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Povezanost polimorfizama VDR, CYP27B1 i CYP24A1 gena sa
etioloSkim faktorima i ishodom bolesti kod pacijenata sa oralnim

skvamocelularnim karcinomom

Rezime

Uvod. Oralni skvamocelularni karcinomi (Oral Squamous Cell Carcinoma- OSCC) se
karakterisu visokom stopom mortaliteta, loSom prognozom i porastom incidence
medu osobama mlade populacije. I pored uloZenih napora na polju prevencije,
petogodisnje prezivljavanje je ostalo nepromenjeno poslednjih nekoliko decenija,
Sto namece potrebu za nove, molekularne vidove karakterizacije oralnog
karcinoma. Poznati faktori rizika za nastanak oralnog karcinoma su: puSenje i
zZvakanje duvana, konzumiranja alkohola, loSa oralna higijena i infekcije
visokorizi¢nim tipovima humanog papiloma virusa. Cinjenica da samo izvesni
procenat osoba izloZenih navedenim faktorima rizika zaista i razvije OSCC, ukazuje
na znacaj genetiCke osnove u procesu oralne kancerogeneze.

Mnogobrojnim studijama je pokazano da vitamin D ima antikancerogeni
efekat, koji se ogleda u =zaustavljanju Ccelijskog ciklusa, inicijaciji Ccelijske
diferencijacije, indukciji apoptoze, sprecavanju invazije malignih Ccelija i
antiangiogenetskom dejstvu. Vitamin D ispoljava svoju fizioloski aktivnu ulogu
nakon vezivanja za receptor za vitamin D (engl. Vitamin D Receptor- VDR) koji je
kodiran VDR genom. U VDR genu je identifikovan veliki broj polimorfizama
nukleotidne sekvence (engl. Single Nucleotide Polymorphisms- SNP), od kojih
samo mali broj ima funkcionalni efekat. U metabolizam vitamina D su ukljuceni
Clanovi velike familije proteina citohroma P450 i to: 1a-hidroksilaza ukljucena u
proces anabolizma (kodirana CYP27B1 genom), odnosno 24-hidroksilaza koja ima
ulogu u katabolizmu (kodirana CYP24A1 genom). Obzirom na znacaj proucavanja
SNP-ova u genetiCkim studijama asocijacije, postavlja se pitanje da li postojanje
izvesnih genetickih varijanti u genima ukljucenim u funkcionisanje i metabolizam
vitamina D moZe biti asocirano sa rizikom nastanka oralnog karcinoma, klinicko

patoloSkim karakteristikama i prezivljavanjem pacijenata.



Cilj. Cilj ove doktorske disertacije je bilo utvrdivanje postojanja asocijacije izmedu
polimorfizama EcoRV, Fokl, Taql, Apal, Bsml i rs11574085 u VDR genu, rs4646536
u CYP27B1 i rs2296241 polimorfizma u CYP24A1 genu sa rizikom za nastanak
oralnog karcinoma, etioloSkim faktorima i ukupnim prezivljavanjem pacijenata.
Pored navedenog, cilj je bilo i utvrdivanje postojanja haplotipskih blokova u
studijskoj grupi i asocijacije izmedu registrovanih haplotipova sa rizikom za

nastanak oralnog karcinoma i prezivljavanjem.

Materijal i metode. Studijska grupa je obuhvatala 110 pacijenata sa
dijagnostikovanim oralnim skvamocelularnim karcinomom i 122 zdrave osobe
kontrolne grupe odgovarajuce polne i starosne distribucije. DNK je izolovana iz
uzoraka primarnih tumora u grupi pacijenata i periferne krvi kontrolne grupe.
Genotipovi analiziranih polimorfizama su odredivani PCR-RFLP metodom u slucaju
VDR EcoRYV, FokI, Taql i Apal polimorfizama, odnosno Real Time PCR metodom za
rs11574085 polimorfizam u VDR genu i polimorfizme u CYP27B1 i CYP24A1
genima. Dobijeni rezultati su obradeni statistickim programom SPSS. Vrednosti
neravnoteZe vezanosti kao i uCestalosti haplotipova su racunate pomoc¢u programa
Haploview, dok je programom Thesias analizirana povezanost izmedu
registrovanih haplotipova i preZivljavanja. Asocijacije su smatrane statisticki

znacajnim ukoliko je p vrednost bila manja od 0.05.

