razlike u oboljevanju i smrtnosti pripisuju se kako genetickim tako 1 uticajima spoljasne sredine, ali
i brojnim socioloskim faktorima (dostupnost zdravstvene zastite, modaliteti skrininga na bolest,
itd.) (13).

1.2.2. Faktori rizika za KP

Tri najprepoznatija faktora rizika za razvoj KP su starosna dob, etnicko poreklo i porodi¢na
anamneza (17). Ovo maligno oboljenje se jo§ uvek smatra boleS¢u starije zivotne dobi iako je
primeceno sve ¢eS¢e oboljevanje muSkaraca u ranim pedesetim godinama. Rezultati epidemioloskih
studija takode ukazuju da je 10% KP dijagnostikovano kod muskaraca mladih od 56 godina (18).
Takvi KP predstavlju takozvane rano-otkrivene (eng. early-onset) forme za koje su brojne studije
pokazale da imaju znatno agresivniji tok bolesti i iziskuju primenu $to ranijih, agresivnijih,
modaliteta leCenja. Buduc¢i da takvi rano-otkriveni KP mogu nastati zbog prisustva naslednih
mutacija, takvi bolesnici vrlo ¢esto su ukljuceni u studije genetiCke asocijacije koje za cilj imaju
razotkrivanje pojedinacnih gena-uzro¢nika KP (19).

S obzirom na to da su primecene razlicite incidence oboljevanja od KP kod ljudi razli¢itog
etnickog porekla, odnosno da Amerikanci africkog porekla spadaju u najrizi¢niju kategoriju, smatra
se da poreklo ima vaznu ulogu u etiologiji KP (20).

Karcinom prostate je visoko heritabilan, odnosno visoko nasledan karcinom (21). Udeo
nasledne komponente u njegovom nastanku veci je €ak 1 u poredenju sa karcinomom dojke,
odnosno karcinomom kolona (22, 23). Geneticki faktori imaju gotovo 60% udela u riziku za
nastanak i progresiju KP (24). Ostatku rizika za KP doprinose razli¢iti faktori sredine kao i sama
interakcija izmedu gena i sredine. lako je najveéi broj KP sporadi¢an, primeéena je i njegova
familijarna kao i nasledna forma. Naslednim KP se smatra ona forma bolesti nastala kao posledica
retkih mutacija u genima visoke penetrabilnosti koju odlikuje Mendelovski tip nasledivanja
(autozomalno-dominantno ili rede X-vezano recesivno/autozomalno-recesivno nasledivanje) (25).
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Nasledni KP ¢ini svega 5% slucajeva KP i dijagnostikuje se kod muskaraca mlade Zivotne dobi
(26). Definisani su i vrlo strogi kriterijumi za svrstavanje nekog KP u nasledni tip. Porodice sa
naslednim tipom KP moraju zadovoljavati jedan od slede¢ih kriterijuma: tri ili viSe ¢lana porodice
prvog stepena imaju KP (otac, brat, sin); pristustvo KP u tri uzastopne generacije ili srodstvo sa
barem dva dalja ¢lana porodice kod kojih je KP dijagnostikovan pre 55. godine zivota. Familijarni
tip karakteriSe KP od kog su barem dva bliska ¢lana porodice obolela. Izmedu 13% 1 25% svih KP
¢ini familijarni tip bolesti (26). Bas kao i kod sporadicnog KP, nastanku familijarnog tipa bolesti
mnogo viSe doprinose mnogobrojni lokusi niske penetrabilnosti, njihova medusobna interakcija, ali
I interakcija sa faktorima sredine (26, 27).

Jedna velika epidemioloska meta-analiza koja je analizirala preko 33 studije slucajeva i
kontrola pokazala je da je rizik za razvijanje KP ve¢i kod muskaraca koji imaju obolelog brata nego
obolelog oca od KP (28). Rizik je obrnuto proporcionalan zivotnoj dobi obolele srodne osobe.
Dodatno, pokazano je da na povecan rizik za razvoj KP uti€e i pozitivna porodi¢na anamneza
karcinoma dojke i karcinoma jajnika (29). U jednoj od studija zabelezen je povecan rizik za KP kod
muskaraca ¢ije su majka ili sestra imale neki od ova dva maligniteta (RR 1.7, 95% CI 1.0-3.0) (30).
U isto vreme, primecen0 je i da porodicna anamneza KP povecava rizik za oboljevanje Zenskih
srodnika od karcinoma dojke, pogotovu kod Amerikanki africkog porekla (prilagodeni HR 1.14;
95% CI, 1.02-1.26) (31). Veza izmedu povecanih incidenci oboljevanja u porodicama u kojima su
prisutna ova dva maligniteta objasnjava se mutacijama u genima BRCAL (eng. Breast cancer 1
gene, BRCAL) i BRCA2 (eng. Breast cancer 2 gene, BRCA2) odgovornim za nasledne oblike
karcinoma dojke, karcinoma jajnika kao i rano-dijagnostikovane forme KP (32). Povecana
incidenca oboljevanja od KP primecena je i kod porodica sa naslednim nepolipoznim kolorektalnim
karcinomom (Lin¢ov sindrom) i sporadi¢nim kolorektalnim karcinomom. Nasledne promene u
genima za popravku ostecenja molekula DNK (eng. DNA mismatch repair genes, MMR genes), a
koje dovode do razvoja ova dva maligniteta nalaze se i u etiologiji nastanka KP (33).

1.2.3. Postavljanje dijagnoze karcinoma prostate

Iako se KP sve ¢esc¢e dijagnostikuje kod muskaraca u sve mladoj zivotnoj dobi, ipak njegova
najveca incidenca je kod muskaraca izmedu 66 i 75 godine Zivota (34). Sedamdeset do osamdeset
posto KP javlja se u perifernim zlezdama koje se u vidu tvrdih nepravilnih nodusa mogu detektovati
digitorektalnim pregledom (eng. digital-rectal examination, DRE). Rane lezije KP tipi¢no se nalaze
odmah ispod kapsule prostate, dok lokalno uznapredovali karcinomi mogu naseliti susedne semene
kesice, prostati¢ni deo uretre, pa Cak i izvrsiti invaziju uzidove mokraéne besike (6).

U pocetnom stadijumu, KP c¢esto su asimptomatski. Obdukcijom kod gotovo trecine
muskaraca izmedu 30 i 40 godine pronadeni su mikroskopski lokusi ovog karcinom. Simptomi KP
su nespecifi¢ni, zajednicki sa benignim bolestima prostate i najéesé¢e su povezani sa opstrukcijom
donjeg urinarnog takta. Nazalost, u ne malo broju slucajeva, mestastaze pracene bolom u kostima su
prvi klinicki simptomi koje dovode do dijagnostike KP (2, 6).

KP se danas dijagnostikuje klinickim pregledom urologa koji obuhvata porodi¢nu
anamnezu, digitorektalni pregled prostate (eng. digital-rectal examination, DRE), ultrazvucni
pregled abdomena, beSike i prostate kroz rektum (eng. transrectal ultrasonography, TRUS), kao i
laboratorijsko odredivanje serumske vrednosti prostata specifi¢nog antigena (eng. prostate specific
antigene, PSA) (35). lako neophodan, DRE sve vise gubi na znacaju zbog svoje nespecifi¢nosti.
Naime, pokazano je da bolesnici sa KP mogu imati potpuno normalan nalaz DRE, a da pojedini
bolesnici sa zapaljenskim bolestima prostate mogu dati lokalna zadebljanja prostate koja lazno
asociraju na karcinom (36).



1.2.3.1. Primena PSA kao dijagnosticko-prognostickog parametra kod KP

Veoma vazno mesto u dijagnostici, ali 1 pracenju klinickog toka bolesti ima merenje
serumske vrednosti PSA (37). PSA je proteoliticki enzim kojeg stvaraju i izlu¢uju kako
neizmenjene tako i neoplastino transformisane celije zlezdanog epitela prostate. Ovaj enzim
izluCuje se u acinuse prostate, a odatle u semenu teCnost gde obezbeduje pokretljivost
spermatozoida tako §to odrzava seminalni sekret te¢nim. Fizioloske vrednosti serumskog PSA krecu
se u granicama od 0 do 4 ng/mL (2, 37). Iako karicnomske celije sekretuju vece koli¢ine PSA, do
povecanja njegove vrednosti u serumu bolesnika moze do¢i i kao posledica benigne hiperplazije
prostate ili bilo kog drugog stanja koji remeti normalnu funkciju prostate. lako se odredivanje
serumske vrednosti PSA rutinski primenjuje u dijagnostici i pra¢enju progresije KP ve¢ vise od 20
godina, on nije bolest-specifican marker (37, 38). Stavise, pokazano je da kod odredenog broja
muskaraca sa lokalnim KP, ograni¢enim samo na tkivo prostate, vrednost PSA ne mora biti
poviSena. Zbog takvih ograni¢enja u specifi¢nosti, serumska vrednost PSA ima ograni¢enu primenu
I ne koristi se kao izolovan test za pretragu KP kod muskaraca (39). PSA ima mnogo vecu primenu
u praéenju terapijskog odgovora. Od izuzetne je vaznosti za pracenje relapsa bolesti nakon
primenjene adekvatne terapije. Pove¢ana vrednost PSA nakon leCenja ukazuje na recidiv bolesti ili
pojavu metastaza. Merenje brzine PSA, gustine PSA (odredivanje odnosa izmedu serumske
vrednosti PSA i zapremine prostate), kao i odredivanje procenta slobodne frakcije ovog markera u
odnosu na njegovu neaktivnu, vezanu, formu moze biti od pomoc¢i u ,,sivoj zoni* vrednosti PSA od
4-10 ng/mL (40).

1.2.3.2. Odredivanje patohistoloskog gradusa karcinoma prostate

Biopsija prostate i to transrektalnim ultrazvkom vodena biopsija (eng. transrectal
ultrasound-guided biopsy, TRUS guided biopsy) jedina je metoda kojom se sa sigurno$éu
dijagnostikuje KP (2, 6). Broj iseCaka tkiva prostate koji se uzima najceS¢e iznosi od 6-12.
Histopatoloskom analizom bioptiranog tkiva prostate odreduje se gradus tumora (41).
Odredivanjem gradusa karcinoma procenjuje se bioloSki potencijal tumora odnosno njegova
agresivnost i potencijal za formiranje metastaza. Zasniva se na citoloskoj diferencijaciji tumorskih
¢elija 1 broju mitoza u analiziranim iseccima tumora. Za odredivanje gradusa tumora prostate
najéesc¢e se primenjuje Glison gradus sistem koji se zasniva na identifikaciji pet razlicitih
histoloskih slika (42) (Slika 1.3).
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Slika 1.3. Shematski prikaz tipi¢nih morfoloskih slika Glison gradus sistema (Slika dostupna na
URL adresi: http://www.clevelandhealth.info/prostate-cancer-gleason-score/)



Histoloska slika 1 predstavlja najbolje diferentovan tumor, sa okruglim, uniformnim,
neizmenjenim zlezdanim c¢elijama, dok sliku 5 Glison gradusa odlikuje u potpunosti naruSena
zlezdana arhitektura, u kojoj tumorske celije infiltriraju stromu u vidu traka ili snopova. Posto
vecina tumora sadrzi viSe od jedne histoloske slike, nakon mikroskopske analize tkiva utvrduje se
zbirni Glison gradus, odnosno Glisonov skor. Vrednosti ovog skora kre¢u se od 2-10 i predstavljaju
zbir histoloske slike koja se uocava u vecini preseka, prvu dominantnu sliku, 1 drugu redu sliku sa
najvisim primecéenim histologkim obrascem izmena u strukturi Zlezdanog epitela (42). Sto je veéi
gradus karcinoma, tj. §to je veci Glison skor to je 1 ve¢i maligni potencijal tumora.

1.2.3.3. Odredivanje klini¢kog stadijuma karcinoma prostate

Klini¢ki stadijum bolesti ima vaznu ulogu u proceni i leenju KP. Utvrduje se fizikalnim
pregledom i radioloskim tehnikama (kompjuterizovana tomografija i magnetna rezonancija), a u
retkim slucajevima i1 hirurSkom pretragom (2). Odredivanje stadijuma zasniva se na veli¢ini
primarne lezije, obimu pro$irenosti tumora u regionalne limfne noduse i prisustvu ili odsustvu
udaljenih metastaza. Trenutno se koriste dve metode za prikazivanje stadijuma tumora, TNM sistem
(eng. Tumor, Node, Metastasis, TNM) i AJCC sistem (eng. American Joint Commitee on Cancer,
AJCC)(43). U TNM sistemu koji je danas vise u upotrebi, T predstavlja primarni tumor, N
regionalnu proSirenost tumora u limfne noduse, a M prisustvo ili odsustvo metastaza. T1, T2, T3,
T4 opisuje rastu¢e dimenzije primarnog tumora, N1 ili NO oznacava zahvacenost/odsustvo tumora u
regionalnim limfnim nodusima, dok M1/MO predstavlja prisustvo odnosno odsustvo udaljenih
metastaza (Tabela 1.1). Odredivanje klinickog stadijuma tumora ima vecu klinicku vrednost od
gradiranja tumora. Nakon hirur§kog lecenja KP postavlja se definitivni patohistoloski stadijum
tumora (41).

Tabela 1.1. Odredivanje stadijuma KP na osnovu TNM sistema klasifikacije

Ty Zbog manjka informacija, tumor ne moze biti detektovan
To Nema znakova primarnog tumora
T, Klini¢ki neprimetna lezija
T1a Tumor zahvata < 5% reseciranog tkiva
T Tumor zahvata > 5% reseciranog tkiva
Tie "ll;usr'r&or se nalazi u uzorku dobijenom iglenom biopsijom uz povisen
T, Tumor je detektabilan tokom DRE i nalazi se samo u okviru zlezde
Toa Tumor zauzima manje od 50% jednog lobusa prostate
T Tumor zauzima Vi§'e od 50% jednog lobusa prostate
Toe Tumor je prosiren i zahvata oba lobusa prostate
Ts Tumor izlazi van zlezde
Tsa Tumor je van prostate, Sirenje van kapsule
Tan Invazija semenih kesica
T, Tumor se prosirio van semenih kesica i obliznjih nodusa stigavsi do
besike
Ny Susedni limfni nodusi nisu istrazeni
No Nema proSirenosti tumora u susedne limfne noduse
N Tumor je prosiren na susedne limfne noduse
Mo Tumor se nije prosirio van prostate
M, Tumor je metastazirao van prostate
Mia Tumor je zahvatio distalne limfne noduse
Mip Tumor je metastazirao na kosti
M. Tumor je metastazirao na udaljene organe



1.2.4. Lecenje karcinoma prostate

KP le¢i se razli¢itim kombinacijama hirur§ke, zrane i hormonske terapije (44).
Lokalizovana bolest koja je ograni¢ena na tkivo prostate leci se hirurSkim putem odnosno
radikalnom prostatektomijom. U uslovima kada hirurSka terapija nosi povecan rizik za bolesnika,
narocito kod onih u starijoj zivotoj dobi, primenjuje se i zracna terapija. Centralnu ulogu u lecenju
uznapredovalog karcinoma ima hormonska terapija odnosno deprivacija androgena (eng. androgen
deprivation therapy, ADT) (44, 45). Veéina KP osetljiva je na androgene, te tako hirurska ili
medikamentozna kastracija, estrogeni i lekovi koji blokiraju androgene receptore igraju vaznu ulogu
u le¢enju diseminovanog KP. Progresija bolesti kod bolesnika na hormonskoj terapiji neizbezno
vodi ka razvoju hormonske rezistencije. Za hormonski rezistentne metastatske KP (eng. castration
resistant prostate cancer, CRPC) primenjuju se citostatska terapija. Nazalost, ovaj vid terapije vrlo
Cesto se zavrSava sa suportivhom terapijom i terapijom bola s obzirom na loSe prognoze takvih
bolesnika (46). Modalitet lecenja osim od stadijuma bolesti, zavisi i od starosne dobi bolesnika kao
i od njegovog opsteg stanja (47).

1.3. Molekularno-geneti¢ka osnova KP
1.3.1. Molekularno-geneticke studije naslednih formi KP

Razli¢ite geneticko-epidemioloske studije (studije blizanaca, studije unutar familija, studije
slucajeva i kontrola) ukazuju da geni asocirani sa rizikom za razvoj KP, takozvani geni podloznosti,
postoje u populacijama (48).

Najve¢a do sada, skandinavska studija na monozigotnim i dizigotnim blizancima
Hjelmborga i saradnika pokazala je da 58% (95% CI, 52%-63%) rizika za nastanak KP ¢ini
geneticka komponenta (24). U toj studiji pokazano je da je vreme do postavljanja dijagnoze kod
drugog brata krace kada se radi o monozigotnim blizancima (prosecno 3.8 godina za monozigotni
blizanacki par, odnosno 6.5 godina za dizigotni blizanacki par). Dodatno, Jansson i saradnici
utvrdili su da ukoliko jedan od blizanaca ima KP visokog rizika da je mnogo veca verovatnoc¢a kod
monozigotnih blizanaca da i drugi brat ima istu tu agresivnu formu KP (OR 3.82 (95% CI, 0.99-
16.72) (49). Za bracu koji nisu blizanci odnos $ansi za takav ishod iznosio je 1.21 (95% ClI, 1.04-
1.39). Sve ove studije jasno upucuju na heritabilnost i veliki udeo genetike u nastanku i progresiji
KP.

U cilju identifikovanja gena uzro¢nika KP studije vezanosti nasledivanja (eng. linkage
anlysis studies) sprovodene su na bolesnicima iz visoko-rizi¢nih porodica u kojima postoji veéi broj
obolelih ¢lanova (50). Patogene varijante koje se identifikuju na takav nacin obi¢no su retke u
populaciji, srednje do visoko penetrabilne unutar tih porodica i imaju veliki efekat na razvoj bolesti.
Identifikovanje takvih varijanti ima za cilj uvodenje genetickog testa koji bi olakSao pruzanje
genetickog saveta u takvim porodicama (51). Ove retke geneticke varijante visoke penetrabilnosti
doprinose nastanku naslednog KP (26, 51).

Studije vezanosti nasledivanja dizajniraju se kao studije sluCajeva i kontrola gde se
statisticki uporeduju ucestalosti genotipova obolelih i zdravih ¢lanova Sire porodice i traga se za
genetickim markerima koji su specificni samo za obolele ¢lanove porodice. Ukoliko se ustanovi
veza odnosno statisticka znacajnost izmedu nekog lokusa hromozoma i bolesti smatra se da se u
tom regionu na hromozomu nalazi verovatni uzro¢nik. Tako anotirani regioni hromozoma potom se
detaljnije ispituju na prisustvo potencijalnih gena uzro¢nika KP. Ovakvim studijama identifikovani
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su brojni lokusi visoke penetrabilnosti specificni za KP. Takode, identifikovani su i geni na tim
lokusima asocirani sa ovim malignitetom. Jedan od prvih gena podloZznosti za KP anotiran na ovaj
nac¢in je HPC1/RNASEL (eng. Prostate Cancer Hereditary 1/ Ribonuclease L, HPC1/RNASEL)
(1925.3), a potom su otkriveni i geni HPC8 (eng. Prostate Cancer Hereditary 8, HPC8) (1q42.2-
g43), HPCX1 (eng. Prostate Cancer Hereditary X-Linked 1, HPCX1) (Xq27-28), PCBC (eng.
Prostate Cancer/Brain Cancer Susceptibility, PCBC) (1p36.12), HPC3 (eng. Prostate Cancer
Hereditary 3, HPC3) (20913), kao i asocijacija intergenskih regioni na 8p i 8q hromozomu (52,
53). U manjem broju studija pokazane su asocijacije sa KP i unutar dodatnih hromozomskih
regiona: 3pl4, 3p24-26, 59q11-12, 5935, 6p22.3, 7932, 8913, 9934, 11922, 15q11, 16923, 17921-22,
22012.3. Ovim genetickim markerima objaSnjava se svega 3-5% slucajeva KP, a neke od
primecenih varijacija odlika su samo malog broja porodica sa KP (21, 50, 54).

1.3.2. Molekularno-geneticke studije sporadi¢nih formi KP

S obzirom da vecina dijagnostikovanih KP pripada sporadi¢nom tipu, drugi pristup
istrazivanju geneticke osnove KP je sprovodenjem studija geneticke asocijacije na ¢itavom genomu
(eng. Genome-wide association studies, GWAS). Na taj nacin, analizom ¢itavih genoma velikog
broja bolesnika i kontrola, anotiraju se geneti¢ke varijante koje su ¢este u populaciji, ali imaju nisku
penetrabilnost (55).

Jo$ jedan od nacina identifikovanja Cestih genetickih varijanti asociranih sa KP je i studija
gena-kandidata (56). Ovakve studije zahtevaju prethodno poznavanje procesa neoplasticne
transformacije tkiva prostate. Geni kandidati biraju se na osnovu njihove uloge u metaboli¢kim
putevima zlezdanih celija prostate, njihove uloge u procesima maligne transformacije i njihovog
znacaja u procesima odgovornim za invaziju i metastaziranje KP (57). Proteinski produkti tih gena
ucestvuju u putevima androgene signalizacije, kontroli celijskog ciklusa 1 apoptoze, putevima
¢elijske adhezije i meducelijske komunikacije (58). Geni kandidati analiziraju se u studijama
slucajeva 1 kontrola na prisustvo genetickih varijanti niske do srednje penetrabilnosti koje asociraju
sa rizikom za razvoj KP-a (26).

1.3.2.1. Studije asocijacije na ¢itavom genomu (GWAS)

Studije asocijacije na Citavom genomu, za razliku od studija vezanosti, dizajnirane su tako
da identifikuju mnogobrojne Ceste alele u populaciji koji povecavaju rizik za oboljevanje od mnogih
kompleksnih bolesti (59). Osnovna premisa GWA studija je da je geneticka arhitektura genoma
koja dovodi do razvoja multifaktorijalnih bolesti kakav je i KP sastavljena od velikog broja lokusa
na kojima se nalaze Ceste geneticke varijante niske penetrabilnosti koje pojedinacno ostvaruju mali
efekat (OR 1.3 po jednom rizi¢énom alelu) (60-62). Procenjuje se da muskarac sa ve¢im brojem
takvih rizi¢nih varijanti ima 5.7 puta povecan rizik od razvoja KP u odnosu na bilo koju drugu
musku osobu iz populacije (60). Geneticke varijante koje se analiziraju u okviru GWA studije imaju
ucestalost redeg alela vecu od 5%. U ovakvoj studiji ispituje se inicijalno izmedu 1 i 5 miliona
tackastih genetickih varijanti (eng. single nucleotide variants, SNVSs) u kojima se uporeduju
frekvence raspodela alela i genotipova izmedu velikog broja slucajeva i kontrola (63). Statisticki
najznacajnije asocijacije proveravaju se u dodatnim studijama. Rezultati prvin GWAS ukazali su da
se vecina rizi¢nih varijanti nalazi u takozvanim genskim pustinjama gde nema gena koji kodiraju za
proteine (64). Pretpostavlja se da se u takvim regionima nalaze regulatorni elementi koji svoj efekat
ostvaruju na susedne proto-onkogene i tumor-supresorske gene. Takode, sve je vise
eksperimentalnih dokaza da se u takvim regionima nalaze i brojni geni za RNK (65). Gotovo svi
rezultati prvih GWA studija znac¢ajno su upucivali na jedan isti hromozomski region asociran sa
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rizikom za KP, 8924 (66-69 ). Ovi inicijalni nalazi potvrdeni su i u populaciji evropskih
Amerikanaca, ali i Amerikanaca africkog porekla, kao 1 u populaciji muskaraca sa Islanda i
Svedske. U tom regionu dugakom oko jedne megabaze nalazi se 9 razli¢itih geneti¢kih varijanti od
kojih svaka nezavisno povecava rizik za KP (60, 68). Ove genecticke varijante svoj efekat ostvaruju
regulacijom ekspresije susednih gena, od kojih je najznacajniji proto-onkogen C-MYC (eng. MYC
Proto-Oncogene, V-Myc Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog, MYC) (70). Kasnije,
osim regiona 8924, detektovani su i dodatni regioni hromozoma asocirani sa rizikom za razvoj i
progresiju KP: 17912, 17924, 10q11, i 19913 (71-73). U njima se takode nalaze brojne geneti¢ke
varijante koje svoj efekat ostvaruju uticajem na ekspresiju susednih gena, povecavajuéi rizik od KP-
a. Do danas, na ovaj nacin, identifikovano je i validirano gotovo 170 genetickih varijanti (GWAS
katalog) za koje se procenjuje da obasnjavaju svega oko 28.4% ukupnog rizika za nastanak
familijarne forme KP (74, 75). Genetic¢ke varijante identifikovane na ovaj nacin, odnosno visoko-
rizi¢ni paneli SNV u klinickoj praksi mogli bi posluziti za laksu identifikaciju ali i precizniju
stratifikaciju bolesnika u grupe na osnovu rizika za progresiju bolesti s obzirom da standardni
prognosti¢ki parametri KP imaju brojne nedostatke i nisu se pokazali dovoljno senzitivnim za
prevazilazenje problema preterane dijagnoze i preteranog le¢enja KP (76).

U post-GWAS eri sve su izraZenije funkcionalne geneti¢ke studije koje ¢e objasniti tacan
mehanizam kojim brojni identifikovani rizi¢ni SNV doprinose nastanku i progresiji KP (77). Ono
Sto takode postaje jasno jeste da su nam neophodna dodatna istrazivanja koja bi otkrila preostale
SNV kojima bi se objasnilo preostalih gotovo 30% genetickog udela u heritabilnosti ove bolesti
(78).

1.3.2.2. Studije gena kandidata

Cak i pre GWA studija sprovodene su i sprovode se i dalje brojne studije gene kandidata
koje za cilj imaju identifikaciju lokusa niske penetrabilnosti kojima bi se mogao objasniti rizik za
nastanak familijarne, ali prevashodno i sporadi¢ne forme KP (79). Jedan od prvih gena kandidata
analiziran na ovaj naéin bio je gen za androgeni receptor (AR) koji ima centralnu ulogu u
funkcionisanju ¢elija prostate (80). Dodatno, AR visoko je eksprimiran tokom svih faza
karcinogeneze, a njegova povecana ekspresija detektuje se u velikom broju uznapredovalih,
agresivnih KP. Nasledne geneticke varijante u genu za AR bile su predmet intenzivnih istrazivanja.
Mikrosatelitski, trinukleotidni ponovci CAG i GGN koji se nalaze u prvom egzonu gena za AR od
pocetka su bili ispitivani u kontekstu asocijacije sa rizikom za razvoj i progresiju KP. Primeceno je
da duzi CAG nizovi postoje kod Azijata, dok one manje ekspanzije, sa oko 20 ponovaka,
karakteriSu pripadnike afroamericke populacije (81). Medutim, iako su inicijalne studije ukazivale
na asocijaciju duzine tog poli-glutaminskog niza u AR sa KP, brojne replikativne studije na
razli¢itim populacijama nisu potvrdile postojanje takve asocijacije (82, 83). Ni studije geneticke
asocijacije GGN niza u genu za AR nisu dovele do konsenzusnog zakljucka oko uloge ovog
polimorfnog niza u patogenezi KP (84). Kako je put androgne signalizacije od presudnog znacaja za
razvoj i funkcionisanje epitelnih ¢elija tkiva prostate, analizirani su dodatni geni kanditati iz ovog
puta prenosa signala. Medusobno suprotstavljeni rezultati dobijeni su i za asocijaciju razlicitih
genetickih varijanti u genu SRD5A2 (85). Postoje dve izoforme 5-a reduktaze, a 5-a reduktaza tip 11
(SRD5A2) je glavna aktivna forma u tkivu prostate. Ovaj enzim ireverzibilno prevodi testosteron u
dihidrotestosteron koji ima deset puta ve¢i afinitet vezivanja za AR. lako se veliki broj studija bavio
genetickim varijantama u genu za ovaj enzim, jasna asocijacija sa KP jo§ uvek nije pokazana.
Analizirane su i varijante u genima za enzime ukljucene u biosintezu androgena CYP17A1 (eng.
Cytochrome P450 Family 17 Subfamily A Member 1, CYP17A1), CYP19A1 (eng. Cytochrome
P450 Family 19 Subfamily A Member 1, CYP19A1), HSD17B1 (eng. Hydroxysteroid 17-Beta



Dehydrogenase 1, HSD17B1), i HSD3B1 (eng. 3p-Hydroxysteroid Dehydrogenase Type 1,
HSD3B1), ali validacija inicijalno dobijenih rezultata takode je izostala (86, 87).

Brojne tackaste geneticke varijante u genima cCiji su proteinski produkti ukljuceni u puteve
popravke ostecenja na molekulu DNK, ¢elijskom ciklusu i apoptozi analizirane su u kontekstu KP
(88). Za varijantu bez smisla SNP309 u genu MDM2 (eng. Mouse Double-Minute 2, Human
Homolog Of P53-Binding Protein, MDM2) pokazana je asocijacija sa rizikom i za razvoj i za
progresiju KP (89). NajviSe izuCavana taCkasta geneticka varijanta u genu TP53 (eng. Tumor
Protein p53, TP53) je varijanta rs1042522 (p.Arg72Pro) (90). Ova geneticka varijanta pokazala se
zna¢ajnom u populacijama Evropljana. Kada je u pitanju anti-apoptotski protein BCL2 (eng. B-cell
lymphoma 2, BCL2), za tackastu geneti¢ku varijantu ¢.-938C > A u promotoru istoimenog gena
inicijalno je utvrdena asocijacija sa rizikom za razvoj KP, bolest-specificnim preZivljavanjem
bolesnika kao i biohemijskim relapsom bolesti (91). U studijama gena kandidata analizirane su i
geneticke varijante u genima c¢iji proteinski produkti ucestvuju u signalnom putu vitamina D,
mehanizmima ¢elijske detoksikacije, inflamacije, angiogenezi, ¢elijskoj adheziji, ali i one varijante
koje uti¢u na nivo i obrazac ekspresije gena koji kodiraju za duge nekodiraju¢e RNK i mikroRNK
(92-98). Glavni nedostatak ovakvih studija je dobijanje lazno-pozitivnih rezultata, odnosno vrlo
Cesta nemogucnost replikacije prethodno ustanovljenih asocijacija (99).

1.4. Uloga RNK interferencije u patogenezi KP

1.4.1. Biogeneza i funkcija mikroRNK

MikroRNK imaju duzinu 21-23 nukleotida i svoje delovanje ostvaruju komplementarnim
vezivanjem za regulatorne elemente mikroRNK, (eng. microRNA regulatory elements, MRE),
takozvane MRE sekvence, koje se najcesé¢e nalaze u 3’'UTR-ovima informacionih RNK (iRNK)
(100). Znatno manji broj takvih sekvenci postoji u 5’UTR-u, kodiraju¢im delovima gena i
promotorskim sekvencama (101). Svaka iRNK ima veliki broj MRE sekvenci i moze biti regulisana
od strane velikog broja mikroRNK. Istovremeno, jedna mikroRNK moZze ucestvovati u regulaciji
ekspresije veceg broja razli¢itih transkripata. Selekcija ciljnih iIRNK, ali i funkcionalna posledica
tog vezivanja zavise od stepena komplementarnosti izmedu regiona semena (nukleotidi 2-8)
mikroRNK i MRE sekvenci u 3’UTR-u iRNK. U zavisnosti od stepena komplementarnosti sa
3’UTR-om, postoje dva funkcionalna efekta: posttranskripciona regulacija ekspresije koja dovodi
do degradacije ciljne iRNK ili represija translacije koja za posledicu obi¢no ima smanjenje nivoa
kodiranog proteina. U redem broju slucajeva primeceno je da mikroRNK mogu stimulisati
translaciju (102).

Geni za mikroRNK bivaju transkribovani RNK polimerazom |1 ili RNK polimerazom I11 u
pri-miRNK duzine nekoliko stotina do nekoliko hiljada nukleotida (Slika 1.4.). Obradu pri-miRNK
vr$i enzim Drosa zajedno sa mikroprocesorskim kompleksom DGCR8/Pasha (eng. DiGeorge
syndrome chromosomal region 8/Pasha, DGCR8/Pasha) stvarajuci na taj nacin pre-miRNK duzine
70-100 nukleotida. Pre-miRNK nakon toga biva eksportovana iz jedra u citoplazmu uz pomoc
proteinskog kompleksa Exportin-5 (XPO5)/Ran-GTP (eng. Ras-related nuclear protein-GTP). U
citoplazmi pri-miRNK postaje supstrat Rnaza III endonukleaze Dajser koji dalje obraduje i daje
zrelu, dvolan¢anu mikroRNK duzine 21-23 nukleotida. Ovakva mikroRNK stupa u interakciju sa
proteinima iz porodice Argonaut (Agol-4) i proteinima GEMIN3 (eng. Gem Nuclear Organelle
Associated Protein 3, GEMIN3) i GEMIN4 (eng. Gem Nuclear Organelle Associated Protein 4,
GEMIN4), a selektovanjem lanca-vodica nastaje mikroRNK-indukuju¢i utisavajuci kompleks (eng.
miRNA-induced silencing complex, miRISC) koji prepoznaje ciljne transkripte i reguliSe nivo
njihove ekspresije u procesu koji se naziva RNK interferencija (103, 104).
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U ¢celijama prisustvo mikoRNK detektovano je u hrapavom endoplazmati¢nom retikulumu
(hER), Goldzi kompleksima, P telima, stres granulama, endozomima, multivezikularnim telima,
lizozomima, mitohondrijama i jedru (101).

Na kraju, pokazano je da su poremecaji u strukturi i funkciji mikroRNK ukljuceni u procese
neoplasti¢ne transformacije brojnih ¢elija i tkiva u telu ¢oveka (105). Poslednjih godina postala je
takode jasno da znacajna grupa mikroRNK koje se nazvaju epi-mikroRNK ucestvuju u regulaciji
gena Ciji su proteinski produkti ukljuceni u epigeneticke mehanizme transkripcionog utiSavanja sa
implikacijom na procese maligne transformacije tkiva ukljucujuéi i tkivo prostate (106).

gen za miRNK
\’\ ‘(' > & v-(w\\\\ e
) ¥ \ W Y A % Q
»:\\)\j\ O 4 "il\@t\\“v\\}'\x/\'\\ d

Pri-miRNK

Zrela miRNK

Represija translacije

Degradacija ciljne iRNK

Slika 1.4. Biogeneza i funkcija mikroRNK. RNK polimeraza Il (Pol II) transkribuje primarnu
transkirpt mikroRNK' (pri-miRNK) duzine od 500-3000 nukleotida. Ona se dalje obraduje uz
pomo¢ multiproteinskog kompleksa Drosa-DGCRS i nastaje prekursorska mikroRNK duzine od 60-
100 nukleotida (pre-miRNK). Eksportom u citoplazmu pre-miRNK postaje supstrat enzima Dajser
¢ijom obradom nastaje zrela mikroRNK duzine 21-23 nukleotida. Zrela mikroRNK stupa u
interakciju sa proteinima iz familije Argonaut (Ago 2) i proteinima GEMIN3 i GEMIN4.
Selektovanjem lanca-vodi¢a nastaje mikroRNK-utiSavaju¢i kompleks (miRISC) koji u najveem
broju slucajeva dovodi ili do degradacije ili do translacione represije iRNK sa kojima stupa u
interakciju (Modifikovano iz Ryan et al., 2010.) (97).
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1.4.2. MikroRNK i KP

Brojni su dokazi o ulozi mikroRNK u patogenezi KP (107). MikroRNK su male
nekodirajuée, dvolancane RNK za koje se danas procenjuje da posttranskripciono, fenomenom
RNK interferencije, reguliSu ekspresiju gotovo 60% ljudskih gena (108). Ove male nekodirajuce
RNK ucestvuju kako u regulaciji ekspresije gena za AR tako i u regulaciji ekspresije brojnih drugih
gena iz puta androgene signalizacije (109). Pored toga, ove male RNK kontroliSu ¢elijski ciklus,
programiranu celijsku smrt, ali i epitelno-mezenhimalnu tranziciju, kljuéni dogadaj u procesima
invazije KP (110). Takode je pokazano da su mirkoRNK uklju¢ene u sve korake formiranja
metastaza (111). MikroRNK, vezujuéi se komplementarno za 3’UTR velikog broja iRNK,
ucestvuju u procesu neoplasti¢ne transformacije. One mikroRNK koje utiSavaju ekspresiju gena za
onkogene proteine definiSu se kao tumor-supresorske, i obrnuto, one mikroRNK koje utiSavaju
ekspresiju gena za tumor-supresorske proteine definiSu se kao onkogene mikroRNK (112). Veliki je
broj eksperimentalnih dokaza o poremecenoj ekspresiji brojnih tumor-supresorskih i onkogenih
supresorskih mikroRNK u patogenezi KP data je Tabelama 1.2 i 1.3 (114). To je razog §to se
mikroRNK danas smatraju kljuénim nekodiraju¢éim molekulima RNK uklju¢enih u procese
neoplasti¢ne transformacije (115). Pored toga, poslednja istrazivanja pokazuju i da se profil
ekspresije mikroRNK razlikuje u zavisnosti od starosne dobi bolesnika sa KP (116). S obzirom na
kljuénu ulogu koju ostvaruju u procesu neoplasti¢ne transformacije Zlezdanog epitela prostate,
mikroRNK su se nametnule kao dobri geni-kandidati za izu¢avanje molekularne osnove KP.

Tabela 1.2. Uloga onkogenih mikroRNK u KP

mikoRNK Uloga u procesima

miR-21 Invazije tumora

miR-221/miR-222 Celijske proliferacije i invazije

miR-141 Razvoju androgen rezistenih formi KP

miR-375 Ranoj detkeciji KP

miR-18a, miR-106/miR-25 Progresije KP

miR-4534 Neoplsati¢ne transformacije celija in vitro
miR-650 Inhibicije ¢elijskog odgovora na stres

miR-32, miR-125b Inhibicije apoptoze i aktivacija proliferacije ¢elija

Tabela 1.3. Uloga tumor-supresorskih mikroRNK u KP

" mikroRNK Uloga u procesima

miR-34a G1 zastoja, apoptoze, inhibicicije ¢elijske
proliferacije i invazije celija

miR-145, miR-224 Inhibicije invazije i migracije ¢elija KP

miR-452 Regulacije ¢elijskog ciklusa, ¢elijske adhezije i
pokretljivosti

miR-200b Inhibicije ¢eljskog rasta i invazije

mMiR-382, miR-372, has-miR-135-a-1 Inhibicije ¢elijske proliferacije, migracije i invazije

miR-17-92a Regulacije ¢elijskog ciklusa i ekspresije
mezenhimalnih markera

miR-27 Supresije MAP2K4 u ¢elijama KP

miR-204-5p Indukcije apoptoze

miR-30a Inhibicije ekspresije proteina ciklina E2

miR-133/miR-146a Inhibicije progresije KP

Let-7 Regulacije ¢elijskog ciklusa, migracije i
proliferacije ¢elija i epitelno-mezenhimalne
tranzicije
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Pored bazi¢nih istazivanja uloge mikroRNK u patogenezi KP i njihove primene u
dijagnostici i prac¢enju bolesnika, poslednjih godina paznja nau¢ne javnosti je usmerena i na primeni
u leCenju KP. Pre svega to se odnosi na strategije utiSavanja onkogenih mikroRNK i aktiviranja
tumor-supresorskih  RNK. Trenutno se istrazuje efekat antisens oligonukleotida i sintetskih
mikroRNK (eng. miRNA mimics), dugih nekodirajuéih RNK kao molekularnih sundera za
mikroRNK i1 malih molekula inhibitora RNK na utiSavanje ekspresije onkogenih mikroRNK (114).

1.4.2.1. SNV u genima za mikroRNK

Do danas je identifikovano 2654 zrelih mikroRNK u ¢elijama ¢oveka (117). Geni za
mikroRNK mogu biti organizovani u klastere, iako se velika vecina gena nalazi u intergenskim
regionima. Takode, mogu se nalaziti u intronima drugih gena, ponovljenim sekvencama, UTR-
ovima, ali i kodiraju¢im delovima gena domacina (geni unutar gena) (118). Procenjuje se da se
polovina gena za mikroRNK nalazi u fragilnim mestima ili regionima genoma asociranim sa
malignim bolestima (119). Do povecane ekspresije nekih mikroRNK moze doé¢i amplifikacijama
gena za mikroRNK, dok do utiSavanja njihove ekspresije moze do¢i kao posledica delecije regiona
u kojem se nalaze njihovi geni, epigentickog utiSavanja ili poremec¢ajima U procesima njihove
biogeneze i aktivnosti (120). MikroRNK predstvljaju idealne gene-kadidate za rasvetljavanje
geneticke osnove nastanka velikog broja sporadi¢nih KP s obzirom da male promene u nivou
njihove ekspresije imaju ogromne posledice po regulaciju ekspresije brojnih gena. Postoje dva
scenarija po kojima genetiCke varijante u genima za mikroRNK ucestvuju u nastanku karcinoma:
varijante koje kreiraju dogadaj sticanja nove funkcije (eng. gain-of function event) i varijante koje
dovode do gubitka prethodne funkcije (eng. loss-of function event). Prvi scenario se odnosi na
inhibiciju ekspresije ili naruSavanje funkcije tumor-supresorskin mikroRNK, dok drugi scenario
podrazumeva suprotne efekte na aktivnost onkogenih mikroRNK (121).