Rezultati. ZabeleZene su znacajne razlike u distribuciji genotipova VDR
polimorfizama EcoRV (p=0.019, x2 test), Apal (p=0.013, x? test) i Bsml (p=0.025, x2
test), kao i CYP24A1 rs2296241 polimorfizma (p=0.025, Fisher test) izmedu OSCC i
kontrolne grupe. Statisticki znacCajna razlika u distribuciji alela je zabeleZena u
slucaju EcoRV (p=0.019, x2 test) i Apal polimorfizma (p=0.019, x?2 test). Asocijacija
sa polom je zabeleZena za VDR Taql (p=0.006, x? test), Bsml (p=0.002, x2 test) i
CYP27B1 rs4646536 (p=0.014, x? test), dok je znacajna veza uocena izmedu godina
i Apal SNP-a (p=0.049, x2 test). PuSenje je bilo u asocijaciji sa Taql polimorfizmom
(p=0.039, x2 test), dok je analizirani SNP u CYP27B1 genu bio asociran sa

konzumacijom alkohola (p=0.012, x2? test). Kada je re¢ o klinicko patoloskim



odlikama bolesti, zabeleZeno je postojanje statisti¢ki znacajne veze izmedu Taql
polimorfizma i recidiva bolesti (p=0.008, x? test).

Uoceno je statisticki znacajno smanjenje rizika za razvoj oralnog karcinoma
kod heterozigota AG analiziranog polimorfizma CYP24A1 gena, u odnosu na divlji
AA genotip (OR=0.281, p=0.000).

Pacijenti FokI ff genotipa su imali loSije preZivljavanje (p=0.012, log-rank
test) u poredenju sa heterozigotnim i mutiranim genotipom zajedno. Stratifikovana
analiza prema nodalnom statusu i stadijumu tumora je pokazala da je ff genotip
asociran sa loSijim preZivljavanjem u grupi sa negativnim i pozitivnim nodalnim
statusom (redom: p=0.025, p=0.040, log-rank test) i u IIl stadijumu tumora
(p=0.026, log-rank test). Multivarijantna Cox-regresiona analiza je pokazala da se

VDR FokI polimorfizam moZe koristiti kao nezavisni prognosticki faktor.

Zakljucak. Analiza polimorfizama gena uklju¢enih u funkcionisanje i metabolizam
vitamina D moZe dati vazne informacije o razvoju i progresiji oralnog karcinoma.
Polimorfizam u CYP24A1 genu je znacajno asociran sa sniZenim rizikom za razvoj
oralnog karcinoma, Sto je najverovatnije rezultat njegovog funkcionalnog efekta ili
neravnoteze vezanosti sa drugim polimorfizmima unutar CYP24A1 gena ili ¢ak sa
polimorfizmima blisko lociranih susednih gena. Pored toga, ovakav nalaz bi mogao
ukazati na potencijalno koriS¢enje datog polimorfizma CYP24A1 gena u
prediktivne svrhe. VDR FokI polimorfizam moZze biti razmatran kao potencijalni
molekularni marker za prezivljavanje, to jest moZe se koristiti kao nezavisni
prognosticki indikator. Ovakav nalaz je najverovatnije posledica postojanja

funkcionalnog efekta Fokl polimorfizma.

Klju¢ne reci. Oralni skvamocelularni karcinom, polimorfizmi nukleotidne

sekvence, VDR gen, CYP27B1 gen, CYP24A1 gen.
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Association of polymorphisms in VDR, CYP27B1 and CYP24A1
genes with etiological factors and disease outcomes in patients

with oral squamous cell carcinoma

Abstract

Introduction. Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC) is characterized with a high
mortality, low survival rate and rising incidences among members of younger age
groups. Despite efforts in prevention, the survival rate remains unchanged for the
last few decades, which indicates the need for oral cancer molecular
characterization. The well-known risk factors are tobacco smoking and chewing,
alcohol consumption, poor oral hygiene and infection with high risk human
papilloma virus types. The fact that only a small percentage of people exposed to
the risk factors really develops OSCC indicates the importance of genetic
background in the process of oral cancerogenesis.