SNV u genima za mikroRNK ostvaruju svoje efekte na tri nacina uticajem na: nivoe
transkripcije (geneticke varijante u primarnim mikroRNK, geneticke varijante u regulatornim
regionima transkripcije i genima uklju¢enim u biogenezu mikroRNK); naéin obrade primarnih-
(pri-miRNK) i prekusorskih mikroRNK (pre-miRNK) (geneti¢ke varijante u pri-, pre-miRNK ili
genima uklju€enim u biogenezu zrelih mikroRNK sa posledicnim efektom na funkcionalnost
utisavajuceg kompleksa); i prepoznavanje i vezivanje mikroRNK i iRNK (geneticke varijante u
regionu semena zrele mikroRNK ili u mestima vezivanja mikroRNK u molekulu iRNK) (105, 122).

Geneticke varijante u genima za proteine uklju¢ene u obradu mikroRNK mogu uticati kako
na nivo ekspresije tih proteina tako 1 na efikasnost utiSavanja posredstvom miRISC kompleksa.
Pokazano je da brojne SNV u genima za GEMIN4 (eng. Gem Nuclear Organelle-Associated
Protein 4, GEMIN4), GEMIN3 (eng. Dead/H BOX 20, DDX20 ili GEMIN3), XPO5 (eng. Exportin
5, XPO5), AGO1 (eng. Argonaute 1, Risc Catalytic Component, AGO1), AGO2 (eng. Argonaute 2,
Risc Catalytic Component, AGO2), TRBP (eng. TAR RNA-Binding Protein 2, TARBP2 ili TRBP) i
RAN (eng, Ras-Related Nuclear Protein, RAN) asociraju sa malignim oboljenjima (123).

Geneticke varijante u genima za mikroRNK mogu na viSe nivoa biti ukljucene u
molekularne puteve patogeneze karcinoma. Varijante u pri-/pre-miRNK mogu imati posledice na
stabilnost 1 efikasnost obrade primarnih i1 prekusorskih transkripata. Geneticke varijante u
promotorskim i regulatornim elementima utiu na nivo transkripcije, dok SNV u sekvenci zrele
mikroRNK, pogotovu ako se ona nalazi u regionu semena, mogu imati uticaj na odabir kao i
efikasnost utiSavanja ciljnih gena (Slika 1.4.) (105, 124).
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U odnosu na sekvence pri-, pre- i zrelih mikroRNK, SNV u 3’UTR-ovima ciljnih
kodiraju¢ih gena najzastupljenija su vrsta alteracija u putu mikroRNK, sa ogranic¢enijim aspektom
efekata. Tackaste geneticke varijante u mestima vezivanja mikroRNK imaju efekat samo na iRNK u
kojima se nalaze. Dve su vrste posledica do kojih moze dovesti prisustvo geneti¢kih varijanti u
mestima vezivanja mikroRNK: ove varijante mogu stabilisati ili destabilisati interakcije molekula
mikroRNK i iRNK i dodatno, ove genetice varijante mogu ili kreirati novo mesto vezivanja za neku
mikroRNK ili ukinuti ve¢ postoje¢e mesto vezivanja (Slika 1.5.) (125). Do danas postoje brojni
dokazi o ulozi genetickih varijanti u mestima vezivanja mikroRNK u patogenezi bolesti ¢oveka. To
se odnosi i na maligne bolesti ukljuc¢ujuéi i KP (126, 127).

SNV u regionu semena miRNK

Originalna
sekvenca
CC

Razlicit stepen
utiSavanja gena

Alelska
varijanta
GG

RISC

SNV u regulatornim regionima miRNK

SNV
—m7G—{ ORF | Al AAAAAA
- Kreiranje novog mesta vezivanja - Ukidanje postojeceg mesta vezivanja
mikroRNK mikroRNK
- Smanjenje nivoa ekspresije ciljne IRNK - Povecanje nivoa ekspresije ciljne iIRNK

-

Slika 1.5. Funkcija SNV u regionu semena zrele mikroRNK i u mestima vezivanja mikroRNK.
Tackaste genetiCke varijante u regionu semena mikroRNK mogu pojacati ili oslabiti vezu izmedu
mikroRNK i ciljne iRNK i na taj nacin ostvariti uticaj na efikasnost utiSavanja. SNV u mestima
vezivanja mikroRNK mogu kreirati nova ili ukinuti postoje¢a mesta vezivanja za mikroRNK sa
posledi¢nim uticajem na nivo ekspresije ciljne IRNK (Modifikovano iz Ryan et al., 2010.) (97).

Do danas, brojne studije upuc¢uju da je funkcionalna posledica SNV u pri-mikroRNK uticaj

na obradu i nivo zrele mikroRNK sintetisane sa tog primarnog transkripta (Slika 1.6.). U
odredenom broju studija SNV u genima za pri-miRNK asocirane su sa nekim malignim bolestima
kao sto su hepatocelularni karcinom, karcinom zeluca, hroni¢na limfocitna leukemija (128) . SNV
rs531564 u genu za pri-miR-124-1 povecavala je rizik za razvoj karcinoma besike, dok je varijanta
rs213210 u pri-miR-219 asocirala sa rizikom za razvoj karcinoma jednjaka (129, 130). Studije
slucajeva i kontrola takode su doprinele razotkrivanju asocijacija SNV u pre-miRNK i riziku za
razvoj malignih tumora (131). U nekoliko istrazivanja pokazano je da SNV u tom region uti¢e na
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nivo sintetisane zrele mikroRNK sa prekursorskog transkripta (Slika 1.6.). Postoje i primeri da SNV
u regionu petlje pre-miRNK uti¢e na sazrevanje mikroRNK. Za geneti¢ku varijantu rs895819 u
regionu petlje pre-miR-27a pretpostavljeno je da menja afinitet vezivanja proteina Drosha i da na taj
nacéin dovodi do smanjenja niva zrele miR-27a (132).

SNV u pri-miRNK
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Slika 1.6. Funkcionalne posledice genetickih varijanti u pri-/pre-mikroRNK na sazrevanje
mikroRNK.SNV u genima za pri-mikroRNK i pre-mikroRNK mogu imati uticaj na obradu
mikorRNK i uticati na nivo zrele mikroRNK sa tih transkripata (Modifikovano iz Ryan et al.,
2010.) (97).

Jedne od prvih studija koje su se bavile ovim genetickim varijantama u genima za
mikroRNK sprovodene su u populacijama azijskog porekla. SNV u genima za hsa-miR-146a, hsa-
miR-196a2 i hsa-miR499 dale su medusobno suprotstavljene rezultate o asocijaciji tih geneticki
varijanti sa rizikom za razvoj KP (133-135). Nesto kasnije, ustanovljena je asocijacija SNV
rs895819 u genu za miR-27a sa rizikom za razvoj, ali i metastaziranje KP (135). Za miR-27a
pokazano je da stimuliSe androgenu signalizaciju, a dodatno da je 1 sama regulisana androgenima
(135). Od tada, sve je vise eksperimentalnih dokaza da geneticke varijante u genima za mikroRNK i
putu RNK interferencije predstavljaju izvor novih, dodatnih markera za procenu rizika i progresije
KP (127). Na osnovu dosadasnjih ispitivanja za pretpostaviti je da studije slucajeva i kontrola, kao i
studije na razli¢itim grupama bolesnika sa KP (eng. case-only studies) mogu pomo¢i u identifikaciji
novih SNV iz puta mikroRNK. Anotacija i validacija veceg broja takvih genetic¢kih varijanti mogla
bi posluziti konstrukciji algoritma koji bi olakSao identifikaciju i selekciju bolesnika sa KP u grupe
na osnovu rizika za progresiju bolesti i time poboljsao terapeutske pristupe u dijagnostici i leCenju
KP (125).
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Dosada$njim analizama u populaciji Srbije bile su obuhvadene varijante u genima za
mikroRNK koje uticu na sekvencu zrelih molekula ili pre-mikroRNK, kao i potencijalno
funkcionalne varijante u genima koji kodiraju komponente utiSavajuc¢eg kompleksa (135-137). S
obzirom na to da su rezultati navedene analize ukazali na asocijaciju ispitivanih varijanti sa rizikom
za razvoj 1/ili progresiju KP, dalji koraci u ispitivanju znacaja varijanti vezanih za aktivnost
mikroRNK bili bi bazirani na ispitivanju dodatnih varijanti sa drugim funkcionalnim svojstvima.
Stoga, u okviru ove doktorske disertacije bice ispitivan uticaj potencijalno funkcionalnih genetickih
varijanti u regulatornim regionima gena za mikroRNK i/ili u pri-mikroRNK, kao i u mestima
vezivanja mikroRNK u okviru ciljnih iRNK.

1.4.2.2. Potencijalno funkcionalne geneticke varijante u regulatornim
regionima gena za mikroRNK i KP

Dosadas$njih podataka o potencijalnoj asocijaciji varijanti u regulatornim regionima gena
MIR34B, MIR34C, MIR143, MIR145 i MIR378 sa rizikom za razvoj i progresiju KP ima relativno
malo. Analiza asocijacije varijante rs4938723 u regulatornom regionu gena MIR34B i MIR34C sa
rizikom za razvoj KP i progresiju KP sprovedena je samo u populaciji Irana (138). Ova geneticka
varijanta koja se nalazi u regulatornom regionu pri-miR-34b/c prethodno je asocirana sa rizikom za
razvoj cervikalnog karcinoma, hepatocelularnog karcinoma, decije akutne limfoblastne leukemije,
karcinomom Zeluca, kao i skvamoznim karcinomom jednjaka (139).

MiR-143 i miR-145 smatraju se tumor-supresorskim mikroRNK, a njihov sniZzen nivo

ekspresije zabeleZen je u karcinomu zeluca, karcinomu mokraéne besike, kolorektalnom karcinomu,
ali i KP (140-142). SNV koje potencijalno menjaju nivo ekspresije njihovih prekursora ispitivane su
u brojnim malignitetima. Geneticka varijanta rs4705342 u regulatornom regionu pri-miR-143/145
prethodno je asocirana sa rizikom za razvoj i progresiju KP samo u populaciji Kine (143).
Za geneticku varijantu rs1076064 u potencijalnom regulatornom regionu i/ili primarnom transkriptu
miR-378 pokazana je asocijacija sa rizikom za razvoj razli¢itih malignih tumora Coveka (144).
Medutim, ova verovatno funkcionalna geneticka varijanta nije analizirana u smislu potencijalne
asocijacije sa KP.

Ispitivanje genetickih varijjanti rs4938723 1 rs4705342 u okviru ove teze pomoc¢i ¢e u
rasvetljavanju njihovog efekta na rizik za razvoj i progresiju KP u populaciji evropskog porekla dok
¢e efekti geneti¢ke varijanters1076064 po prvi put biti ispitana u kontekstu KP.

1.4.2.3. Geneti¢ke varijante u mestima vezivanja mikroRNK i KP

Geneticke varijante sa potencijalnim funkcionalnim znacajem su i SNV u mestima vezivanja
mikroRNK. U najveéoj do sada sprovedenoj studiji koja je za predmet imala analizu preko 2,169
varijanti ovog tipa sa rizikom za razvoj i progresiju KP na uzorku od 22 301 bolesnika i 22 320
kontrola evropskog porekla, ukupno 22 taCkaste genetiCke varijante u mestima vezivanja
mikroRNK asocirale su za rizikom za KP (127). Najznacajnija razlika u distribuciji genotipova
izmedu agresivne i neagresivne forme KP primecéena je za geneti¢ku varijantu rs1058205 u genu
KLK3 (eng. Kalikrein Related Peptidase 3, KLK3) i geneticku varijantu rs1010 u genu VAMPS8
(eng. Vesicle Associated Membrane Protein 8, VAMPS8). Te dve varijante takode su bile i
funkcionalno okarakterisane, otkrivaju¢i da SNV rs1058205 u genu KLK3 kreira novo mesto
vezivanja za miR-3162-5p, dok miR-370-5p sti¢e veci afinitet vezivanja ukoliko se u genu VAMP8
nalazi alel A geneticke varijante rs1010. Ista grupa autora takode je pokazala da geneticka varijanta
rs4245739 u genu MDM4 (eng. MDM4 Regulator of p53, MDM4) asocira sa rizikom za KP na
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slican nacin, kreiraju¢i nova mesta vezivanja za viSe razli¢itih mikroRNK (145). Upotrebom
luciferaznih genskih eseja, pokazano je da miR-191-5p i miR-887 imaju ve¢i afinitet vezivanja za
alel C geneticke varijante rs4245739 impliciraju¢i mehanizam kojim je netargetovani, ceSce
zastupljeni alel A asociran sa povecanim rizikom za KP (145).

Gen KLK3 kodira prostata specifiéni antigen (PSA), ¢lana velike porodice serinskih
proteaza, Siroko primenjen biomarker u skriningu i praé¢enju progresije bolesti (146). | pre studije
Stegemana i saradnika, geneti¢ke varijante u genu KLK3 bile su kandidati za studije slucajeva i
kontrola (127).

Geneticka varijanta rs1058205 u 3’-UTR ovog gena koji se nalazi na hromozomskom lokusu
19913.33 prethodno je asocirana na snizenim vrednostima PSA u serumu bolesnika afroamericke 1
Svedske populacije (147, 148). lako je sve veci broj medusobno suprotstavljenih rezultata, u nekim
populacijama primeéeno je da rs1058205 snizava rizik za razvoj KP (149, 150).

Geneticka varijanta rs1010 koja se nalazi u 3’-UTR-u gena VAMPS, a za koju je u studiji
Stegemana i saradnika pokazana snazna asocijacija sa agresivno$¢u KP, nije prethodno analizirana
na drugim karcinomima (127). Iako znacaj proteina VAMPS nije u potpunosti rasvetljen u KP, ovaj
protein eksprimira se u ¢elijama Zlezdanog epitela prostate (151). Poznata je medutim njegova
uloga u metabolizmu glukoze §to ga i €ini jednim od gena kandidata za izucavanje procesa
kancerogeneze (152). Pored tih, postoje i eksperimentalni dokazi da VAMPS8 protein ima ulogu u
spreavanju razvoja metastaza kod bolesnika sa karcinomom pluca (153).

Onkogen MDM4 negativno regulise ekspresiju gena TP53, ali i mnoge druge tumor-
supresorske gene u brojnim malignitetima. To je razlog §to je geneticka varijanta rs4245739 gena
MDM4 asocirana sa brojnim karcinomima ukljucuju¢i karcinom ovarijuma, karcinom dojke,
sitnocelijski karcinom pluéa kao i skvamozni karcinom jednjaka (154-157). U meta-analizi Xu-a i
saradnika, varijanta rs4245739 A>C smanjivala je ukupni rizik za razvoj karcinoma, pogotovo
medu pripadnicima azijske populacije (158). Sa druge strane, meta-analiza jedne istrazivac¢ke grupe
iz Norveske za rezultat je imala zaklju€ak da geneticka varijanta rs4245739 sniZava rizik za razvoj
karcinoma dojke, dok sa karcinomom pluca, kolona i prostate nije pokazana znacajnu asocijaciju
(159).

Imaju¢i u vidu funkcionalni znac¢aj miRSNP-ova i njihov veliki potencijal da postanu
dijagnosticki 1 prognosticki biomarkeri KP, kao 1 medusobno suprotstavljene rezultate kada je re¢ o
uticaju genetic¢kih varijanti rs1058205 1 rs4245739 na rizik za razvoj i1 progresiju KP u razli¢itim
populacijama, jo$ jedan od ciljeva ove teze je ispitivanje njihovog uticaja na rizik za razvoj i
progresiju KP kod bolesnika iz populacije Srbije. S obzirom da je ogranien broj studija geneticke
asocijacije koje su ispitivale uticaj ove dve geneticke varijante, rezultati ove doktorske disertacije
mogli bi posluziti boljem razumevanju njihove uloge u jednoj od populacija evropskog porekla.
Buduc¢i da je za genetiCku varijantu rs1010 pokazana asocijacija sa rizikom za razvoj, a posebno
rizikom za invazivnost tumora prostate samo u jednoj studiji (127), cilj rada u okviru ove teze je i
razjaSnjenje njenog uticaja na rizik za razvoj 1 progresiju KP kod bolesnika iz nase populacije.
Fokusiraju¢i se na efekte genetiCkih varijanti u mestima vezivanja mikroRNK na proces RNK
interferencije 1 mehanizam neoplasti¢ne transformacije, cilj je ispitati da 1i odabrane SNV
predstavljaju potencijalan izvor bioloskih markera KP.
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. Ciljevi rada

. Ispitati mogucu asocijaciju potencijalno funkcionalnih geneti¢kih varijanti u regulatornim
regionima gena hsa-miR-34b/c (rs4938723), hsa-miR-378 (rs1076064), hsa-miR-143/145
(rs4705342) sa rizikom za razvoj KP.

. Ispitati mogucu asocijaciju potencijalno funkcionalnih genetickih varijanti u regulatornim
regionima gena hsa-miR-34b/c (rs4938723), hsa-miR-378 (rs1076064), hsa-miR-143/145
(rs4705342) sa vrednostima standardnih prognostickih parametara KP.

. Ispitati mogucu asocijaciju potencijalno funkcionalnih genetickih varijanti u regulatornim
regionima gena hsa-miR-34b/c (rs4938723), hsa-miR-378 (rs1076064), hsa-miR-143/145
(rs4705342) sa rizikom za progresiju KP.

. Ispitati mogucu asocijaciju genetickih varijanti u genima KLK3 (rs1058205), VAMPS8
(rs1010) i MDM4 (rs4245739), a koje menjaju mesta vezivanja mikroRNK, sa rizikom za
razvoj KP.

. Ispitati mogucu asocijaciju genetickih varijanti u genima KLK3 (rs1058205), VAMPS8
(rs1010) i MDM4 (rs4245739), a koje menjaju mesta vezivanja mikroRNK, sa vrednostima
standardnih prognostic¢kih parametara KP.

. Ispitati moguéu asocijaciju genetickih varijanti u genima KLK3 (rs1058205), VAMP8

(rs1010) i MDM4 (rs4245739), a koje menjaju mesta vezivanja mikroRNK, sa rizikom za
progresiju KP.
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3. Materijal i metode

3.1. Materijal

Ova teza radena je na kolekcijama periferne krvi kao i DNK uzoraka Centra za humanu
molekularnu genetiku, BioloSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Kolekciju uzoraka sacinjavali
su bolesnici leceni u periodu od 2008. do 2013. u Klini¢kom centru ,,Dr Dragisa MiSovi¢ Dedinje* i
Klinicko bolnickom centru ,,.Zvezdara®. Sva istrazivanja u okviru ove teze sprovedena su uz
prethodno odobrenje Etickih odbora pomenutih medicinskih institucija (18-5309/29 i 01-1907/17),
uz pisani informisani pristanak svih bolesnika kao i u skladu sa deklaracijom iz Helsinkija iz 1975.
godine. Ova doktorska teza je radena u okviru nau¢nog projekta osnovnih istrazivanja “Analiza
promena u strukturi genoma kao dijagnosti¢ki i prognosticki parametar humanih bolesti®
(OI173016) koji je bio finaniran od strane Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja
Republike Srbije.

U ovoj doktorskoj disertaciji studije genetickih asocijacija sprovedene su na ukupno 1083
uzorka. Grupu bolesnika sa KP sacinjavalo je 355 bolesnika, dok je u grupi sa BPH bilo njih 358.
Kontrolnu grupu sacinjavalo je 370 zdravih muskaraca, u istoj zivotnoj dobi, bez znakova bolesti
prostate. Dijagnostika bolesti prostate vrena je standardnim klinickim pregledom od strane urologa
koji je podrazumevao digitorektalni pregled (DRE) i transrektalnu ultrasonografiju (TRUS)
prostate. Vrsene su i dodatne dijagnosticke procedure od strane radiologa (scintigrafija i radiografija
kostiju) u cilju detekcije metastaza koStanog tkva. Laboratorijski, serumske vrednosti prostata-
specifi¢tnog antigena (PSA) odredivane su monoklonskim imunoesejom Hybritech metodom.
Nakon histopatoloSke analize bioptiranog tkiva prostate od strane patologa, bolesnici su svrstavani
u grupu bolesnika sa KP 1 u grupu bolesnika sa BPH. TNM sistem klasifikacije je koriS¢en za
odredivanje klinickog stadijuma bolesnika sa KP, dok je za odredivanje bioloskog potencijala
tumora koriS¢en Glisonov skor. Patohistoloski stadijum bolesti odredivan je na hirurski
odstranjenom tkivu prostate svetlomikroskopskom analizom od strane patologa.

3.2. Metode

3.2.1. Selekcija bolesnika sa KP u grupe sa razli¢itim rizikom za progresiju
bolesti

Na osnovu vrednosti standardnih prognostickih parametara prilikom uspostavljanja klinicke
1 patohistoloske dijagnoze bolesnici sa KP su dalje svrstavani u grupe sa razliitim rizikom za
progresiju bolesti. Prvo je vrsena selekcija bolesnika prema vrednostima pojedinacnih prognostickih
parametara prema slede¢em obrascu: serumske vrednosti PSA (PSA < 10 ng/ml; 10 ng/ml < PSA <
20 ng/ml; PSA > 20 ng/ml), Glison skora (GS < 7; GS = 7; GS > 7) i T klini¢kog stadijuma (T1;
T2; T3/T4). Nakon toga prema preporukama Evropske asocijacije urologa (eng. European
Association of Urologists, EAU) bolesnici sa KP selektovani su tri grupe. Prvu grupu, grupu niskog
rizika (eng. low-risc group) sacinjavali su bolesnici sa vrednostima PSA < 10 ng/ml, GS<7 i T
klinickim stadijumom T;-T2, (160). Drugu grupu, grupu srednjeg rizika za progresiju (eng.
intermediate-risc group) sa¢injavali su bolesnici sa slede¢im vrednostima: PSA 10-20 ng/ml, GS=7
ili T klini¢ki stadijum Tap-Toe. U grupi visokog rizika (eng. high-risc group) bili su bolesnici sa
vrednostima PSA >20 ng/ml, GS>7 i T klinickim stadijumima T3/T4 (160). U treéu grupu, bez
obzira na vrednosti standardnih prognostickih parametara, svrstavani su 1 svi bolesnici sa
dijagnostikovanim prisustvom udaljenih metastaza.

19



3.2.2. Izolovanje genomske DNK iz pune periferne krvi

Izolovanje genomske DNK iz pune periferne krvi vrSeno je uz pomo¢ komercijalno

dostupnih setova za izolaciju QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Nemacka) i Blood DNA
Isolation Mini Kit (Norgen Biotek Corp., Kanada) prema uputstvima proizvodaca.

Protokol za izolovanje DNK iz krvi koris¢enjem seta QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen,
Nemacka):

U ependorf tubu zapremine 1,5 ml pipetirano je po 10 pl QIAGEN proteinaze, 300 pl
uzorka periferne krvi i 300 pl pufera AL;

Smesa je vorteksovana 15 sekundi (s), a potom inkubirana 60 minuta (min) u vodenom
kupatilu na temperaturi od 56°C;

Smesa je kratko centrifugirana do 2000 obrtaja u minuti (rpm) (Heraeus™ Megafuge™ §
Benchtop, rotor MicroClic 30x2 Fixed Angle, Hereaus, Nemacka);

Dodavano je 300ul 96-100% etanola i smesa je vorteksovana 15 s, a zatim kratko opet
centrifugirana (do 2000 rpm);

Sadrzaj ependorf epruvete nanet je na kolonu sa silika-membranom, smeStenoj u
kolektorskoj tubi;

Vrseno je centrifugiranje na 8000 rpm/1 min;

Kolektorska tuba sa filtratom je odbacivana, a kolona je smestena u novu kolektorsku tubu;
Dodavano je 500ul pufera AW1 i smesa je centrifugirana na 8000 rpm/1 min.

Kolektorska tuba sa filtratom je odbacivana, a kolona je smestena u novu kolektorsku tubu;
Dodavano je 500 pl pufera AW2 i smesa je centrifugirana na 13000 rpm/3 min.

Kolektorska tuba sa filtratom je odbacivana, a kolona je smestena u novu ependorf epruvetu
zapremine 1,5 ml;

Dodavano je 200pul dejonizovane vode, i smesa je inkubirana na sobnoj temperaturi 20 min,
a zatim centrifugirana na 13000 rpm/1 min;

Eluirani uzorci DNK ¢uvni su na temperaturi od +4°C ili -20°C.

Protokol izolovanja DNK iz krvi uz pomoé komercijalnog seta Blood DNA Isolation Mini Kit
(Norgen Biotek Corp., Canada):

U ependorf tubu zapremine 1,5 ml pipetirano je po 20 ul NORGEN proteinaze, 300 pl
uzorka periferne krvi i 300 pl Lysis buffer B;

Smesa je vorteksovana 15 s, a potom inkubirana 60 min u vodenom kupatilu na temperaturi
od 56°C;

Smesa je kratko centrifugirana do 2000 rpm (Heraeus™ Megafuge™ 8 Benchtop, rotor
MicroClic 30x2 Fixed Angle, Hereaus, Nemacka);

Dodavano je 110ul 96-100% etanola i smeSa je vorteksovana 15 s, a zatim kratko opet
centrifugirana (do 2000 rpm);

Sadrzaj ependorf epruvete nanet je na kolonu sa silika-membranom, smeStenoj u
kolektorskoj tubi;

Vrseno je centrifugiranje na 8000 rpm/1 min;

Kolektorska tuba sa filtratom je odbacivana, a kolona je smestena u novu kolektorsku tubu;
Dodavano je 500ul pufera WN i smesa je centrifugirana na 8000 rpm/1 min.

Kolektorska tuba sa filtratom je odbacivana, a kolona je smestena u novu kolektorsku tubu;
Dodavano je 500 pl pufera Wash Solution A i smesa je centrifugirana na 13000 rpm/1 min.
Kolektorska tuba sa filtratom je odbacivana, a kolona je smestena u novu kolektorsku tubu;
Dodavano je 500 pl pufera Wash Solution A i smesa je centrifugirana na 13000 rpm/3 min.
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- Kolektorska tuba sa filtratom je odbacivana, a kolona je smeStena u novu ependorf epruvetu
zapremine 1,5 ml,

- Dodavano je 200ul dejonizovane vode, i smesa je inkubirana na sobnoj temperaturi 20 min,
a zatim centrifugirana na 13000 rpm/1 min;

- Eluirani uzorci DNK ¢uvni su na temperaturi od +4°C ili -20°C.

3.2.3. Provera kvaliteta izolovane DNK

Kvalitet izolovane genomske DNK proveravan je agaroznom gel elektroforezom (161). U tu
svrhu koris¢en je 0.8% agarozni gel napravljen u 0.5xTBE puferu (0.045 M Tris-borat, 0.001
EDTA, pH=8.0) i bojen rastvorom etidijum-bromida (EtBr) tako da je njegova finalna koncentracija
u rastvoru bila 0.5 pg/ml. Elektroforeza je takode izvodena u 0.5XTBE puferu, a kao pufer za
nalivanje uzoraka koris¢en je 0.25% bromfenol-plavo, 0.25% ksilen-cijanol i 30% glicerol.

0.8% rastvor agaroze (Serva, Nemacka) zagrevan je postepeno do klju¢anja dok rastvor nije
postao potpuno bistar. Nakon dodavanja 5ul EtBr rastvor je hladen do temperature ~60°C. Takav
rastvor izliven je u kadicu za elektroforezu i ostavljen da polimeriSe na sobnoj temperaturi. Nakon
toga, po 5 ul uzorka pomeSanog sa 1 pl pufera za nalivanje nalivano je na gel. Elektroforeza je
vrsena u 0.5XTBE pri konstantnom naponu od 100V u trajanju od 10 minuta u sistemu za
elektroforezu Wide Mini-Sub® Cell GT (BioRad, SAD). Po zavrsetku, gel je izlagan UV svetlu
(A=254 nm) na transiluminatoru (Transilluminator, Vilber Lourmat, Francuska) i fotografisan.

3.2.4. Kriterijumi za odabir genetickih varijanti u potencijalnim
regulatornim regionima gena za mikroRNK i/ili regionima Kkoji
kodiraju pri-mikroRNK

Geneticke varijante U potencijalnim regulatornim regionima gena za mikroRNK i/ili regionima
koji kodiraju pri-mikroRNK odabrane za studiju slucajeva i kontrola morale su ispunjavati
minimum tri od pet navedenih kriterijuma:

1. Prethodno analizirana asocijacija sa KP u drugim populacijama;

2. Utvrdena asocijacija sa rizikom za razvoj i/ili progresiju drugih malignih tumora ¢oveka,

3. Postojanje eksperimentalnih dokaza o njihovom efektu na nivo transkripcije primarnih

mMIRNK u malignom tkivu ili ¢elijskim linijama drugih karcinoma;

4. Utvrden znaCaj promena u primarnoj strukturi gena i/ili nivoa ekspresije mikroRNK u

procesma neoplasti¢ne transformacije tkiva prostate;

5. Ucestalost manje zastupljenog alela veca od 5% u evropskim populacijama.

Za razliku od njih, izabrane geneticke varijante u mestima vezivanja mikroRNK morale su da
ispunjavaju sledeca dva kriterijuma:
1. Prethodna asocijacija sa rizikom za razvoj i progresiju KP u barem jednoj studiji gena
kandidata;
2. Da alelske varijante tih gena imaju efekat na efikasnost vezivanja mikroRNK koji je
potvrden u ¢elijskim linijama karcinoma prostate.

3.2.5. Genotipizacija odabranih genetickih varijanti u genima MIR34B,
MIR34C, MIR378, MIR143, MIR145 kao i genima KLK3, VAMPS,
MDM4

Genotipizacija tackastih genetickih varijanti rs4938723, rs1076064, rs4705342 u genima
MIR34B, MIR34C, MIR378, MIR143, MIR145, kao i SNV rs1058205, rs1010 i rs4245739 u genima
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KLK3, VAMP8 iIMDM4, redom, vr$ena je uz pomo¢ Tagman® Eseja za genotipizaciju tackastih
genetickih varijanti (Applied Biosystems, Foster City, California, SAD) (Tabela 3.1).

Tabela 3.1. TagMan eseji koriS€eni za genotipizaciju odabranih genetickih varijanti

Geneti¢ka varijanta / Gen TagMan esej (Applied Biosystems, SAD)
rs4938723 / hsa-miR-34b/c C__ 3081610_10
rs1076064 / hsa-miR-378 C__ 918673_10
rs4705342 / hsa-miR-143/145 C__28015723_20
rs1058205 / KLK3 C__ 8705590_10
rs1010 / VAMP8 C__2091644_20
rs4245739 / MDM4 C_ 11623776 10

TagMan eseji za genotpizaciju tackastih genetickih varijanti nazivaju se i 5’-nukleazni eseji.
Takav naziv potice od 5°-3 egzonukleazne aktivnosti polimeraze koja se koristi za izvodenje PCR
reakcija. DNK polimeraza svojim 5’-nukleaznim domenom ima sposobnost da hidrolizuje nizvodne
oligonukleotidne lance koji su komplementarno spareni sa matricom. Drugi klju¢ni element svakog
TagMan eseja za genotipizaciju zasniva se na fenomenu prenosa fluorescentne rezonancione
energije (eng. fluorescence resonance energy transfer, FRET). FRET je prenos kvanta energije sa
mesta apsorpcije na mesto iskoriS¢enja u molekulu bez emitovanja zraCenja, kroz rezonantnu
interakciju izmedu hromofora, bez donorsko akceptorskih kinetickih sudara. Donor je hromofora
koja pocetno apsorbuje energiju, dok je akceptor molekul na koji se zatim prenosi energija. Kada je
molekul donora u ekscitovanom stanju dolazi do rezonantnog prenosa energije ka akceptoru koji se
nalazi u neposrednoj blizini. U vecini slu¢ajeva donor i akceptor su razli¢ito obojeni molekuli i tada
se FRET moze detektovati po slabljenju emisije donora. Emitovanje fluorescencije akceptora moze
se u potpunosti spreciti fenomenom FRET-a ukoliko se u neposrednoj blizini fluorescentno
obeleZenog reporterskog molekula nalazi drugi molekul koji je oznacen kao prigusivag. Reporterski
molekul ima viSu energiju emisije 1 kracu talasnu duzinu u poredenju sa priguSivacem. Kada su
reporter 1 prigusiva¢ u neposrednoj blizini, dolazi do prenosa i pada energije sa viSeg na nizi
energetski nivo 1 posledicno do prigusenja signala. Ukoliko se reporter i prigusiva¢ ne nalaze u
neposrednoj blizi, efekat FRET-a biva onemogucen i tada reporterski molekul nesmetano emituje
svoju energiju zraCenja (162). 5’-nukleazni eseji za genotipizaciju sastoje se od jednog para
prajmera i dve TagMan probe obeleZene razli¢itim reporterskim molekulima (Slika 3.1).
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Slika 3.1. TagMan eseji za genotipizaciju sastoje se od para prajmera i dve razliCite probe,
specificne za razlicite alelske varijante odredene SNV. TagMan probe razli¢ito su oblezene. Jedna
proba obelezena je Vic florescentnom bojom, a druga Fam bojom. (Slika preuzeta i modifikovana
sa URL: https://assets.fishersci.com/TFS-Assets/LSG/ manuals/ MANO0009593 TagManSNP_
UG.pdf.)
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TagMan probe za genotipizaciju razlikuju se medusobno i u sekvenci ali samo u jednom
nukleotidu. Jedan proba specifi¢na je za ucestaliju alelsku varijantu, dok je druga proba specifi¢na
za drugi, rede ucestalu alelsku varijantu selektovane geneticke varijante. Pre pocetka PCR reakcije,
obe probe su intaktne, reporterski molekuli se nalaze u blizini priguSivaca i zbog fenomena FRET-a
ne dolazi do emisije fluorescencije i o€itavanja signala. Tokom reakcije PCR-a prajmeri se vezuju
komplementarno za DNK matricu, a vezivanje adekvatne probe zavisi od prisutnog genotipa te
matrice (Slika 3.2). DNK polimeraza vr$i elongaciju prajmera uzvodno od mesta vezivanja probe.
Kada DNK polimeraza stigne do mesta gde se nalazi komplementarno vezana TagMan proba za
matricu, ona svojom 5°-3’-nukleaznom aktivnos¢u vrsi njenu hidrolizu (Slika 3.3). U tom koraku
dolazi do odvajanja reportera od prigusivaca i emsije fluorescencije reporterskog molekula. Korak
hidrolize probe desava se u svakom ciklusu PCR-a, a nivo fluorescencije poreklom od reporterskog
molekula hidrolizovanih proba eksponencijalno raste (163). Korelacija izmedu detektovane
fluorescencije i genotipa matrice prikazana je u Tabeli 3.2.

5. 3
i
. ac®
S Proba1 ¥ Proba2 Nizvodni prajmer
Uzvodni prajmer - f ¢ @ g ¢
S N /
i €] -

5

Slika 3.2. Prajmeri i probe se vezuju za matricu na nacin specifi¢an od sekvence. (Slika preuzeta i
modifikovana sa URL: https://assets.fishersci.com/TFS-Assets/LSG /manuals/ MANO0009593_
TagManSNP_UG.pdf).
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Slika 3.3. Polimeraza zapocinje elongaciju prajmera, a kada stigne to TagMan probe koja je
komplementarno vezana za matricu dolazi do hidrolize probe. Reporterski molekul hidrolizovane
TaqMan probe se oslobada od priguSivaca 1 dolazi do emisije, a potom 1 detekcije signala. (Slika
preuzeta i1 modifikovana sa URL: https://assets.fishersci.com/TFS-Assets/LSG/manuals
/MANO0009593_TagManSNP_UG.pdf).

Tabela 3.2. Korelacija izmedu fluorescentnog signala i genotipa uzorka

Fluorescentni signal ' Detektovani genotip
VIC ™ signal ' Homozigot za Alel 1
FAM™ signal Homozigot za Alel 2

VIC™i FAM™ signali Heterozigot Alel 1-Alel 2
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PCR reakcije za sve selektovane geneticke varijante izvodene su na plejtovima od 96
bunari¢a (MicroAmpTM Optical 96-Well Reaction Plate, Applied Biosystems, SAD) prekrivanim
opti¢kim prijanjaju¢im folijama (MicroAmp® Optical Adhesive Film, Applied Biosystems, SAD) u
StepOnePlus™ Real-Time PCR masini (Applied Biosystems, SAD). Reakciona smeSa za alelsku
disktiminaciju svakog uzorka pripremana je prema uputstvu proizvodaca u finalnoj zapremini od 6
pl. Sastav reakcione smesSe prikazan je u Tabeli 3.3.

Tabela 3.3. Sastav reakcione smeSe za alelsku diskriminaciju TagMan probama

Komponenta Osnovna Finalna Zapremina u
koncentracija koncentracija reakcionoj
FastGene®Probe 2 40 X 1x 2.45 ul
X qPCR Universal
Mix
SNP Genotyping / / 0.12 ul
Assay
Rox fluorescentna 50 uM 30 nM 0.03 pl
boja
Voda bez nukleaza / / 2.40 pl
(Qiagen, Nemacka)
Genomska DNK / / 1ul (2-50 ng)

Sve reakcije genotipizacije odvijale su se prema sledeCem temperaturnom profilu u
StepOnePlus™ Real-Time PCR masini: oCitavanje pocetnog nivoa fluorescencije (eng. pre-read)
vr$eno je na 60°C u trajanju od 30 s, potom je sledila faza PCR reakcije (eng. read) gde je aparat
beleZio fluorescenciju reporterskih boja hidrolizovanih TagMan proba i na kraju, po zavrSenoj PCR
reakciji, vr$eno je o€itavanje fluorescencije (eng. post-read) na temperaturi od 60°C u trajanju od 30
s. Oduzimanjem fluorescencija pre i posle poc¢etka PCR reakcije aparat je automatski belezio nivo
fluorescencije poreklom od same PCR reakcije. Reakcija PCR sastojala se iz koraka inicijalne
denaturacije od 2 min na 95°C, a potom je sledilo 40 ciklusa u kojima su se smenjivale faze
denaturacije trajanja 5 s na 95°C i jedinstven korak na 60°C u trajanju od 30 min u kojem su se
odvijale hibridizacija, elognacija i hidroliza TagMan proba. Nakon faza pre-read-a, read-a i post-
read-a aparat je automatski dodeljivao adekvatan genotip svakom od uzoraka. Na osnovu uvida u
krive amplifikacije bilo je moguce i manuelno odrediti genetipove nekih od uzoraka. Za svaki
pojedinacni uzorak, apparat je generisao takozvani multikomponentni plot (Slika 3.4) gde se na X-
osi nalazio broj ciklusa, a na Y-osi nivo fluorescencije. Za homozigotnu geneti¢ku varijantu kriva
amplifikacije imala je znacajan porast na talasnoj duzini koja je odgovarala reporterskoj fluoroboji
jedne od koris¢enih TagMan proba. Ukoliko je bio detektovan heterozigotni nosilac za odredenu
geneticku varijantu, na amplifikacionom plotu pojavljivale su se dve krive umnozavanja, svaka
talasne duzine odgovarajuceg reporterskog molekula iz para TagMan probi. Dobijeni rezultati
genotipizacije prikazivani su i tabelarno, ali 1 uz pomo¢ alelskog diskriminatornog plota.
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Multicomponent Plot Multicomponent Plot Multicomponent Plot

Slika 3.4. Izgled multikomponentnih plotova za uzorke razlic¢itih genotipova. Krive amplifikacije
homozigotnih geneti¢kih varijanti imaju porast fluorescencije na talasnoj duzini koja odgovara
reporterskoj hromofori jedne TagMan probe. Heterozigotna geneticka varijanta (slika u sredini)
poseduje dve amplifikacijske krive poreklom od reporterskih hromofora obe TagMan probe. Crvena
linija predstavlja pasivnu referencu (Rox fluorescentna boja).

3.2.6. Statisticka obrada dobijenih rezultata

Prvi korak prilikom statisticke obrade dobijenih rezultata bio je provera prisustva Hardi
Vajnbergove ravnoteze (eng. Hardy Weinberg equilibrium, HWE) kojom se utvrduje geneti¢ka
struktura odnosno ispravnost selekcije razliCitih grupa ispitanika i tacnost rezultata odabrane
metode genotipizacije. Provera prisustva HWE izvrSena je u kontrolnoj grupi. U tu svrhu kori$¢en
je adekvatni egzaktni test u okviru statistickog programa SNPStats (Catalan Institute of Oncology,
Barcelona, Spanija) (164).

Nakon provere HWE u sve tri grupe ispitanika, usledila je analiza geneti¢ke asocijacije
odabranih genetickih varijanti sa rizikom za razvoj KP. Poredenje ucestalosti alela i raspodele
genotipova u grupama bolesnika sa KP, bolesnika sa BPH i kontrolnoj grupi za svaku analiziranu
genetiCku varijantu zasnivalo se na primeni logistiCke regresije, pri ¢emu su svi rezultati bili
podeseni za razlike u starosti bolesnika 1 kontrola. Sprovedeno je 6 razli¢itih nezavisnih testiranja.
Ucestalosti raspodele genotipova svake geneticke varijante ponaosob poredene su istovremeno u po
dve razli¢ite grupe: grupama bolesnika sa KP i BPH, grupi bolesnika sa KP i kontrolnoj grupi, kao i
u grupi bolesnika sa BPH 1 kontrolnoj grupi. Kao mera asocijacije odredenog alela ili genotipa sa
rizikom za razvoj KP kori$¢en je odnos $ansi (eng. 0dds ratio, OR) sa intervalom poverenja od 95%
(CI 95%). Odnos Sansi je veli¢ina koja ukazuje na to koliko je veca verovatnoca da osoba sa
odredenim alelom ili genotipom razvije KP u odnosu na bilo koji drugu osobu koja taj alel ili
genotip ne poseduje. Kao prag statisticke znacajnosti koris¢ena je P vrednost od 0.05.

Za odabrane geneticke varijante potom je testirana asocijacija sa vrednostima standardnih
prognosti¢kih parametara, kao i sa rizikom za progresiju bolesti. Asocijacija geneticke varijante sa
rizikom za progresiju bolesti analizirana je u razli¢itim grupama bolesnika svrstavanih u grupe na
osnovu vrednosti standardnih prognosti¢kih parametara, a prema preporukama EAU. Ucestalosti
alela 1 raspodele genotipova svake selektovane geneticke varijante poredene su u slede¢im grupama:
bolesnici niskog rizika vs. bolesnici srednjeg rizika, bolesnici niskog rizika vs. bolesnici visokog
rizika i bolesnici srednjeg rizika vs. bolesnici visokog rizika. | testovi asocijacije odabranih
genetickih varijanti sa vrednostima standardnih prognosti¢kih parametara i rizikom za progresiju
KP takode su bili zasnovani na primeni logisticke regresije. Dobijeni rezultati podeSeni su za razlike
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u starosti bolesnika u grupama koje se porede. Dobijeni rezultati analizirani su u statistickom
programu SNPStats (Catalan Institute of Oncology, Barcelona, Spanija).

Prilikom procene asocijacije odabranih genetickih varijanti sa rizicima za razvoj i progresiju
KP, kao i vrednostima standardnih prognosti¢kih parametara kori§¢eni su razliciti geneticki modeli:
kodominantni, recesivni, dominantni, overdominantni i log-aditivni (165). Za procenu genetickog
modela koji najbolje odgovara uocenim razlikama u raspodelama genotipova izmedu bolesnika sa
KP i kontrolnih grupa, kao i izmedu razli¢itih grupa bolesnika koris¢en je Akaike informacioni
kriterijum (eng. Akaike information criteria, AIC). Prema tom Kkriterijumu, za najadekvatniji
geneti¢ki model smatran je onaj za koji je dobijana najmanja vrednost AIC skora. Ukoliko je razlika
izmedu dve najmanje vrednosti AIC skora u datom testu bila manja od 2, smatralo se da je svaki od
geneti¢kih modela potencijalno adekvatan (166).
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4. Rezultati

4.1. Rezultati selekcije bolesnika na osnovu vrednosti standardnih
prognosti¢kih parametara KP i rizika za progresiju bolesti

U okviru ove teze analizirano je ukupno 355 uzoraka DNK bolesnika sa KP, 358 uzoraka
DNK bolesnika sa BPH i 370 uzoraka DNK musSkaraca iz opSte populacije Srbije koji su ¢inili
kontrolnu grupu. Proseéna starost bolesnika sa KP iznosila je 69 godina, bolesnika sa BPH 68
godina i dva meseca, dok je prosecna starost u kontolnoj grupi iznosila 68 godina i deset meseci. Na
osnovu vrednosti standardnih prognostickih parametara, a prema preporukama EAU, bolesnici sa
KP svrstavani su u tri grupe u zavisnosti od serumske vrednosti PSA, zbirnog GS i klinickog
stadijuma bolesti prema TNM sistemu. Nakon klasifikacije bolesnika, ustanovljeno je da najveci
broj njih, 42.9%, ima serumske vrednosti PSA iznad 20 ng/ml, da 53.8% bolesnika ima zbirni GS 6,
a 24% zbirni GS 7 dok je T klinicki stadijum T ustanovljen kod ukupno 55% bolesnika sa KP.
Prisustvo udaljenih metastaza dijagnostikovano je kod 16% bolesnika ukljucenih u ovu studiju.

Tabela 4.1. Klasifikacija bolesnika sa KP na osnovu vrednosti standardnih prognosti¢kih
parametara, prisustva udaljenih metastaza i rizika za progresiju bolesti

Standardni prognosticki parametri Bolesnici sa KP
n (%)
PSA pri dijagnozi
<10 ng/ml 100 (28.4)
10-20 ng/ml 101 (28.7)
>20 ng/ml 151 (42.9)
Glison skor
GS<17 207 (60.5)
GS=7 82 (24)
GS>17 53 (15.5)
TNM klini¢ki stadijum
T1 49 (15.9)
T2 170 (55)
T3/T4 90 (29.1)
Metastaze
Udaljene (M+) 51 (15.8)
Regionalne (N+) ili nisu detektovane 271 (84.2)
Rizik za progresiju bolesti (EAU 2014.)
Nizak 22 (6.6)
Srednji 115 (34.3)
Visok 198 (59.1)

Dodatno, na osnovu vrednosti standardnih prognosticki parametara bolesnici su podeljeni u
tri grupe prema riziku za progresiju bolesti. Pridrzavaju¢i se kriterijuma koje preporucuje EAU
(ref), bolesnici su podeljeni u grupu niskog, srednjeg i visokog rizika za progresiju KP. Na taj nacin,
za gotovo 60% bolesnika procenjeno je da imaju agresivniju formu, odnosno poseduju visok rizik
za progresiju bolesti.
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4.2. Rezultati provere kvaliteta izolovane genomske DNK elektroforezom
u agaroznom gelu

Kvalitet izolovane genomske DNK proveravan je agaroznom gel elektroforezom na 0.8%
gelu sa EtBr. Prisustvo diskretnih traka na gelu ukazivalo je na nativhu genomsku DNK, dok je
razmaz (eng. smear) upucivao na delimi¢nu degradaciju izolovane DNK. Osim provere kvaliteta,
proveravana je i relativna koncentracija izolovanih DNK. Nalivanjem standardna za koli¢inu K562
u prvi bunar na gelu denzitometrijski bilo je moguée utvrditi da je veéina izolata imala
koncentraciju vec¢u od 4 ng/ul.

PCa
K562
(20 ng)
280 281 282 283 284 285 332 335 389 400 401 402 403 404 405 406

.\—-*w' ,\--J~ g ' — [ W — -

Slika 4.1. Provera izolacije i koncentracije izolovane genomske DNK bolesnika sa KP i bolesnika
sa BPH agaroznom gel elektroforezom na 0.8% gelu bojenom EtBr. (K562 (20ng) — standard za
koli¢inu, koncentracije 10ng/pul. Brojevima od 280 do 335 oznaceni su KP, dok uzorci DNK BPH
imaju oznake od 389 do 406; i PCa — karcinom prostate)

4.3. Rezultati odabira genetickih varijanti u genima za mikroRNK i
genima KLK3, VAMP8 i MDM4

Na osnovu prethodno definisanih kriterijuma (vidi odeljak 3.2.4 u poglavlju Materijal i
metode), u okviru ove doktorske disertacije odabrano je Sest geneti¢kih varijanti za dalju studiju.
Pozicija geneticki varijanti u potencijalnim regulatornim regionima gena hsa-miR-34b/c, hsa-miR-
378 i hsa-miR-143/145 prikazane su na Slikama 4.2, 4.3 i 4.4. Geneticka varijanta rs4938723 T>C
nalazi se u potencijalnom promotorskom regionu pri-miR-34b/c 423 bp uzvodno od mesta pocetka
transkripcije (167). Geneticka varijanta rs1076064 locirana je 222bp uzvodno od regiona koji
kodira za pre-miR-378, u intronu gena PPARGC1B (eng. PPARG coactivator 1 beta, PPARGC1B)
(168, 169), a geneticka varijanta rs4705342 nalazi se uzvodno od regiona koji kodira za pre-miR-
143 i pre-miR-145 i potencijalno uti¢e na nivo transkripcije i/ili obradu pri-miR-143/145 (170).

MRIB miR-34b  miR-34c
et o
Chr11¢23 ¥ & ——
)
P53-bind ing sites CpG ishind

Slika 4.2. Pozicija geneticke varijante rs4938723 u potencijalnom regulatornom regionu genu
MIR34B i MIR34C. (Slika preuzeta i modifikovana iz Xu et al., 2011) (167).
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Slika 4.3. Pozicija geneticke varijante rs1076064 u potencijalnom regulatornom regionu i/ili
primarnom transkriptu gena MIR378. (Slika preuzeta i modifikovana iz An et al., 2014) (168).

5’-GGGGTTCTC- 3"

I 1L
5> -CTGGTACTC- 3

i [rs4705342] .
5 pro;noter I—] miR-143 |——3’

Slika 4.4. Pozicija geneticke varijante rs4705342 u potencijalnom regulatornom regionu i/ili
primarnom transkriptu klastera gena MIR143 i MIR145. (Slika preuzeta i modifikovana iz Yin et al.,
2018.) (170)

Kada je re¢ o genetickim varijantama u 3’-netranslatiraju¢im regionima gena KLK3, VAMPS i
MDM4, njihov eksperimentalno potvrdeni funkcionalni efekat, odnosno mikroRNK molekuli na
Cije vezivanje utiCu njihove alelske varijante prikazane su u Tabeli 4.2. Dodatno, proteinski
produkti kodirani ovim genima predstavljaju vazne ucesnike u odrZavanju tkivne homeostaze
prostate.

Tabela 4.2. Varijante u genima KLK3, VAMP8 i MDM4 koje menjaju mesta vezivanja mikroRNK

Gen Geneticka varijanta mikroRNK
KLK3 rs1058205 miR-3162-5p
VAMP8 rs1010 miR-370-5p
MDM4 rs4245739 miR-191-5p, miR-887 i
miR-3669

4.4. Rezultati genotipizacije genetiCkih varijanti u genima za mikroRNK i
genima KLK3, VAMPS8 i MDM4

Rezultati genotipizacije genetickih varijanti rs4938723, rs1076064 i rs4705342 u genima za
mikroRNK i genetickih varijanti rs1058205, rs1010 i rs4245739 u genima KLK3, VAMP8 i MDM4
upotrebom TagMan eseja za genotipizaciju (Applied Biosystems, SAD) prikazani su tabelarno i u
vidu grafikona. U tabelarnom prikazu prikazane su normalizovane vrednosti intenziteta
fluorescencije za oba alela kao i odgovarajuc¢i genotip uzorka odreden automatski ili u manjem
broju slucajeva i1 manuelno, poredenjem krivi amplifikacija sa izgledom 1 intenzitetom
fluorescencije u kontrolnim uzorcima (Slika 4.5).

Na grafickom prikazu vidi se prikaz rezultata sa celog plejta sa tri odvojena klastera u
kojima su grupisani uzorci odgovarajuceg genotipa. U slucaju geneticke varijante rs4938723 plavim
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krugovima prikazani su svi uzorci koji su homozigoti za alel T ¢iji je intenzitet fluorescencije
prikazan na Y-osi, crvenim krugovima svi uzorci koji su homozigoti za alel C ¢iji je intenzitet
fluorescencije dat na X-osi, dok su zelenim krugovima predstavljeni heterozigoti za tu geneticku
varijjantu. Na slican nacin, za genetiCku varijantu rs1076064, na alelskom plotu prikazano
grupisanje uzoraka na osnovu prisutnih genotipova. Za tu geneticku varijantu, intenzitet
fluorescencije alela G prikazan je na Y-osi, dok se na X-osi nalazi intenzitet fluorescencije alela A.
Plavim krugovima graficki su prikazani uzorci koji su homozigotni za alel G, crvenim krugovima
homozigoti za alela A, dok su heterozigoti AG predstavljeni takode zelenim krugovima (Slika 4.6).
Za SNV rs4705342, rs1058205 1 rs1010 plavim krugovima prikazani su homozigoti za alel T ¢iji se
intenziteti fluorescencije nalaze na Y-osi, crvenim krugovima predstavljeni su uzorci sve tri
geneticke varijante koji su homozigoti za alel C ¢iji je intenzitet fluorescencije dat na X-osi, dok su
zelenim krugovima prikazani heterozigotni uzorci tih genetickih varijanti. Kada je re¢ o grafickom
prikazu rezultata genotipizacije za geneticku varijantu rs4245739, intenzitet fluorescencije alela C
prikazan je na Y-osi, dok se na X-osi nalazi intenzitet fluorescencije alela A. Svi uzorci koji su
homozigoti za alel C ove geneticke varijante prikazani su plavim krugovima. Crvenim krugovima
predstavljeni su homozigoti za alel A, dok su heterozigotni nosioci predstavljeni zelenim krugovima

(Slika 4.6).

Za potrebe testiranja asocijacije genetickih varijanti u genima za mikroRNK 1 genetickih
varijanti u genima KLK3, VAMP8 i MDM4sa rizikom za razvoj i progresiju KP genotipizovane su
kompletne kolekcije bolesnika sa KP, bolesnika sa BPH, kao i svi uzorci iz kontrolne grupe.
Rezultati genotipizacije, kao i procentualna zastupljenost svakog genotipa za ove tri geneticke
varijante kod bolesnika sa KP i BPH, ali i u kontrolnoj grupi prikazani su tabelarno (Tabela 4.3,
Tabela 4.4).
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Tabela 4.3. Rezultati genotipizacije genetickih varijanti u genima za mikroRNK

rs4938723 129 (37.4) | 138(39.5) | 134 (38.4)
TC 169 (49) | 164 (47) | 170 (48.7)
cC 47 (13.6) | 47 (135) | 45(12.9)

rs1076064 AA 135 (38.9) | 125(35.4) | 127 (36.1)
AG 152 (43.8) | 179 (50.7) | 166 (47.2)
GG 60 (17.3) | 49(13.9) | 59 (16.8)

rs4705342 TT 280 (80.9) | 276 (78.2) | 290 (82.6)
TC 61 (17.6) | 71(20.1) | 61 (17.4)
cC 5 (1.4) 6 (1.7) 0(0)

Tabela 4.4. Rezultati genotipizacije genetic¢kih varijanti ugenima KLK3, VAMP8 i MDM4

rs1058205 249 262 (70.8) | 265 (74.2)
(70.3)
cT 95(26.8) | 93(25.1) | 81(22.7)
cC 10 (2.8) 15 (4) 11 (3.1)
rs1010 T 124 119 (32.7) | 118(33.1)
(34.9)
cT 161 184 (50.5) | 184 (51.7)
(45.4)
cC 70 (19.7) | 61(16.8) | 54 (15.2)
rs4245739 AA 198 182 (51) | 204 (57.3)
(56.2)
AC 131 144 (40.3) | 122 (34.3)
(37.2)
cC 23(65) | 31(8.7) 30 (8.4)
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well Sample SNP Assay Task Allele 1 AR Allele 2 ARn Call Quality Threshold Call Type
Al RS4938723 NTC -0.033 -0.1048 NTC 1 Auto
A2 RS4938723 NTC -0.0679 -0.1182 NTC 1 Auto
A3 PCa538 RS4938723  UNKNOWN 0.5312 1.5919 T 0.9975 Auto
Ad PCa599 RS4938723  UNKNOWN 1.1228 1.2368 CIT 0.9988 Auto
A5 PGa600 RS4938723  UNKNOWN 0.6499 1.9155 T 0.9988 Auto
A8 PCa601 RS4938723  UNKNOWN 1.3498 1.4463 cT 0.9952 Auto
A7 PCa602 RS4938723  UNKNOWN 1.2408 1.3489 cT 0.9996 Auto
A8 PCa603 RS4938723  UNKNOWN 1.1543 1.2827 cT 0.9995 Auto
A9 PCa604 RS4938723  UNKNOWN 05295 0.4309 cT 1 Manual
A10 PCa605 RS4938723  UNKNOWN 0.649 1.8856 TT 0.9992 Auto
Al PCa608 RS4938723  UNKNOWN 0.5235 1.6181 TT 0.9974 Auto
A12 PCas07 RS4938723  UNKNOWN 0.9799 0.8774 cT 1 Manual
Well Sample SNP Assay Task Allele 1 ARn  Allele 2 ARn Call Quality Threshoid Call Type
Al rs1076064 NTC 0.1401 0.001 NTC 1 Auto
A2 WH848 rs1076064  UNKNOWN 0.2674 0.3194 Aliele AVAlicle G 0.9898 Auto
A3 WHS10 rs1076084  UNKNOWN 0518 0.0454 Allele A/Allele A 0.9998 Auto
AL WH779 rs1076064  UNKNOWN 0.3501 0.3868 Aliele AVAlicle G 0.9967 Auto
AS CMT413 rs1076064  UNKNOWN 0.3556 0.4302 Aliele AVAllele G 0.9992 Auto
A8 MD582 rs1076064  UNKNOWN 0.2342 0.7576 Aliele G/Allele G 0.9893 Auto
A7 MD479 rs1076064 UNKNOWN 0.3656 0.4585 Aliele AVAlicle G 0.9987 Auto
A8 MD444 rs1076064  UNKNOWN 0.4925 0.0355 Allele A/Aliele A 0.9979 Auto
A9 MD357 rs1076064  UNKNOWN 0.5147 0.042 Allele A/Allele A 0.9996 Auto
A10 MD322 rs1076064  UNKNOWN 0.5638 0.0402 Alicle A/Allele A 0.9951 Auto
A1l HN35 rs1076064  UNKNOWN 0.2135 0.8395 Allele G/Allele G 0.9973 Auto
A12 WH938 rs1076064  UNKNOWN 0.2938 0.2586 Aliele AVAlicle G 0.9828 Auto
Well Sample SNP Assay Task Allele 1 ARn  Allele 2 ARn Call Quality Threshold Call Type
Al NTC RS4705342 NTC -0.0143 -0.0825 NTC 1 Auto
A2 NTC RS4705342 NTC -0.0114 -0.0687 NTC 1 Auto
A3 PCa705 RS4705342  UNKNOWN 21435 2.2255 cT 0.9869 Auto
A4 PCa706 RS4705342  UNKNOWN 1.2336 3.2782 T 0.9887 Auto
AS PCa707 RS4705342  UNKNOWN 1.2756 3.6378 T 0.9909 Auto
A8 PCa708 RS4705342  UNKNOWN 1.4358 3.9265 T 0.9894 Auto
AT PCa709 RS4705342  UNKNOWN 1.5754 4.0082 TT 0.9833 Auto
A8 PCa710 RS4705342  UNKNOWN 1.3202 37517 TT 0.9908 Auto
A3 PCa711 RS4705342  UNKNOWN 1.4168 3795 T 0.9902 Auto
A10 PCa712 RS4705342  UNKNOWN 2.3957 2.5462 CT 0.9914 Auto
Al1 PCa713 RS4705342  UNKNOWN 23936 2.5427 cm 0.9914 Auto
A12 PCa714 RS4705342  UNKNOWN 06841 25644 Undetermined 0.9203 Auto
Well Sample SNP Assay Task Allele 1 ARn  Allele 2 ARn Call Quality Threshoid Call Type
Al NTC rs1058205 NTC -0.0448 -0.125 NTC 1 Auto
A2 NTC rs1058205 NTC -0.0845 -0.19 NTC 1 Auto
A3 PCA288 rs1058205 UNKNOWN 1584 4.1379 Aliele T/Allele T 0.9883 Auto
A4 PCA289 rs1058205  UNKNOWN 1.165 4.0025 Aliele T/Allele T 0.9887 Auto
A5 PCA290 rs1058205 UNKNOWN 1.49865 45795 Allele T/Alicle T 0.9988 Auto
A PCA291 rs1058205 UNKNOWN 12654 4.7902 Aliele T/Allele T 0.9973 Auto
A7 PCA202 rs1058205  UNKNOWN 23164 3.1499 Alicie C/Allele T 0.9731 Auto
A8 PCA293 rs1058205 UNKNOWN 28336 1.0272 Aliele C/Aliele C 0.9988 Auto
A9 PCA294 rs1058205  UNKNOWN 1.4627 5.0945 Alicie T/Allele T 0.9963 Auto
A10 PCA295 rs1058205 UNKNOWN 1.5553 47537 Allele T/Alicle T 0.9979 Auto
Al1 PCA296 rs1058205 UNKNOWN 14109 4353 Alicle T/Allele T 0.9979 Auto
A12 PCA297 rs1058205  UNKNOWN 1.5205 4.5554 Alicle T/Allele T 0.9981 Auto
Well Sample SNP Assay Task Aliele 1 ARn  Allele 2 ARn Call Quality Threshoid Call Type
Al NTC 51010 NTC -0.0449 -0.1687 NTC 1 Auto
A2 NTC rs1010 NTC -0.0373 -0.1295 NTC 1 Auto
A3 PCAS00 51010 UNKNOWN -0.0208 -0.1275 Undetermined 0 Auto
A4 PCAS01 rs1010 UNKNOWN 0.7204 40314 Allele T/Aliele T 0.9862 Auto
A5 PCA502 rs1010 UNKNOWN 1.755 3.2072 Allele C/Allele T 0.9994 Auto
A6 PCAS503 rs1010 UNKNOWN 0.6075 4.3764 Allele T/Aliele T 0.9941 Auto
A7 PCAS504 rs1010 UNKNOWN 0.4762 3.9801 Allele T/Allele T 0.9991 Auto
A8 PCAS05 rs1010 UNKNOWN 0.4565 4.1206 Allele T/Allele T 0.9985 Auto
A9 PCAS06 rs1010 UNKNOWN 0.585 4.1535 Allele T/Allele T 0.9985 Auto
A10 PCAS507 rs1010 UNKNOWN 0.4116 3.9435 Allele T/Allele T 0.9958 Auto
Al PCA508 rs1010 UNKNOWN 0.451 3.8231 Allele T/Allele T 0.9958 Auto
A12 PCAS09 rs1010 UNKNOWN 0.3997 3.7452 Allele T/Allele T 0.9911 Auto
Well Sample SNP Assay Task Allele 1 ARn  Allele 2 ARn Call Quality Threshold Call Type
Al NTC RS4245739 NTC -0.0291 -0.1664 NTC 1 Auto
A2 NTC RS4245739 NTC -0.0203 -0.1252 NTC 1 Auto
A3 MD289 RS4245730  UNKNOWN 29326 0.2069 Allele A/Allele A 0.9969 Auto
A4 MD284 RS4245739  UNKNOWN 27973 0.0833 Allele A/Allele A 0.9908 Auto
A5 HN46 RS4245739  UNKNOWN 27203 5.2878 Allele C/Allele C 0.997 Auto
A6 HN35 RS4245739  UNKNOWN 3.7961 46719 Allele A/Allele C 0.9994 Auto
A7 HN33 RS4245739  UNKNOWN 34211 0.4542 Aliele A/Aliele A 0.9972 Auto
A8 WH952 RS4245730  UNKNOWN 3.3631 0.5043 Aliele A/Allele A 0.9971 Auto
A9 WH947 RS4245739  UNKNOWN 3.2449 0.1428 Allele A/Allele A 0.9975 Auto
A10 WHo44 RS4245730  UNKNOWN 31412 3.7275 Allele A/Allele C 0.9886 Auto
Al WHS40 RS4245739  UNKNOWN 3.6302 4.4069 Allele A/Allele C 0.9995 Auto
A12 WHe37 RS4245739  UNKNOWN 3.7934 4.6302 Allele A/Allele C 0.9993 Auto

Slika 4.5. Prikaz genotipizacije genetickih varijanti rs4938723, rs1076064, rs4705342, rs1058205,
rs1010 1 rs4245739 konstruisan pomocu Applied Biosystems StepOnePlus™softvera. Oznaceni su
normalizovani intenziteti fluorescencije za oba alela (kolone ,,Allele 1 ARn* 1,,Allele 2 ARn*) kao 1
genotipovi (kolona ,,Call®).
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Allelic Discrimination Plot (SNP Assay. RS4938723) Allelic Discrimination Plot (SNP Assay: rs1076064)
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Slika 4.6. Graficki prikaz genotipizacije genetickih varijanti rs4938723, rs1076064, rs4705342,
rs1058205, rs1010 i rs4245739 konstruisan pomocu Applied Biosystems StepOnePlus™ softvera.
Homozigotni aleli kojima odgovara Y osa prikazani su plavim krugovima, homozigotni aleli kojima
odgovara X osa crvenim krugovima, dok su heterozigoti predstavljeni zelenim. Crni kvadrati na
samom pocetku koordinatnog sistema odgovaraju negativnim kontrolama. Na levom plotu oznakom
,»X“ u dnu kordinatnog sistema predstavljen je uzorak za koji u toj reakciji nije mogao biti odreden
genotip.
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4.5. Rezultati analize asocijacije odbranih genetic¢kih varijanti sa rizikom
za razvoj KP

4.5.1. Rezultati analize asocijacije geneti¢kih varijanti u regulatornim
regionima gena miR-34b/c, miR-378 i miR-143/145 sa rizikom za
razvoj KP

Genotipizacija tackastih genetickih varijanti rs4938723, rs1076064 1 rs4705342 sprovedena
je na kompletnom setu bolesnika i kontrola i bila je uspesna u preko 98% uzoraka. Za sve tri
geneticke varijante, kontrolna grupa nije pokazivala odstupanja od Hardi-Vajnbergove ravnoteze
(P=0.91, P=0.26 i P=0.6 za rs4938723, rs1076064 i rs4705342, redom). Ucestalosti alela i
genotipova analiziranih genetickih varijanti kod bolesnika sa KP, bolesnika sa BPH i kontrola
grupisanih prema odgovarujué¢im testiranim geneti¢kim modelima prikazane su u Tabeli 4.5.

Poredenjem ucestalosti alela i1 distribucija genotipova tackastih geneti¢kih varijanti
rs4938723i rs1076064 izmedu bolesnika sa KP i zdravih kontrola, kao i izmedu bolesnika sa KP i
BPH nije ustanovljena asocijacija sa rizikom za razvoj KP (Tabela 4.5).

Sa druge strane, poredenjem distribucije genotipova izmedu bolesnika sa KP i bolesnika sa
BPH za geneticku varijantu rs4705342 u genu hsa-miR-143/145 za manje ucestali alel, alel C,
ustanovljena je statisticki znacajna asocijacija sa rizikom za razvoj KP. Testovi geneticke
asocijacije dali su statisticki znacajne rezultate za dva geneticka modela: kodominantni model
(P=0.031) i recesivni model (P=0.0088). Tatan odnos $ansi (OR) po kojem ova dva geneticka
modela povecavaju rizik za razvoj KP nije mogao biti ustanovljen budu¢i da kod bolesnika sa BPH
genotip CC u potpunosti odsustvuje. S obzirom na to da je razlika u AIC skoru za navedene
geneticke modele manja od 2, nije bilo statisticki opravdano izabrati najadekvatniji geneticki model,
iako je manja vrednost AIC dobijena za recesivni model.

34



Tabela 4.5. Asocijacija genetickih varijanti u regulatornim regionima gena miR-34b/c, miR-378 i miR-143/145 sa rizikom za razvoj KP

o Br(_)j Broj kontrola Br(_)j KPvskontrole KPvs BPH
SNV Geneti¢ki model bo:gsjn(lcl;gsa (%) bOBIESI—TI(kOZ)sa OR (95% CI) vredzost* AIC OR (95% CIy' vredFr:ost* AIC
rs4938723
Kodominantni
TT 129 (37.4) 138(39.5) 134 (38.4) 1.00 1.00
TC 169 (49) 164 (47) 170 (48.7) 1.10 (0.80-1.52) 0.84 969.7 1.02 (0.74-1.41) 0.95  960.9
cc 47 (13.6) 47 (135)  45(12.9) 1.07 (0.67-1.71) 1.08 (0.67-1.74)
Dominantni
TT 129 (37.4) 138(39.5) 134 (38.4) 1.00 1.00
TC+CC 216 (62.6) 211 (60.5) 215 (61.6) 1.09 (0.81-1.49) 0.56 9%7.7 1.03 (0.76-1.41) 083 9589
Recesivni
TT+TC 298 (86.4) 302 (86.5) 304 (87.1) 1.00 1.00
cc 47 (13.6) 47 (135)  45(12.9) 1.01 (0.66-1.56) 0.95 968 1.06 (0.68-1.65) 0.79 9589
Overdominantni
TT+CC 176 (51)  185(53) 179 (51.3) 1.00 1.00
TC 169 (49) 164 (47) 170(48.7)  1.08 (0.80-1.46) 0.6 9678 100 (0.74-1.35) ~ 098 95839
Log-aditivni
- - - 1.05 (0.84-1.31) 0.66 967.8 1.03 (0.83-1.29) 0.77 958.9
rs1076064
Kodominantni
AA 135(38.9) 125(35.4) 127 (36.1) 1.00 1.00
AG 152 (43.8) 179 (50.7) 166 (47.2) 0.79 (0.57-1.09) 0.16 974.7 0.85 (0.61-1.19) 061  967.1
GG 60 (17.3)  49(13.9) 59 (16.8) 1.14 (0.72-1.78) 0.98 (0.63-1.52)
Dominantni
AA 135(38.9) 125(35.4) 127 (36.1) 1.00 1.00
AG+GG 212 (6L1) 228(646) 225(63.9)  0.86 (0.63-1.17) 034 9754 089 (0.65-1.21) 044 9655
Recesivni
AA+AG 287 (82.7) 304 (86.1) 293 (83.2) 1.00 1.00
GG 60 (17.3) 49(13.9) 59 (16.8)  1.30 (0.86-1.96) 021 9748 107 (0.72-159) 074 966
Overdominantni
AA+GG 195(56.2) 174 (49.3) 186 (52.8) 1.00 1 1.00
AG 152 (43.8) 179 (50.7) 166 (47.2) 0.76 (0.56-1.02) 0.067 73 0.86 (0.64-1.16) 032 9651
Log-aditivni
- - - - 1.00 (0.81-1.24) 0.99 976.3 0.96 (0.78-1.19) 0.73 966
rs4705342
Kodominantni
TT 280 (80.9) 276 (78.2) 290 (82.6) 1.00 1.00
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TC 61 (17.6) 71 (20.1)
CcC 5(1.4) 6 (1.7)
Dominantni
TT 280 (80.9) 276 (78.2)
TC+CC 66 (19.1) 77 (21.8)
Recesivni
TT+TC 341 (98.5) 347 (98.3)
CcC 5(1.4) 6 (1.7)
Overdominantni
TT+CC 285 (82.4) 282 (79.9)
TC 61 (17.6) 71 (20.1)
Log-aditivni

61 (17.4)
0 (0)

290 (82.6)
61 (17.4)

351 (100)
0 (0)

290 (82.6)
61 (17.4)

0.85 (0.58-1.24)
0.82 (0.25-2.72)

1.00
0.85 (0.58-1.22)

1.00
0.85 (0.26-2.80)

1.00
0.85 (0.58-1.24)

0.86 (0.62-1.20)

0.67

0.37

0.79

0.4

0.38

976.1

974.1

974.9

974.2

974.2

1.06 (0.71-1.57)
NA (0.00-NA)

1.00
1.14 (0.77-1.68)

1.00
NA (0.00-NA)

1.00
1.04 (0.70-1.54)

1.23 (0.85-1.77)

0.031*

0.51

0.0088*

0.86

0.28

957.2

961.7

955.3

962.1

960.9

T vrednosti podeSene za razlike u starosti bolesnika
i statisticki trend znacajnosti
*statisticki znacajni rezultati su boldovani

Skracéenice: KP- karcinom prostate; BPH- benigna hiperplazija prostate; OR- odnos $ansi; CI- interval poverenja; AIC- Akaike informacioni Kriterijum.
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4.5.2. Rezultati analize asocijacije genetic¢kih varijanti u genima KLK3, VAMP8
i MDM4, a koje menjaju mesta vezivanja mikroRNK, sa rizikom za
razvoj KP

Distribucije genotipova geneti¢kih varijanti rs1058205, rs1010 i rs4245739 u grupama
bolesnika sa KP i BPH kao i u kontrolnoj grupi grupisane prema odgovarujué¢im testiranim
genetickim modelima prikazane su u Tabeli 4.6. Za sve tri analizirane genetiCke varijante
ustanovljeno je prisustvo Hardi-Vajnbergove raznoteze u kontrolnoj grupi (P=0.09 za varijantu
rs1058205, P=0.52 za varijantu rs1010 iP=0.8 za geneti¢ku varijantu rs4245739).

Za sve tri odabrane geneticke varijante u populaciji Srbije manje ucestali alel je alel C.
Poredenjem distribucija genotipova i ucestalosti alela ni za jednu geneticku varijantu koja menja
mesto vezivanja mikroRNK nije ustanovljena statisticki znacajna asocijacija sa rizikom za razvoj
KP u populaciji Srbije.
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Tabela 4.6. Analiza asocijacije geneti¢kih varijanti u genima KLK3, VAMP8 i MDM4,

a koje menjaju mesto vezivanja mikroRNK sa rizikom za razvoj KP

Broj Broj zdravih Broj PCa vskontrole PCa vs BPH
SNV Geneticki model  bolesnika o Dolesnika sa 0 n P 0 n P
sk (o) kontrola (96) "FEIE OR(@5%Cl'  ° i AIC OR(@5%Cl' "~ & AIC
rs1058205
Kodominantni
T 249 (70.3) 262 (70.8) 265 (74.2) 1.00 1.00
cT 95(26.8) 93(25.1) 81(227) 107 (0.76-1.49) 0.6 1008 119(0.84-168) 061 9826
cc 1028  15(4) 11(31) 069 (0.30-1.57) 1.00 (0.42-2.42)
Dominantni
T 249 (70.3) 262 (70.8) 265 (74.2) 1.00 1.00
CT+CC  105(20.7) 108(29.2) 92 (258)  1.02(0.74-1.40) 092 1007 117 (0.84-163) 036 9808
Recesivni
TT+CT 344 (972) 355(96) 346 (96.9) 1.00 1.00
cc 1028  15(4)  11(31)  0.68(0.30-154) 035 10062 0.96 (0.40-2.31) 093 9816
Overdominantni
TT+CC 259 (732) 277(749) 276 (77.3) 1.00 1.00
cT 95(26.8) 93(25.1) 81(227)  1.09(0.78-152) 063 10068 119 (0.84-168) 032 9806
Log-aditivni
- ; : 0.97 (0.74-1.27) 081 1007 112 (0.84-149) 044 981
rs1010
Kodominantni
T 124 (349) 119(32.7) 118 (33.1) 1.00 1.00
cT 161 (45.4) 184 (50.5) 184 (51.7)  0.84 (0.61-1.17) 034 10003 0.83(0.60-1.16) 014  979.8
cc 70(19.7) 61(168) 54(152)  1.11(0.72-1.70) 1.25 (0.81-1.95)
Dominantni
T 124 (349) 119(32.7) 118 (33.1) 1.00 1.00
CT+CC  231(65.1) 245(67.3) 238(66.8)  0.91(0.67-1.24) 054 10001 093 (0.68-127) 064 9815
Recesivni
TT+CT  285(80.3) 303(832) 302 (84.8) 1.00 1.00 ,
cc 70(197) 61(168) 54 (152)  1.22(0.84-1.79) 030 9994 140 (0.94-2.07) 009 979
Overdominantni
TT+CC 194 (54.6) 180 (49.5) 172 (48.3) 1.00 1.00 ,
cT 161 (45.4) 184 (50.5) 184 (51.7)  0.81 (0.61-1.09) 017 9986 0.77 (0.57-1.04) 0088 97838
Log-aditivni
- - : : 1.02 (0.83-1.25) 0.87  1000.4 107 (0.86-132) 055  981.4
rs4245739

Kodominantni

38



AA 198 (56.2) 182 (51)
AC 131 (37.2) 144 (40.3)
CcC 23 (6.5) 31 (8.7)
Dominantni
AA 198 (56.2) 182 (51)
AC+CC 154 (43.8) 175 (49)
Recesivni
AA+AC 329 (93.5) 326 (91.3)
CcC 23 (6.5) 31(8.7)
Overdominantni
AA+CC 221 (62.8) 213 (59.7)
AC 131 (37.2) 144 (40.3)
Log-aditivni

204 (57.3)
122 (34.3)
30 (8.4)

204 (57.3)
152 (42.7)

326 (91.6)
30 (8.4)

234 (65.7)
122 (34.3)

1.00
0.84 (0.62-1.15)
0.69 (0.39-1.22)

1.00
0.82 (0.61-1.10)

1.00
0.74 (0.42-1.29)

1.00
0.89 (0.65-1.20)

0.84 (0.66-1.06)

0.32

0.18

0.28

0.43

0.13

987.2

985.6

986.3

986.8

985.2

1.00
1.10 (0.80-1.51)
0.79 (0.44-1.41)

1.00
1.04 (0.77-1.40)

1.00
0.76 (0.43-1.34)

1.00
1.13 (0.83-1.54)

0.98 (0.77-1.24)

0.53

0.79

0.34

0.43

0.85

978.1

977.3

976.5

976.7

977.3

T rezultati podeSeni za razlike u starosti bolesnika
i Statisticki trand znacajnosti

Skraéenice: KP- karcinom prostate; BPH- benigna hiperplazija prostate; OR- odnos $ansi; CI- interval poverenja; AIC- Akaike informacioni kriterijum.
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4.6. Rezultati analize asocijacije odabranih genetickih varijanti sa
vrednostima standardnih prognostickih parametara i sa rizikom za
progresiju KP

4.6.1. Rezultati analize asocijacije genetickih varijanti u regulatornim
regionima gena miR-34b/c, miR-378 imiR-143/145 sa vrednostima
standardnih prognostic¢kih parametara i rizikom za progresiju KP

Poredenjem distribucija genotipova izmedu bolesnika sa serumskim vrednostima PSA
10ng/mI< PSA< 20 ng/ml i PSA<10 ng/ml, rede ucestali alel G geneticke varijante rs1076064
povecavao je rizik za vete vrednosti PSA po dominantnom genetickom modelu (Pgom=0.032;
ORyom=1.89, 95%CI 1.05-3.41) (Tabela 4.7). Ostale analizirane geneticke varijante nisu pokazale
asocijaciju sa navedenim standardnim prognosti¢kim parametrom (Prilog A).

Tabela 4.7. Asocijacija geneti¢ke varijante rs1076064 sa serumskim vrednostima PSA

10 ng/ml< 10 ng/ml< PSA< 20 ng/ml vsPSA<10 ng/ml

o PSA<10 PSA>20
Genetickimodel ngjmi(os) Eg’,ﬁ(% ng/mi(%)  OR(95%CI)'  Pvrednost’  AIC
rs1076064
Kodominantni
AA 45 (45.9) 30 (30.6) 59 (39.9) 1.00
AG 36 (36.7) 49 (50) 65 (43.9) 2.00 (1.06-3.76) 0.091* 273.3
GG 17 (17.4) 19 (19.4) 24 (16.2) 1.68 (0.75-3.74)
Dominantni
AA 45 (45.9) 30 (30.6) 59 (39.9) 1.00 0.032% 2714
AG + GG 53 (54.1) 68 (69.4) 89 (60.1) 1.89 (1.05-3.41) ' '
Recesivni
AA + AG 81 (82.7) 79 (80.6) 124 (83.8) 1.00
GG 17 (17.4) 19 (19.4) 24 (16.2) 1.16 (0.56-2.40) 0.69 275.9
Overdominantni
AA + GG 62 (63.3) 49 (50) 83 (56.1) 1.00 0.074* 272.8
AG 36 (36.7) 49 (50) 65 (43.9) 1.68 (0.95-2.99)
Log-aditivni

- - - 1.39 (0.94-2.05) 0.1 273.3

1 vrednosti podesene za razlike u starosti bolesnika
*statistiCki znacajni rezultati su boldovani
Skracenice: OR- odnos $ansi; CI- interval poverenja; AIC- Akaike informacioni kriterijum.

Kada su uporedivane distribucije genetopova kod bolesnika sa razli¢itim vrednostima GS,
statistiCka znaCajnost nije dobijena ni za jednu analiziranu genetiCku varijantu. Statisti¢ki trend
dobijen je poredenjem distribucija genotipova izmedu bolesnika GS =7 i GS<7 za asocijaciju rede
ucCestalog alel G geneti¢ke varijante rs1076064 sa visim vrednostima GS(Pgm=0.082). Dodatno,
poredenjem ucestalosti genotipova bolesnika sa GS>7 1 bolesnika sa GS =7 za istu geneticku
varijantu dobijen je statisticki trend asocijacije suprotnog smera: rede ucestao alel G smanjivao je
Sansu za vecée vrednosti GS (Pgom=0.09 iP)og-agitivni=0.081) (Tabela 4.8).
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Tabela 4.8. Asocijacija geneticke varijante rs1076064 sa Glison skorom

GS>7vsGS<7 GS>7vsGS=7 GS=7vsG5<7
Geneticki . GS>7 P
model GS<T () GS=T (%) (%)  OR (95% CI)' P AIC OR(95%Cl)’  vrednost  AIC OR (95% CI)' P AlC
vrednost vrednost;
.
rs1076064
Kodominantni
AA 83(40.7)  23(295) 23 (44.2) 1.00 1.00 1.00
AG 86 (42.2)  39(50)  23(442) 094(048-182) 061 2557 057(026-124) 02 1759  163(0.90-296) 022 337
GG 35(17.2)  16(205)  6(115)  0.62(0.23-1.67) 0.42 (0.14-1.29) 1.65 (0.78-3.49)
Dominantni
AA 83(40.7)  23(295) 23 (44.2) 1.00 1.00 ; 1.00 ,
AG+GG  121(59.3) 55(705) 29(55.8) 0.84(045-158 00 2544 053(025-1.11) 009 1742 463003286 0082 3%
Recesivni
AA+AG 169 (82.8)  62(795) 46 (88.5) 1.00 1.00 1.00
GG 35(17.2)  16(205)  6(115) 064(025-163) 033 2537 058(021-162) 028 1759  125(0.64-241) 052  337.6
Overdominantni
AA+GG  118(57.8)  39(50) 29 (55.8) 1.00 g6 2546 1.00 039 1763 1.00 0.24 3366
AG 86 (42.2)  39(50)  23(442) 1.06(057-1.98) O : 0.73 (0.35-1.50) 1.37 (0.81-2.31)
Log-aditivni
- - : 0.82(0.53-1.29) 039 2539 0.63(0.37-1.07)  0081' 174  132(092-1.89) 013 3357

1 vrednosti podesene za razlike u starosti bolesnika
i statisticki trend znacajnosti
Skracenice: OR- odnos $ansi; CI- interval poverenja; AIC- Akaike informacioni kriterijum.