Numerous studies have demonstrated the anticancerogen effects of vitamin
D, which is reflected in cell cycle arrest, induction of cell differentiation, apoptosis
induction, inhibition of malignant cell invasion and antiangiogenic effect. Vitamin D
exerts it’s physiological function after binding to the Vitamin D Receptor (VDR),
which is encoded by the VDR gene. A great number of Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) have been identified in the VDR gene, among which a small
number have functional effects. Members of the huge protein cytochrome P450
family are involved in vitamin D metabolism: la-hydroxylase is involved in
anabolism (encoded by the CYP27B1 gene) and 24-hydroxylase is involved in
catabolism (encoded by the CYP24A1 gene). Since SNPs investigation is of great
importance in the genetic association studies, it is interesting to consider whether
genetic variants in genes, involved in vitamin D functioning and metabolism, could
be associated with oral cancer risk, clinicopathological characteristics and patient

survival.



Aim. The aim of the doctoral dissertation was to determine the association
between polymorphisms EcoRV, Fokl, Taql, Apal, Bsml and rs11574085 in VDR
gene, rs4646536 in CYP27B1 and rs2296241 polymorphisms in CYP24A1 gene
with oral cancer risk, etiological factors and overall patients’ survival. Besides that,
the aim was to determine the existence of haplotype blocks in the study group and
to determine the association between detected haplotypes with risk of oral cancer

development and survival.

Material and methods. The study group consisted of 110 patients with diagnosed
oral squamous cell carcinoma and 122 healthy individuals in the control group,
matched in gender and age. DNA was isolated from the tumour tissue samples in
the patients group and from peripheral blood samples, in the control group. VDR
gene polymorphisms EcoRV, Fokl, Taql and Apal were determined using the PCR-
RFLP method and PCR Real Time method in the case of rs11574085 in VDR and
polymorphisms in CYP27B1 and CYP24A1 genes. Obtained results were analysed
by the statistical program SPSS. Linkage disequilibrium values as well as haplotype
frequencies were calculated using the Haploview program, while association
between detected haplotypes and survival were performed by the program
Thesias. Associations were considered as significant when p values were less than

0.05.

Results. The statistically significant differences in the frequencies of the VDR
genotypes were observed between the OSCC and control group for the EcoRV
(p=0.019, x2 test), Apal (p=0.013, x? test) and Bsml (p=0.025, x? test)
polymorphisms, as well for CYP24A1 rs2296241 polymorphism (p=0.025, Fisher
test). The statistically significant differences in the allele distribution was noticed
for the EcoRV (p=0.019, x?% test) and Apal polymorphism (p=0.019, x?2 test). The
association with gender was observed for VDR Taql (p=0.006, x2? test), Bsml
(p=0.002, x2 test) and CYP27B1 rs4646536 (p=0.014, x? test), while significant
association with age was observed for Apal SNP (p=0.049, x?2 test). Smoking was
associated with Taql polymorphism (p=0.039, x2? test), while analysed SNP in

CYP27B1 gene was associated with alcohol consumption (p=0.012, x?2 test). In the



case of clinicopathological variables, statistically significant association was
detected between Taql polymorphism and recurrence (p=0.008, x?2 test).

The statistically significant decrease of oral cancer risk was observed in
heterozygote AG of analysed polymorphism in CYP24A1 gene, in comparison with
wild type AA genotype (OR=0.281, p=0.000).

Patients with FokI ff genotype had a lower survival rate (p=0.012, log-rank
test) compared with heterozygous and mutated genotype combined. A stratified
analysis by the lymph node involvement and tumours stage showed that ff
genotype is associated with poor survival in groups with and without lymph node
involvement (p=0.025, p=0.040, respectively, log-rank test) and in stage III
tumours (p=0.026, log-rank test). Multivariate Cox-regression analysis revealed
that VDR FokI polymorphism could be considered as an independent prognostic

factor.

Conclusions. Analysis of gene polymorphisms involved in vitamin D functioning
and metabolism could provide important information on oral cancer development
and progression. Polymorphism in CYP24A1 gene was significantly associated with
oral cancer development, which could be ca onsequence of its functional effect or
linkage disequilibrium with other polymorphisms in CYP24A1 gene or even with
polymorphisms in the nearby different genes. Besides, this finding indicates that
analysed polymorphism in CYP24A1 gene could be used for predictive purposes.
VDR FokI polymorphism could be considered as a potential molecular marker of
survival and could be used as an independent prognostic indicator. These findings

most probably represent the functional effect of Fokl polymorphism.

Keywords: oral squamocellular carcinoma, single nucleotide polymorphisms, VDR

gene, CYP27B1 gene, CYP24A1 gene.
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1. UVOD



Uvod

Kancer predstavlja vodec¢i uzro¢nik smrtnosti svetske populacije nakon
kardiovaskularnih bolesti (Global Cancer: Facts and Figures, 2011). Takva
statisticka slika je odlika ne samo nerazvijenih i zemalja u razvoju, vec¢ i visoko
razvijenih zemalja, kao Sto su Sjedinjene AmeriCke DrZzave i brojne Evropske
drzave (Jemal i sar., 2011; Petersen, 2008).

Prema definiciji, kancer predstavlja nekontrolisan rast grupe Ccelija,
uzrokovane multiplim promenama koje vode naruSavanju balansa izmedu
proliferacije Celija i ¢elijske smrti (Ruddon, 2007; Schulz, 2007). Karakterisu se
nekontrolisanom celijskom deobom i rastom, gubitkom kontaktne inhibicije,
manjom adhezivno$¢u i moguénoS¢u metastaziranja na udaljena mesta u telu
(Macdonald i sar., 2004; Rudon, 2007). Prema ustaljenoj literaturnoj klasifikaciji,
tumori ili neoplazije (od grcke reci neoplasia-novi rast) se mogu podeliti u dve
glavne grupe: benigne i maligne promene. Benigne neoplazije se odlikuju rastom
unutar jasno definisane fibrozne kapsule i dobrom diferencijacijom, dok, za razliku
od njih, maligne promene invadiraju okolna tkiva, nediferencirane su ili slabo
diferencirane (Mcdonald, 2004; Schulz, 2007). U zavisnosti od porekla celija od
kojih nastaju, maligne neoplazije mogu biti karcinomi (od epitelijalnih celija) ili
sarkomi (od mezenhimalnih celija). Najve¢i procenat humanih maligniteta se
razvija od epitelnog tkiva, pri cemu se karcinomi koji nastaju od ploCastog epitela
nazivaju skvamocelularni karcinomi, od bazalnog epitela- bazocelularni kacinomi,
dok su nastali od Zlezdanog epitela poznatiji kao adenokarcinomi (Ruddon, 2007;
Schulz, 2007).

Klasifikacija tumora se moZe vrSiti na osnovu viSe razlicitih kriterijuma.
Moguée je tzv. histoloSko rangiranje tumora prema stepenu histoloSke
diferencijacije i procene rasta zasnovane na mitotickom indeksu. Pored toga, jedan
od nacina Klasifikacije se zasniva na proceni stepena atipi¢nosti ¢elija i jedra u
odnosu na normalno stanje (Schulz, 2007). Podela se moZe izvrSiti na osnovu
veli¢ine tumora (T1-T4), proSirenosti na regionalne limfne ¢vorove, veliCine, broja
i distribucije invadiranih limfnih ¢vorova (NO, N+) i prisustva udaljenih metastaza
(MO, M+). Poslednji navedeni Kriterijumi za odredivanje stadijuma tumora se
zasnivaju na primeni TNM (engl. Tumor-Node-Metastasis) klasifikacije, koja se

dugi niz godina koristi u cilju odabira adekvatne terapije i prognoze (Lindenblatt i
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sar.,, 2012; Sobin i Wittekind, 2002). Medutim, ova Kklasifikacija pretpostavlja
linearnu progresiju tumora, ¢ime je relativno pojednostavljena i ne uzima u obzir
molekularne promene koje leZe u osnovi neoplasticne transformacije (Ruddon,
2007; Schulz, 2007). Sa brzim razvojem i istrazivanjima iz oblasti molekularne
genetike, moderna onkologija nastoji da poveZe terapiju i prognozu ishoda bolesti
sa proucCavanjem molekularne biologije tumorske celije te da pronade validne
molekularne biomarkere, ¢ime bi do sada koriS¢eni princip TNM Kklasifikacije
pretrpeo izvesne promene i bio unapreden (Burke, 2004). Stoga su brojna
istraZivanja usmerena na pokuSaj integracije bioloSkih-molekularno genetickih
nalaza i klinickog odredivanja stadijuma bolesti, ¢ime bi postojee standardne
klasifikacije tumora bile dopunjene ili izmenjene preciznijim odredivanjem

stadijuma bolesti.