U analizama asocijacije odabranih geneti¢kih varijanti sa T klinickim stadijumom tumora
statistiCka znacajnost dobijena je u slucaju genetickih varijanti rs4938723 1 rs1076064. Poredenjem
raspodele genotipova izmedu bolesnika sa T; 1 T, klinickim stadijumom primarnog tumora, rede
uCestao alel C geneticke varijante rs4938723 u genu hsa-miR-34b/c asocirao je sa nizom T
kategorijom (Pgom=0.0046; OR=0.36, 95 % CI 0.17-0.76). Osim za dominantni geneticki model,
statistiCki znaCajna asocijacija geneticke varijante rs4938723 i nizeg T klinickog stadijuma dobijena
je i za kodominantni, overdominantni i log-aditivni geneti¢ki model (Pcodom=0.015, Poverdom=0.011,
Plog-additive=0.037). Poredenjem ucestalosti genotipova izmedu bolesnika sa T3/T4 i Ty, kao i izmedu
bolesnika sa T3/T4 i T, T-klini¢kim stadijumom dobijen je trend znacajnosti za asocijaciju geneticke
varijante rs4938723 sa ovim standardnim prognostickim parametrom bolesti. Dodatno, za rede
ucestao alel geneticke varijante rs1076064 u genu hsa-miR-378 takode je ustanovljena statisticki
znacajna asocijacija sa nizim T stadijumom bolesti poredenjem raspodele genotipova kod bolesnika
sa T3/T4 1 T, stadijumom primarnog karcinoma (P.=0.0083, OR=0.34, 95 % CI 0.14-0.81) (Tabela
4.9). Nijedna od analiziranih genetickih varijanti u regulatorinim regionima gena za mikroRNK nije
asocirala sa prisustvom udaljenih metastaza kod bolesnika sa KP (Prilog B).
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Tabela 4.9. Asocijacija genetickih varijanti rs1076064 i rs4938723 sa T klinickim stadijumom karcinoma prostate

T2 Vs T1 T3/T4vs T1 T3ITAvs T2
Geneticki . . T3/T4 P
model TL(%) 2 (%) (%) OR (95% CI)" P +  AIC OR (95% CI)"  vrednost AIC OR (95% ClI); P AIC
vrednost vrednost;
,
rs4938723
Kodominantni
T 11(22.9) 75(45.2) 30 (34.1) 1.00 1.00 1.00
TC 30(62.5) 69 (41.6)  42(47.7) 034(0.16-0.73) 0015% 2253 050(0.21-1.15) 022 1797  153(0.86-270) 02 3326
cc 7(146) 22(13.2) 16(18.2) 0.46 (0.16-1.33) 0.82 (0.26-2.54) 1.82 (0.84-3.92)
Dominantni
T 11(22.9) 75(452) 30 (34.1) 1.00 . 1.00 1.00 ,
TC+CC  37(771) 91(548) 58(65.9) 0.36(0.17-0.76) °00046% 2238 056 (025-125) 0¥ 1786 4650030273 008 3308
Recesivni
TT+TC 41(854) 144 (868) 72 (818) 1.00 1.00 1.00
cc 7(146) 22(132) 16(182) 089(0.35-224) 081 2317 130(0.49-3.44y 099 1804 un 070003 03 3327
Overdominantni
TT+CC 18(375) 97(584) 46 (52.3) 1.00 1.00 , 1.00
TC 30 (625) 69 (41.6) 42 (47.7) 043 (022-083 00T 2253 053(026-1.10) 087" 1718y o9077217) 034 3328
Log-aditivni
- : : 0.61(0.38-0.97) 0.037%  227.4 0.83(0.49-141) 05 1803  138(0.96-1.99)  0.085° 330.8
rs1076064
Kodominantni
AA 22 (44.9)  60(364) 37 (42) 1.00 1.00 1.00
AG 20 (40.8)  72(43.6)  44(50) 1.37(0.68-2.77) 046 2345 132(062-280) 037 1826  099(0.57-1.72) 0.031* 327.9
GG 7(143)  33(20) 7(8)  1.73(0.67-4.50) 0.57 (0.17-1.86) 0.34 (0.14-0.85)
Dominantni
AA 22 (449)  60(36.4) 37 (42) 1.00 1.00 1.00
AG+GG ~ 27(55.1)  105(636) 51(58) 147(0.77-281) 02> 2327 112(0.55-2.28) 07 1825 529046133 037 3321
Recesivni
AA+AG  42(857)  132(80)  81(92) 1.00 1.00 1.00 .
GG 7(143) 33 (20) 7(8) 148(061-359) 038 2832 049(016-152) 022 BLL 34014081 00083 3259
Overdominantni
AA+GG  29(592)  93(564) 44 (50) 1.00 oes 2338 1.00 029 1815 1.00 033 3319
AG 20 (40.8) 72(436)  44(50) 1.16(0.61-224) : 1.47 (0.72-3.00) 1.29 (0.77-2.17)
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Log-aditivni
- - - 1.33 (0.84-2.09) 0.21 232.5 0.91 (0.53-1.56) 0.74 182.5 0.69 (0.47-1.01) 0.052*  329.1
1 vrednosti podesene za razlike u starosti bolesnika
i statisticki trend znacajnosti
*statisticki znacajni rezultati su boldovani
Skracenice: OR- odnos $ansi; CI- interval poverenja; AIC- Akaike informacioni kriterijum.
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Nakon podele bolesnika u grupe na osnovu procenjenog rizika za progresiju KP prema
kriterijumu koji preporucuje EAU, za rede ucestao alel G geneticke varijante rs1076064
ustanovljena je asocijacija sa agresivnijim KP (Tabela 4.10). Navedena asocijacija utvrdena je za
veci broj genetickih modela. Poredenjem ucestalosti genotipova kod bolesnika sa visokim i
bolesnika sa niskim rizikom za progresiju KP (Pcodom=0.017, Pgom=0.0068, Poverdom=0.011, Pjog-
additive=0.033), kao i izmedu bolesnika sa srednjim rizikom i niskim rizikom (Pg¢gom=0.0073,
Pdom=0.0024, Poverdom=0.0073, Piog-additive=0.014) pokazana je statisticki znacajna asocijacija ove
geneticke varijante sa visokim rizikom za progresiju bolesti za ve¢i broj genetickih modela. U

testovima koji su ukljucivali ostale geneticke varijante nisu dobijeni statisticki znacajni rezultati
(Prilog C).
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Tabela 4.10. Asocijacija geneti¢ke varijante rs1076064 sa rizikom za progresiju bolesti

srednjivsnizak rizik

visokvsnizak rizik

visokvssrednji rizik

Geneticki Nizak Srednji rizik Visok P . P p
model rizik (%) (%) rizik (%) OR (95% CI)* vrednost AIC OR (95% CI)' Vrednost AlC OR (95% ClI); vrednost! AlC
, T
rs1076064
Kodominantni
AA 15(68.2)  37(33.3) 76 (39) 1.00 1.00 1.00
AG 4(18.2)  53(47.8)  87(44.6) 5.44(1.66-17.79) 0.0073* 1175 452 (1.43-14.36)  0.017* 140.9  0.79 (0.47-1.34) 0.6 402.6
GG 3(136)  21(18.9)  32(16.4) 2.85(0.74-11.01) 2.21 (0.59-8.23) 0.75 (0.38-1.49)
Dominantni
AA 15 (68.2) 37 (33.3) 76 (39) 1.00 * 1.00 . 1.00
AG+GG  7(3L8)  74(66.7)  119(61) 432 (1.62-11.56) °0024% 1161 353 (1.36-9.14) 00068" 1397 080ug 108 032 4006
Recesivni
AA+AG 19(86.4)  90(81.1) 163 (83.6) 1.00 1.00 1.00
GG 3(136) 21(18.9)  32(16.4)  1.48(0.40-5.46) 0.54 124.9 1.27 (0.35-4.56) 0.71 14639 ;g6 (0.47-1.59) 0.63 4014
Overdominantni
AA+GG 18 (81.8) 58(52.2) 108 (55.4) 1.00 . 1.00 . 1.00 056 4012
AG 4(182) 53(47.8)  87(446) 415(132-13.10) 00078 1181 375 (1.22-1158) 001" 1405 (87 (0:54.1.39)
Log-aditivni
- - - - 2.39 (1.14-5.03) 0.014* 119.2 2.09 (1.02-4.29) 0.033* 1425 0.86 (0.61-1.19) 0.35 400.7

T vrednosti podesSene za razlike u starosti bolesnika
*statisticki znacajni rezultati su boldovani
Skracenice: OR- odnos $ansi; CI- interval poverenja; AIC- Akaike informacioni kriterijum.
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4.6.2. Rezultati analize asocijacija geneti¢kih varijanti u genima KLK3, VAMPS i
MDM4, a koje menjaju mesta vezivanja mikroRNK, sa vrednostima
standardnih prognosti¢kih parametara i rizikom za progresiju bolesti

Kada je analizirana asocijacija geneticke varijanta rs1010 u genu VAMP8 sa inicijalnim
serumskim vrednostima PSA nije dobijen nijedan statisticki znacajan rezultat (Prilog D). S druge
strane, za rede ucCestao alel geneticke varijante rs1058205 u genu KLK3 poredenjem raspodele
genotipova izmedu bolesnika sa vrednostima PSA >20 ng/ml i PSA<10 ng/ml dobijena je znacajna
asocijacija alela C sa nizim vrednostima PSA (Pr=0.038; OR=0.20, 95%CI 0.04-1.05) (Tabela
4.10). Suprotni rezultati dobijeni su za asocijaciju rede ucestalog alela C geneticke varijante
rs4245739 i serumskih vrednosti PSA. Analizom raspodele genotipova u grupama bolesnika sa
vrednostima PSA 10-20 ng/mli PSA<10 ng/ml alel C geneticke varijante rs4245739 povecavao je
rizik bolesnika sa KP da imaju vece vrednosti ovog standardnog prognostickog parametra
(Pgom=0.026 1 Pcogom=0.026). Vrednost AIK skora bila je identi¢na za oba geneticka modela. Kada
su ucestalosti genotipova uporedene izmedu bolesnika sa vrednostima PSA>20 ng/ml i PSA<10
ng/ml, za genetiCku varijantu rs4245739 ustanovljen je i trend statistiCke asocijacije sa poviSim
vrednostima PSA u navedenom poredenju (Pjog-additive=0.052, OR|og-additive=1.54, 95%CI 0.99-2.39;
P4om=0.078; ORgom=1.61, 95%CI 0.94-2.75). Geneticki modeli koji su najbolje opisivali taj trend
asocijacije bili su log-aditivni i dominantni (Tabela 4.11).

Poredenjem ucestalosti genotipova bolesnika sa GS=7 1 GS<7, rede ucestao alel C geneticke
varijante rs1010 asocirao je sa ve¢im GS. Statisticka znacajnost dobijena je za recesivni i1 log-
aditivni geneticki model (Pyec=0.036 i Plog-additive=0.024). Sli¢no, poredenjem raspodele genotipova
izmedu bolesnika sa GS>7 i bolesnika u ostalim, nizim kategorijama GS, rede ucestao alel C
geneticke varijante rs4245739 znacajno je povecavao rizik za vece vrednosti ovog prognostickog
parametra. Statisticka znacajnost dobijena je za viSe razli¢itih genetickih modela, sa najmanjom
vrednos$¢u AIK skora u oba poredenja za dominantni geneticki model asocijacije (Tabela 4.12).

Za sve tri analizirane geneti¢ke varijante koje menjaju mesta vezivanja mikroRNK utvrdena
je asocijacija sa klinickim stadijumom bolesti. Alel C geneti¢ke varijante rs1058205 pokazao se
protektivnim kada je re¢ o progresiji karcinoma u viSe T klinicke stadijume bolesti. Ovakav smer
asocijacije ustanovljen je poredenjem distribucija genotipova bolesnika u grupama sa T, i Ty, kao i
u grupama sa T3/T4 i T; stadijumom. Najmanja vrednost AIC skora dobijena je za overdominantni
model (Tabela 4.13). Analizom asocijacije geneticke varijante rs1010 sa klini¢kim stadijumom
primarnog KP, ustanovljen je suprotan doprinos rede ucestalog alela C ove geneticke varijante.
Poredenjem raspodela genotipova u grupama bolesnika sa T3/T4 i T, stadijumom, heterozigotni i
homozigotni genotip CC ove geneticke varijante povecavali su rizik za progresiju bolesti u visi T
stadijum. Genticki model koji je imao najmanje vrednosti AIK skora i koji je najbolje opisivao ovu
asocijaciju bio je recesivni geneti¢i model (Prec=0.017; OR=2.08, 95%Cl 1.14-3.81). U isto
vreme 1 rede ucestao alel C geneticke varijante rs4245739 znacajno je asocirao sa visim klinickim
stadijumima bolesti. U analizi razlika u ucestalosti genotipova izmedu bolesnika sa T stadijumom
T3/T4 1 bolesnika sa stadijumom Ty, recesivni geneti¢ki model najbolje je opisivao doprinos alela C
ove varijante rs4245739 visem T stadijumu bolesti (Pr:=0.033; OR=6.28, 95%CI 0.77-50.85).
Statisticka znacajnost dobijena je 1 za kodominantni geneticki model u ovom poredenju
(Pcodom=0.044) (Tabela 4.13).

Suprotno ovim rezultatima, nijedna od odabranih genetickih varijanti u genima KLKS3,
VAMPS8 i MDM4 nije asocirala sa pojavom udaljenih metastaza (Prilog E). Kada je analizirana
njihova asocijacija sa rizikom za progresiju bolesti takode nije utvrdena nijedna statisti¢ki znacajna
asocijacija (Prilog F). Statisticki trend asocijacije dobijen je za asocijaciju alela C geneticke
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varijante rs4245739 sa agresivnoS¢u KP. Poredenjem bolesnika sa visokim rizikom i bolesnika sa
niskim rizikoma, kao i bolesnika sa srednjim rizikom i onih sa niskim rizikom za progresiju bolesti,
primecen je trend asocijacije ove geneticke varijante sa agresivnijim KP. Log-aditivni geneticki
model najbolje je opisivao uoceni trend asocijacije (Tabela 4.14).
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Tabela 4.11. Asocijacija genetickih varijanti rs1058205 i rs4245739 sa serumskim vrednostima PSA

PSA>20 ng/ml vs10 ng/ml< PSA<20

10 ng/ml< PSA< 20 ng/ml

- PSA<10 10 ng/ml< PSA>20 PSA>20 ng/ml vsPSA<10 ng/ml ng/ml VsPSA<10 ng/ml
Geneticki model  ng/ml( PSA< 20 ng/mi(%) 5 3 b
0 0 0 T 0 i 0 il
%) ng/mi(%) OR(@%CI i  AIC OR(@%CI o & AIC OR(@%C " s AIC
rs1058205
Kodominantni
T 68 (68)  68(67.3) 111 (74) 1.00 1.00 1.00
cT 26(26)  31(30.7) 37 (247) 079(0.43-145) 0088'  329.4 070 (0.39-124) 043 3403  117(0.63-218) 028 2823
cc 6 (6) 2(2) 2(13)  0.19 (0.04-0.99) 0.60 (0.08-4.39) 0.32 (0.06-1.66)
Dominantni
T 68(68)  68(67.3) 111 (74) 1.00 1.00 1.00
CT+CC 32(32) 33(327)  39(26) 068(038120) 18 3305 069 (0.40-121) 0% 384 101056183 2~ 0% 2829
Recesivni
TT +CT 94(94)  99(98) 148 (98.7) 1.00 . 1.00 1.00
cc 6 (6) 2(2) 2(13)  020(0.04-1.05 0038 3279 0.66 (0.00-482) 008 3398 531 (0.06-1.57) 0.13 2806
Overdominantni
TT +CC 74(78)  70(69.3) 113 (75.3) 1.00 1.00 1.00
cT 26(26) 31(30.7) 37(247) 085(047-155 08 3319 0.71(040-125) %23 3388 454 (067-2.30) 05 2825
Log-aditivni
- - : 0.64 (0.39-1.04)  0.069°  328.9 0.71(0.43-1.19) 02 3384  088(053-145) 062  282.7
rs4245739
Kodominantni
AA 65(65) 50(50) 82 (55) 1.00 1.00 1.00
AC 31(31) 43(43)  55(36.9) 150(0.852.62) 015 3301 079 (0.46-1.35)  0.67 3394  184(L01-334)  0076' 278
cc 4(8) 707 12(81) 252 (0.76-8.40) 1.01 (0.37-2.74) 2.45 (0.67-8.96)
Dominantni
AA 65(65) 50(50) 82 (55) 1.00 1 1.00 1.00 .
AC + CC 35(35)  50(50)  67(45)  161(0.94-2.75 0078 3288 082(049-137) 04 3876 19108338 006 2762
Recesivni
AA + AC 96(96)  93(93) 137 (92) 1.00 1.00 1.00
018  330.1 083 3382 03 2801
cc 4(8) 7(7) 12(81)  2.17(0.66-7.11) 1.11 (0.42-2.95) 1.93 (0.54-6.87)
Overdominantni
AA + CC 69(69) 57(57)  94(63.1) 1.00 1.00 1.00 ,
AC 31(31) 43(43)  55(36.9) 1.38(0.79-2.39) 02> 3306 079(047-133) %7 3874 110095305 007 2779
Log-aditivni
- - : 154 (0.99-239) 0.052° 3281 0.90(0.60-135)  0.61 338  171(L06-277) 0026  276.2
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T rezultati podeSeni za razlike u starosti bolesnika

i statisticki trend znacajnosti

*statisticki znacajni rezultati su boldovani
Skracéenice: OR- odnos $ansi; CI- interval poverenja; AIC- Akaike informacioni Kriterijum.

Tabela 4.12. Asocijacija genetickih varijanti rs1010 i rs4245739 sa vrednostima Glison skora

Geneticki GS>7vsGS<7 GS>7vsGS=7 GS=7vsGS<7
0 = 0 0 .
model CS<7(%)  GS=7 (%) GS>T(0) o (9506 CIyt P AIC OR (95% Cl)’ P AIC OR (95% Cl)' P AIC
vrednost vrednost vrednost
rs1010
Kodominantni
TT 77 (37.2)  22(26.8) 18 (34) 1.00 1.00 1.00
CT 93 (44.9)  36(43.9)  26(49.1) 1.14(0.57-2.27)  0.93 259.9 0.86 (0.38-1.94)  0.28 181 1.34 (0.73-2.48) 0.071%  347.2
cc 37(17.9)  24(29.3) 9(17)  1.03(0.41-2.55) 0.46 (0.17-1.26) 2.26 (1.12-4.55)
Dominantni
TT 77(37.2)  22(26.8) 18 (34) 1.00 1.00 1.00 ;
CT+CC  130(628) 60(732)  35(66) 1.11(058-212) /6 298 070(033-150) 036 1807 61001287 009 3477
Recesivni
TT+CT 170 (82.1) 58 (70.7) 44 (83) 1.00 1.00 1.00 .
cC 37 (17.9) 24 (29.3) 9(17)  0.95(0.42-2.16) 0.91 258.1 0.51 (0.21-1.21) 012 1791 1.91 (1.05-3.45) 0.03  346.1
Overdominantn
i
TT+CC 114 (55.1) 46 (56.1) 27 (50.9) 1.00 1.00 1.00
CT 93 (44.9) 36 (43.9)  26(49.1) 1.13(0.61-2.09) 0.7 251.9 1.19 (0.59-2.41) 063 1813 0.95 (0.57-1.59) 0.85 3504
Log-aditivni
- - - 1.03 (0.67-1.60) 0.88 258.1 0.69 (0.43-1.13) 0.14 179.4 1.50 (1.05-2.13) 0.024" 345.4
rs4245739
Kodominantni
AA (ég‘r;) 44 (54.3) 19 (36.5) 1.00 1.00 1.00
AC 68 (33) 31(38.3) 29 (55.8) 3.15(1.61-6.17) 0.0028"  246.8 2.29 (1.07-4.87) 0.091* 1775 1.31 (0.76-2.26) 0.6 348
cc 13 (6.3) 6 (7.4) 4(7.7) 1.96 (0.57-6.80) 1.83 (0.44-7.54) 1.31 (0.47-3.65)
Dominantni
AA 125 44 (54.3) 19 (36.5) 1.00 8e-04" 2454 1.00 0.03" 175.6 1.00 0.31 346
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(60.7)

AC+CC 82 (39.3)
Recesivni
193
AA+AC (93.7)
CC 13 (6.3)
Overdominantni
AA+CC 138 (67)
AC 68 (33)
Log-aditivni

37 (45.7)
75 (92.6)
6 (7.4)

50 (61.7)
31(38.3)

33 (63.5)
48 (92.3)
4(1.7)

23 (44.2)
29 (55.8)

2.94 (1.54-5.61)

1.00
1.15 (0.35-3.75)

1.00
2.88 (1.52-5.48)

1.93 (1.20-3.13)

0.82

0.0011"

0.0071"

256.5

245.8

249.3

2.22 (1.07-4.62)

1.00
1.18 (0.31-4.55)

1.00
2.09 (1.02-4.30)

1.71 (0.96-3.06)

0.81

0.043"

0.066*

180.2

176.1

176.9

1.31 (0.78-2.20)

1.00
1.18 (0.43-3.22)

1.00
1.27 (0.74-2.17)

1.21 (0.81-1.83)

0.75

0.38

0.35

347

346.3

346.2

T vrednosti podesene za razlike u starosti bolesnika

i statisticki trend znacajnosti

*statisticki znacajni rezultati su boldovani
Skracenice: OR- odnos $ansi; CI- interval poverenja; AIC- Akaike informacioni kriterijum.
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Tabela 4.13. Asocijacija genetickih varijanti rs1058205, rs1010 1 rs4245739 sa T klinickim stadijumom KP

T2vs T1 T3ITAvs T1 T3TAvs T2
v - P
0, 0, 0, §
Geneticki model - T1 (%) T2(%)  T3T4%)  op 950 CI' P AIC OR (95% CI)' P . AlC OR(95% CI)'  vrednost  AIC
vrednost vrednost +
rs1058205
Kodominantni
T 25(51)  128(75.7) 64 (71.1) 1.00 1.00 1.00
TC 23(46.9) 37(21.9) 22(244)  0.33(0.17-0.66) 0.0069°  227.6 0.36(0.17-0.78)  0.022° 1788 1.19 (0.65-2.19) 057 3414
cc 102) 4(2.4) 4(44)  083(0.09-7.73) 1.67 (0.18-15.83) 2.00 (0.48-8.28)
Dominantni
T 25(51)  128(75.7) 64 (71.1) 1.00 . 1.00 . 1.00
TC+CC 24(49)  41(243) 26(289)  035(0.18-0.69) 0024 2263 042(020-087) 0018 1789 1.27 (0.71-2.26) 042 3399
Recesivni
TT+TC 48(98)  165(97.6) 86 (95.6) 1.00 1.00 1.00
cc 102) 4 (2.4) 4(a4) 1220131125 08 235 240 (0.26-2222) 04t 1838 1.92 (0.47-7.86) 037 3398
Overdominantni
TT+CC 26(53.1) 132(78.1) 68 (75.6) 1.00 ) 1.00 . 1.00
TC 23(46.9) 37(21.9) 22 (244)  033(0.17-0.66) 00016 2256 036 (0.17-075) ~ 00084 177 1.15 (0.63-2.12) 0.64 3403
Log-aditivni .
- : - 0.45 (0.25-0.81) 0.0086° 2287 057(0.31-1.07)  008° 1814  1.28(0.79-2.08) 032 3396
rs1010
Kodominantni
TT 16(32.6) 58(341)  31(34.4) 1.00 1.00 1.00
cT 24(49)  83(48.8) 32(356) 1.00(0.49-2.06) 0.7 238 0.71 (0.31-1.58) 023 1835  0.72(0.40-131) 0.033°  336.6
cc 9(184) 29(17.1)  27(30)  0.91(0.36-2.32) 1.56 (0.59-4.13) 1.74 (0.88-3.45)
Dominantni
T 16 (32.6) 58(34.1)  31(34.4) 1.00 1.00 1.00
CcT+CC 33(67.3) 112(659) 59 (65.6) 0.98(049-193) 0¥ 281 94 045-1.98) 087 1844 99 (0.58-1.69) 0.96 3414
Recesivni
TT+CT 40 (81.6) 141(82.9) 63 (70) 1.00 1.00 1.00 .
cc 0(184) 29(171)  27(30) 091(0.40-209) 82 236 1.90 (0.80-4.47) 013 1822 ;8 (1.14-381) 0.017° 3358
Overdominantni
TT+CC 25(51)  87(51.2) 58 (64.4) 1.00 1.00 1.00 .
cT 24(49)  83(488) 32(356) 104(055197) 09 2361 4590291.20) 014 1823 45g(034-008 0039 3372
Log-aditivni
- : - 0.96 (0.61-1.52)  0.86 236 1.19 (0.75-1.88) 0.46 1839 1.6 (0.89-1.79) 019 3397
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rs4245739

Kodominantni
AA
AC
CcC
Dominantni
AA
AC+CC
Recesivni
AA+AC
CC
Overdominantni
AA+CC
AC
Log-aditivni

25 (51)
23 (46.9)
1(2)

25 (51)
24 (49)

48 (98)
1(2)

26 (53.1)
23 (46.9)

99 (58.9)
58 (34.5)
11 (6.5)

99 (58.9)
69 (41.1)

157 (93.5)

11 (6.5)

110 (65.5)

58 (34.5)

51 (56.7)
29 (32.2)
10 (11.1)

51 (56.7)
39 (43.3)

80 (88.9)
10 (11.1)

61 (67.8)
29 (32.2)

1.00
0.61 (0.32-1.19)
2.78 (0.34-22.72)

1.00
0.70 (0.37-1.34)

1.00
3.41 (0.43-27.27)

1.00
0.57 (0.30-1.10)

0.89 (0.53-1.51)

0.14

0.28

0.18

0.096*

0.68

233.3

234.1

233.4

2325

235.1

1.00
0.62 (0.30-1.28)
5.12 (0.62-42.48)

1.00
0.80 (0.40-1.62)

1.00
6.28 (0.77-50.85)

1.00
0.53 (0.26-1.09)

1.10 (0.63-1.91)

0.044"

0.53

0.033"

0.086*

0.74

180.2

184.1

179.9

181.5

184.3

1.00
0.97 (0.55-1.70)
1.77 (0.70-4.43)

1.00
1.10 (0.65-1.84)

1.00
1.78 (0.73-4.38)

1.00
0.90 (0.52-1.55)

1.18 (0.79-1.75)

0.45

0.73

0.21

0.71

0.42

340.1

339.6

338.1

339.6

339.1

1 vrednosti podesene za razlike u starosti bolesnika
i statisticki trend znacajnosti

*statisticki znacajne vrednosti su boldovane

Skracenice: OR- odnos $ansi; CI- interval poverenja; AIC- Akaike informacioni kriterijum.
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Tabela 4.14. Asocijacija geneticke varijante rs4245739 sa rizikom za progresiju KP

srednjivsnizak rizik

visokvsnizak rizik

visokvssrednji rizik

Geneticki model Nizak Srednji rizik Visok P P p
rizik (%) (%) rizik (%)  OR (95% CI)'  vrednost AIC OR (95% CI)"  Vrednost  AIC OR (95% CI)* vrednost”  AIC
+ +
rs4245739
Kodominantni
AA 16 (72.7)  63(55.3) 109 (55.6) 1.00 1.00 1.00
AC 6(27.3) 44(38.6)  71(36.2) 1.87(0.68-5.17) 013 1243 1.79 (0.67-4.83)  0.091* 1445  0.95(0.58-1.55) 0.79  408.9
cC 0(0) 7(6.1) 16 (8.2) NA (0.00-NA) NA (0.00-NA) 1.33 (0.51-3.44)
Dominantni
AA 16 (72.7) 63 (55.3) 109 (55.6) 1.00 1.00 1.00
AC+CC 6(27.3)  51(44.7)  87(44.4)  2.16(0.79-5.95) 0.12 124 2.18 (0.81-5.81) 011 1447 1.00 (0.63-1.60) 0.99 4073
Recesivni
AA+AC 22 (100) 107 (93.9) 180 (91.8) 1.00 1.00 ; 1.00
cc 0 (0) 7(6.1) 16 (8.2) NA (0.00-NA) 0.11 123.8 NA (0.00-NA) 0.0667  143.9 1.36 (0.54-3.44) 0.51  406.9
Overdominantni
AA+CC 16 (72.7) 70 (61.4) 125 (63.8) 1.00 1.00 1.00
AC 6(273) 44(386)  71(362) 167(061-461) O3t 1253 158 (0.50-423) 0% 1464 950571499 073 4072
Log-aditivni
- - - - 2.21(0.87-5.62)  0.073" 1231 2.22 (0.91-5.40) 0.055) 1436  1.05(0.73-1.53) 0.78  407.3

¥ rezultati su podeSeni za razlike u starosti bolesnika
i statisticki trend znacajnosti
Skracenice: OR- odnos $ansi; CI- interval poverenja; AIC- Akaike informacioni kriterijum.
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5. Diskusija

Karcinom prostate i dalje predstavlja jedan od najvecih izazova savremene onkologije.
Procenjuje se da ¢e 2020. godine u SAD broj novoobolelih dosti¢i 200.000, a da ¢e od posledica KP
umreti preko 30.000 muskaraca. Sa 21% od ukupnog broja novodijagnostikovanih malignih bolesti,
KP je na prvom mestu po ucestalosti ispred karcinoma pluca i kolona. I pored visoke incidence, u
poslednje dve decenije, opada smrtnost od ove maligne bolesti. Svake godine prose¢no 4% manje
muskaraca umire od KP. Razlog tome lezi u ranoj dijagnostici i boljim modalitetima le¢enja KP
(171). Smanjenje stope smrtnosti koja se belezi u mnogim razvijenim zemljama sveta nije
registrovano i u Republici Srbiji. U periodu od 1991. do 2010. godine, stopa smrtnosti rasla je u
proseku 2.2% godisnje (172). Projekcije za narednih deset godina pokazuju dalji porast incidence i
smanjenje stope smrtosti od KP u svetu. Nazalost, Srbija nije u grupi zemalja za koje se previda
smanjenje stope smrtnosti od ove maligne bolesti u narednih deset godina (173).

Post-mortem studije radene na osnovu obdukcionih nalaza mu$karaca (bez obzira na uzrok
smrti) pokazale su da polovina muskaraca u Zivotnoj dobi od 50 do 59 godina poseduje histo-
patoloski dokaz o postojanju KP. U starijoj zivotnoj dobi ovaj broj raste do 80% kod muskaraca
starijih od 80 godina. Rezultati ovih studija daju i predikciju da bi samo njih 3,8% umrlo od ove
bolesti. KP se razvija izuzetno sporo i moze imati neznatan uticaj na kvalitet Zivota ili smrtnost
bolesnika. Samo relativno mali procenat svih dijagnostikovanih KP (oko 10% prema istrazivanjima
sa Harvard Univerziteta), agresivno se proteZe izvan kapsule prostate. To je razlog $to je najveci
izazov u dijagnostici precizna diskriminacija latentnih (indolentnih) od agresivnih formi KP (174).
Postoje procene da se preko 60% bolesnika sa ranodijagnostikovanim KP podleze agresivnoj formi
hirur§kog leCenja umesto terapiji aktivnog pracenja iako vecéina tih KP pripada indolentnim i
lokalizovanim formama bolesti (175). I pored brojnih studija i pove¢anog interesa nau¢ne javnosti
jos uvek ne postoje precizni dijagnosticki 1 prognosticki parametri za preciznu diskriminaciju
indolentnih od agresivnih formi KP.

Od uvodenja PSA testa 90tih godina proslog veka u dijagnostiku KP, zemlje Zapadne hemisfere
beleze stalni pad u boju fatalnih ishoda u le€enju ovog maligniteta. Procenjuje se da samo rana
detekcija KP koris¢enjem PSA skrininga moze dovesti do smanjenja stope smrtnosti za 20% (176).
PSA je organ-specifican marker i on zapravo predstavlja ukupnu koli¢inu totalnog PSA (tPSA),
kako onu u slobodnoj formi tako i onu vezanu za inhibitore u serumu muskaraca. Povecanje
serumskih vrednosti PSA moze biti posledica i benignih bolesti kao sto je BPH ili hroni¢ni
prostatitis. ViSedecenijsko pracenja klinicke upotrebe PSA testa je pokazalo naroCito nisku
specifi¢nost i senzitivnost ovog markera u granicama of 4 to 10 ng/ml. Zato se ove vrednosti PSA
nazivaju dijagnosticka siva zona (eng. diagnostic gray zone) i nisu od narocite koristi u
diferencijalnoj dijagnostici benignih stanja prostate i KP. Dodatno, procenjuje se da 15% bolesnika
sa klini¢ki znacajnim vrednostim Glison skora ([GS] >7) tokom inicijalne dijagnostike imaju
serumske vrednost PSA ispod 4 ng/ml. To je bio razlog §to se poslednjih godina ulaZzu napori u
poboljSanje senzitivnosti 1 specifi¢nosti PSA testa. To se narocito odnosi na pokusSaje uvodenja u
dijagnosticke procedure nekoliko derivata PSA: slobodni PSA (fPSA); procenat slobodnog PSA
(%fPSA) koji nije vezan za inhibitore u osnosu na vrednost tPSA; gustina PSA (eng. PSA density)
koja predstavlja koli¢nik serumske vrednosti tPSA i zapremine prostate; i brzina PSA (eng. PSA
velocity) kojom se izrazava promena vrednosti tPSA u odredenom vremenu. Istrazivanja su
pokazala da se se fPSA sintetiSe u formi neaktivnog prekursora PSA (proPSA). U serumu se
detektuju 3 od 7 izoformi ([-2], [-4], i [-5/-7]) od kojih je [-2]proPSA (p2PSA) najstabilnija.
Poslednjih deset godina traju napori da se klini¢ki validira zna¢aj serumskih vredsnosti p2PSA i
njegovih derivata p2PSA/fPSA (%p2PSA) i PHI (eng. Prostate Health Index, PHI). PHI predstavlja
matematiCki algoritam ¢ija se vrednost dobija izraCunavanje matematiCke jednacine
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(p2PSA/fPSA)-VtPSA (177, 178). Od svih derivata PSA dozvolu za klini¢ku primenu za sada ima
samo PHI (179). Istrazivanja o znacaju PSA derivata u dijagnostici i pracenju KP radena je i kod
bolesnika iz Srbije (180, 181). Medutim, i pored brojnih klini¢ih studija i uo¢enih limitacija, nivo
serumske vrednosti PSA 1 dalje ostaje jedini standardni prognosticki parametar KP u dijagnostici 1
praéenju biohemijske progresije bolesti.

Dosadasnje koriS¢enje standardnih dijagnosti¢kih parametara KP (PSA test i klinicki stadijum
bolesti po TNM Kklasifikaciji) ima vrlo ograni¢en efekat na odabir terapijskog pristupa kod
ranodijagnostikovanih KP (aktivno pracenje versus hirursko lecenje). To se naroCito odnosi na
lokalizovane KP (klini¢ki stadijum tumora T1-2) kod muskaraca u mladoj zivotnoj dobi. I pored
unapredenja hirurskih tehnika (laparaskopska ili robotom potpomognuta radikalna prostatektomija)
moguce postooperativne komplikacije (inkontinencija i impotencija) znacajno uticu na kvalitet
zivota bolesnika (182). Americko istrazivanje PIVOT (eng. The Prostate Cancer Intervention
Versus Observation Trial, PIVOT) pokazalo je da kod bolesnika do 75 godina starosti sa serumskim
vrednostima PSA< 50ng/ml i tumorom koji je na osnovu TNM Kklasifikacije opisan kao lokalizovan
(T1-2NxMO) radikalno le¢enje nema povecan efekat na prezivljavanje u odnosu na bolesnike koji
su bili podvrgnuti aktivnom pracenju bolesti (183). Suprotno ovim rezultatima, rezultati studije iz
Velike Britanije koja je za cilj imala desetogodisnje pracenje bolesnika sa lokalizovanim KP
pokazala je da smrtnost od KP niska za sve modalitete leCenja, ali da je ucestalost progresije bolesti
1 metastaziranja bila niza u grupi bolesnika koji su podvrgnuti le€enju u odnosu na grupu bolesnika
kod kojih je sprovedeno aktivno pracenje (184).

Za sada jedini standardni prognosticki parametar koji opisuje biolosku prirodu KP je GS.
Koncept Glisonovog sistema ocenjivanja je jednostavan jer se fokusira isklju¢ivo na arhitekturu
tumora. Medutim, ovaj sistem klasifikacije potpuno ignorise sve druge morfoloske karakteristike
tumorskih celija koje mogu imati prognosticki znacaj kao $to su pre svega izmene na nivou jedra,
interakcija epitelnih celija i celija strome 1 prisustvo nekroze ili mitoze. Uprkos svim naporima
standardizacije, GS i dalje je podlozan individualnim procenama patologa u sistema ocenjivanja.
Odredivanje GS na bioptiranom materijalu nosi dodatne rizike zbog prostorne heterogenosti 1
multifokalne prirode KP. I pored svih opisanih limitacija, GS odreden analizom bioptiranog i post-
operativno dobijenog tkiva prostate i dalje predstavlja jedini standardni prognosticki parametar koji
opisuje bioloski potencijal KP (185).

Zbog opisanih nedostataka standarnih prognosti¢kih parametara, paZnja naucne javnosti je
usmerena ka otkri¢u novih bioloskih markera koji bi se prevashodno koristili za bolesnike sa KP
kod kojih se kao terapijski pristup predlaze aktivno pracenje i to za procenu rizika od progresije
bolesti. To se naroc¢ito odnosi na bolesnike sa niskim rizikom za progresiju bolesti procenjenu na
onovu vrednosti standarnih prognosticki parametata (pT1/2, GS 6, tri ili manje pozitivnih biopsija i
vrednos serumskog PSA <10 ng/ml) (186).

Otkri¢e bioloskih markera koji bi se koristili u dijagnostici i pracenju KP su tema brojnih
eksperimentalnih studija. Do sada, najve¢i broj njih bio je usmeren na identifikaciju genetickih
markera (gena kandidata i genetickih varijanti) koji bi se kao pomoc¢ni ili kao standardni
prognositi¢ki parametri koristili u proceni rizika za progresiju KP (187).

Genomi ljudi identi¢ni su 99%, $to znaci da razlike medu ljudima, kada izuzmemo epigenetiku,
poti¢u od preostalih 1% varijacija u sekvenci molekula DNK ¢oveka. Pored inserciono-delecionih
varijanti (eng. INsertion/DELetion, INDEL’s) i varijanti u broju uzastopnih ponovaka (eng.
Variable Number of Tandem Repeats, VNTRS), vecinu njih ¢ine varijacije u pojedinacnom
nukleotidu odnodno tackaste geneticke varijante (eng. Single Nucleotide Variants, SNVs) (188).
SNV su nerepetitivne, pojedina¢ne izmene sekvence DNK prvi put otkrivene 1978. godine u
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klasteru B-globinskih gena (189). Od tada identifikovano je preko 30 miliona SNV u genomima
ljudi, a procenjuje se da se na svakih 100-300 baznih parova javlja taCkasta geneticka varijanta
(188, 190, 191). lako je vecina SNV fenotipski ,,tiha®, neke od njih asociraju sa rizikom za brojne
bolesti ¢oveka ukljucujuci i maligne bolesti (192). Anotacijom veéeg broja taCkastih geneti¢kih
markera koji ¢ine osobu podloznom nekom malignom oboljenju i/ili dovode do toga da isti klinicki
entitet varira od latnetne do izuzetno agresivne forme, kao 1 identifikacijom epistatickih interakcija
tih novootkrivenih SNV omogucila bi se bolja stratifikacija bolesnika, a samim tim i bolji terapijski
pristupi u le¢enju malignih bolesti (193, 194).

Velika vecina tackastih genetickih varijanti koje asociraju sa malignim bolestima proistekla je iz
GWA studija u kojima se na velikom broju bolesnika i kontrola ispituje asocijacija preko milion
razli¢itih SNV sa brojnim ljudskim oboljenima (195, 196). Iako je odavno poznata Cinjenica da
neke SNV u kodirajuéim regionima genoma doprinose razvoju malignih bolesti, mali broj njih
identifikovan je u GWA studijama. Ono S§to je postalo jasno nakon prvih GWA studija je da je
velika vecina, gotovo 93% funkcionalnih SNV, zapravo u nekodiraju¢im regionima ljudskog
genoma (197, 198). Velika vec¢ina tih SNV svoje efekte ostvaruje na regulaciju ekspresije gena i to
na nivou inicijacije transkripcije, narusavanjem funkcije regulatornih regiona ili na post-
transkripcionom nivou ukljuc¢ujuéi i fenomen RNK interferencije (198).