1.1. Oralni skvamocelularni karcinom

Oralni skvamocelularni karcinom (engl. Oral Squamous Cell Carcinoma-
0SCC) koji je, prema podacima Svetske Zdravstvene Organizacije jedanaesto
maligno oboljenje u humanoj populaciji, predstavlja podgrupu karcinoma glave i
vrata (engl. Head and Neck Squamous Cell Carcinoma-HNSCC). ViSe od 90%
maligniteta gornjih disajnih puteva i maksilofacijalne regije su skvamocelularni
karcinomi (Johnson i sar., 2011; Lambert i sar., 2011; Warnakulasuriya 2009). Od
svih karcinoma glave i vrata, 44% Cine karcinomi oralne duplje, u koje spadaju
karcinomi jezika (prve 2/3 jezika), poda usne duplje, tvrdog nepca, usana i bukalne

sluzokoze (Pfister i sar., 2011) (Slika 1.).
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Slika 1. Tumori glave i vrata (preuzeto: Pfister i sar., 2011, modifikovano)

Oralni skvamocelularni karcinomi se KkarakteriSu visokom stopom
mortaliteta, loSom prognozom i porastom incidence u razvijenim zemljama, kao i
medu mladom populacijom i osobama srednjeg Zivotnog doba (Hunter i sar.,
2005). I pored napredaka na polju prevencije oralnih karcinoma, petogodisnja
stopa preZivljavanja je ostala gotovo nepromenjena poslednjih 20 godina (Mascolo
i sar., 2012). Kod pacijenata se i dalje Cesto javljaju regionalni recidivi i udaljene
metastaze (Rene-Lemans i sar., 2011). LoSa prognoza je najverovatnije rezultat
slabog odgovora na postojecu terapiju, uglavnom tumora dijagnostikovanih u
uznapredovalom stadijumu (Mascolo i sar., 2012).

Po pitanju ucestalosti OSCC-a u svetu, zapaZena je razlika u pogledu
geografskih regiona (Slika 2.). Visoka incidenca je karakteristicna za juZnu i
jugoistoénu Aziju (Sri Lanka, Indija, Pakistan, Tajvan), delove zapadne (Francuska)
i istotne Evrope (Madarska, Slovacka, Slovenija), delove Juzne Amerike (Brazil,
Urugvaj, Porto Riko) i Kariba i Melanezija (Papua Nova Gvineja) (Lambert i sar.,
2011; Warnakulasuriya, 2009; Johnson i sar., 2011; Scully i Bagan, 2009). Sto se
tice Evrope, najvisa incidenca je zabeleZena u Francuskoj i Madarskoj, a najmanja u
Grckoj i na Kipru (Warnakulasuriya, 2009). Generalno govoreci, zastupljenost
0OSCC-a je viSa u zapadnoj u poredenju sa isto¢nom i juznom Evropom. Sa druge

strane, podaci GLOBOCAN za 2008 godinu pokazuju da je najviSa incidenca
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karcinoma oralne duplje zabeleZzena u Melaneziji, centralnoj i juznoj Aziji,

centralnoj i isto¢noj Evropi, a najniza u Africi, centralnoj Americi i istocnoj Aziji

medu pripadnicima oba pola (Jemal i sar., 2011; Johnson i sar., 2011).
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Slika 2. Zemlje sa visokom incidencom i mortalitetom od oralnog karcinoma

(preuzeto: Warnakulasuriya, 2009, modifikovano)