MikroRNK u vecini sluéajeva imaju duzinu od 19-22 nukleotida. Delovi zrele mikroRNK od
drugog do osmog nukleotida ¢ine region semena koji je krucijalan za prepoznavanje i vezivanje sa
ciljnom iRNK i efekata do kojeg ¢e doci nakon sparivanja sa ciljnim transkriptom (199). lako je
region semena najceS¢e u potpunosti sparen sa iRNK, ostali regioni mikroRNK trpe odredenu
fleksibilnost i ne moraju biti apsolutno komplementarno spareni sa ciljnim transkriptom (200).
Procenjuje se da jedna mikroRNK moze imati na stotine ciljnih iRNK (201). Ako bismo na ovom
mestu napravili analogiju sa regulatornim proteinima transkripcije i njihovim kooperativnim
vezivanjem za DNK u cilju regulacije genske ekspresije, veci broj razli¢itih mikroRNK vezivanjem
za svoje regulatorne elemente u okviru 3’UTR-a iRNK takode fino podeSava ekspresiju velikog
broja gena, ali na post-transkripcionom nivou (202). Jedan od razloga zasto jedan mikoRNK moze
posedovati vise cilnih iRNK je svakako i u €injenici da pri-miRNK transkripti podlezu procesu
RNK editovanja (203). Kao $to u kombinatornoj kontroli jedan regulatorni protein transkripcije u
zavisnosti od konteksta i interakcije sa drugim regulatonim proteinima dovodi do aktivacije ili
represije transkripcije, na sli¢an nacin jedna mikroRNK u zavisnosti konteksta ostalih vezanih
mikroRNK za iste ciljne transkripte fino modulise nivoe ekspresije gena (204).

Kako su naSa znanja o organizaciji i gradi ljudskog genoma rasla, nova klasa nekodiraju¢ih
RNK, mikroRNK, 1 geneti¢ke varijante u genima koji ih kodiraju nasli su se u fokusu istrazivanja
koje za temu imaju patogenezu mnogih bolesti ¢oveka (205). Jos od prve studije Abelsona i
saradnika koji su utvrdili da mutacija u mestu vezivanja miR-189 u genu SLITRK1(eng. SLIT And
NTRK Like Family Member 1, SLITRK1) asocira sa Turetovim sindromom, otkriven je veliki broj
SNV u genima za transkripte ukljucene u fenomen RNK interferencije (97, 206, 207) Neke od njih
danas su poznati faktori rizika za razvoj bolesti. (208, 209). Do danas, postoje brojni
eksperimentalni dokazu da su mikroRNK (promenama u sekvenci gena ili obrascima ekspresije)
asocirane sa rizikom za razvoj i progresiju brojnih maligniteta, ukljucujuci i KP (210). MikroRNK
dele se na onkogene i tumor-supresorske u zavisnosti od toga da li utiSavaju ekspresiju tumor-
supresorskih ili onkogenih proteina. Medutim, sve je viSe eksperimentalnih dokaza da jedna
mikroRNK moze biti i onkogena i tumor-supresorska, a u zavisnosti od tipa maligne ¢éelije (211).
Istrazivanja su pokazala da je obrazac ekspresije mikroRNK specifi¢an kako za tip malignog
tumora tako i za stadijum progresije bolesti (212). Ova nau¢na saznanja ¢ine ih idealnim genima
kadidatima za istrazivanje podloznosti razvoju i progresiji malignih oboljenja, s obzirom na to da
male geneticke promene u sekvenci mikroRNK mogu imati Sirok fenotipski efekat (97).
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Istrazivanja su pokazala da su SNV u delovima genoma koji ¢e dati zrelu mikroRNK, a posebno
u regionu semena, retka i to kao rezultat selektivnog pritiska tokom evolucije da ti delovi gena
ostanu $to ocuvaniji (213, 214). Funkcionalna vaznost tih sekvenci doprinela je da se tokom
evolucije frekvence “Stetnih” alela u njima svedu na minimum. To je za posledicu dovelo do toga
da je gustina SNV u genima za mikroRNK, pogotovu u regionu semena, kao i u mestima njihovog
vezivanja manja kod ljudi. Sa aspekta molekularne epidemiologije, s obizrom da SNV u putu
mikroRNK nisu toliko zastupljene kao u drugim delovima genoma, verovatno¢a da imaju veci
fenotipski efekat raste.

SNV u genima za mikroRNK ostvaruju efekte na slede¢e nacine: uticajem na nivo transkripcije
primarnog transkripta mikroRNK, uticajem na naéin i nivo obrade pri-/pre-mikroRNK, i uticajem
na samu interakciju izmedu mikroRNK i iRNK (215). Vecina studija gena kandidata koja je
istrazivala uticaj genetickih varijanti u genima za mikroRNK na rizik za razvoj malignih tumora
oslanjala se upravo na poznavanje funkcionalne veze izmedu odabrane mikroRNK i njenih ciljnih
IRNK (216).

Iako se procenjuje da postoji joS dosta neidentifikovanih varijanti u putu mikroRNK, za mnoge
od novootkrivenih varijanti preostaje da se ispitaju njihovi efekti kako u razli¢itim karcinomima
tako i na razli¢itim populacijama (217). Populacijske razlike u ucestalosti rede zastupljenih alela za
neke od SNV i dalje nisu poznate. Takode, neke alelske varijante SNV u genima za mikroRNK
zastupljene su sa ucestaloS¢u veCom od 1% samo u populacijama africkog ili azijskog porekla
(218). Vecina studija asocijacije koje se bave uticajem SNV u genima za mikroRNK na razvoj i
progresiju malignih bolesti, ogranicena je na regione pre- i zrelih mikroRNK buduéi da su nam
njihove sekvence poznate (97, 219). Sekvenca pri-miRNK zavisi od mesta pocetka transkripcije
gena za mikroRNK. Za mnoge gene za mikroRNK jo§ uvek nisu utvrdena mesta pocetka
transkripcije odnosno promotori sa kojih pocinje transkripcija ovih gena (220, 221). Takode,
nedovoljno je podataka o nadinima regulacije ekspresije pojedinaénih gena za mikroRNK,
potencijalnim regulatornim sekvencama, kao i alternativnim promotorima koji mogu biti aktivni u
zavisnosti od tipa tkiva, stadijuma razvica i diferencijacije, ali i od patoloskih izmena u tkivu kao
Sto je maligna transformacija (222). Bolje upoznavanje regiona pri-miRNK je od velike vaznosti s
obzirom da se u tom regionu mogu ,kriti potencijalno vazne, a jo§ uvek neistrazene SNV koje bi
doprinele boljem rasvetljavanju molekularne osnove nekih malignih tumora.

Sposobnost tackastih genetickih varijanti da utiCcu na fenotip konstantno se potvrduje
otkrivanjem sve veceg broja bolesti koje su asocirane sa ovim izmenama u genomu. Na sli¢an nacin
kao Sto SNV u regionu semena moze da izmeni nacin vezivanja neke mirkoRNK, 1 SVN u ciljnim
transkriptima odnosno SNV u mestima vezivanja mikroRNK mogu da dovedu ili do ukidanja veé
postojeceg ili do formiranja novog mesta vezivanja za neku mikroRNK, kao i do izmena u
efikasnosti inhibicije podsredstvom odredene mikroRNK (223). Budu¢i da je za regulaciju
ekspresije gena sa mikroRNK klju¢no komplementarno bazno sparivanje, i najmanja promena u
mestu vezivanja mikroRNK u 3’UTR-u iRNK moze imati velike posledi¢ne efekte (219, 224). Jos
od prve studije Yu i saradnika u kojoj je analizirana asocijacija velikog broja SNV u mestima
vezivanja mikroRNK sa malignim bolestima, ustanovljeno je da geneticke varijante ovog tipa
asociraju sa razli¢itim malignitetima (225, 226).

Da bi neka tackasta geneticka varijanta u mestu vezivanja mikroRNK zaista bila funkcionalna u
kontekstu asocijacije sa malignim fenotipom potrebno je da zadovolji sledece kriterijume: a) SNV
mora asocirati sa rizikom za razvoj ili progresiju malignog tumora; b) mirkoRNK na ¢ije vezivanje
utice 1 transkript u kojem se nalazi moraju biti eksprimirani u tkivu u kojem dolazi do neoplasti¢ne
transformacije; i c¢) alelska varijanta analizirane SNV mora uticati na vezivanje mikroRNK i
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posledicno dovoditi do izmenjene ekspresije transkripta (97). Biranjem gena kandidata ¢iji su
proteinski produkti vazni za funkcionisanje neizmenjenih ili maligno transformisanih celija
odredenog tkiva jedan je od nacina da se identifikuju takve interakcije. Jedna od prvih takvih studija
bila je na karcinomu kolona i genu CD86 (227). SNV rs17281995 u 3’UTR-u gena CD86 uticala je
na vezivanje pet razliitih mikroRNK, dok je rede ucestao alel te varijante asocirao sa rizikom za
razvoj karcinoma kolona. Od tada veliki je broj studija istrazivao uticaj SNV u mestima vezivanja
mikroRNK na razvoj malignih bolesti (226, 228).

Od oko 120000 poznatih SNV koji se nalaze u 3’UTR-ovima gena, za oko 17% njih smatra se
da ukidaju postoje¢e mesto vezivanja za neku mikroRNK, dok je za 8.6% SNV predvideno da
kreiraju novo mesto vezivanja (229). Jedno od saznanja koje je proisteklo nakon prvin GWA studija
je da su varijante u regulatornim regionima gena snaznije asocirane sa razvojom malignih bolesti od
nesinonimnih SNV u kodiraju¢im delovima genoma (59). Kao takve, varijante u 3’UTR-ovima
gena, a koje utiu na vezivanje mikroRNK mogle bi znacajno doprineti razumevanju geneticke
osnove malignih tumora.

Iako je u studijama gena kandidata moguée utvrditi efekat pojedina¢nih SNV na rizik za razvoj
nekog malignog tumora, kumulativni efekat ve¢eg broja nasledenih SNV u genima za mikroRNK
mogao bi jo§ viSe povecati taj rizik. U prilog tome govori podatak da je povecéan rizik za razvoj
karcinoma jednjaka i karcinoma beSike primecen kod osoba koje su imale ve¢i broj SNV u genima
za mikroRNK i genima za proteine uklju¢ene u njihovu obradu i sazrevanje (130). Jedan od
prihvacenih genetickih modela nastanka malignih bolesti je da veéi broj genetickih varijanti niske
penetrabilnosti u brojnim genima podloZznosti ucestvuje u njihovom nastanku i progresiji (230).
Veliki broj tih gena i geneti¢kih varijanti u njima jo§ uvek nije otkriven. S obzirom da se GWA
studijama moze objasniti neSto manje od 30% geneticke komponente u nastanku KP, a imajuéi u
vidu efekte mikroRNK na regulaciju genske ekspresije, kao idealni geni kandidati za istrazivanje
dodatnih markera rizika za razvoj i progresiju KP namece se ova klasa malih nekodiraju¢ih RNK
(75). Dosadasnje asocijacije brojnih SNV iz puta mikroRNK sa razli¢itim malignim bolestima
predstavljaju potvrdu njihove funkcionalnosti i njihovog potencijalnog koriS¢enja kao buducih
biomarkera raznih malignih oboljenja (144, 231). Njihova validacija u veCem broju studija
genetickih asocijacija neophodna je kako bi se ispitao stvarni efekat na populacijama razliitog
etnickog porekla.

Medu najvise istrazivanim mikroRNK u kontekstu kancerogeneze su ¢lanovi mikroRNK iz
miR-34 familije, policistronska mikroRNK koja se prepisuje sa klastera gena hsa-miR-143/145, kao
i miR-378. Da su ove mikroRNK ukljuene u sve faze nastanka i progresije malignih bolesti
ukazale su studije koje su analizirale kako razlike u nivoima njihove ekspresije, tako i u nivoima
ekspresije njihovih ciljnih iIRNK u neizmenjenim i u maligno transformisanim tkivima. Dodatno,
eksperimentalnim utiSavanjem ili stimulisanjem njihove ekspresije, praceni su efekti koje ostvaruju
na proces neoplasticne transformacije (232).

Imajuéi u vidu tumor-supresorske uloge miR-34b/c, miR-378 i miR-143/145 u KP i potencijalne
efekte genetickih varijanti rs4938723, rs1076064 1 rs4704342 u regulatornim regionima ovih
mikroRNK na nivoe transkripcije i/ili njihovu obradu, kao i nedovoljnu istrazenost njihovog efekta
u procesu neoplasti¢ne transformacije tkiva prostate, cilj je bio detaljnije ispitivanje njihove
asocijaciju sa rizikom za razvoj i progresiju KP (233-235).

Jedna od najviSe izu€avanih genetickih varijanti sa potencijalnim efektom na nivo ekspresije
¢lanova familije miR-34 je SNV rs4938723. Ova genetic¢ka varijanta nalazi se uzvodno od regiona
koji kodira zajednicki pri-miRNK transkript miR-34b i miR-34c i potencijalno utice na proces
njihove biogeneze ostvaruju¢i efekat na nivo transkripcije primarnog transkripta. Prema in silico
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predvidanjima, geneticka varijanta rs4938723 nalazi se u okviru CpG ostrvca promotora gena hsa-
miR-34b/c gde uti¢e i na vezivanje regulatornih proteina transkripcije iz porodice GATA za taj
region (167). Funkcionalna vaznost ove geneticke varijante pokazana je u eksperimentima sa
luciferaznim reporterskim esejem na c¢elijskoj liniji embrionalnih Celija bubrega HEK93T gde je
primecena povecana luciferazna aktivnost vektora koji su u svojoj sekvenci posedovali alel T
geneti¢ke varijante rs4938723 u odnosu na vektore sa alelom C u sekvenci (236).

Do danas, ova geneticka varijanta analizirana je u preko 25 studija slucajeva i1 kontrola kod
razli¢itih malignih bolesti daju¢i medusobno suprotstavljene rezultate. Velika vecina tih studija
radena je u populacijama azijskog porekla, a meta-analiza iz 2019. godine upucuje na to da je ova
geneti¢ka varijanta asocirana sa rizikom za razvoj hepatocelularnog karcinoma, karcinoma debelog
creva, skvamoznog karcinoma jednjaka i akutne limfoblastne leukemije (237). Potencijalna
asocijacija ove genetiCke varijante sa rizikom za razvoj i progresiju KP do sada je radena samo u
jednoj studiji iz lrana (138). Geneti¢ka varijanta rs4938723 nije prethodno istrazena u KP ni na
jednoj populaciji evropskog porekla.

U istrazivanju Hashemi-a i saradnika geneticka varijanta rs4938723 asocirala je sa rizikom za
razvoj KP i to po nekoliko razli¢itih genetickih modela (138). U studiji geneticke asocijacije
sprovedenoj u okviru ove teze ta geneticka varijanta nije asocirala sa rizikom za razvoj KP kod
bolesnika iz populacije Srbije. Uocene razlike izmedu ova dva istraZivanja predstavljaju moguci
rezultat prisustva etnickih razlika, koje se ogledaju i u razlici u frekvencama alela ove geneticke
varijjante u populaciji Srbije 1 populaciji Irana. Jo§ jedno od objasnjenja za medusobno
suprotstavljene rezultate ovih studija je i razlika u veli¢ini uzorka na kojem je vrSeno ispitivanje
(138). Grupa bolesnika sa KP, ali i kontrolna grupa dva puta je bila manja u studiji Hashemi-a i
saradnika. Sa druge strane, u iranskoj studiji nije pokazana asocijacija geneticke varijante
154938723 ni sa jednim standardnim prognosti¢kim parametrom KP. Sli¢no tim nalazima, geneticka
varijanta rs4938723 ni u nasoj populaciji nije asocirala sa inicijalnim serumskim vrednostima PSA
bolesnika kao ni sa vrednostima GS karcinoma. Za razliku od tih rezultata, rede ucestali alel C ove
geneticke varijante, statistiCki znacajno je asocirao sa nizim T klini¢kim stadijumima karcinoma
kod bolesnika iz naSe populacije. Iako je jedan od mogucih razloga za ovakav rezultat i mali broj
bolesnika u pojedin€anim grupama formiranim nakon stratifikacije bolesnika na osnovu njihovog T
klinickog stadijuma, primecene diskrepance izmedu ove dve studije mogu se delimi¢no objasniti 1
razliitim sistemima gradiranja tumora s obzirom na to da je u ovoj studiji koriS¢en klinicki, a u
studiji Hashemi-a i saradnika patoloski stadijum karcinoma (138).

Geneticka varijanta rs1076064 nalazi se 222 bp uzvodno od regiona koji kodira za pre-miR-378.
S obzirom na poziciju ove geneticke varijante u odnosu na predikovano mesto pocetka transkripcije
miR-378, predlozeni efekat ovog SNV je uticaj na nivo transkripcije i/ili obradu pri-miR-378 (168).
U pokusaju da se testira efekat geneticke varijante rs1076064 sprovedena je studija na neoplasti¢no
transformisanim celijskim linijjama grlica materice (HeLa), pluc¢a (A549) i hepatocita (HepG2) u
kojoj je pokazano da konstrukti vektora sa alelom G ove geneticke varijante uzrokuju visu aktivnost
promotora u poredenju sa rezultatima aktivnosti luciferaznog eseja za konstrukte u kojima se
nalazio alel A (168). Istovremeno, pozicija ove geneticke varijante odgovara mestu vezivanja
onkogena c-MYC za koji je pokazano da istovremeno ucestvuje i u regulaciji ekspresije miR-378 i
gena PPARGC1B (eng. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-GAMMA, Coactivator 1, Beta;
PPARGCI1B) u ¢ijem se intronu nalazi gen ove mikroRNK (169). Na potencijalnu regulatornu
funkciju regiona lociranog uzvodno od sekvence koja kodira pre-miR-378, a u kojoj se nalazi
geneticka varijanta rs1076064 upucuje i identifikacija potencijalnog intronskog promotora miR-378
u okviru tog regiona (238).
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U studiji koja je ukljucivala bolesnike sa hepatocelularnim karcinomom iz populacije Kine
geneticka varijanta rs1076064 smanjivala je rizik za razvoj tog maligniteta, 1 dodatno, asocirala sa
boljim prezivljavanjem kod bolesnika koji su posedovali alel G ove geneticke varijante (168). Ista
istrazivacka grupa prethodno je ovu geneticku varijantu dovela u vezu sa prezivljavanjem kod
bolesnika sa sitnocelijskim karcinomom pluca (239). Kasnije je utvrdena asocijacija ove geneticke
varijante i sa ranijim postavljanjem dijagnoze karcinoma pankreasa (240). Asocijacija rs1076064 sa
rizikom za razvoj KP-a nije do sada testirana. Ipak njen potencijalan funkcionalni znacaj na
ekspresiju miR-378 koja je i sama izmenjena u KP u potpunosti opravdava ukljuéivanje te geneticke
varijante u ovu studiju. Dodatno, prethodno je ustanovljeno da smanjen nivo ekspresije miR-378 ne
samo da asocira sa povisenim vrednostima PSA skora i vi§im GS, nego 1 sa kra¢im prezivljavanjem
hirurski le¢enih bolesnika sa agresivnom formom KP (241).

U ovoj tezi nije pokazana asocijacija geneticke varijante rs1076064 sa rizikom za razvoj KP
iako je alel G ove geneticke varijante asocirao sa viSim vrednostima serumskog PSA kada su
uporedene distribucije genotipova kod bolesnika sa srednjim i niskim vrednostima serumskog PSA.
Poredenjem frekvenci genotipova kod bolesnika sa klinickim stadijumom T3/T4 i bolesnika sa
klinickim stadijumom T,, rede ucestali alel G ove geneticke varijante asocirao je i sa nizim
klinickim stadijumom bolesti. Razli€iti smerovi asocijacije sa razli¢itim prognostickim parametrima
delimi¢no se mogu objasniti i malim brojem bolesnika u pojedinim grupama nakon odgovarajuce
stratifikacije bolesnika. Osim asocijacija sa vrednostima PSA i T klinickog stadijuma primarnog
karcinoma, trend statisticke znacajnosti dobijen je i poredenjem distribucija genotipova u razli¢itim
grupama bolesnika formiranim na osnovu vrednosti GS. Dodatno, nakon stratifikacije bolesnika u
grupe na osnovu rizika za progresiju bolesti, alel G geneticke varijante rs1076064 asocirao je sa
agresivnijim formama KP u nasoj populaciji. Dobijeni rezultat ipak treba pazljivo tumaciti buduéi
da je grupa sa niskim rizikom za progresiju KP ukljucivala relativno mali broj bolesnika. S obzirom
na to da su ovi rezulati prve studije asocijacije geneticke varijante rs1076064 1 KP, nije moguce
poredenje sa rezultatima studija slucajeva 1 kontrola u drugim populacijama.

I geneticka varijanta rs4705342, kao 1 prethodne dve, nalazi se uzvodno od regiona koji kodira
pre-miR-143/145. Pretpostavljen mehanizam dejstva ove geneticke varijante slican je kao i za
rs1076064, a to je uticaj na nivo transkripcije i/ili obradu pri-miRNK. Luciferaznim reporterskim
esejem pokazan je efekat alelskih varijanti ove SNV u hepatocelularnom karcinomu i u KP (143,
170). Istovremeno, pokazano je da prisustvo alela C ove geneti¢ke varijante povecava afinitet
vezivanja proteinskog kompleksa NF-kB (eng. Nuclear Factor Kappa-B, NF-kB) za njegovo mesto
vezivanja (170).

Za ovu genetiCku varijantu prethodno je ustanovljena asocijacija sa rizikom za skvamozni
karinom grli¢a materica kod Zena iz populacije Kine (242). SNV rs4705342 dodatno je bila
asocirana i sa rizikom za relaps karcinoma dojke kod Zena iz populacije Irana (243). Suprotno ovim
rezultatima, u populaciji Han Kineza ova geneticka varijanta nije pokazivala asocijaciju sa rizikom
za hepatocelularni karcinom (244). U jedinoj prethodnoj studiji sprovedenoj u KP, alel C ove
geneti¢ke varijante ostvarivao je protektivan efekat na razvoj tumora prostate (143). Suprotno tim
rezultatima, u studiji sprovedenoj u okviru ove disertacije alel C povecavao je rizik za razvoj KP
kod bolesnika iz populacije Srbije. UocCena asocijacija dobijena je poredenjem distribucije
genotipova izmedu bolesnika sa KP i bolesnika sa BPH. Izostanak ove asocijacije kada je vrSeno
poredenje frekvenci genotipova izmedu bolesnika sa KP i zdravih kontrola mozZe se objasniti
¢injenicom da je grupa bolesnika sa BPH daleko homogenija 1 klini¢ki bolje okarakterisana, Sto
opravdava njeno ukljucivanje u ovu studiju kao grupu superkontrola. Razlike izmedu ove i studije
Chu i saradnika dodatno se mogu objasniti i razlikama u selekciji kontrolne grupe (143). Za potrebe
ovog istrazivanja, kontrolnu grupu ¢inili su zdravi muskarci, dok su kontrolnu grupu u studiji Chu-a
i saradnika ¢inili muskarci bez znakova malignih bolesti regrutovani tokom pruzanja zdravstvenih
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usluga u istoj bolnici u kojoj su regrutovani bolesnici sa KP. | stratifikacija bolesnika u grupe na
osnovu klinicko-patoloskih nalaza razlikovala se izmedu ove 1 prethodne studije, $to je potencijalan
razlog za izostanak potvrde asocijacije rs4705342 sa standardnim prognostickim parametrima u
naSoj studiji. Takode, i statistiCka obrada dobijenih rezultata razlikuje se izmedu ove dve studije,
budu¢i da je u radu Chu i saradnika distribucija genotipova umesto izmedu razli¢itih grupa
bolesnika sa KP poredena izmedu grupa bolesnika sa KP 1 zdravih kontrola (143).

Medu varijantama u mestima vezivanja mikroRNK za iRNK najvise istrazivanim u kontekstu
malignih bolesti svakako je varijanta rs4245739 u 3’UTR-u gena MDM4 (245). Istovremeno,
varijante u sekvenci gena KLK3, poput rs1058205, prepoznate su kao kandidati za studije geneticke
asocijacije u KP s obzirom na funkcionalnu vaznost proteinskog produkta kodiranog ovim genom, a
to je PSA. Osim $to je vazan serumski biomarker u dijagnostici i pracenju KP, PSA ima ulogu u
proteoliti¢koj degradaciji i remodelovanju ekstracelularnog matriksa tkiva prostate §to doprinosi
ekstrakapsularnoj invaziji tumora (146). Obe navedene geneticke varijante nalaze se medu
varijantama sa statisticki najznacajnijim asocijacijama u poslednjoj velikoj studiji koja je ispitivala
uticaj varijanti u mestima vezivanja mikroRNK sa KP. U toj istoj studiji koja je ukljucivala 22301
bolesnika sa KP i 22320 kontrola, Stegeman i saradnici identifikovali su jo$ jednu, novu geneticku
varijantu koja je pokazivala izuzetno snaznu asocijaciju sa agresivno$¢u KP, SNV rs1010 u 3’UTR-
u gena VAMPS8 (127). Istovremeno, u dve studije, Stegeman i sardanici funkcionalno su
okarakterisali sve tri genetiCke varijante i1 identifikovane su mikroRNK na cije vezivanje uti¢u
njihove alelske varijante (127, 145). Ova istrazivanja pruzila su dodatnu potporu pretpostavljenoj
ulozi varijanti u mestima vezivanja mikroRNK kako u razvoju, tako i u svim fazama progresije KP.
Imajuéi sve to u vidu, kao i funkcionalni znacaj miRSNP-ova u biologiji karcinoma uopste,
nametnulo se pitanje da li geneti¢ke varijante rs1058205, rs1010, i rs4245739 doprinose riziku za
razvoj i progresiju KP i kod bolesnika iz populacije Srbije.

Budu¢i da je geneticka varijanta rs1058205 u studiji Stegemana i saradnika identifikovana kao
jedna od 22 geneticke varijante koje su pokazivale asocijaciju sa rizikom za razvoj KP, ali i kao
varijanta koja je najznacajnije asocirala sa agresivno$¢u KP medu viSe od 2000 analiziranih
varijanti, ona je i funkcionalno analizirana (127). Ova geneticka varijanta nalazi se u 3°’UTR-u gena
KLK3 i prema in silico analizama predvideno je da kreira nova mesta vezivanja za tri mikroRNK:
miR-3162-5p, miR-219-1-3p i miR-4278. Upotrebom luciferaznog reporterskog eseja
eksperimantalno je potvrdeno da miR-3165-5p ima vedi afinitet vezivanja za alel T geneticke
varijante rs1058205. Dodatno, snizen nivo kako proteina tako i iRNK gena KLK3 detektovan je u
¢elijama koje su bile homozigotne za alel T ove geneticke varijante 1 prekomerno eksprimirale miR-
3162-5p (127).

Rezultati ove teze su u suprotnosti sa nalazima Stegemana i saradnika kada je re¢ o asocijaciji
geneticke varijante rs1058205 sa rizikom za KP (127). U naSoj populaciji ova geneticka varijanta
nije doprinosila riziku za razvoj tumora prostate. Ovaj rezultat takode je u suprotnosti sa
zakljuccima meta-analize Dinga i1 saradnika prema kojoj je geneticka varijanta rs1058205 faktor
rizika za razvoj KP-a (247). Istovremeno, u ovoj studiji ustanovljena je asocijacija rede ucestalog
alela ove SNV sa nizim vrednostima PSA kod bolesnika sa KP. Takva asocijacija za alel C 1
vrednost PSA dobijena je u studiji sprovedenoj u populaciji Amerikanaca evropskog porekla (150).
U pomenutoj studiji, kao 1 u studiji Stegemana i saradnika, i u daljim istrazivanjima sprovedenim na
Svedskoj populaciji, alel C geneticke varijante rs1058205 asocirao je sa nizim vrednostima PSA kod
kontrolnih subjekata (127, 148). U studiji Bensena i saradnika rs1058205 asocirala je sa
vrednostima PSA kod bolesnika sa KP afroamerickog porekla (147). Uzimajuéi u obzir vezu
izmedu varijante rs1058205 u genu KLKS3 i serumske vrednosti PSA kao i vaznost PSA kao
standardnog dijagnosti¢kog i prognostickog parametra KP, treba imati na umu da ova geneticka
varijanta moze imati implikacije prilikom odredivanja vrednosti PSA, potencijalno izistkujuci
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korekcije referentnih vrednosti u zavisnosti od prisutnog genotipa (127). Ustanovljena korelacija
izmedu genetiCke varijante rs1058205 1 vrednosti PSA dovodi do zakljucka, da osim njenog efekta
kroz vezivanje miR-3162-5p za alel T ove varijante, postoje i neki drugi mehanizmi kojima ova
varijanta dovodi do smanjenja vrednosti PSA, s obzirom da je u svim ustanovljenim asocijacijama
alel C asocirao sa snizenim vrednostima ovog biomarkera.

Sli¢cno nalazima za asocijaciju ove geneticke varijante i nivoa serumske vrednosti PSA, alel C
asocirao je 1 sa nizim klini¢kim stadijumom primarnog tumora, dok za ostala poredenja nije
dobijena statisticka znacajnost u okviru rezultata ove teze. U najvecoj do sada studiji asocijacije
varijanti u mestima vezivanja mikroRNK u okviru ciljnih iRNK i KP, Stegeman i saradnici nisu
analizirali potencijalnu asocijaciju ove geneticke varijante sa klinickim stadijumom bolesti
odredenim po TNM sistemu klasifikacije (127). Medutim, u njihovom istrazivanju alel C geneticke
varijante rs1058205 asocirao je sa manje agresivnom formom bolesti. [ako u ovom istrazivanju nije
utvrdena takva asocijacija sa agresivnoséu KP, treba ista¢i da su se kriterijumi stratifikacije
bolesnika u grupe na osnovu rizika za progresiju tumora razlikovali izmedu ove i studije Stegemana
i saradnika (127). Istovremeno u rezultatima studije sprovedene u populaciji bolesnika iz Kine,
genotip TT geneticke varijante rs1058205 asocirao je sa srednjim do visokim rizikom za progresiju
KP (149). Ipak, u toj studiji poredenje ucestalosti genotipova vrseno je izmedu bolesnika podeljenih
u grupe na osnovu rizika za progresiju i kontrola, dok je u ovoj studiji asocijacija geneticke
varijante rs1058205 sa rizikom za progresiju analizirana poredenjem raspodela genotipova izmedu
grupa bolesnika sa razli¢itim rizikom za progresiju bolesti. Dodatno, u studiji Chena i saradnika u
populaciji Kine, nije analiziran uticaj svih alelskih varijanti ove geneticke varijante na rizik za
progresiju, s obzirom da su sva poredenja vrSena za osobe sa TT i TC genotipovima (149). I u
istrazivanju Bensena i saradnika, geneti¢ka varijanta rs1058205 asocirala je sa rizikom za progresiju
KP, ali samo kod bolesnika afroamericke populacije (147). Takva asocijacije nije dobijena za
Amerikanace evropskog porekla. lako je u ovoj i pomenutoj studiji sistem stratifikacije bolesnika na
osnovu rizika za progresiju tumora bio sli¢an, Bensen i saradnici nisu pronasli statisti¢ki znacajnu
asocijaciju rs1058205 i veli¢ine primarnog tumora koji je procenjivan TNM sistemom, iako je u toj
studiji ona asocirala sa GS kod bolesnika iz populacije evropskih Amerikanaca (147). Medutim,
statistiCki testovi 1 parametri asocijacije razlikovali su se izmedu naSe studije i pomenute studije
Bensena i saradnika.

Druga najznacajnije asocirana miRSNP sa rizikom za razvoj i1 progresijju KP u studiji
Stegemana i saradnika je geneticka varijanta rs1010 u genu VAMP8 (127). VAMPS8 pripada
porodici solubilnih receptorskih proteina osetljivin na N-etilmalemid (eng. soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor-attachment protein receptors, SNARESs) koji imaju vaznu ulogu u
fuzionisanju celijskih membrana. Ovaj integralni membranski protein ucestvuje u sekreciji,
transportu, endocitozi vezikula kao i u fagocitozi, dok njegova uloga u procesu neoplasticne
transformacije jo§ uvek nije poznata (247). Prema pojedinim hipotezama, VAMPS8 doprinosi
Varburgovom efektu, vaznom metabolicCkom koraku koji se deSava tokom procesa maligne
VAMPS nisu istrazivane u kontekstu malignih bolesti. Studija Stegema i saradnika prva je koja je
anotirala tu varijantu asociranu sa rizikom za progresiju tumora prostate (127). Dodatno, za SNV
rs1010 utvrdeno je da se nasleduje vezano zajedno sa jo§ jednom genetickom varijantom cija je
asocijacija sa KP utvdena u GWA studiji (61).

Funkcionalna karakterizacija geneticke varijante rs1010 otkrila je da rede ucestao alel smanjuje
afinitet vezivanja miR-370-5p za 3’'UTR iRNK gena VAMPS8 $to je predvideno in silico i potvrdeno
eksperimentalno (127). Statisticki trend asocijacije dobijen je u analizi potencijalne korelacije
genotipova ove varijante sa nivoom ekspresije transkripta. PredloZzeni mehanizam u osnovi
potencijalne uloge ove varijante u molekularnoj osnovi KP je kroz uticaj na vezivanje miR-370-5p
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za koju je potvrdeno da je i sama prekomerno eksprimirana u tumoru prostate (127). U okviru ove
teze nije pronadena asocijacija geneticke varijante rs1010 sa rizikom za razvoj KP kod bolesnika iz
populacije Srbije, a neslaganja izmedu ovih i rezultata Stegeman 1 saradnika potencijalno mogu biti
i posledica etni¢ih razlika izmedu populacija ispitanika ukljuc¢enih u ove dve studije.

Sa druge strane, za genetiCku varijantu rs1010 ustanovljene su neke znacajne asocijacije sa
vrednostima standardnih prognosti¢kih parametara kod bolesnika sa KP u nasoj populaciji. Alel C
ove varijante asocirao je sa viSim vrednostima GS. Dodatno, posle stratifikacije bolesnika u grupe
na osnovu vrednosti T klinickog stadijuma primarnog karciona i poredenja ucestalosti genotipova
izmedu bolesnika u grupi T3/T4 sa grupom bolesnika T, alel C ove varijante asocirao je i sa visim T
kategorijama. Ove rezultate nije moguée uporediti sa prethodnim s obzirom da u istraZivanju
Stegema 1 saradnika nije vrSena korelacija geneticke varijante rs1010 ni sa jednim standardnim
prognostickim parametrom osim serumske vrednosti PSA (127). Sa druge strane, rezultati ova dva
istrazivanja o asocijaciji geneticke varijante rs1010 sa rizikom za progresiju KP takode su
diskorkodantni. Nalazi ove teze nisu potvrdili asocijaciju rs1010 sa rizikom za progresiju tumora,
iako primecena asocijacija alela C sa viSim GS 1 viSim vrednostima klini¢kog stadijuma KP upucuje
na to da navedeni alel doprinosi riziku za progresiju KP.

Medu genetickim varijantama u mestima vezivanja mikroRNK odabranim za ovu studiju,
154245739 je najviSe istrazivana, s obzirom na funkcionalni znacaj proteina MDM4 u procesu
neoplasti¢ne transformacije. Protein MDM4 heterodimerizacijom inaktivira potein P53 i utice na
signalnu transdukciju ovog tumor-supresora (248). Aktivnost proteina P53, drugacije nazvanog
¢uvarom genoma, klju¢na je za normalno funkcionisanje ¢elije. Svojom aktivnoséu navedeni tumor-
supresorni protein kontroliSe propagaciju ¢elije kroz faze Celijskog ciklusa 1 ucestvuje u procesima
odgovornima za indukciju ¢elijskog umiranja po tipu apoptoze. Uz to, protein MDM4 interaguje i
sa proteinom p21, inhibitorom ciklin zavisne kinaze ¢iji je poremecaj u ekSpresiji asociran sa visim
nivoom proliferacije tumorskih ¢elija KP-a. Vezivanjem za regulatorni protein transkripcije E2F1
(eng. E2F transcription factor 1, E2F1), MDM4 blokira njegovu transaktivaciju i indukuje promene
u regulaciji ¢elijskog ciklusa 1 apoptoze. Takode, protein MDM4 blokira transaktivaciju proteina
Smad3 (eng. SMAD familiy member 3, Smad3) i Smad4 (eng. SMAD familiy member 4, Smad4),
komponenti puta prenosa signala transformiSuceg faktora rasta p (eng. Transforming growth factor
p, TGFp), dodatno promovisu¢i tumorski rast (248, 249).

Geneticka varijanta rs4245739 nalazi se u 3’UTR-u gena MDM4 i dovodi do formiranja novog
mesta vezivanja za mikroRNK. Upotrebom luciferaznog reporterskog eseja pokazano je da miR-
191-5p i miR-887 imaju veéi afinitet vezivanja za alel C genetiCke varijante rs4245739,
impliciraju¢i mehanizam kojim “netargetovani” alel A doprinosi riziku za razvoj KP-a (145). Sli¢ni
rezultati dobijeni su i u studiji na karcinomu jajnika gde je takode utvrden alel-zavisni efekat na
vezivanje miR-191-5p za IRNK MDM4 (250). Geneticka varijanta rs4245739, iako prethodno
identifikovana kao varijanta rizika za KP u GWA studiji, anotirana je kao varijanta sa efektom na
vezivanje mikroRNK, ali neke druge potencijalne funkcionalne posledice supstitucije A>C takode
ne mogu biti iskljucene (62).

Osim GWAS vezanim za KP, u brojnim drugim studijama slucajeva i kontrola geneti¢ka
varijanta rs4245739 asocirana je sa rizicima za razvoj sitnocelijskog karcinoma pluca (eng. small
cell lung carcinoma, SCLC), karcinoma dojke, skvamoznog karcinoma jednjaka (eng. esophageal
squamous cell carcinoma, ESCC), karcinoma jajnika i ne-Hockinovim limfomom (155-157, 250,
251). Sa druge strane, u pojedinim studijama asocijacije ova varijanta doprinosila je malo ili gotovo
uopste riziku za razvoj malignih bolesti (154, 159, 252-254). Razlike u rezultatima navedenih
studija tiCu se ne samo statistiCke znacajnosti testiranih asocijacija varijante sa rizikom za razvoj
maligniteta, vec 1 alela koji doprinosi tom riziku. Na primer, u jednoj grupi studija, ukljucujuci i one
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vezane za KP, kao i meta-analizu koja se bavila asocijacijom varijante rs4245739 sa rizikom za
razvoj malignih bolesti, rede ucestali alel C asocirao je sa smanjenim rizikom za razvoj bolesti (145,
158, 255). Sa druge strane, u pojedinim studijama, ukljucujuc¢i i GWAS, isti alel povecavao je rizik
za razvoj karcinoma dojke (156, 256, 257). Ipak, u istrazivanjima Gansma i saradnika u norveskoj
populaciji, alel C geneticke varijante rs4245739 smanjivao je rizik za karcinom dojke, a sli¢ni
rezultati dobijeni su i u jednoj studiji sprovedenoj u populaciji Zena iz Kine (159, 258). Sli¢no, u
istrazivanjima koja su razmatrala asocijaciju geneticke varijante rs4245739 sa rizikom za razvoj
drugih maligne bolesti ili asocijaciju sa ishodom terapije dobijeni su medusobno suprotstavljeni
rezultati o efektu iste alelske varijante. U studiji Wynendaele i saradnika, kod bolesnica sa
karcinomom jajnika negativnih na estrogenski receptor, alel A genetiCke varijante rs4245739
asocirao je sa CeS¢im relapsom bolesti i snizenim tumor-specificnim prezivljavanjem (250).
Suprotno tim nalazima, u studiji Gansma i saradnika, alel C geneti¢ke varijante rs4245739 je bio taj
koji je povecavao rizik za serozni karcinom jajnika (154).

lako je ova geneticka varijanta dosta istrazivana u razli¢itim malignim oboljenjima, njen
doprinos riziku za razvoj i progresiju KP nije u potpunosti rasvetljen s obzirom da je samo nekoliko
studija istrazivalo moguéu asocijaciju rs4245739 i KP-a. U okviru ove teze geneticka varijanta
1rs4245739 nije asocirala sa rizikom za razvoj KP §to je u suprotnosti sa rezultatima Stegemana i
saradnika kao i rezultatima iCOGS GWAS (62, 145). Ipak, ovi rezultati su u saglasnosti sa
rezultatima Gansma 1 saradnika prema kojima ova varijanta takode nije statisticki znacajno
asocirala sa rizikom za razvoj KP (159). Sa druge strane, alel C geneti¢ke varijante rs4245739
statistiCki znaCajno je asocirao sa viSim vrednostima PSA, ve¢im GS kao i ve¢im klinickim
stadijumom primarnog tumora prostate kod bolesnika iz populacije Srbije. Takode, statisticki trend
asocijacije dobijen je i za asocijaciju rede ucestalog alela C sa vi$im rizikom za progresiju KP kod
bolesnika iz naSe populacije. Ovi rezultati znacajno se razlikuju od onih dobijenih u studiji
Stegemana 1 iICOGS GWAS kada je u pitanju asocijacija geneticke varijante rs4245739 sa
serumskim vrednostima PSA i rizikom za progresiju KP (62, 145). Ipak kriterijumi selekcije
bolesnika razlikovali su se izmedu ove i navedenih studija. U istrazivanju Gansma i saradnika, nije
vrSena analiza asocijacije ove genetiCke varijante sa standardnim prognostickim parametrima, kao
ni sa rizikom za progresiju bolesti, te su tako naSi rezultati o asocijaciji geneticke varijante
154245739 sa vrednostima PSA, GS 1 T klini¢kim stadijumom bolesti jedinstveni i nije ih moguce
porediti sa rezultatima prethodnih studija (159).

Kada je u pitanju asocijacija genetickih varijanti u mestima vezivanja mikroRNK, rezultati ove
teze upucuju da su sve tri selektovane genetiCke varijante znacCajno asocirane sa standarnim
prognostickim parametrima progresije bolesti. Neslaganja izmedu ovih i rezultata drugih studija
uglavnom se ticu asocijacija ovih varijanti sa rizikom za razvoj KP. Medu razlozima za postojanje
navedenih razlika svakako se ubrajaju razlike u genetickoj strukturi testiranih populacija, ali 1 uticaj
razlicitih spoljasnjih faktora na razvoj i progresiju KP. Jedna od ilustracija etnickih razlika jesu i
znacajne razlike u distribuciji alela sve tri testirane varijante u mestima vezivanja mikroRNK
izmedu populacija ameri¢kog, evropskog i azijskog porekla. Te razlike mogu uticati kako na snagu
studija tako 1 na statisticke parametre rizika. Dodatno, na rezultate moze uticati i sam dizajn studija
kao 1 nacin regrutovanja i selektovanja bolesnika i kontrolnih grupa. Kada je re¢ o proceni uticaja
ovih geneti¢kih varijanti na rizik za progresiju bolesti, razlike u kriterijumima podele bolesnika u
grupe dodatno mogu doprineti razlikama u rezultatima studija, a ne moze se iskljuciti ni mogucnost
da neke od ovih varijanti imaju uticaj specifican za stadijum progresije bolesti.

Sa druge strane, kada je re¢ o asocijaciji potencijalno funkcionalnih genetickih varijanti u
regulatornim regionima gena za mikroRNK, nalazi ove teze upucuju da geneticka varijanta
rs4705342 u genu pri-miR-143/145 asocira sa rizikom za razvoj KP kod bolesnika iz populacije
Srbije. Istovremeno, za geneticku varijantu rs1076064 u genu pri-miR-378 pokazana je asocijacija
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sa rizikom za progresiju bolesti, dok rezultati asocijacije za geneti¢ku varijnatu rs4938723 u pri-
miR-34b/c sugeriSu asocijaciju sa standardnim prognosti¢kim parametrima KP. Neslaganja u
rezultatima ove i prethodnih studija asocijacije kada je re¢ o uticaju ovih genetickih varijanti na
rizik za razvoj 1 progresiju KP takode mogu biti posledica etnic¢kih razlika, ali 1 razlika u selekciji
bolesnika i muskaraca kontrolne grupe.

Ipak, osnovno ogranicenje rezultata ove teze je relativno mali broj ispitanika, iako je bio
analiziran uzorak od preko 1000 bolesnika i kontrola. Broj ispitanika predstavlja potencijalni razlog
§to u ovom istrazivanju neke od prethodnih asocijacija sa KP nisu validirane. Dodatno, nakon
stratifikacije bolesnika u grupe na osnovu vrednosti prognostickih parametara i rizika za progresiju
bolesti, pojedine grupe ukljucivale su relativno mali broj bolesnika sa KP. Stoga, neophodna je
pazljiva interpretacija dobijenih rezultata koji se odnose na asocijaciju analiziranih genetickih
varijanti sa vrednostima standardnih prognostickih parametrima i rizikom za progresiju KP. Ipak,
isti smer asocijacije genetickih varijanti sa razliitim parametrima progresije upucuju na to da
odabrane varijante mogu biti od znacaja prilikom procene agresivnosti tumora kod bolesnika iz nase
populacije. Buduce studije, na ve¢em uzorku od ovog, svakako ¢e dodatno doprineti rasvetljavanju
uloge genetickih varijanti rs4938723, rs1076064, rs1058205, rs1010 i rs4245739 u molekularnoj
osnovi KP, ali i omogucditi potvrdu asocijacija ustanovljenih u okviru ove teze. Replikativne studije
slu¢ajeva i kontrola kod bolesnika iz populacije Srbije, kao i ukljuéenje nasih rezultata u buduce
meta-analizu mogu dodatno potvrditi rezultate ustanovljenih asocijacija.

Ovaj doktorski rad predstavlja kontinuitet istrazivanja nau¢ne grupe PROSTATSERBIA koja je
¢lan Internacionalnog konzorcijuma Prostate Cancer Association Group to Investigate Cancer
Associated Alterations in the Genome (PRACTICAL). Do danas su publikovani rezultati radova koji
su dizajnirane kao studije slucajeva i kontrola u grupama bolesnika iz populacije Srbije. U njima su
ispitivane asocijacije SNV sa rizikom za razvoj i/ili progresiju KP i to SNV u kodirajué¢im (genu
NOS3: -786T>C, -764A>G, -714G>T, -690C>T, -649G>A i 894G>T; SNV u proteinima RISC
kompleksa: gen DICER1 (rs3742330), gen AGO2 (rs4961280), genu TARBP2 (rs784567), genu
GEMIN4 (rs7813) i genu GEMIN3 (rs197414)) i nekodirajué¢im delovima genoma: 19pl3
(rs3787016); 8024 (rs1447295, rs4242382, rs6983267, rs7017300, rs7837688, rs378854); 17ql2
(rs3760511 1 rs7501939). Studije asocijacije genetiCkih varijanti u genima za mikroRNK sa KP
obuhvatale su: hsa-miR-146a (rs2910164), hsa-miR-499 (rs3746444), hsa-miR-196a2 (rs11614913)
i hsa-miR-27a (rs895819). (135, 137, 259-263).

Krajnji cilj svih ovih studija je identifikacija alela niske penetrabilnosti koji mogu svojim
udruzenim dejstvom imati efekat na rizik za razvoj i/ili progresiju KP. Nakon utvrdivanja njihovih
statistickih epistatickih interakcija mozda ¢emo biti u prilici da kreiramo algoritam baziran na
panelu istrazivanih SNV. Ovaj algoritam trebao bi da poseduje klini¢ku snagu za bolju stratifikaciju
bolesnika sa KP u odnosu na rizik za razvoj ili progresiju bolesti. Takav algoritam bi narocito bio
od pomo¢i tokom aktivnog prac¢ena bolesnika sa indolentnim i lokalno uznapredovalim KP.

Danas su zlatni standard u dijagnostici i le¢enju KP odredivanje serumske vrednosti PSA i
biopsija prostate. U godinama koje dolaze ocekuje se da ¢e detekcija 1 kvantifikacija novih
bioloskih tumor markera (PHI, PSMA, mikroRNK, IncRNK i kruznih RNK) u krvi i/ili urinu
bolesnika sa KP imati sve znacajniju aplikativnu vrednost kako u dijagnostici tako i u aktivhom
pracenju i leCenju KP (264, 265).
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. Zakljucci

. Nije utvrdena asocijacija genetickih varijanti r$4938723 i rs1076064 u genima hsa-miR-
34b/c i hsa-miR-378 i varijanti u genima KLK3, VAMP8 i MDM4 sa rizikom za razvoj KP.

. Za manje ucestali alel C geneti¢ke varijante rs4705342 u genu hsa-miR-143/145 utvrdena je
asocijacija sa povecanim rizikom za razvoj KP kod bolesnika iz populacije Srbije.

. Utvrdena je asocijacija geneticke varijante rs4938723 u genu hsa-miR34b/c sa klinickim
stadijumom primarnog tumora.

. Utvrdena je asocijacija geneticke varijante rs1076064 u genu hsa-miR-378 sa serumskim
vrednostima PSA i klini¢kim stadijumom primarnog tumora.

. Utvrdena je asocijacija genetickih varijanti rs1058205, rs1010 i rs4245739 u genima KLK3,
VAMPS8 i MDM4 sa vrednostima razli¢itih standardnih prognostickih parametara KP. Rede
ucestao alel C geneticke varijante rs1058205 asocira sa serumskim vrednostima PSA i
klini¢kim stadijumom primarnog tumora, dok rede ucestao alel C geneticke varijante rs1010
asocira sa vrednostima Glison skora i klini¢kog stadijuma tumora. Rede ucestao alel C
geneticke varijante rs4245739 asocira sa vrednostima sva tri standardna prognosticka
parametra KP kod bolesnika iz populacije Srbije.

. Utvrdena je asocijacija geneticke varijante rs1076064 u genu hsa-miR-378 sa rizikom za
progresiju KP dok je za alel C geneticke varijante rs4245739 u genu MDM4 dobijen
statisticki trend asocijacije sa povecanim rizikom za progresiju KP kod bolesnika iz
populacije Srbije.
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8. Prilozi

Prilog A. Asocijacija genetiCkih varijanti rs4938723 1 rs4705342 sa serumskim vrednostima PSA

10 ng/ml<

PSA>20 ng/ml vs 10 ng/ml< PSA<

10 ng/ml< PSA< 20 ng/ml vs

Gfr?oe(tjieﬁki nP?n,?f(%})) PSA< 20 nP?n,?i(zoj)) PSA>20 ng/ml vs PSA<10 ng/ml 20 ng/ml PSA<10 ng/ml
g 0 ng/ml (%) g ) "OR (95% CI)* P value? AIC OR (95% CI)*  Pvalue® AIC OR (95% CI)? Pvalue? AIC
rs4938723
Kodominantni
TT 38 (39.2) 33 (33.3) 56 (38.4) 1.00 1.00 1.00
CT 42 (43.3) 56 (56.6) 70 (48) 1.09 (0.61-1.93) 0.79 325.7 0.73 (0.42-1.28) 0.42 333.6 1.52 (0.82-2.82) 0.16 274.2
CcC 17 (17.5) 10 (10.1) 20 (13.7)  0.83(0.38-1.82) 1.13(0.47-2.71) 0.72 (0.29-1.79)
Dominantni
TT 38 (39.2) 33(33.3) 56 (38.4) 1.00 1.00 1.00
CT +CC 59 (60.8) 66 (66.7) 90 (61.6) 1.02(0.59-1.74) 0.96 3241 0.79 (0.46-1.36) 0.4 3326 1.30 (0.72-2.33) 0.39 2751
Recesivni
TT+CT 80 (82.5) 89 (89.9) 126 (86.3) 1.00 1.00 1.00
CcC 17 (17.5) 10 (10.1) 20 (13.7)  0.80(0.39-1.63) 0.54 323.7 1.36 (0.60-3.05) 0.46 332.8 0.56 (0.24-1.31) 0.18 274
Overdominant
ni
TT +CC 55 (56.7) 43 (43.4) 76 (52) 1.00 061 3239 1.00 0.19 331.6 1.00 0.078 272.8
CT 42 (43.3) 56 (56.6) 70 (48) 1.15 (0.68-1.94) ) ’ 0.71 (0.42-1.19) 1.66 (0.94-2.93)
Log-aditivni
- - - 0.95 (0.65-1.38) 0.78 324 0.95 (0.64-1.41) 0.8 333.3 0.99 (0.65-1.50) 0.95 275.9
rs4705342
Kodominantni
TT 77 (79.4) 82 (82) 118 (80.8) 1.00 1.00 1.00
CT 20 (20.6) 16 (16) 25 (17.1) 0.86 (0.44-1.68) 0.19 321.4 1.10 (0.55-2.20) 0.96 336.1 0.77 (0.37-1.60) 0.21 276.2
CcC 0 (0) 2(2) 3(2) NA (0.00-NA) 1.05 (0.17-6.49) NA (0.00-NA)
Dominantni
TT 77 (79.4) 82 (82) 118 (80.8) 1.00 0.92 322.8 1.00 0.79 334.1 1.00 0.69 277.1
CT+CC 20 (20.6) 18 (18) 28 (19.2) 0.97 (0.50-1.86) 1.09 (0.56-2.12) 0.87 (0.42-1.76)
Recesivni
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TT+CT 97 (100) 98 (98) 143 (98) 1.00 0.077 319.6 1.00 0.97 3341 1.00 011 2747
CcC 0 (0) 2(2) 3(2) NA (0.00-NA) 1.03 (0.17-6.37) NA (0.00-NA)
Overdominant
ni
TT+CC 77 (79.4) 84 (84) 121 (82.9) 1.00 0.6 322.5 1.00 0.79 334.1 1.00 0.45 276.7
CT 20 (20.6) 16 (16) 25 (17.1) 0.84 (0.43-1.63) 1.10 (0.55-2.20) 0.75 (0.36-1.57)
Log-aditivni
- - - 1.09 (0.59-1.99) 0.79 322.7 1.07 (0.61-1.90) 0.81 334.1 0.98 (0.51-1.90) 0.96 277.3

Skracenice: OR- odnos $ansi; Cl- interval poverenja; AIC- Akaike informacioni kriterijum.
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Prilog B. Asocijacija genetickih varijanti rs1076064, rs4938723 1 rs4705342
sa prisustvom udaljenih metastaza

Prisustvo M+ vs MO
Geneticki  Bez metastaza  udaljenih
SNP model MO (%)  metastaza  OR(95%Cl)® D Vrednost e
M+ (%)
rs1076064
Kodominantni
AA 102 (38.6) 23 (45.1) 1.00
AG 117 (44.3) 23 (45.1) 0.87 (0.46-1.64) 0.36 284.8
GG 45 (17.1) 5(9.8) 0.49 (0.18-1.37)
Dominantni
AA 102 (38.6) 23 (45.1) 1.00 0.39 2841
AG+GG 162 (61.4) 28 (54.9) 0.77 (0.42-1.40) ' '
Recesivni
AA+AG 219 (83) 46 (90.2) 1.00 017 283
GG 45 (17.1) 5(9.8) 0.53 (0.20-1.40) '
Overdominantni
AA + GG 147 (55.7) 28 (54.9) 1.00 0.92 284.9
AG 117 (44.3) 23 (45.1) 1.03 (0.56-1.89)
Log-aditivni
- - - 0.75 (0.48-1.17) 0.2 283.2
rs4938723
Kodominantni
TT 105 (39.8) 16 (31.4) 1.00
CT 121 (45.8) 28 (54.9) 1.52 (0.78-2.97) 0.45 285.3
CcC 38 (14.4) 7 (13.7) 1.21 (0.46-3.16)
Dominantni
TT 105 (39.8) 16 (31.4) 1.00
CT+CC 159 (60.2) 35 (68.6) 1.45 (0.76-2.75) 0.25 283.6
Recesivni
TT+CT 226 (85.6) 44 (86.3) 1.00
CcC 38 (14.4) 7 (13.7) 0.94 (0.40-2.25) 0.89 284.9
Overdominantni
TT+CC 143 (54.2) 23 (45.1) 1.00
cT 121(458) 28 (549) 144 (0.79-2.64) 023 2834
Log-aditivni
- - 1.18 (0.76-1.82) 0.46 284.3
rs4705342
Kodominantni
TT 210 (79.5) 44 (88) 1.00
CT 50 (18.9) 6 (12) 0.57 (0.23-1.42) 0.22 280.3
CcC 4 (1.5) 0 (0) 0.00 (0.00-NA)
Dominantni
TT 210 (79.5) 44 (88) 1.00
CT+CC  54(204)  6(12) 0.53 (0.21-1.31) 015 2192
Recesivni
TT+CT 260 (98.5) 50 (100) 1.00
cc 4 (15) 0(0) 0.00 (0.00-NA) 0.24 2799
Overdominantni
TT+CC 214 (81.1) 44 (88) 1.00
CT 50 (18.9) 6 (12) 0.58 (0.24-1.45) 0.22 2.8
Log-aditivni
- - - 0.52 (0.22-1.25) 0.11 278.8

%sve vrednosti su podesene za razlike u starostima

Skracenice: OR- odnos $ansi; CI- interval poverenja; AIC- Akaike informacioni kriterijum.



Prilog C. Asocijacija genetickih varijanti rs4938723 i rs4705342 sa rizikom za progresiju KP

srednji vs nizak rizik

visok vs nizak rizik

visok vs srednji rizik

Geneticki nizak srednji visok rizik P vrednost P vrednost P
model rizik (%) rizik(%) (%) OR (95% CI) ® a AlIC OR (95% CI)*? a AIC OR (95% CI)? vrednost  AIC
a
rs4938723
Kodominantni
TT 9 (40.9) 40 (35.7) 72 (37.5) 1.00 1.00 1.00
CT 12 (54.5) 57 (50.9) 90 (46.9) 1.07 (0.41-2.78) 0.43 126 0.94 (0.37-2.35) 0.27 145.8 0.86 (0.52-1.44) 0.69 401.6
CcC 1(4.5) 15 (13.4) 30 (15.6)  3.37 (0.39-28.96) 3.85(0.47-31.86) 1.15 (0.55-2.40)
Dominantni
TT 9 (40.9) 40 (35.7) 72 (37.5) 1.00 1.00 1.00
CT+CC  13(50.1) 72(643) 120(625) 125(0.49-318) 084 1259 116 (0.47-2.86) 07 1463 g9y 0s6150) 074 4002
Recesivni
TT+CT 21 (95.5) 97 (86.6) 162 (84.4) 1.00 1.00 1.00
CcC 1(4.5) 15 (13.4) 30 (15.6)  3.25(0.41-25.95) 0.2 124 4.00 (0.52-30.94) 0.11 143.8 1.25 (0.64-2.46) 0.52 399.9
Overdominant
ni
TT+CC 10 (45.5)  55(49.1) 102 (53.1) 1.00 1.00 1.00 0.44 3997
CT 12 (54.5) 57 (50.9) 90 (46.9) 0.86 (0.34-2.17) 0.76 1256 0.73 (0.30-1.77) 0.48 145.9 0.83 (0.52-1.33)
Log-aditivni
- - - - 1.41 (0.68-2.91) 0.35 124.8 1.39 (0.71-2.72) 0.33 145.4 1.02 (0.72-1.44) 0.92 400.3
rs4705342
Kodominantni
TT 16 (72.7) 93 (83) 154 (79.8) 1.00 1.00 1.00
CT 6 (27.3) 18 (16.1) 35(18.1) 0.51 (0.18-1.50) 0.41 125.9 0.62 (0.22-1.69) 0.44 146.7 1.23 (0.65-2.32) 0.59 401.4
CcC 0 (0) 1(0.9) 4(2.1) NA (0.00-NA) NA (0.00-NA) 2.40 (0.26-22.06)
Dominantni
TT 16 (72.7) 93 (83) 154 (79.8) 1.00 0.27 124.5 1.00 0.47 145.8 1.00 0.41 399.7
CT+CC 6 (27.3) 19 (17) 39 (20.2) 0.54 (0.19-1.57) 0.68 (0.25-1.86) 1.29 (0.70-2.39)
Recesivni
TT+CT 22 (100) 111 (99.1) 189 (97.9) 1.00 0.55 125.3 1.00 0.37 145.5 1.00 0.42 399.8
CcC 0 (0) 1(0.9) 4(21) NA (0.00-NA) NA (0.00-NA) 2.32 (0.25-21.22)
Overdominant
ni
TT+CC 16 (72.7) 94 (83.9) 158 (81.9) 1.00 0.23 124.2 1.00 0.34 145.5 1.00 0.55 400.1
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CT 6 (27.3) 18 (16.1) 35(18.1)  0.51(0.17-1.48)
Log-aditivni
- - - - 0.61 (0.22-1.65) 0.34 124.8

0.60 (0.22-1.65)

0.80 (0.33-1.98)

0.64

146.2

1.21 (0.64-2.28)

1.30 (0.75-2.27)

0.34

399.5

#vrednosti podesene za razlike u starostima

Skracenice: OR- odnos $ansi; CI- interval poverenja; AIC- Akaike informacioni kriterijum.
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Prilog D. Asocijacija geneticke varijante rs1010 sa vrednostima serumskog PSA

PSA>20 ng/ml vs PSA<10 ng/ml PSA>20 ng/ml vs 10 ng/ml< PSA< 10 ng/ml< PSA< 20 ng/ml vs
e 10 ng/ml< 20 ng/ml PSA<10 ng/ml
Geneticki PSA<10 PSA< 20 PSA>20 P P P
model ngml6)  omi @) "M ) or(9sm )t vrednost  AIC OR(95% Cl)®  vrednost  AIC OR(95% Cl)*  vrednost AIC
rs1010
Kodominantni
TT 37 (37) 33(32.7) 52 (34.4) 1.00 1.00 1.00
cT 45 (45) 45(44.5)  70(46.4) 1.06(0.60-1.89)  0.93  335.1 1.00 (0.56-1.79) 0.8 3426 1.07 (0.57-2.01) 069 2842
cc 18 (18) 23(228)  29(19.2) 1.15(0.55-2.41) 0.81 (0.40-1.64) 1.39 (0.64-3.04)
Dominantni
TT 37 (37) 33(327)  52(34.4) 1.00 1.00 1.00
CT +CC 63 (63) 68(67.3)  99(65.6) 1.09(0.64-186) 70 3331 093 (055-1.60) 081 34 1.16 (0.65-2.09) 0.62 2827
Recesivni
TT+CT 82 (82) 78(77.2)  122(80.8) 1.00 1.00 1.00
cc 18 (18) 23(22.8) 29(19.2) 111(0.57-2.17) 075  333.1 0.81 (0.43-1.50) 05 3406 1.34 (0.67-2.69) 04 2822
Overdominant
ni
TT +CC 55 (55) 56 (55.5) 81 (53.6) 1.00 0.96 3332 1.00 0.75 341 1.00 0.83 282.9
cT 45 (45) 45 (445) 70 (46.4) 1.01 (0.60-1.70) ' ' 1.09 (0.65-1.81) 0.94 (0.54-1.65)
Log-aditivni
- - - 1.07 (0.75-154) 0.7 333.1 0.91 (0.64-1.29) 059 340.8  1.17(0.80-1.71) 043  282.3

®vrednosti podesene za razlike u starostima

Skracenice: OR- odnos $ansi; CI- interval poverenja; AIC- Akaike informacioni kriterijum.



Prilog E. Asocijacija genetickih varijanti rs1010, rs1058205 i rs4245739
sa prisustvom udaljenih metastaza

Prisustvo M+ vs MO
Geneticki  Bez metastaza  udaljenih
SNP model MO (%)  metastaza  OR(95%Cl)® D Vrednost e
M+ (%)
rs1010
Kodominantni
TT 94 (34.7) 16 (31.4) 1.00
CT 124 (45.8) 22 (43.1) 1.05 (0.52-2.11) 0.64 288.5
CcC 53 (19.6) 13 (25.5) 1.44 (0.64-3.23)
Dominantni
TT 94 (34.7) 16 (31.4) 1.00
CT+CC  177(653) 35(68.6)  1.17 (0.61-2.22) 0.64 2871
Recesivni
TT+CT 218 (80.4) 38 (74.5) 1.00
CcC 53 (19.6) 13 (25.5) 1.41 (0.70-2.82) 0.35 286.5
Overdominantni
TT +CC 147 (54.2) 29 (56.9) 1.00
CT 124 (45.8) 22 (43.1) 0.90 (0.49-1.65) 0.74 287.3
Log-aditivni
- - - 1.19 (0.79-1.79) 0.4 286.7
rs1058205
Kodominantni
TT 191 (70.7)  38(74.5) 1.00
CT 72 (26.7) 11 (21.6) 0.77 (0.37-1.59) 0.68 288.2
CcC 7 (2.6) 2 (3.9 1.45 (0.29-7.25)
Dominantni
TT 191 (70.7) 38 (74.5) 1.00
CT+CC 79 (29.3) 13 (25.5) 0.83 (0.42-1.65) 0.59 286.7
Recesivni
TT+CT 263 (97.4) 49 (96.1) 1.00
CcC 7 (2.6) 2 (3.9 1.55(0.31-7.67) 0.61 286.8
Overdominantni
TT+CC 198 (73.3) 40 (78.4) 1.00
cT 72(267) 11(21.6)  0.76 (0.37-1.56) 045 2864
Log-aditivni
- - 0.92 (0.51-1.65) 0.77 286.9
rs4245739
Kodominantni
AA 152 (56.5) 29 (56.9) 1.00
AC 98 (36.4) 19 (37.2) 1.01 (0.54-1.91) 0.95 288.5
CcC 19 (7.1) 3 (5.9) 0.83 (0.23-2.98)
Dominantni
AA 152 (56.5) 29 (56.9) 1.00 0.96 286.6
AC+CC 117 (435) 22 (43.1) 0.98 (0.54-1.80) ' '
Recesivni
AA+AC 250(92.9) 48(94.1) 1.00
cc 19(7.1)  3(5.9) 0.82 (0.23-2.89) 0.76 2865
Overdominantni
AA + CC 171 (63.6) 32 (62.8) 1.00
AC 98 (36.4) 19 (37.2) 1.03 (0.56-1.92) 0.92 286.6
Log-aditivni
- - - 0.96 (0.59-1.56) 0.87 286.6

%sve vrednosti su podesene za razlike u starostima

Skracenice: OR- odnos $ansi; CI- interval poverenja; AIC- Akaike informacioni kriterijum.
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Prilog F. Asocijacija genetickih varijanti rs1010, rs1058205 i rs4245739 sa rizikom za progresiju KP

srednji vs nizak rizik

visok vs nizak rizik

visok vs srednji rizik

Geneticki nizak srednji rizik  visok rizik p P vrednost P
model rizik (%) (%) (%) OR (95% CI) vrednost”  AIC OR (95% CI) A AIC OR (95% CI) vrednost  AIC
¥
rs1010
Kodominantni
TT 6 (27.3) 39 (33.9) 72 (36.4) 1.00 1.00 1.00
CT 12 (54.5) 53 (46.1) 88 (44.4) 0.68(0.23-2.01)  0.77 128.2 0.61(0.22-1.71)  0.62 148.6 0.87 (0.52-1.48) 088 4117
cc 4 (18.2) 23 (20) 38 (19.2)  0.89(0.23-3.50) 0.80 (0.21-3.04) 0.91 (0.47-1.74)
Dominantni
TT 6 (27.3) 39 (33.9) 72 (36.4) 1.00 0.55 126.3 1.00 0.39 146.8 1.00 0.62 409.7
CT+CC 16 (72.7)  76(66.1) 126 (63.6) 0.74 (0.26-2.05) 0.66 (0.25-1.76) 0.88 (0.54-1.44)
Recesivni
TT+CT 18 (81.8) 92 (80) 160 (80.8) 1.00 0.84 126.7 1.00 0.88 147.5 1.00 0.94 410
CcC 4(18.2) 23 (20) 38(19.2) 1.13(0.35-3.65) 1.09 (0.35-3.42) 0.98 (0.54-1.75)
Overdominant
ni
TT+CC 10 (45.5) 62 (53.9) 110 (55.6) 1.00 0.48 126.2 1.00 0.36 146.7 1.00 0.68 409.8
CT 12 (54.5) 53 (46.1) 88 (44.4)  0.72(0.28-1.81) 0.66 (0.27-1.61) 0.91 (0.57-1.45)
Log-aditivni
- - - - 0.91 (0.48-1.74) 0.78 126.6 0.86 (0.47-1.58) 0.64 147.3 0.94 (0.68-1.30) 0.71 409.9
rs1058205
Kodominantni
TT 15(68.2) 80 (69.6) 139 (70.6) 1.00 1.00 1.00
CT 7 (31.8) 31 (27) 52 (26.4) 0.84(0.31-2.27)  0.45 127.1 0.78 (0.30-2.03)  0.44 147.7 0.90 (0.53-1.53) 0.9 410.9
CcC 0 (0) 4 (3.5) 6 (3) NA (0.00-NA) NA (0.00-NA) 0.84 (0.23-3.09)
Dominantni
TT 15 (68.2) 80 (69.6) 139 (70.6) 1.00 0.92 126.7 1.00 0.79 147.3 1.00 0.66 408.9
CT+CC 7(31.8)  35(304)  58(29.4) 0.95(0.35-2.55) 0.88 (0.34-2.28) 0.89 (0.54-1.48)
Recesivni
TT+CT 22 (100) 111 (96.5) 191 (97) 1.00 0.23 125.2 1.00 0.24 146 1.00 0.82 409
cc 0 (0) 4 (3.5) 6 (3) NA (0.00-NA) NA (0.00-NA) 0.86 (0.24-3.16)
Overdominant
ni
TT+CC 15 (68.2) 84 (73) 145 (73.6) 1.00 0.66 126.5 1.00 0.55 147 1.00 0.71 409
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cT 7 (31.8)

Log-aditivni
rs4245739
Kodominantni
AA 16 (72.7)
AC 6 (27.3)
CcC 0 (0)
Dominantni
AA 16 (72.7)
AC+CC 6 (27.3)
Recesivni
AA+AC 22 (100)
CcC 0 (0)
Overdominant
ni
AA+CC 16 (72.7)
AC 6 (27.3)
Log-aditivni

31 (27)

63 (55.3)
44 (38.6)
7(6.1)

63 (55.3)
51 (44.7)

107 (93.9)
7 (6.1)

70 (61.4)
44 (38.6)

52 (26.4)

109 (55.6)
71 (36.2)
16 (8.2)

109 (55.6)
87 (44.4)

180 (91.8)
16 (8.2)

125 (63.8)
71 (36.2)

0.80 (0.30-2.15)

1.09 (0.45-2.64)

1.00
1.87 (0.68-5.17)
NA (0.00-NA)

1.00
2.16 (0.79-5.95)

1.00

NA (0.00-NA)
1.00

1.67 (0.61-4.61)

2.21 (0.87-5.62)

0.84

0.13

0.12

0.11

0.31

0.073%

126.7

124.3

124

123.8

125.3

123.1

0.75 (0.29-1.94)

1.02 (0.44-2.37)

1.00
1.79 (0.67-4.83)
NA (0.00-NA)

1.00
2.18 (0.81-5.81)

1.00

NA (0.00-NA)
1.00

1.58 (0.59-4.23)

2.22 (0.91-5.40)

0.96

0.091%

0.11

0.066*

0.35

0.055*

147.4

1445

144.7

143.9

146.4

143.6

0.91 (0.53-1.54)

0.90 (0.59-1.40)

1.00
0.95 (0.58-1.55)
1.33 (0.51-3.44)

1.00
1.00 (0.63-1.60)

1.00

1.36 (0.54-3.44)
1.00

0.92 (0.57-1.49)

1.05 (0.73-1.53)

0.65

0.79

0.99

0.51

0.73

0.78

408.9

408.9

407.3

406.9

407.2

407.3

Tvrednosti podesene za razlike u starostima
" statisticki trend znadajnosti

Skracenice: OR- odnos $ansi; CI- interval poverenja; AIC- Akaike informacioni kriterijum.
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ABSTRACT

MiRNA-associated genetic variants occurring in regulatory regions can affect the efficiency of transcription and
potentially modify pri-miRNA or pre-miRNA processing. Since miRNA-based mechanisms are shown to be in-
volved in the pathogenesis of prostate cancer (PCa), the aim of the present study was to evaluate the effect of
rs4938723, rs1076064 and rs4705343 occurring in regulatory regions of miR-34b/c, miR-143/145 and miR-378,
respectively, on PCa risk and progression in Serbian population. We examined a total of 1060 subjects, of which
350 were patients with PCa, 354 were patients with benign prostatic hyperplasia (BPH), while 356 healthy vol-
unteers were included in the control group. Genotyping of rs4938723, rs1076064 and rs4705343 was performed
by using Tagman® SNP Genotyping Assays. Allele C of rs4705342 was found to increase the risk of PCa
(P=0.031 for codominant model, P=0.0088 for recessive model). Rs1076064 minor allele G was found to asso-
ciate with serum PSA score, as well as with PCa T category and disease aggressiveness. For rs4938723 minor al-
lele C was shown to be associated with the lower PCa T category (Pgom=0.0046; OR=0.36, 95 % CI 0.17-0.76) in
T2 vs. T1 comparison. Rs4705342 was identified as PCa susceptibility variant in Serbian population, while for
rs1076064 and rs4938723 association with PCa progression parameters was found.

Keywords: Prostate cancer, miRNA, rs4938723, rs1076064, rs4705342, association study

INTRODUCTION men, according to the data obtained by the
National Institute of Public Health. At the
same time, in the period between 1991 and
2015, the upward trend of mortality was de-
termined for major cancer types, with the
largest increase in cancer mortality rates
demonstrated for PCa (Institute of Public
Health of Serbia “Dr Milan Jovanovi¢
Batut”, 2014). Striking statistics have led to

Prostate cancer (PCa) is the most com-
mon cancer among men in Europe. Based on
the most recent data from WHO and Eurostat
databases, predicted mortality from PCa in
Europe for 2018 was 77.000 deaths, which is
about 7 % higher than observed in 2012
(Szeliski et al., 2018). In Serbia, PCa is the
third most commonly diagnosed cancer in
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focusing attention of both medical practi-
tioners and scientists on the improvements in
diagnostic procedures and patient monitor-
ing. Despite the recent advances in diagnos-
tic procedures and therapeutic approaches,
PCa still suffers from overdiagnosis and
overtreatment and novel molecular markers
are urgently needed for better management
and risk stratification of patients (Loeb et al.,
2014).

Among the genetic variants discovered as
PCa susceptibility loci, most originated from
genome-wide association studies while the
others located within important tumor-
suppressor genes or oncogenes involved in
molecular basis of PCa were discovered
through candidate-gene based approach
(Nikoli¢ et al., 2016). Recently, microRNA-
related genes have emerged as novel candi-
dates, due to accumulating evidence support-
ing the involvement of regulatory RNA spe-
cies in PCa pathogenesis (Kanwal et al.,
2017). MicroRNAs (miRNAs) are a class of
small, evolutionarily conserved non-coding
RNAs about ~23 nt in length that post-
transcriptionally regulate gene expression.
MicroRNAs regulate almost all basic cellular
functions, from cell differentiation to cell cy-
cle-arrest and apoptosis. At posttranscrip-
tional level miRNAs negatively regulate pro-
tein expression of oncogenes or tumor-
supressive genes and could participate in
carcinogenesis as either tumor-supressor or
oncogenic miRNAs (Felekkis et al., 2010).
Therefore, genetic variants occuring in dif-
ferent constituents of miRNA network, from
miRNA genes themselves to miRNA binding
sites and miRNA-processing machinery,
could potentially be implicated in molecular
pathogenesis of PCa. MiRNA-associated ge-
netic variants occurring in regulatory regions
can affect the efficiency of transcription and,
depending on their location relative to ma-
ture microRNA, potentially modify pri-
miRNA or pre-miRNA processing. Also,
variants changing the sequence of mature
microRNA, as well as variants located in
miRNA-binding site within mRNA, could
influence the binding affinity, or even cre-

ate/destroy binding sites. Furthermore, ge-
netic variants affecting processing machinery
potentially disrupt proper maturation (Ryan,
2017). Based on these functional implica-
tions, case-control studies, as well as case-
only studies among PCa patients, could lead
to possible identification of miRNA-related
variants associated with PCa susceptibility
and/or progression risk. Any new molecular
marker identified through this approach and
validated in larger independent cohorts has
potential to be implemented in diagnostic or
prognostic algorithms aiming to facilitate
identification of high-risk patients, as well as
to improve the management of therapeutic
process (Rupaimoole and Slack, 2017).

In our previous reports, we have investi-
gated the association of common genetic var-
iants within mature microRNAs with PCa
risk and progression (Nikolic et al., 2014b,
2015). Furthermore, we have analyzed the
potential effect of rs875919 located in the
terminal loop of miR-27a precursor (Nikolic
et al., 2015). These results encouraged us to
further examine the impact of genetic vari-
ants with potential effect on microRNA
function on the risk of PCa development and
tumor aggressiveness. Among the novel can-
didate genetic variants for the present study
is 154938723, which lies within the potential
regulatory region of pri-miR-34b/c and is
previously reported to be related to higher
risk of PCa (Hashemi et al., 2017). This po-
tentially functional variant is associated with
the risk of cervical, hepatocellular cancer
(HCC), childhood acute lymphoblastic leu-
kemia (AML), gastric cancer and esophageal
squamose cell carcinoma (ESCC) (Xu et al.,
2018). Similarly, genetic variant rs1076064
which could affect the transcription and/or
processing of pri-miR-378 is related to sev-
eral types of cancer including breast cancer,
renal cell cancer (RCC) and AML (Ding et
al., 2018). However, to date, there are no re-
ports regarding the impact of this variant on
PCa risk. Since miR-143 and miR-145 are
among the most commonly downregulated
miRNAs in neoplasms such as gastric, uri-
nary bladder, colorectal cancer, as well as
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PCa, genetic variants potentially affecting
the expression of their precursor have been
investigated in multiple malignant diseases.
Among a number of SNPs located within the
potential regulatory region of miR-143/145
cluster, the effect on transcriptional actions
was revealed for rs4705343 and rs4705342
(Wei et al., 2016, Sima et al., 2017). Also, a
previous report suggests the association of
genetic variant rs4705342 with PCa (Chu et
al., 2016). Furthermore, a functional assay
has shown the effect of rs4705342 on tran-
scriptional regulation (Chu et al., 2016).

The association of genetic variants
rs4705342 and rs4938723 with PCa was pre-
viously assessed in single studies conducted
in populations of China and Iran, respective-
ly. Therefore, the aim of the present study is
to evaluate the effect of these genetic vari-
ants on PCa risk and progression in a popula-
tion of European origin. Also, as far as we
are aware, the present case-control study is
the first one aiming to assess the possible as-
sociation of a common cancer-related genetic
variant rs1076064 with PCa.

MATERIAL AND METHODS

The study used peripheral blood samples
obtained from the collections of DNA sam-
ples from the Center for Human Molecular
Genetics. The collection consisted of patients
treated in the period between 2008 and 2013
at Clinical Centre “Dr Dragisa MiSovi¢
Dedinje”, Belgrade, Serbia and Clinical Cen-
tre “Zvezdara”, Belgrade, Serbia (Brankovic
et al., 2013a, b; Nikolic et al.,, 2014a, b,
2015). Research was conducted with the ap-
proval of ethics committees of these medical
institutions. The study was done in accord-
ance with the Helsinki Declaration.

This case-control study examined a total
of 1060 subjects: 350 peripheral blood sam-
ples from patients with sporadic PCa, 354
samples from patients with benign prostatic
hyperplasia (BPH) as well as 356 buccal
swab or peripheral blood samples from
healthy control individuals. Controls were
recruited after passing standard annual phys-
ical examination. PCa and BPH were diag-

nosed by means of standard clinical proce-
dures which combined digital rectal exami-
nation (DRE), transrectal ultrasonography
(TRUS), abdominal and pelvic ultrasound,
serum prostate-specific antigen (PSA) level,
bone scintigraphy and radiography, and fi-
nally prostate biopsy.

Patients with PCa were selected into
groups based on the values of standard prog-
nostic parameters: Prostate specific antigene
(PSA) at diagnosis (PSA<10 ng/ml; 10
ng/ml< PSA< 20 ng/ml; PSA>20 ng/ml),
Gleason score (GS) (GS<7; GS=7; GS>7)
and T category, according to TNM staging
(T1; T2; T3/T4). Also, three groups of pa-
tients with different risk of localized cancer
progression were formed, according to crite-
ria recommended by European Association
of Urology (EAU) (Heidenreich et al., 2014).
Groups were defined as low-risk (PSA<10
ng/ml, GS<7, and T category T1-T2a), in-
termediate-risk (PSA 10-20 ng/ml or GS=7
or T -category T2b-T2c), and high-risk
(PSA>20 ng/ml or GS>7 or T category
T3/T4). Since patients with metastases were
included in the study, the criteria were modi-
fied to include this subset into high risk
group.

QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN,
Hilden, Germany) and Blood DNA Isolation
Mini Kit, (Norgen Biotek Corp., Canada)
were used for isolation of genomic DNA
from peripheral blood and buccal swab sam-
ples, following the manufacturers' protocol.
Genotyping of 1s4938723, rs1076064 and
154705342 was performed using Tagman®
SNP Genotyping Assays (Applied Biosys-
tems, Foster City, California, USA). Statisti-
cal analysis of SNPs associations was per-
formed by using SNPStats software (Sole et
al., 2006). Hardy-Weinberg equilibrium
(HWE) was assessed using exact test imple-
mented in SNPStats software. Allelic and
genotypic associations were evaluated by
unconditional logistic regression method
with adjustment for age. Separate compari-
sons were done for five different genetic
models: allelic (log-additive), codominant,
dominant, recessive, and overdominant.
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Odds ratio (OR) and its 95 % confidence in-
tervals (95 % CI) were used as risk esti-
mates. The best fitting models were deter-
mined by using Akaike information criterion
(AIC). All tests were two-sided, and P value
less than 0.05 was considered as statistically
significant.

RESULTS

Clinical and pathological characteristics
of PCa patients are presented in Table 1. Ac-
cording to available data, the most frequently
determined initial serum PSA scores among
PCa patients were higher than 20 ng/ml. Al-
so, over a half of PCa patients had GS=6
(54 %), as well as TNM T category T2 of
primary cancer (55.1 %), while distant me-
tastases were found in 16 % of PCa patients
at diagnosis.

Table 1: Classification of patients with PCa
based on the values of standard prognostic pa-
rameters of disease progression, presence of
distant metastases and the risk of cancer pro-
gression.

Standard prognostic

PCa patients;
n (%)

parameter
PSA at diagnosis

<10 ng/ml 98 (28.2)
10-20 ng/ml 100 (28.8)
>20 ng/ml 149 (42.9)
Gleason score
4 7(2.1)
5 15 (4.5)
6 182 (54)
7 80 (23.7)
8 31(9.2)
9 19 (5.6)
10 3(0.9)
TNM T categories
T1 49 (16.1)
T2 168 (55.1)
T3/T4 88 (28.8)
Metastases
Distant (M+) 51 (16)
Regional (N+) or not
detected 257 (1)
Risk of progression
(EAU/Heidenreich et al., 2014)
Low 22 (6.6)
Medium 113 (34.1)
High 196 (59.2)

Abbreviations: PSA - prostate-specific antigen

Allele and genotype frequencies of
rs4938723, rs1076064 and rs4705342 in PCa
patients, BPH patients and healthy controls
are summarized in Table 2. Genotype distri-
butions among controls were consistent with
Hardy-Weinberg  equilibrium  (P=0.91,
P=0.26 and P=0.6, for rs4938723, rs1076064
and rs4705342, respectively).

In the comparison of genotype distribu-
tions and allele frequencies of tested genetic
variants among PCa patients and healthy
controls no statistically significant differ-
ences were found. Conversely, when com-
paring genotype distributions among PCa
and BPH patients, allele C of rs4705342 was
found to increase the risk of PCa (P=0.031
for codominant model, P=0.0088 for reces-
sive model). The exact OR could not be cal-
culated, since CC genotype was not found in
BPH patients (Table 2).

By comparing genotype distributions
among PCa patients with initial serum PSA
scores 10 ng/ml< PSA< 20 ng/ml and
PSA<10 ng/ml, rs1076064 minor allele G
was found to confer the increased risk of
higher PSA score under dominant genetic
model (Pdom=0.032; ORdom=1.89, 95%CI
1.05-3.41) (Table 3). The analysis of asso-
ciation between other analyzed genetic vari-
ants and the serum PSA scores did not show
statistical significance for any genetic model
tested (results not shown).

When genotype frequencies among PCa
patients with different GSs were compared,
statistical significance was not reached for
any genetic variant tested. Nevertheless, the
comparison of genotype distributions among
PCa patients with GS =7 and GS<7 showed
the statistical trend for the association be-
tween rs1076064 minor allele G and higher
GS (P=0.082, for dominant genetic model).
Statistical trend of association was also
found in the comparison of rs1076064 geno-
type frequencies among PCa patients with
GS>7 and GS =7, but with the opposite di-
rection of the effect of minor allele G
(Pdom=0.09 and Piog-additive=0.081) (Table 4).
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Table 2: Association of genetic variants within genes encoding miR-34b/c, miR-378 and miR-143/145 with PCa risk

. No of PCa No of No of BPH PCa vs controls PCa vs BPH
SNP Genetic model  -yonts (%) controls (%) patients (%) DR (95% CI)® Pvalue®  AIC OR (95% CI)3 __ Pvalue® AIC
154938723
Codominant
T 129 (37.4) 138 (39.5) 134 (38.4) 1.00 1.00
TC 169 (49) 164 (47) 170 (48.7) 1.10 (0.80-1.52) 0.84 969.7 1.02 (0.74-1.41) 095 9609
cc 47 (138) 47 (135)  45(12.9) 1.07 (0.67-1.71) 1.08 (0.67-1.74)
Dominant
T 129 (37.4)  138(39.5) 134 (38.4) 1.00 1.00
TCHCC 216 (62.6)  211(805) 215 (516) 1.09 (0.81-1.49) 0.56 9677 1.03 (0.76-1.41) 083 9589
Recessive
TT+TC 298 (86.4) 302 (86.5) 304 (37.1) 1.00 1.00
cc 47T (136) 47 (135) 45 (12.9) 1.01 (0.66-1.56) 0.95 968 1.06 (0.68-1.65) 079 9589
Overdominant
TT+CC 176 (51) 185(53) 179 (51.3) 1.00 1.00
TC 169 (49) 164 (47) 170 (48.7) 1.08 (0.80-1.46) 06 967.8 1.00 (0.74-1.35) 098 9589
Log-additive
- - . 1.05 (0.84-1.31) 0.86 967.3 1.03 (0.83-1.29) 077 9589
rs1076064
Codominant
135(38.9) 125(35.4) 127 (36.1) 1.00 1.00
AG 162 (43.8)  179(50.7) 1B6(472)  0.79 (0.57-1.09) 0.16 9747 0.35 (0.61-1.19) 061 9671
GG 60 (17.3)  49(13.9) 59 (16.8) 1.14 (0.72-1.78) 0.98 (0.63-1.52)
Dominant
135(38.9) 125(35.4) 127 (36.1) 1.00 1.00
AGHGG 212 (811) 228 (646) 225 (63.9) 0.86 (0.63-1.17) 0.34 Ir54 0.89 (0.65-1.21) 044 965.5
Recessive
AATAG 287 (82.7) 304 (86.1) 293 (33.2) 1.00 1.00
GG 60 (17.3]  49(139) 59 (16.8) 1.30 (0.86-1.96) 0.21 9748 1.07 (0.72-1.59) 074 966
Overdominant
AALGG 195 (56.2) 174 (49.3) 186 (52.8) 1.00 1.00
AG 152 (43.8)  179(50.7) 166 (47.2) 0.76 (0.56-1.02) 0.067° 973 0.86 (0.64-1.16) 032 9651
Log-additive
N - - - 1.00 (0.81-1.24) 0.99 976.3 0.96 (0.78-1.19) 073 966
rs4705342
Codominant
T 230 (80.9) 276 (78.2) 290 (32.6) 1.00 1.00
TC 61(17.6)  71(201) 61 (17.4) 0.55 (0.58-1.24) 0.67 976.1 1.06 (0.71-1.57)  0.031* 957.2
cc 5(1.4) 6(1.7) 0(0) 082 (0.25-2.72) NA [0.00-NA)
Dominant
T 230 (80.9) 276 (78.2) 290 (32.6) 1.00 1.00
TC+CC 66 (19.1)  77(21.8)  61(17.4) 0.85 (0 58-1.22) 0.37 94 1.14 (0.77-1.68) 051 9617
Recessive
TT+TC 341(985)  347(98.3) 351 (100) 1.00 1.00 .
cc 5 (1.4) 6(17) 0 (0) 0.85 (0 26-2.60) 079 9749 NA (0.00-NA) ~ 0-0088" 9553
Overdominant
TT+CC 285 (82.4) 282 (79.9) 290 (32.6) 1.00 1.00
TC 61(176)  71(201)  61(17.4) 0.85 (0.58-1.24) 04 9742 1.04 (0.70-1.54) 086 9621
Log-additive
i N - B 0.86 (0.62-1.20) 0.38 9742 1.23 (0.85-1.77) 028  960.9
* adjusted for age

© statistical trend of significance

* statistically significant resulis are shown in bold
Abbreviations: PCa- prostate cancer; BPH- benign prostatic hyperplasia; OR- odds rafio; Cl- confidence interval; AlC- Akaike information criteria
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Table 3: Association of rs1076064 with initial serum PSA scores

10 ng/mi<

PSA=20 ng/ml vs 10 ng/mlz PSA<

10 ng/ml= PSA< 20 ng/ml vs

Genetic model HZ?:F:(LE) PSAZ 20 HZ?;:T(ZQE) P5A>20 ng/ml vs PSA<10 ng/ml 20 ng/ml PSA<10 ng/ml
ng/mi (%) OR(95% Cl)#  Pwvalue?® AlC OR (95% CI)® Pvalue @ AlC OR (95% CI)® Pwalug®  AIC
rs1076064
Codominant
AR 45 (45.9) 30 (20.6) 59 (39.9) 1.00 1.00 1.00
AG 36 (36.7) 49 (50) 65 (43.9) 1.39 (0.78-2.47) 0.53 329 0.68 (0.35-1.21) 0.34 3334 2.00 (1.06-3.76) 0.091 2733
GG 17 (17.4) 19 (19.4) 24 (16.2) 1.15 (0.54-2.41) 0.64 (0.30-1.36) 1.68 (0.75-3.74)
Dominant
AL 45 (45.9) 30 (30.6) 59 (39.9) 1.00 1.00 1.00 "
AG + GG 53 (54.1) 68 (69.4) 39 (60.1) 1.31(0.78-2.22) 0.31 3212 0.67 (0.39-1.15) 014 3314 1.89 (1.05-3.41) 0.032 274
Recessive
AL+ AG 81 (82.7) (80.6) 124 (83.8) 1.00 1.00 1.00
GG 17 (17.4) 19 (19.4) 24(16.2) 093 (0.49-1.95) 0.95 3283 0.80 (0.41-1.56) 0.52 333.2 1.16 (0.56-2.40) 0.69 2759
Overdominant
Al + GG 62 (63.3) 49 (50) 83 (56.1) 1.00 0.28 397 1 1.00 0.37 3328 1.00 0074k 2728
AG 36 (36.7) 49 (50) 65 (43.9) 1.34 (0.79-2.28) ’ . 0.79(0.47-1.32) 1.68 (0.95-2.99)
Log-additive
- - - 1.13 (0.79-1.62) 0.51 3278 0.78 (0.54-1.12) 018 3318 1.39(0.94-2.05) 01 2733

® adjusted for age

® stafistical trend of significance
“statistically significant results are shown in bold
Abbreviations: OR- odds ratio; Cl- confidence interval; AIC- Akaike information criteria
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Table 4: Association of rs1076064 with Gleason score

. o GS=7 GS>7 vs GS<7 GS>T7 vs GS=7 GS=7 vs G5<7
Genetic model - GS<7 (%) GS=T (%) (%) OR(95% Cl)s  Pvalues AIC OR (95% Cl)= Pvalue= AlC OR (95% Cl)= Pvalue=  AIC
rs1076064
Codominant
AA 83 (40.7) 23 (29.9) 23 (44 2) 1.00 1.00 1.00
AG 86 (42.2) 39 (50) 23(44.2) 094 (0.48-1.82) 0.61 2557 0.57 (0.26-1.24) 0.2 175.9 1.63 (0.90-2.96) 0.22 337
GG 35(17.2) 16 (20.5) 6(11.9) 0.62 (0.23-1.67) 0.42(0.14-1.29) 1.65(0.78-3.49)
Dominant
AA 83 (40.7) 23 (29.9) 23 (44.2) 1.00 1.00 1.00
AG+GG 121 (59.3) 55 (70.5) 29 (55.8) 0.84 (0.45-1.58) 06 2044 0.53(0.25-1.11) 0.09 1742 1.63 (0.93-2.86) 0.082¢ 335
Recessive
AA+AG 169 (82.8) 62 (79.9) 46 (88.5) 1.00 1.00 1.00
GG 35(17.2) 16 (20.5) 6(11.9) 0.64 (0.25-1.63) 033 2537 0.58 (0.21-1.62) 028 1759 1.25(0.64-2.41) 0.52 3376
Overdominant
AA+GG 118 (57.8) 39 (50) 29 (55.8) 1.00 0.86 254 6 1.00 0.39 176.3 1.00 0.24 336.6
AG 86 (42.2) 39 (50) 23(442) 1.06(057-1.98) ’ ) 0.73(0.35-1.50) 1.37(0.81-2.31)
Log-additive
- - - 0.82 (0.53-1.29) 0.39 2539 0.63 (0.37-1.07) 0.081e 174 1.32 (0.92-1.89) 0.13 3367

2adjusted for age

bstatistical trend of significance
Abbreviations: OR- odds ratio; Cl- confidence interval; AIC- Akaike information criteria
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By comparing genotype frequencies
among subgroups of PCa patients with TNM
T categories T1 and T2, rs4938723 minor al-
lele C was found to be associated with the
lower category (Pdom=0.0046; OR=0.36,
95 % CI 0.17-0.76) (Table 5). Beside the
best-fitting dominant genetic model, statisti-
cal significance was obtained for association
between rs4938723 and PCa T category for
codominant, overdominant and log-additive
models (PcodomZO.OIS, Poverdomzo.()ll, Plog-
additive=0.037). Also, statistical trend of sig-
nificance was reached for the association be-
tween rs4938723 and the disease stage in the
comparisons of genotype frequencies be-
tween PCa patients with T3/4 and T1 T cate-
gories, as well as between patients with T3/4
and T2. As for other genetic variants tested,
minor allele G of rs1076064 was found to
associate with the lower primary PCa stage,
when comparing genotype distributions
among patients stratified into groups with
T3/4 and T2 T categories (Prec=0.0083,
OR=0.34, 95 % CI 0.14-0.81) (Table 5). Al-
so, the genetic variants tested were not
shown to be associated with the presence of
distant metastases among PCa patients (re-
sults not shown).

When patients were stratified according
to the risk of cancer progression, rs1076064
minor allele G was found to be associated
with higher PCa aggressiveness (Table 6).
Statistical significance was reached for mul-
tiple genetic models of association in the
comparison of genotype frequencies among
PCa patients with high-risk and low-risk dis-
€ase (Pcodom:0.017, Pdom:0.0068, Pover-
dom=0.011, Plog-additive=0.033), as well as
among patients with medium-risk and low-
risk disease (Pcodom=0.0073, Pdom=0.0024,
Poverdom=0.0073, Plog-additive=0.014). The low-
est AIK score in both comparisons was de-
termined for dominant genetic model.

DISCUSSION

Regulatory activities of non-coding RNA
molecules have been extensively studied in
the last decade, including their involvement
in molecular pathogenesis of human malig-

nancies. Therefore, evidence obtained
through these studies has accumulated to
support the role of dysregulation of mi-
croRNA-based mechanisms in various phas-
es of malignant transformation and metasta-
sis (Ryan et al., 2010). Among the most ex-
tensively studied miRNAs in the context of
human carcinogenesis are the members of
miR-34 family, microRNAs transcribed from
miR-143/145 cluster, as well as miR-378.
Data indicating the importance of these mi-
croRNAs in the onset and progression of ma-
lignancies were obtained in the analyses of
expression of both microRNAs and their tar-
gets in neoplastic and paired normal cells.
Also, numerous studies aimed to functionally
analyze potentially oncogenic or tumor-
suppressive microRNAs through monitoring
the effects of their experimental silencing
and/or the augmentation of their expression
on malignant phenotypes (Di Leva et al.,
2014). Since genetic variants were found to
affect miRNA transcription efficiencies
and/or miRNA processing, target selection
and target silencing efficiency, microRNA
genes have been recognized as candidates for
genetic association studies on human cancer,
including PCa (Hayes et al., 2014). Since
tumor-suppressive roles for miR-34b/c, miR-
143/145 and miR-378 have been previously
demonstrated in PCa (Zhou et al., 2015;
Chen et al., 2016b; Fang et al., 2017), we
speculated that genetic variants with the po-
tential effect on their expression and/or pro-
cessing could play significant roles in PCa
development and/or progression.

One of the most studied genetic variants
with the potential effect on the expression of
miR-34 family members is rs4938723. This
variant locates upstream of the region encod-
ing the shared common pri-microRNA for
mature miR-34b and miR-34c and is predict-
ed to influence their biogenesis by affecting
the transcription rate of precursor mi-
croRNAs. According to in silico analysis,
rs4938723 resides within a CpG island of
hsa-miR-34b/c gene and potentially influ-
ences the binding of GATA transcription
factors to the regulatory region (Xu et al.,
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Table 5: Assaociation of rs1076064 and rs4938723 with the TNIM categories of localized PCa

. T2 vsT1 T3M4 vsT1 T3T4vs T2
Genetic 1 (%) T2 (%) T3/T4 Bval
model 0 ° (%)  OR(@5%cCh= VAU aAC OR (95% Cl)=  Pvalue®  AIC OR (95% Cl)=  Pwvalue= AIC
rs4938723
Codominant
1T 11(22.9) 75 (452) 30 (34.1) 1.00 1.00 1.00
TC 30 (62.5) 69 (41.6) 42 (47.7)  0.34 (0.16-0.73) 0.015* 2253 0.50 (0.21-1.15) 0.22 179.7 1.53 (0.86-2.70) 02 3326
cC T7(146) 22 (132) 16 (182) 048 (0.16-1.33) 0.82 (0.26-2.54) 1.82 (0.84-3.92)
Dominant
1T 11(22.9) 75 (452) 30 (341 1.00 . 1.00 1.00 b
TC+CC 37T (77 1) 91 (54.8) 5B (659 0.36 (0.17-0.76) 0.0046 2238 0.56 (0.25-1.25) 015 17856 1.60(0.93-2.73) 0.085 3308
Recessive
TT+TC 41 (85.4) 144 (86.8) 72 (81.8) 1.00 1.00 1.00
cC T7(146) 22 (132) 16 (18.2)  0.89 (0.35-2.24) 081 237 1.30 (0.49-3.44) 0.59 1804 1.45(0.72-2.93) 03 327
Overdominant
TT+CC 18 (37.5) 97 (58.4) 46 (52.3 1.00 . 1.00 b 1.00
TC 30 (62.5) 69 (41.6) 42 (477 0.43 (0.22-0.83) 0.011 2253 0.53 (0.26-1.10) 0.087 1778 1.29(0.77-2.17) 0.34 3328
Log-additive
- - 0.61 (0.38-0.97) 0.037* 2274 0.83 (0.49-1.41) 05 1803 1.38 (0.96-1.99) 0.085F 3308
rs1076064
Codominant
AL 22 (44.9) 60 (36.4) 37 (42) 1.00 1.00 1.00
AG 20 (40.8) 72 (436) 44 (50)  1.37 (0.68-2.77) 0.46 2345 1.32 (0.62-2.80) 0.37 1826 0.99 (0.57-1.72) 0.031* 3279
GG T (14.3) 3320 7(8) 1.73(0.67-4.50) 0.57 (0.17-1.86) 0.34 (0.14-0.85)
Dominant
AR 22 (44.9) 60 (36.4) (42) 1.00 1.00 1.00
AGH+GG 27 (55.1) 105 (63.6) 51(88) 1.47(0.77-2.81) 0.25 2327 1.12 (0.55-2.28) 075 1828 0.79 (0.46-1.33) 0.37 3321
Recessive
AAFAG 42 (85.7) 132 (80) 81 (92) 1.00 1.00 1.00 .
GG 7(14.3) 3320 (B) 1.48 (0.61-3.59) 0.38 2332 0.49 (0.16-1.52) 022 1811 0.34 (0.14-0.81) 0.0083 3259
Overdominant
AA+GG 29 (59.2) 93 (56.4) 44 (50) 1.00 0.65 9338 1.00 0.29 181.5 1.00 0.33 3319
AG 20 (40.8) 72 (43.6) 44 (50) 1.16 (0.61-2.24) ) ’ 1.47 (0.72-3.00) 1.28 (0.77-2.17)
Log-additive
- - 1.33 (0.84-2.09) 0.21 23256 0.91 (0.53-1.56) 0.74 182.56 0.69 (0.47-1.01) 0.052¢ 3291

s adjusted for age
bstatistical trend of significance
“statistically significant results are shown in bold
Abbreviations: OR- odds ratio; Cl- confidence interval; AlIC- Akaike information criteria
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Table 6: Association of rs 1076064 with the nisk of cancer progression

Genetic model low-risk  intermediate  high-risk intermediate vs low-risk high vs low-risk high vs intermediate-risk
(%) -risk (%) (%) OR{95% Cl)®  Pwvalue® AlC OR (85% Cl)= Pvalue 3 AlC OR (55% Cl)= Pvalue? AIC
rs1076064
Codominant
AA 15 (68.2) 37 (33.3) 76 (39) 1.00 1.00 1.00
AG 4(18.2) 53 (47.8) 87 (446)  5.44(1.6617.79) 0.0073* 1175 4.52 (1.43-14.36) 0.017* 1409 0.79 (0.47-1.34) 06 4026
GG 3(13.8) 21 (18.9) 32(16.4)  2.85(0.74-11.01) 2.21(0.59-8.23) 0.75(0.38-1.49)
Dominant
AA 15 (68.2) 37 (33.3) 76 (39) 1.00 . 1.00 " 1.00
AG+GG 7(31.8) 74 (66.7) 119 (61)  4.32 (1.62-11.56) 0.0024 1161 3.53 (1.36-9.14) 0.0068"  139.7 0.75 (0.48-1.28) 032 4006
Recessive
A”+AG 19 (66.4) 90 (81.1) 163 (83.6) 1.00 1.00 1.00
GG 3(13.8) 21 (18.9) 32 (16.4) 1.45 (0.40-5.46) 0.54 124.9 1.27 (0.35-4.56) 0.1 146.9 0.86 (0.47-1.59) 063 4014
Owverdominant
AA+GG 18 (81.8) 58 (b2.2) 108 (55.4) 1.00 . 1.00 . 1.00 0.56 401.2
AG 4(18.2) 53 (47.8) 87 (445)  4.15(1.32-13.10) 0.0073 1181 3.75(1.22-11.58) 0.011 1405 0.87 (0.54-1.39)
Log-additive
- - - - 2.39 (1.14-5.03) 0.014* 119.2 2.09 (1.02-4.29) 0.033* 1425 0.86 (0.61-1.19) 0.35 400.7

® adjusted for age

“statistically significant results are shown in bold

Abbreviations: OR- odds ratio; Cl- confidence interval, AlC- Akaike information criteria
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2011). The regulatory importance of this ge-
netic variant was further augmented by the
luciferase reporter gene assay results from
human embryonic kidney 293 cells (293T
cell line), showing the increased luciferase
activity of the vector with the rs4938723 T
allele relative to the vector with C allele
(Zhang et al., 2014).

To date, over 25 case-control studies in-
vestigated this genetic variant and its associ-
ation with cancer risk and progression, yield-
ing contrasting results. The vast majority of
these studies were conducted in Asian popu-
lations, and the most recent meta-analysis
suggests the association of rs4938723 with
hepatocellular (HCC) and colorectal cancer,
esophageal squamous cell carcinoma, as well
as acute lymphoblastic leukemia (Hashemi et
al., 2019). According to the scientific litera-
ture database search, only one study con-
ducted in Iranian population analyzed the po-
tential association between genetic variant
rs4938723 and PCa (Hashemi et al., 2017).
Therefore, we aimed to conduct a case—
control study on the association between
rs4938723 and risk of PCa onset and/or pro-
gression, which would provide the first data
on this issue in a European population.

Hashemi et al. found that this genetic
variant associates with the risk of PCa under
several genetic models tested (Hashemi et
al., 2017). In contrast to these results, we
found no evidence to support the association
of rs4938723 with PCa susceptibility. The
observed discrepancy may be due to differ-
ences in ethnic backgrounds, which are pos-
sibly reflected by the allele frequencies sub-
stantially differing between Serbian and Ira-
nian populations. Another explanation for
the inconsistent findings may be due to pre-
vious study's relatively small sample size,
with about two times smaller number of PCa
patients and controls compared to ours
(Hashemi et al., 2017). On the other hand,
Hashemi et al. found no statistically signifi-
cant association of rs4938723 with clinical
characteristics of their PCa patients, which is
concordant with our results showing no evi-
dence of correlation between 1s4938723

genotypes and initial serum PSA score and
GS. Nevertheless, in the present study, allele
C was found to associate with the lower risk
of localized PCa progression to the higher T
category. Even though the number of PCa
patients stratified to single TNM-stage based
categories was relatively small in the present
study, the difference between our results and
the previously obtained in Iranian population
could be attributed to the discordant staging
system, since Hashemi et al. used pathologi-
cal instead of clinical tumor staging
(Hashemi et al., 2017).

Genetic variant rs1076064 locates 222 bp
upstream from the region encoding the stem-
loop precursor of miR-378. Due to its posi-
tion regarding the predicted transcription
start site (TSS) of miR-378, this genetic var-
iant was suggested to potentially alter the
expression of mature miR-378 through af-
fecting the transcriptional rate and/or its pro-
cessing of pri-miR-378. In an attempt to test
such relation, a study conducted by An et al.
(2014) has shown that G allele of rs1076064
exerts higher promoter activity than allele A
in the luciferase reporter gene assay in mul-
tiple hepatocellular carcinoma (HCC) cell
lines. Furthermore, the position of this genet-
ic variant corresponds to the c-Myc-binding
site predicted by Feng et al., who also identi-
fied c-Myc as a regulator of the transcript-
ional unit containing both miR-378 and its
host gene PPARGCI1B (Feng et al., 2011).
Recently, another study provided evidence to
support the regulatory features of the se-
quence located upstream of the region en-
coding the stem-loop precursor of miR-378,
containing the rs1076064 locus, by identify-
ing a potential intronic promoter of miR-378
within this region (Jiang et al., 2014).

The study by An et al. demonstrated the
decreased risk of HCC, as well as better
prognosis, associated with rs1076064 allele
G (An et al., 2014). The same research group
previously found the association of
rs1076064 with Non—Small Cell Lung Can-
cer patient survival (Hu et al., 2011). Also,
this genetic variant was found to be associat-
ed with the age of diagnosis among pancreat-
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ic cancer patients (Chen et al., 2016a). To
our knowledge, the association of this genet-
ic variant with PCa risk and progression was
not previously tested. Still, its potential func-
tional significance related to miR-378 ex-
pression regulation justifies the inclusion of
rs1076064 in the present study, since miR-
378 was found to be deregulated in PCa.
Namely, Avgeris et al. found that miR-378
level was reduced in PCa compared to be-
nign gland lesions (Avgeris et al., 2014). The
same study also demonstrated that the down-
regulation of miR-378 correlated with high
GS and higher serum PSA levels and the
ability of miR-378 to predict survival out-
comes of actively treated patients (Avgeris et
al., 2014).

Our result did not support the association
of rs1076064 with PCa risk. On the other
hand, minor allele G was found to associate
with higher PSA score, as determined by
comparing genotype frequencies between
PCa patients with intermediate and low ini-
tial serum PSA scores. When comparing
genotype distributions among patients strati-
fied into groups with T3/4 and T2 TNM cat-
egories, minor allele G associated with lower
T category. The opposing direction of asso-
ciation with different prognostic parameters
could be explained by the relatively small
number of patients within some groups after
stratification. Beside these statistically sig-
nificant associations, statistical trend was
reached in comparison of rs1076064 geno-
type distributions among patients with dif-
ferent GSs. When patients were stratified ac-
cording to the risk of cancer progression,
rs1076064 minor allele G was found to be
associated with higher PCa aggressiveness in
Serbian population. Nevertheless, these re-
sults need to be taken with caution due to the
small number of PCa patients included in the
group with low risk for disease progression.
Since our study provide unique data on the
relation between rs1076064 and PCa, our re-
sults could not be compared with any previ-
ously obtained in other populations.

Another genetic variant included in the
present study is rs4705342, located upstream

of the region encoding miR-143. Similarly as
for rs1076064, this genetic variant was pro-
posed to alter the expression of miR-143 by
affecting the transcriptional rate and/or pro-
cessing of pri-miR-143/145, which also
serves as a precursor of miR-145, another
important cancer-related microRNA.
Through luciferase reporter gene assays, the
effect of allelic variants of rs1076064 on
miR-143 expression was shown in both HCC
and PCa cell lines (Chu et al., 2016; Yin et
al., 2018). Also, the presence of C allele was
found to increase the affinity of NF-kB for
its binding site (Yin et al., 2018).

Liang et al. demonstrated that rs4705342
is associated with the risk of cervical squa-
mous cell carcinoma in Chinese women
(Liang et al., 2015). Also, this genetic vari-
ant was found to associate with the breast
cancer recurrence among patients from Iran
(Ghanbarpanah et al., 2018). In contrast to
these results, rs4705342 was not confirmed
as colorectal cancer susceptibility variant in
Chinese Han population (Li et al., 2013). As
for the PCa study conducted by Chu et al.
found that this potentially functional genetic
variant contributes PCa susceptibility in
Chinese population. In this previous study,
the protective effect was attributed to allele
C (Chu et al., 2016). Conversely, our results
support the association of rs4705342 minor
allele C with the increased risk of developing
PCa, as shown in the comparison of geno-
type distribution between PCa and BPH pa-
tients. The lack of statistical significance in
the comparison of PCa patients and healthy
controls can be explained by the far better
clinical characterization of BPH patients,
making them supercontrols in this type of re-
search. Among the reasons for the observed
discordances in the results of the present and
the previous study could be the difference in
ethnic backgrounds of study populations, as
well as unmatched subject recruitment pro-
cedure. Namely, in our study, the control
group consisted of healthy male subjects,
while for the study by Chu et al. control sub-
jects were defined as cancer-free and were
recruited while seeking health care. Further-
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more, our results did not replicate the associ-
ation of rs4705342 with standard prognostic
parameters of PCa found by Chu et al.
(2016). Still, in this previous study, sub-
grouping of patients based on clinicopatho-
logical characteristics differed from ours. Al-
so statistical testing was not matching, since
genotype distributions in PCa patients sub-
groups were compared to controls and not to
each other (Chu et al., 2016).

Even though over 1000 participants were
included in this study, its main limitation is a
relatively small sample size. Also, stratifica-
tion of PCa patients according to standard
prognostic parameters of PCa progression
yielded several small subgroups. Therefore,
caution should be taken when interpreting
the results obtained in comparisons involv-
ing these small subgroups of patients. The
observed discrepancies in results of previous
studies and our present study could be ex-
plained by differences in ethnic origins, as
well as in the recruitment of participants and
genotyping procedures. In order to elucidate
the association of the tested genetic variants
with PCa and to verify our findings, further
case-control studies with larger sample sizes
and in different ethnicities are needed.

Even though this study has severe limita-
tions, our results identified rs4705342 as
PCa susceptibility variant in Serbian popula-
tion. At the same time, for genetic variants
rs1076064 and rs4938723 association with
PCa progression parameters was found.
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Abstract

A growing number of studies have suggested that genetic variants affecting the micro-RNA- binding mechanisms (miRSNPs)
constitute a promising novel class of biomarkers for prostate cancer (PCa) biology. Among the most extensively studied
miRSNPs in the context of cancer is the variation rs4245739 in the MDM4 gene, while a recent large-scale analysis revealed
significant differences in genotype distributions between aggressive and non-aggressive disease for rs1058205 in KLK3 and
rs1010 in VAMPS. In this study, we examined a total of 1083 subjects for these three variants using Tagman® SNP Genotyping
Assays. Three hundred and fifty-five samples of peripheral blood were obtained from patients with PCa and 358 samples from
patients with benign prostatic hyperplasia (BPH). The control group consisted of 370 healthy volunteers. Comparisons of
genotype distributions among PCa and BPH patients, as well as between PCa patients and healthy controls, yielded no evidence
of association between the analyzed genetic variants and the risk of developing PCa. However, all three tested genetic variants
have shown the association with the parameters of PCa progression. For KLK3 variant rs1058205, minor allele C was found to
associate with the lower serum PSA score in PCa patients (PSA >20 ng/ml vs. PSA <10 ng/ml comparison, Prec =0.038;
ORrec =0.20, 95%CI 0.04—-1.05). The obtained results point out the potential relevance of the tested genetic variants for the
disease aggressiveness assessment.

Keywords miRSNPs - rs1058205 -rs1010 - rs4245739 - Prostate cancer

Introduction [3], 63 novel PCa susceptibility loci were identified, which

raised the total number of known loci from GWAS to around

Prostate cancer (PCa), the second most frequent malignancy
in men worldwide, accounted 1.276.106 new cases and
caused 358.989 deaths (6.7% of all deaths caused by cancer
in men) in 2018 [1]. The well-established risk factor for PCa,
apart from age and ethnicity, is family-history of the disease
[2]. Rarely occurring but high-penetrant genetic variants, as
well as commonly occurring low-risk variants, both contribute
to genetic basis of PCa. Genome wide association studies
(GWASs) have been invaluable in the discovery of these com-
mon variants associated with PCa susceptibility. In the largest
PCa GWAS to date and the meta-analysis reported recently
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170 (GWAS Catalog) [4]. However, these commonly occur-
ring low-risk variants can explain only about 28.4% of the
familial relative risk for PCa, suggesting that additional
SNPs remain to be identified [3]. Another approach to the
identification of novel PCa risk loci is through candidate-
gene based studies, with plausible candidates emerging from
the research of the molecular pathogenesis of malignant dis-
eases. Therefore, microRNA-based mechanisms have been
recognized as a promising field of carcinogenesis research,
including the case-control studies focusing on genetic variants
affecting the RNA interference process [5].

MicroRNAs (miRNA) are a class of trans-acting RNAs
that bind to cis-regulatory elements in their target mRNAs
and negatively regulate their expression either through
degrading/destabilizing the mRNA or by inhibiting their
translation [6]. Target selection is critically dependent on the
sequence complementarity between the miRNA nucleotides
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2-8, referred to as the miRNA seed site, and the miRNA-
binding elements usually found on the 3’UTR of the
mRNA. Because of the uniqueness and complexity of the
miRNA-target recognition, genetic variants play an important
role in the regulation of expression of miRNA targets, as well
as in all the other aspects of miRNA biogenesis and function.
There are two scenarios by which miRNA-related genetic var-
iants are implicated in cancer etiology: variants creating a loss-
of function or gain-of-function event [7]. The first scenario
refers to the inhibition of the expression or the functional
activity of a tumor-suppressive miRNAs, while the latter one
presumes the opposite effects on the activity of oncogenic
miRNAs. By both of these mechanisms, genetic variants re-
lated to miRNA functions may have profound effects on
cancerogenesis. Direct effects of genetic variants on
microRNA function are based on the alterations in pri-
miRNA and pre-miRNA processing, as well as in mature
RNA activities. Furthermore, genetic variants in regulatory
regions may affect miRNA transcription rates, while those
located in mRNAs may create or destroy a miRNA-binding
site. Among the most extensively studied genetic variants are
those located in the seed region or seed-complementary site,
which are predicted to elicit cancer phenotype by severely
affecting the target selection [8, 9].

In our previous reports, we investigated the association be-
tween genetic variants potentially affecting the transcriptional
rate and/or processing of miRNA precursors and PCa risk
[10-12]. The obtained results, suggesting the association be-
tween the analyzed variants and the risk of PCa onset and/or
progression, encouraged us to further examine the novel candi-
date genetic variants with the potential effect on RNA interfer-
ence, among which are variants located within microRNA bind-
ing sites. The role of this class of microRNA-related variants has
been previously evaluated for the genes of biologic relevance for
PCa [13, 14]. The most extensive study on this type of genetic
variants, a recent large-scale analysis of 2169 microRNA single
nucleotide polymorphisms (miRSNPs) and PCa risk and aggres-
siveness on 22,301 cases and 22,320 controls of European an-
cestry, revealed 22 miRSNPs associated with the risk of PCa
[15]. The most significant differences in genotype distributions
between aggressive and non-aggressive disease was reported for
rs1058205 in KLK3 and rs1010 in VAMPS. These genetic vari-
ants have also been functionally analyzed, revealing that KLK3
variant rs1058205 creates a putative binding site for miR-3162-
5p, whereas miR-370-5p was found to have a greater affinity for
the VAMPS 151010 A-allele. The same research group also re-
ported MDM4 genetic variant rs4245739 to be associated with
PCa risk by creating a new miRNA-binding site for multiple
miRNAs [16]. By using the reporter gene assay, it was found
that miR-191-5p and miR-887 have a specific affinity for the
14245739 C-allele, suggesting a mechanism by which the un-
targeted major allele A could associate with the increased risk of
PCa [16].

@ Springer

KLK3 gene encodes the prostate specific antigene (PSA), a
member of kallikrein family of serine proteases which is wide-
ly used as biomarker for PCa screening and monitoring the
disease progression [17]. Therefore, variants located within
this gene have been recognized as candidates for case-
control and case-only studies on PCa even before the reported
associations in the study by Stegeman et al. [15]. Namely, the
genetic variant rs1058205, a tag SNP in the 3'-UTR of KLK3
at the 19q13.33-locus, was previously associated with lower
serum levels of PSA in African-American and Swedish men
[18, 19]. Furthermore, contrasting results have been reported
regarding the impact of this genetic variant on PCa suscepti-
bility, suggesting its protective effect against PCa in at least
some populations [20, 21].

Another genetic variant showed to be strongly associated
with aggressive PCa by Stegeman et al. [15], rs1010 located in
VAMPS, has not been previously analyzed in other cancers or
validated in subsequent replication studies. The functional
significance of VAMPS in the molecular basis of PCa remains
relatively poorly understood. Still, this protein was found to be
expressed in prostatic glandular epithelium [22], while it was
also determined that it plays a complex role in glucose metab-
olism and energy expenditure which makes it a potential can-
didate for carcinogenesis research [23].

As for the MDM4, this oncogene negatively regulates p53
and several other tumor suppressor genes in PCa and in the
range of malignant tumors. Therefore, the genetic variant
rs4245739 in MDM4 has been associated with the risk of
various human cancers, including ovarian, breast and small
cell lung cancer, as well as esophageal squamous cell carcino-
ma (ESCC) [24-27]. The meta-analysis by Xu et al. [28] in-
dicated that the rs4245739 A > C genetic variant tend to re-
duce the overall cancer risk, with the more prominent associ-
ation in Asian populations. Conversely, Gansmo et al. [29]
reported rs4245739 genetic variant to be associated with the
reduced risk of breast cancer but not to be associated with
either lung, colon cancer or PCa.

Considering the functional significance of the miRSNPs as
potential diagnostic and prognostic biomarkers of PCa, as well
as the previous contrasting findings on the effects of
rs1058205 and rs4245739 on PCa in different ethnic popula-
tions, the aim of the present study is to analyze their impact on
PCa susceptibility and aggressiveness in Serbian population.
Since the number of case-control studies on this issue is rela-
tively limited, we consider that performing the association
study in another population of European origin would contrib-
ute to the better understanding of the effect of these genetic
variants on PCa risk and progression. Furthermore, since the
effect of rs1010 located in VAMPS on PCa risk and aggres-
siveness was shown in a single study, additional case-control
studies are needed in order to provide further data on this
issue, validate the obtained results and to elucidate the effect
of'this genetic variant [15]. Therefore, rs1010 was also chosen
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for the analysis in the present study, focusing on the effects of
genetic variants located in microRNA-binding sites on pros-
tate carcinogenesis.

Material and Methods

This study used DNA samples obtained from the collections
of the Center for Human Molecular Genetics. The collection
consisted of patients treated in the period between 2008 and
2013 at Clinical Centre “Dr Dragisa MiSovi¢ Dedinje”,
Belgrade, Serbia and Clinical Centre “Zvezdara”, Belgrade,
Serbia. Research was conducted with the approval of ethics
committees of these medical institutions (18—-5309/29 and 01—
1907/17). Written informed consent was obtained from all
participants included in this study. Experiments were conduct-
ed in accordance with the Helsinki Declaration of 1975.

In this study we examined a total of 1083 subjects. Three
hundred and fifty-five samples of peripheral blood were ob-
tained from patients with PCa and 358 samples from patients
with benign prostatic hyperplasia (BPH). The control group
consisted of 370 healthy volunteers who gave samples of ei-
ther buccal swabs or peripheral blood. The exclusion criteria
for potential controls were the presence of any self-reported
diseases and family history of PCa. After passing standard
clinical examination, which includes measurement of
prostate-specific antigene (PSA), digital rectal examination
(DRE), transrectal ultrasonography (TRUS), bone
scintiography and radiography and prostate biopsy patients
were separated into 2 groups as BPH or PCa patients. TNM
classification system was used to determine clinical stage of
tumor, while hematoxylin and eosin-stained slides of paraffin-
embedded prostate biopsy material were used to determine
histological type of cancer and Gleason score (GS).

Patients with PCa were selected into groups based on the
values of standard prognostic parameters: PSA at diagnosis
(PSA <10 ng/ml; 10 ng/ml<PSA <20 ng/ml; PSA >
20 ng/ml), Gleason score (GS < 7; GS=7; GS>7) and clini-
cal stage (T1; T2; T3/T4). Two groups of patients were
formed based on the presence of distant metastases.
According to criteria recommended by European
Association of Urology (EAU), PCa patients were divided
into three groups. PCa patients with PSA <10 ng/ml, GS <
7, and clinical stage T1-T2a comprised low-risk group, while
intermediate risk-group consisted of PCa patients with PSA
10-20 ng/ml or GS=7 or clinical stage T2b-T2c. High-risk
group of PCa patients was defined by PSA >20 ng/ml or
GS > 7 or clinical stage T3/T4. Patients with the presence of
distant metastasis were automatically classified into high-risk
group [30].

Genotyping of rs1010, rs1058205 and rs4245739 was per-
formed by using Tagman® SNP Genotyping Assays (Applied
Biosystems, Foster City, California, USA). Statistical analysis

of SNPs associations was performed by SNPStats software
[31]. Hardy—Weinberg equilibrium was assessed by the exact
test implemented in SNPStats software. Allelic and genotypic
associations were evaluated by unconditional logistic regres-
sion method with adjustment for age. Separate comparisons
were done for five different genetic models: allelic (log-addi-
tive), codominant, dominant, recessive and overdominant.
Odds ratio (OR) and its 95% confidence intervals (95% CI)
were used as risk estimates. The best-fitting models were de-
termined by using Akaike information criterion (AIC).

Results

The available clinical and pathological data on PCa patients
are shown in Table 1. According to the patient classification,
most of the men diagnosed with PCa had initial serum PSA
score higher than 20 ng/ml (42.9%), Gleason score 6 (53.8%)
or 7 (24%), as well as T2 clinical stage of primary PCa (55%).
Distant metastases were detected at diagnosis in about 16% of
PCa patients included in the study.

Table 1  Classification of patients with PCa based on the values of
standard prognostic parameters of disease progression, presence of
distant metastases and the risk of cancer progression

Standard prognostic parameter PCa patients; n (%)

PSA at diagnosis
<10 ng/ml 100 (28.4)
10-20 ng/ml 101 (28.7)
>20 ng/ml 151 (42.9)
Gleason score
4 7(2)
5 16 (4.7)
6 184 (53.8)
7 82 (24)
8 31(9.1)
9 19 (5.5)
10 3(0.9)
TNM stage
T1 49 (15.9)
T2 170 (55)
T3/T4 90 (29.1)
Metastases
Distant (M+) 51(15.8)
Regional (N+) or not detected 271 (84.2)

Risk of progression (EAU 2014)

Low 22 (6.6)
Medium 115 (34.3)
High 198 (59.1)

Abbreviations: PSA prostate-specific antigen
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Genotyping was successful in more than 98% of samples
for all three genetic variants tested. The acquired genotyping
data are presented in Table 2, suggesting the lack of deviations
from HWE in the control group (P=0.09, P=0.52 and P=
0.8, for rs1058205, rs1010 and rs4245739, respectively). For
all genetic variants included in this study, C allele was found
to be minor allele in Serbian population. Comparisons of ge-
notype distributions among PCa and BPH patients, as well as
between PCa patients and healthy controls, yielded no evi-
dence of association between the analyzed genetic variants
and the risk of developing PCa (Table 2).

When analyzing the potential association of rs1010 with
the initial PSA score among PCa patients, the obtained results
were found to be statistically insignificant. However, the as-
sociation of minor allele C of rs1058205 with the lower PSA
score was determined by comparing genotype distributions
between PCa patients with PSA >20 ng/ml and PSA <
10 ng/ml (P =0.038; OR . =0.20, 95%CI 0.04-1.05)
(Table 3). In contrast with these results, minor allele C of
rs4245739 was found to associate with higher initial serum
PSA scores in PSA 10-20 ng/ml vs PSA < 10 ng/ml compar-
ison, with the lowest AIC found for both dominant and log-
additive model (P = 0.026 for both models). At the same time,
statistical trend of significance was found for association of
rs4245739 with serum PSA score under log-additive and
dominant genetic models when genotype distributions among
patients with PSA > 20 ng/ml and PSA < 10 ng/ml were com-
pared (Plog—additive= 0052, ORlog—additive = 154, 95%CI 0.99—
2.39; Paom=0.078; ORgom=1.61, 95%CI 0.94-2.75)
(Table 3).

By comparing genotype frequencies among PCa patients
with GS =7 and GS < 7, rs1010 minor allele C was shown to
be associated with higher GS, with statistical significance be-
ing reached for recessive and log-additive genetic models
(Prec = 0.036 and Pyog_additive = 0.024). Similarly, comparisons
of'rs4245739 genotype distributions among PCa patients with
GS > 7 and patients within both lower GS score categories
demonstrated the association of minor allele C with higher
GS. The statistical significance was found for multiple genetic
models tested, while the lowest AIC in both comparisons was
shown for dominant model (Table 4).

The comparisons of rs1058205 genotype frequencies
among PCa patients with T2 and T1 clinical stages, as well
as with T3/4 and T1 stages, demonstrated the protective effect
of minor allele C against primary PCa progression to higher
TNM stage. In both tests, statistical significance of association
was shown for multiple genetic models, while the lowest AIC
score suggested the over-dominant being the best-fitting one
(Table 5). When analyzing the association of rs1010 with
TNM clinical stage of primary PCa, statistically significant
results were obtained for multiple genetic models in the com-
parison of genotype distributions among patients with T3/4
and T2 stages. Nevertheless, the opposite direction of the
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effect of heterozygous and CC homozygous genotype was
determined, while the recessive model was found to be the
best-fitting one, according to AIC score (Pr..=0.017;
OR,..=2.08, 95%CI 1.14-3.81). At the same time, C allele
of 1s4245739 associated with higher TNM clinical stage of
primary PCa under recessive genetic model, as determined
in T3/4 vs. T1 comparison (P, =0.033; OR,..=6.28,
95%CI 0.77-50.85). Statistical significance was also reached
for the association under codominant model, with the slightly
higher AIC score (P.ogom = 0.044) (Table 5).

Contrary to these results, the genetic variants tested in this
study were not found to be associated with the presence of
distant PCa metastases (results not shown). Also, tests of as-
sociation with the risk of PCa progression yielded no statisti-
cal significance. Nevertheless, statistical trend was obtained
for the association of rs4245739 minor allele C with higher
PCa aggressiveness, as determined in both high-risk vs. low-
risk, as well as in intermediate-risk vs. low-risk disease com-
parisons. The lowest AIC in these tests was determined for
log-additive genetic model (Table 6).

Discussion

Single nucleotide variants (SNVs) are the most common
source of variation within the human genome, with approxi-
mately 10 million identified so far, occurring every several
hundred base pairs (every 100-300 nucleotides) [32].
Taking into account these results from the genomic sequenc-
ing project, researchers in the area of cancer genetics have
focused on this type of genetic variants in their pursuit for
the sources of heritability of malignant diseases. The vast ma-
jority of cancer-associated loci originated from genome-wide
approach in the case-control study design, which was enabled
by the technological improvements allowing the high-
throughput SNV analyses. Even though the association of
functional SNVs in gene coding regions with cancer is well
known, it accounts for only a very small proportion of SNV's
identified by GWAS. Namely, estimations are that 93% of
functional SNPs in the GWAS catalogue are in the non-
coding regions, having significant effects on gene expression
by disrupting transcription regulatory sites or by affecting
posttranscriptional events, including the binding of miRNAs
[33].

MiRNAs are small non-coding RNAs (21-23 nt long) that
negatively regulate protein expression, either by inhibiting the
translation of the subsequent mRNA, or by inducing the tran-
script destabilization. Since regulation by miRNAs is depen-
dent on base-pair complementarity, any slight change in the
miRNA-binding site in the 3'-UTR of a mRNA can have
profound downstream effects [34]. Not only that the genetic
variant, even a small one as a SNV, could significantly reduce
the binding affinity, but could also completely destroy the
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Table 2 Association of genetic variants within genes KLK3, VAMPS and MDM4 with PCa risk

SNP Genetic No of PCa patients  No of controls ~ No of BPH patients ~ PCa vs controls PCa vs BPH
model (%) (%) (%)
OR (95% CI) Pvalue AIC OR (95% CI) Pvalue AIC
T ¥ T T
rs1058205
Codominant
TT 249 (70.3) 262 (70.8) 265 (74.2) 1.00 0.6 1008 1.00 0.61 982.6
CT 95 (26.8) 93 (25.1) 81 (22.7) 1.07 1.19
(0.76-1.49) (0.84-1.68)
CcC 10 (2.8) 15 (4) 11 (3.1 0.69 1.00
(0.30-1.57) (0.42-2.42)
Dominant
TT 249 (70.3) 262 (70.8) 265 (74.2) 1.00 0.92 1007  1.00 0.36 980.8
CT+CC 105 (29.7) 108 (29.2) 92 (25.8) 1.02 1.17
(0.74-1.40) (0.84-1.63)
Recessive
TT+CT 344 (97.2) 355 (96) 346 (96.9) 1.00 0.35 1006.2 1.00 0.93 981.6
CC 10 (2.8) 15 (4) 11 (3.1) 0.68 0.96
(0.30-1.54) (0.40-2.31)
Overdominant
TT+CC 259 (73.2) 277 (74.9) 276 (77.3) 1.00 0.63 1006.8 1.00 0.32 980.6
CT 95 (26.8) 93 (25.1) 81 (22.7) 1.09 1.19
(0.78-1.52) (0.84-1.68)
Log-additive
- - - 0.97 0.81 1007 1.12 0.44 981
(0.74-1.27) (0.84-1.49)
rs1010
Codominant
TT 124 (34.9) 119 (32.7) 118 (33.1) 1.00 0.34 1000.3 1.00 0.14 979.8
CT 161 (45.4) 184 (50.5) 184 (51.7) 0.84 0.83
(0.61-1.17) (0.60-1.16)
CcC 70 (19.7) 61 (16.8) 54 (15.2) 1.11 1.25
(0.72-1.70) (0.81-1.95)
Dominant
TT 124 (34.9) 119 (32.7) 118 (33.1) 1.00 0.54 1000.1 1.00 0.64 981.5
CT+CC 231 (65.1) 245 (67.3) 238 (66.8) 091 0.93
(0.67-1.24) (0.68-1.27)
Recessive .
TT+CT 285 (80.3) 303 (83.2) 302 (84.8) 1.00 0.30 999.4  1.00 0.095* 979
CcC 70 (19.7) 61 (16.8) 54 (15.2) 1.22 1.40
(0.84-1.79) (0.94-2.07)
Overdominant .
TT+CC 194 (54.6) 180 (49.5) 172 (48.3) 1.00 0.17 998.6  1.00 0.088*  978.8
CT 161 (45.4) 184 (50.5) 184 (51.7) 0.81 0.77
(0.61-1.09) (0.57-1.04)
Log-additive
- - — — 1.02 0.87 1000.4 1.07 0.55 981.4
(0.83-1.25) (0.86-1.32)
rs4245739
Codominant
AA 198 (56.2) 182 (51) 204 (57.3) 1.00 1.00
AC 131 (37.2) 144 (40.3) 122 (34.3) 0.84 0.32 987.2 1.10 0.53 978.1
(0.62-1.15) (0.80-1.51)
CcC 23 (6.5) 31(8.7) 30 (8.4) 0.69 0.79
(0.39-1.22) (0.44-141)
Dominant
198 (56.2) 182 (51) 204 (57.3) 1.00 0.18 985.6  1.00 0.79 977.3
AC+CC 154 (43.8) 175 (49) 152 (42.7) 0.82 1.04
(0.61-1.10) (0.77-1.40)
Recessive
AA+AC 329 (93.5) 326 (91.3) 326 (91.6) 1.00 0.28 986.3 1.00 0.34 976.5
CcC 23 (6.5) 31(8.7) 30 (8.4) 0.74 0.76
(0.42-1.29) (0.43-1.34)
Overdominant
AA+CC 221 (62.8) 213 (59.7) 234 (65.7) 1.00 043 986.8  1.00 043 976.7
AC 131 (37.2) 144 (40.3) 122 (34.3) 0.89 1.13
(0.65-1.20) (0.83-1.54)
Log-additive
- - - - 0.84 0.13 9852 0.98 0.85 977.3
(0.66—1.06) (0.77-1.24)

Abbreviations: PCa prostate cancer, BPH benign prostatic hyperplasia, OR odds ratio, CI confidence interval, AIC Akaike information criteria

Tadjusted for age
i

statistical trend of significance
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Table 4 Association of rs1010 and rs4245739 with Gleason score

Genetic GS<7 GS=7 GS>7 GS>7vs GS<7 GS>7vsGS=7 GS=7vs GS<7
model (%) (%) (%)
OR (95% CI) Pvalue AIC OR (95% CI) Pvalue AIC OR (95% CI) P value AIC
T T ¥ T T T
rs1010
Codominant
TT 77 (37.2) 22(26.8) 18(34) 1.00 1.00 1.00
CT 93(449) 36(439) 26(49.1) 1.14 0.93 259.9 0.86 0.28 181 1.34 0.071% 3472
(0.57-2.27) (0.38-1.94) (0.73-2.48)
CcC 37(17.9) 24(29.3) 9(17) 1.03 0.46 2.26
(0.41-2.55) (0.17-1.26) (1.12-4.55)
Dominant
77 (37.2) 22(26.8) 18(34) 1.00 0.76 258  1.00 0.36 180.7 1.00 0.095% 3477
CT+CC 130 (62.8) 60(73.2) 35 (66) 1.11 0.70 1.61
(0.58-2.12) (0.33-1.50) (0.91-2.82)
Recessive .
TT+CT 170 (82.1) 58(70.7) 44 (83) 1.00 091 258.1 1.00 0.12 179.1 1.00 0.036 346.1
CccC 37(17.9) 24(29.3) 9(17) 0.95 0.51 1.91
(0.42-2.16) (0.21-1.21) (1.05-3.45)
Overdominant
TT+CC 114 (55.1) 46(56.1) 27(50.9) 1.00 0.7 257.9 1.00 0.63 181.3 1.00 0.85 350.4
CT 93(449) 36(43.9) 26(49.1) 1.13 1.19 0.95
(0.61-2.09) (0.59-2.41) (0.57-1.59)
Log-additive .
- - - 1.03 0.88 258.1 0.69 0.14 179.4 1.50 0.024 3454
(0.67-1.60) (0.43-1.13) (1.05-2.13)
rs4245739
Codominant
125 (60.7) 44 (54.3) 19(36.5) 1.00 . 1.00 . 1.00
AC 68 (33) 31(38.3) 29(55.8) 3.15 0.0028° 246.8 2.29 0.091* 177.5 1.31 0.6 348
(1.61-6.17) (1.07-4.87) (0.76-2.26)
CccC 13 (6.3) 6(7.4) 4(7.7) 1.96 1.83 1.31
(0.57-6.80) (0.44-7.54) (0.47-3.65)
Dominant . .
AA 125(60.7) 44 (54.3) 19(36.5) 1.00 8e-04 2454 1.00 0.03 175.6 1.00 0.31 346
AC+CC 82(39.3) 37(45.7) 33(63.5) 294 222 1.31
(1.54-5.61) (1.07-4.62) (0.78-2.20)
Recessive
AA+AC 193 (93.7) 75(92.6) 48(92.3) 1.00 0.82 256.5 1.00 0.81 180.2 1.00 0.75 347
CcC 13 (6.3) 6(7.4) 4(7.7) 1.15 1.18 1.18
(0.35-3.75) (0.31-4.55) (0.43-3.22)
Overdominant .
AA+CC 138 (67) 50(61.7) 23(44.2) 1.00 0.0011° 245.8 1.00 0.043 176.1 1.00 0.38 346.3
AC 68 (33) 31 (38.3) 29(55.8) 2.88 2.09 1.27
(1.52-5.48) (1.02-4.30) (0.74-2.17)
Log-additive . .
- - - 1.93 0.0071 2493 1.71 0.066* 176.9 1.21 0.35 346.2
(1.20-3.13) (0.96-3.06) (0.81-1.83)

Abbreviations: OR odds ratio, CI confidence interval, AIC Akaike information criteria

Tadjusted for age
¥ statistical trend of significance

* statistically significant results are shown in bold

microRNA-binding site or create a new one [34].
Furthermore, since the first large-scale analysis focused on
the potential cancer associated SNVs in miRNA-binding sites
by Yu et al. [35], many genetic variants of this type were
found to associate with various human malignancies.
Among the most extensively studied miRSNPs in the con-
text of cancer is the variation rs4245739 in the 3’UTR of the
MDM4 gene [33]. At the same time, sequence alteration in the
KLK3 gene has been recognised as a candidate for genetic
association studies regarding PCa, due the functional signifi-
cance of PSA expressed from KLK3 gene. Namely, besides
being the serum biomarker of PCa, PSA is involved in the

proteolytic breakdown of the extracellular matrix in PCa tu-
morigenesis, which contributes to tumour invasion and metas-
tasis [17]. Both of these genetic variants were among the ma-
jor hits of a recent large-scale study on genetic variants located
within microRNA-binding sites potentially associated with
PCa. The mentioned study, performed by Stegeman et al.
[15], also identified a novel PCa-susceptibility locus within
the VAMPS gene. More importantly, all three genetic variants
have been functionally characterized, providing potential
mechanism of action and the evidence that miRSNPs could
play significant roles in PCa development and progression
[15, 16]. Having all this in mind, as well as the importance

@ Springer



N. Kotarac et al.

Table 5  Association of 1s1058205, rs1010 and rs4245739 with the clinical stage of localized PCa
Genetic T1 (%) T2 (%) T3/ T2 vs T1 T3/T4 vs T1 T3/T4 vs T2
model T4(%)
OR (95% CI)T Pvalue AIC OR(95%CDT Pvalue AIC OR(95%CI)' Pvalue AIC
T T T
rs1058205
Codominant
TT 25(51) 128 64 (71.1) 1.00 1.00 1.00
(75.7) . .
TC 23 37 (21.9) 22 (24.4) 0.33 (0.17-0.66) 0.0069  227.6 0.36 (0.17-0.78) 0.022 178.8 1.19 0.57 3414
(46.- (0.65-2.19)
9)
CcC 1(2) 424 444 0.83 (0.09-7.73) 1.67 2.00
(0.18-15.83) (0.48-8.28)
Dominant . .
25(51) 128 64 (71.1) 1.00 0.0024° 2263 1.00 0.018 178.9 1.00 042 3399
(75.7)
TC+CC 24 (49) 41(243) 26(28.9) 0.35(0.18-0.69) 0.42 (0.20-0.87) 1.27
(0.71-2.26)
Recessive
TT+TC 48 (98) 165 86 (95.6) 1.00 0.86 2355 1.00 0.41 183.8 1.00 0.37 3398
(97.6)
CcC 1(2) 424 444 1.22 2.40 1.92
(0.13-11.25) (0.26-22.22) (0.47-7.86)
Overdominant ) .
TT+CC 26 132 68 (75.6) 1.00 0.0016  225.6 1.00 0.0064 177  1.00 0.64 3403
(53.- (78.1)
1)
TC 23 37 (21.9) 22(24.4) 0.33 (0.17-0.66) 0.36 (0.17-0.75) 1.15
(46.- (0.63-2.12)
9)
Log-additive )
- - - 0.45 (0.25-0.81) 0.0086" 228.7 0.57 (0.31-1.07) 0.08* 1814 1.28 032 3396
(0.79-2.08)
rs1010
Codominant
TT 16 58 (34.1) 31(34.4) 1.00 1.00 1.00
(32.-
6) .
CT 24 (49) 83(48.8) 32(35.6) 1.00(0.49-2.06) 0.97 238  0.71(0.31-1.58) 0.23 183.5 0.72 0.033°  336.6
(0.40-1.31)
CcC 9(184) 29(17.1) 27(30)  0.91(0.36-2.32) 1.56 (0.59-4.13) 1.74
(0.88-3.45)
Dominant
16 58 (34.1) 31(34.4) 1.00 0.95 236.1 1.00 0.87 184.4 1.00 096 3414
(32.-
6)
CT+CC 33 112 59 (65.6) 0.98 (0.49-1.93) 0.94 (0.45-1.98) 0.99
(67-  (65.9) (0.58-1.69)
3)
Recessive .
TT+CT 40 141 63 (70) 1.00 0.82 236 1.00 0.13 182.2 1.00 0.017° 3358
Bl-  (829)
6)
cC 9(18.4) 29(17.1) 27(30) 0.91(0.40-2.09) 1.90 (0.80-4.47) 2.08
(1.14-3.81)
Overdominant .
TT+CC 25(51) 87(51.2) 58(64.4) 1.00 0.91 236.1 1.00 0.14 182.3 1.00 0.039 337.2
CT 24 (49) 83(48.8) 32(35.6) 1.04(0.55-1.97) 0.59 (0.29-1.20) 0.58
(0.34-0.98)
Log-additive
- - - 0.96 (0.61-1.52) 0.86 236 1.19(0.75-1.88) 0.46 183.9 1.26 0.19  339.7
(0.89-1.79)
rs4245739
Codominant
AA 25(51) 99 (58.9) 51(56.7) 1.00 1.00 . 1.00
AC 23 58 (34.5) 29(32.2) 0.61(0.32-1.19) 0.14 233.3 0.62 (0.30-1.28) 0.044 180.2 0.97 045  340.1
(46.- (0.55-1.70)
9)
CcC 1(2) 11(6.5 10(11.1) 2.78 5.12 1.77
(0.34-22.72) (0.62-42.48) (0.70-4.43)
Dominant
AA 25(51) 99(58.9) 51(56.7) 1.00 0.28 234.1 1.00 0.53 184.1 1.00 0.73 3396
AC+CC 24 (49) 69 (41.1) 39(43.3) 0.70 (0.37-1.34) 0.80 (0.40-1.62) 1.10
(0.65-1.84)
Recessive .
AA+AC 48 (98) 157 80 (88.9) 1.00 0.18 233.4 1.00 0.033 179.9 1.00 0.21 338.1
(93.5)
cc 1) 1165 10(11.1)
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Table 5 (continued)

Genetic T1 (%) T2 (%) T3/ T2 vs T1 T3/T4 vs T1 T3/T4 vs T2
model T4(%) :
OR (95% CI)T Pvalue AIC OR(95%CDHT Pvalue AIC OR(95%CI)T Pvalue AIC
i i T
341 6.28 1.78
(0.43-27.27) (0.77-50.85) (0.73-4.38)
Overdominant )
AA+CC 26 110 61 (67.8) 1.00 0.096°  232.5 1.00 0.086"  181.5 1.00 071 3396
(53.- (65.5)
1
AC 23 58 (34.5) 29(32.2) 0.57 (0.30-1.10) 0.53 (0.26-1.09) 0.90
(46.- (0.52-1.55)
9)
Log-additive
- - - 0.89 (0.53-1.51) 0.68 235.1 1.10(0.63-1.91) 0.74 1843 1.18 0.42 339.1
(0.79-1.75)

Abbreviations: OR odds ratio, CI confidence interval, A/C Akaike information criteria

Tadjusted for age
¥ statistical trend of significance

" statistically significant results are shown in bold

of miRSNPs for cancer actiology, we questioned the effect of
rs1058205, rs1010, and rs4245739 on the risk for PCa devel-
opment and progression in Serbian population.

Since Stegeman et al. [15] identified rs1058205 as one of
the 22 variants associated with the PCa risk, as well as one of
the variants with the most significant effect on PCa

Table 6  Association of rs4245739 with the risk of cancer progression

aggressiveness among the tested miRSNPs, they also conduct-
ed the functional analysis. This genetic variant is located with-
in the region encoding the 3°-UTR of KLK3 mRNA and was
predicted to be functional, potentially creating an aberrant
miRNA-binding site for miR-3162-5p, miR-219-1-3p and
miR-4278. Therefore, reporter vector assay was used to test

Genetic low-risk  intermediate-risk high-risk  intermediate vs low-risk high vs low-risk high vs intermediate-risk
model (%) (%) (%)
OR P AIC OR P AIC OR P AIC
©95%ChH T value T ©95%ChH T value® ©95%ChH T value T
rs4245739
Codominant
16 (72.7) 63 (55.3) 109 (55.6) 1.00 1.00 . 1.00
AC 6(27.3) 44 (38.6) 71 (36.2) 1.87 0.13 1243 1.79 0.091* 1445 0.95 0.79 408.9
(0.68-5.17) (0.67-4.83) (0.58-1.55)
cC 0 (0) 7(6.1) 16 (8.2) NA NA 1.33
(0.00-NA) (0.00-NA) (0.51-3.44)
Dominant
AA 16 (72.7) 63 (55.3) 109 (55.6) 1.00 0.12 124 1.00 0.11 144.7 1.00 0.99 407.3
AC+CC 6(27.3) 51 (44.7) 87 (444) 2.16 2.18 1.00
(0.79-5.95) (0.81-5.81) (0.63—-1.60)
Recessive .
AA+AC 22 (100) 107 (93.9) 180 (91.8) 1.00 0.11 123.8 1.00 0.066* 1439 1.00 0.51 406.9
CcC 0(0) 7(6.1) 16 (8.2) NA NA 1.36
(0.00-NA) (0.00-NA) (0.54-3.44)
Overdominant
AA+CC 16 (72.7) 70 (61.4) 125 (63.8) 1.00 0.31 1253 1.00 0.35 146.4 1.00 0.73 407.2
AC 6(27.3) 44 (38.6) 71 (36.2)  1.67 1.58 0.92
(0.614.61) (0.594.23) (0.57-1.49)
Log-additive ) .
- - - - 221 0.073*  123.1 2.22 0.055* 143.6 1.05 0.78 407.3
(0.87-5.62) (0.91-5.40) (0.73-1.53)

Abbreviations: OR odds ratio, CI confidence interval, AIC Akaike information criteria

T adjusted for age

¥ statistical trend of significance
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the results of in silico analysis, revealing that the miR-3162-5p
has specific affinity for the rs1058205 T-allele. Protein, as
well as mRNA levels of KLK3, were also found to be de-
creased in the presence of over-expressed miR-3162-5p in
cells homozygous for T allele.

Our results are in contrast to those obtained by Stegeman
et al. [15], since we obtained no evidence of association be-
tween 1s1058205 and PCa susceptibility. This observation
also contrasts the reported association between this genetic
variant and PCa risk in the meta-analysis by Ding et al. [36].
Still, in the present study, C allele was associated with the
lower serum PSA score among patients with PCa, which is
consistent with the results obtained by Penney et al. [21] in
their Caucasian American subjects. Still, their association of
rs1058205 with the serum PSA score was determined in con-
trol subjects, similarly as in the study by Stegeman et al. [15],
as well as in the study conducted by Savblom et al. [19] in
Swedish population. Furthermore, Bensen et al. [18] showed
association between 1s1058205 and serum PSA level in their
African-American PCa patients. Given the relationship be-
tween KLK3 rs1058205 and serum PSA score, as well as the
importance of this standard prognostic and diagnostic param-
eter of PCa, it should be noted that rs1058205 may have im-
plications for PSA-based diagnostics and management proto-
cols, potentially requiring genotype-dependent adjustments of
PSA ranges [15]. The detected correlations potentially reflect
the effect of rs1058205 on the regulation of PSA expression
by regulatory factors other than miR-3162-5p, since this
microRNA requires T allele for inhibitory action, while C
allele was found to associate with the reduced serum PSA
score in previous and the present studies.

Similarly with the finding concerning serum PSA score, we
found that the rs1058205 minor allele C associates with lower
clinical stage of primary tumour, while for the other tested
associations statistical significance was not reached.
Stegeman et al. [15] did not perform the test of association
between genetic variants and TNM stages of primary PCa,
while they observed for the KLK3 rs1058205 allele-C a strong
association with the nonaggressive disease. Our results seem
to contradict these previous ones, but the criteria for aggres-
sive PCa differed in the present study and the one conducted
by Stegeman et al. [15]. Also, Chen, Xin [20] reported the TT
genotype of rs1058205 to be associated with moderate to
high-risk PCa in Chinese men. Still, they compared genotype
frequencies in their control group and in the groups of PCa
patients classified according to the risk of disease progression,
while we made comparisons in a case-only manner. Also, they
compared just TC and TT genotype counts, excluding the
individuals with CC genotype and, therefore, not performing
the allelic association estimates. Another previous study, con-
ducted by Bensen et al. [18], suggested that rs1058205 is
associated with the PCa aggressiveness, but the statistically
significant results were obtained in their group of African-
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American patients, while such association was not determined
for European-Americans. In their analysis, they used a similar
disease aggressiveness classification system as we did in the
present study. In contrast to our results, they found no associ-
ations between rs1058205 and TNM stage, while this genetic
variant was shown to associate with Gleason score in
European-American group of PCa patients [18].

The other most significant association with PCa suscepti-
bility and aggressiveness in the study by Stegeman et al. [15]
was found for rs1010 in VAMPS gene. VAMPS belongs to the
family of soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor-
attachment protein receptors (SNARESs), essential proteins
for fusion of cellular membranes. This integral membrane
protein is involved in granule secretion, vesicle trafficking,
endocytosis and phagocytosis [37], while its direct function
in carcinogenesis is not yet known. Potentially, VAMPS could
attribute to the Warburg effect, an important feature of malig-
nant transformation, including the one that occurs in prostatic
glandular epithelium [23]. To date, genetic variants in
VAMPS8 have not been investigated for their relation with
human cancer, except for the study by Stegeman et al. [15].
Also, this genetic variant is in strong LD with a previous PCa
susceptibility GWAS hit [38].

The functional characterization of rs1010 showed that the
minor allele C of this genetic variant lowers the affinity of the
miR-370-5p for its binding site, as predicted in silico and
confirmed through reporter assay. Also, rs1010 showed a sta-
tistical trend of significance when genotype correlation with
transcript expression was evaluated [15]. Therefore, the mech-
anism underlying the potential involvement of rs1010 in the
genetic basis of PCa was proposed to rely on the action of
microRNA miR-370-5p, previously found to be
overexpressed in PCa tumours [15]. However, in our study,
we did not find any association between rs1010 and the risk of
developing PCa, which could reflect the potential differences
in ethnic backgrounds between the study groups included in
the present study and the previous one.

At the same time, rs1010 minor allele C was not found to
associate with the higher Gleason score in the present study.
Furthermore, when comparing genotype distributions among
patients stratified into groups with T3/4 and T2 TNM categories,
the same direction of association with clinical stage of primary
PCa was determined. We could not compare these results with
the data from other studies, since Stegeman et al. [15] did not
examine the effect of rs1010 on the values of standard prognos-
tic parameters of PCa, other than serum PSA score. Both of the
studies did not show the relation of rs1010 with the serum PSA
levels, while for the association of this genetic variant with PCa
aggressiveness discordant results were obtained. That is, we did
not show the association of rs1010 with the risk of PCa progres-
sion, but the association with Gleason score and the clinical
stage of disease could still suggest that the minor C allele has
contributive effect on the disease aggressiveness.
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Among the three genetic variants chosen for the analysis in
the present study, rs4245739 has been the most extensively
studied to date, due to the functional significance of MDM4
for malignant transformation process. The MDM4 protein
plays a major role in P53 tumour suppressor pathway through
negatively regulating its function [39]. Maintaining the correct
levels of P53 is pivotal to a cell, as P53 is a crucial protein for
maintenance of genomic stability and control of the cell
growth and apoptosis. Furthermore, MDM4 interacts with
p21, a cyclin-dependent kinase inhibitor whose deregulation
is associated with the higher proliferation rate in PCa. By
binding to the transcription factor E2F1, MDM4 represses
its transactivation and induces the changes in the regulation
of cell cycle and apoptosis. Also, MDM4 inhibits the
transactivation of Smad3 and Smad4, components of TGF-
beta signalling, by which it further exhibits the promoting
activity on tumour growth [39, 40].

The genetic variant rs4245739 locates at the 3’'UTR of
MDMH4 and is found to create the illegitimate miRNA-
binding site. By using the reporter gene assays, Stegeman
et al. [16] have shown that miR-191-5p and miR-887 have
specific affinity for rs4245739 C-allele, presenting a mecha-
nism by which the untargeted A-allele may be associated with
the increased risk of PCa. Previously, Wynendaele et al. [41]
have obtained the similar results in their experiments involv-
ing ovarian cancer cells, also demonstrating the allele-specific
effects on the MDM4 mRNA targeting by miR-191-5p.
Therefore, this genetic variant, identified as a PCa susceptibil-
ity locus in GWA study [42], has been annotated as
microRNA-binding site variant, but other functional conse-
quences of this A > C substitution cannot be ruled out.

Besides GWAS on PCa, various other case-control studies
have also associated rs4245739 with the susceptibility to spe-
cific types of cancer, such as ovarian, breast cancer, ESCC,
SCLC and non-Hodgkin lymphoma [25-27, 41, 43]. Still,
different studies have found this variant to have weak or al-
most no effect on cancer risk in their case-control comparisons
[24, 29, 44-46]. Inconsistences in the results of these studies
investigating the association between rs4245739 and cancer
risk are found regarding not just the statistical significance of
the tested association, but also regarding the susceptibility
allele. For example, some studies, including those on PCa
and also meta-analyses on the association with cancer risk in
general, have reported the minor allele C of rs4245739 to be
associated with the decreased cancer risk [16, 28, 47]. On the
contrary, a study by Garcia-Closas et al. [26] reported the
same allelic variant to be associated with the increased breast
cancer risk, which is consistent with the previous data from
the other breast cancer GWASs [48, 49]. Still, Gansmo et al.
[29] have shown the reduced risk of breast cancer to be asso-
ciated with rs4245739 allele C in their Norwegian case-
control study, which matches the results Liu et al. [S0] have
obtained in Chinese population. Other reports regarding the

association of rs4245739 with susceptibility to the specific
type of cancer and the disease outcomes have shown the op-
posite effects of the same allelic variant. For instance,
Wynendaele et al. [41] reported A-allele of rs4245739 in pa-
tients with ovarian cancer not expressing the estrogen receptor
to be associated with increased risk of recurrence and in-
creased risk of tumour-related deaths. Contrary to these find-
ings, Gansmo et al. [24] showed C-allele of 154245739 to be
associated with increased risk of serious ovarian cancer.
Even though 1s4245739 is a widely studied genetic variant
in terms of many cancers, its role in PCa development and
progression remains relatively poorly investigated, with only
several studies aiming to elucidate its relation to PCa. In the
present study, we found no evidence of association between
1s4245739 and the risk of PCa, which is in contrast with the
findings of Stegeman et al. [16], as well as with the results of
iCOGS GWAS [42]. Still, our results match the ones by
Gansmo et al. [29], who found the association of rs4245739
with PCa risk to be statistically insignificant. Furthermore, in
our study, minor allele C was found to associate with higher
PSA, higher GS, as well as with higher clinical stage of the
tumour. In line with these findings, we also observed a statis-
tical trend for the association of rs4245739 C-allele and higher
PCa aggressiveness. Since Stegeman et al. [16] and iCOGS
GWAS [42] also evaluated the association of this genetic var-
iant with serum PSA score, as well as with disease aggressive-
ness, we can conclude that our results significantly differ from
theirs. Still, the criteria for the evaluation of discase aggres-
siveness in our and the previous studies were discordant. On
the other hand, Gansmo et al. [29] did not provide any data on
the potential association of rs4245739 with the values of stan-
dard prognostic parameters of PCa, or with the risk of PCa
progression. For these reasons, our results on potential asso-
ciation of genetic variant rs4245739 with Gleason score and
clinical stages of primary PCa could not be compared with any
previously obtained results from other populations.
According to the results of the present study, all three tested
genetic variants have shown the association with the parame-
ters of PCa progression. Still, discordances with the previous
results were detected, which mainly refer to the lack of asso-
ciation with PCa susceptibility. Among the reasons for such
disparity are potential differences in the genetic background of
the tested populations, as well as in the environmental factors
affecting the PCa development and progression. As an illus-
tration of the ethnic differences, according to genetic variant
databases, the distributions of the alleles of these three genetic
variants are quite different between populations of European,
Asian and African descent. This could affect the power of the
specific studies and have consequence on the risk estimates.
Also, the results could be affected by the study design and the
participant recruitment criteria. As for the associations be-
tween the tested genetic variants and the PCa aggressiveness
parameters, the differences in subgrouping criteria could have
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attributed to the discordances in the obtained results, together
with the potential stage-specific effects of these genetic vari-
ants. Still, the main limitation of our study is its sample size,
even though more than 1000 participants were included. This
could have resulted in the lack of ability to validate the previ-
ously detected associations with PCa susceptibility.
Furthermore, the number of PCa patients in several subgroups
was small, which suggests that the obtained results should be
interpreted with caution. Still, the same direction of associa-
tion of the tested genetic variants with different parameters of
PCa progression point out their relevance for the disease ag-
gressiveness assessment. However, future studies with larger
sample sizes in populations of different origin are needed to
better clarify the potential association of genetic variants
rs1058205, rs1010 and rs4245739 with PCa.
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O6pasau 5.

UsjaBa o0 ayTopcTBy

Wme 1 npeanme aytopa HeeeHa C. KoTapay
Bpoj nHaekca M3003/2016
U3sjaBrbyjem

Aa je AOKTOpCKa AncepTauwja nog Hacnosom

Cryaunja acouujaumje reHa 3a MukpoPHK (MIR34, MIR143, MIR145i MIR378) v reHa
3a o[pXKaBar-e TKUBHE XOMeOocTase ca KapLMHOM npocTtaTte

® PEe3ynTaT COMNCTBEHOr UCTpaXXMBa4Kor pana,

* [a avceprauvja y UenuWHW HY ¥ AenoBMMA Huje Buna npeanoxeHa 3a cTulamke
Apyre gunnome npema CTyaujcCKMM nporpaMuma  Apyrx BUCOKOLLUKOMNCKMX
YCTaHOBa;

® [a Cy pe3ynTaTi KOPEKTHO HaBeaeHW U

e [a HMCaM KpLUMo/na ayTopcka npaea U KOPUCTUO/NAa WHTENEKTyanHy CBOjUHY
ApYyrux nuua.

MoTnuc aytopa

( _%&‘ﬁ/ﬁ@ L?’é'/je’c 2

Y Beorpaay, 24.06.2020.




O6bpazauy 6.

M3jaBa 0 UICTOBETHOCTU WITAMNAHE U ENeKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOPCKOr paga

Wme 1 npeanme aytopa HeseHa C. KoTapal
Bpoj nHpekca M3003/2016
Cryawjckm nporpam MonekynapHa Gvonorvja

Hacnos papa Ctyauja acoumjaumje reHa 3a MukpoPHK (MIR34, MIR143, MIR145 i
MIR378) n reHa 3a ogpxaBat-e TKMBHE XOMEO0CTa3e ca KapLWHOM npocTaTe

MeHTOp npodp. ap NopaH EBpajywkosuh

M3jaBroyjem aa je WiTamnaHa Bepsnja MOr AOKTOPCKOr pafa UCTOBETHA ENEKTPOHCKO]
BEP3nju Kojy cam npefao/na pagu noxpakweHa y [WUrMTanHoM peno3utopujymy
YHuBep3uteta y Beorpapy.

HosBorbaBam fa ce objaBe MOjU NWUYHW MopauM BesaHu 3a Aobujarse akagemckor
HasnBa [OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe U npesume, roguHa u mecto pofersa u gatym
onbpaHe paga.

OBM nu4HWM nogaum mory ce o06jaBUTU Ha MPEXHUM CTpaHuLama auruTanHe
BGubnuoTeke, y eneKkTpoHCKOM KaTanory 1 y nybnukaumjama YHusepauterta y Beorpagy.

Motnuc aytopa

Y Beorpagy, 24.06.2020
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Obpasau 7.

MUsjaBa o kopuwhery

Oenawhyjem YHusepautetcky 6ubnwoteky ,Ceetosap Mapkoeuh* ga y [OurutanHu
peno3nTtopujym YHusep3auteta y beorpagy yHece Mojy OOKTOpPCKY OucepTtauujy nog
HaCroBOM:

Crtyamja acoumjaumje reHa 3a mukpoPHK (MIR34, MIR143, MIR145 i MIR378) n reHa
3a ofp)KaBare TKMBHE XOMeOoCTa3e ca KapLUMHOM npocTare

Koja je Moje ayTopcKo Aeno.

AvcepTaumjy ca cBuM Npuno3uma npegao/na cam y enekTpoHCcKom dhopmMaTy NorogHoOM
3a TPajHO apXuBMpae.

Mojy AQokTopcky AucepTauujy noxpawseHy Yy  [JurutanHom  penosvTopujymy
YHuBep3auTeTa y Beorpagy n fOCTYynNHY y OTBOPEHOM MPUCTYNY MOry Aa KOpUCTE CBW
Koju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y ofabpaHom Tuny nuueHue KpeaTuBHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uvo/na.

@y‘ropc-rao (CC BY)

2. AytopcTtBo — HekomepumjanHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTtBo — HekomepuwjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEepLMjanHo — AenuTy nog uctum ycrnosuma (CC BY-NC-SA)
5. Aytopcteo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AyTopcTBo — AenuTtu nog uctum ycnoesuma (CC BY-SA)

(Monumo fa 3aokpyxute camo jeqHy of LecT NoHyReHUX NuueHuMm.
KpaTak onuc nuueHum je cacTaBHU Ae0 OBE U3jaBe).

MoTnuc aytopa

Y Beorpaay, 24.06.2020.
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1. AytopcTBO. [lo3BOorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTpUbyunjy U jaBHO caoniiTaBaHe
Aena, n npepaje, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauvH ogpefeH of cTpaHe aytopa
Unu gasaoLlia nNuueHLe, Yak U y kKomepuujanHe cepxe. Oeo je HajcnofogHuja of CBUX
nuueHum.

2. AytopcTBRO — HekomepumjanHo. [J03BorbaBaTe YMHOXaBahe, OUCTPUBYLM)y U
jaBHO caoniuTaBate Aena, v Nnpepaje, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH
of cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BObaBa KOMepLUujanHy
ynoTpeby aena.

3. AyTOopCcTBO — HekoMepuujanHo — 6Ge3 npepapa. [do3BorbaBaTe YMHOXaBahe,
AncTpubyuunjy 1M jaBHO caonwTaBawe fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa UMu
ynoTpebe fena y csom fdeny, ako ce HaBede WMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of
CTpaHe ayTopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHLa He [03BoSfbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby gena. Y ofgHoOCy Ha CBe ocTane nUUeHLEe, OBOM JIMLEHLIOM Ce OorpaHu4aea
Hajsehu 06um npaea kopuwhera aena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepLMjanHo — AeNUTK Nog UCTUM ycrnoBuma. [losBorbasaTe
yMHOXaBake, AUCTPUOYLMjy W jaBHO caonwTaBakwe Aena, U npepane, ako ce Hasee
UMe ayTopa Ha HauyuH ogpefeH of cTpaHe ayTopa WNW AaBaoua NUUEHLE WM aKo ce
npepaga auctpubyupa nog WCTOM WNM CNMYHOM NuueHuoMm. OBa nuvueHua He
A03BOMbaBa koMepumjandy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopcTBo — 6e3 npepapa. [lossorbaBate yMHOXaBate, OAMCTPUOYLMjY U jaBHO
caonwtaBake aena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBarsa unu ynotpebe gena y cBom geny,
aKko ce HaBefe WMe ayTopa Ha HauyuH ofpefleH op cTpaHe ayTopa wnu gasaola
nuueHue. OBa nuueHLa A03BorbaBa KomepuwjanHy ynotpeby aena.

6. AyTopcTBO — pAenuTu noa WUCTUM ycnoBuma. [lo3sorbaBaTe YMHOXaBake,
ANCTpMBbYyLMjy 1 jaBHO caoniiTaBawe gena, v Npepaje, ako ce Hasede MMe ayTopa Ha
HauvH ofpeheH of cTpaHe ayTopa WNW AaBaola NUUeHUe W ako ce npepaga
AvucTpubyupa nop UCTOM uNuM cnMyHoM nuvueHuom. OBa nuueHUa [o3Borbasa
KomepumjanHy ynoTtpeby pena v npepaga. CnvyHa je copTBEPCKUM nNULEeHLama,
OAHOCHO nuLieHLliama 0TBOPEHOr Koga.
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