Ovakva distribucija zastupljenosti OSCC-a u svetu ukazuje na znacajnu
ulogu etioloskih faktora u razvoju bolesti i to: konzumiranja alkohola, puSenja i
zvakanja duvana. KoriS¢enje genotoksic¢ne biljke betel, u cije se listove umotavaju
mesSavina areka oraha, praha kateha akacije i duvan, je tradicionalni obicaj koji
upraznjava oko 20% svetske populacije pretezno u Indiji, Papua Novoj Gvineji i
Kini, gde je incidenca OSCC-a znacajno viSa u odnosu na ostatak sveta (Scully i
Bagan, 2009; Nair i sar., 2004). NajceS¢a mesta za razvoj lezija u oralnoj duplji su
ventralna strana jezika i pod usne duplje, verovatno zato S$to se upravo u tom
regionu sakupljaju kancerogeni. ZabeleZeno je da se incidenca javljanja kancera
usana smanjuje ve¢ decenijama u Sjedinjenim Americkim Drzavama (Silverman,

2001).
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Prema podacima Republickog Zavoda za zdravlje Srbije, smrtnost od
karcinoma glave i vrata u Srbiji je porasla za 19.1% u periodu od 1977-2000
godine (Broci¢, 2008). Mortalitet od OSCC-a u periodu od 1995-2000 godine iznosi
0.95% ukupnog mortaliteta uzrokovanog malignim oboljenjima, Sto je za 0.20%
viSe u odnosu na period od 1990-1995. Na podrucju grada Beograda, mortalitet od
karcinoma glave i vrata predstavlja 2% svih malignih tumora, pri ¢emu je
zabeleZena tendencija povecanja za 77% u poslednjih dvadeset godina (Brocic,
2008).

Brojnim studijama je pokazano da koriS¢enje duvana i alkohola povecava
rizik za razvoj karcinoma glave i vrata na dozno-zavisan nacin i da su efekti dejstva
ovih faktora sinergisticke, a ne aditivne prirode (Ragin i sar., 2007). Rizik za razvoj
oralnog karcinoma kao rezultat sinergistickog dejstva duvana i alkohola se
procenjuje na preko 80%. Procenjuje se da alkoholic¢ari i pusaci imaju od 40 do 50
puta vedi rizik za razvoj OSCC-a od nepusaca i nealkoholicara (Warnakulasuriya,
2009; Petti i Scully, 2005). Biolosko objasnjenje ovog fenomena leZi u pretpostavci
da etanol ostecuje oralnu mukozu ¢ime bar delimi¢no povecava permeabilnost
mukoze za kancerogene prisutne u duvanu i one koji su proizvod metabolizma
etanola u oralnoj duplji kao npr. acetaldehid (Petti i Scully, 2005; Bro¢ic¢ i sar.,
2011). Smatra se da konzumiranje marihuane takode ima ulogu u razvoju
karcinoma glave i vrata (Hunter i sar., 2005; Johnson i sar., 2011).

LoSa oralna higijena se smatra jednim od potencijalnih etioloskih faktora i
takode moZe imati ulogu u nastanku OSCC-a (Scully i Bagan, 2009). Takode,
ispiranje usne duplje alkoholnim rastvorima je asocirano sa nastankom oralnog
karcinoma.

Razlika u ucestalosti javljanja oralnog skvamocelularnog karcinoma, kao i
stopi prezivljavanja je zabeleZena i medu polovima (Warnakulasuriya, 2009;
Silverman, 2001). Od dijagnostikovanih karcinoma 66-95% je zabeleZzeno medu
pripadnicima muskog pola (Silverman, 2001). U visoko rizi¢nim zemljama kao Sto
su Indija, Pakistan i Banglades, oralni karcinom je najces¢i kod muskaraca i dostize
do 25% svih novo dijagnostikovanih slu¢ajeva kancera (Warnakulasuriya, 2009).
Prema nekim podacima, diskrepanca u oboljevanju od oralnog karcinoma izmedu

polova se polako smanjuje i odnos je blizu 1.8:1 u korist muskog pola, ali polako
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smanjenje razlike se objasnjava pove¢anom i prolongiranom upotrebom duvana i
alkohola medu pripadnicama Zenskog pola (Silverman, 2001). Stopa petogodisnjeg
prezivljavanja od oralnog karcinoma Sirom sveta je manja od 50%, iako Zene
generalno imaju viSu stopu relativnog preZivljavanja u odnosu na muskarce (Ragin
isar., 2007).

Smatra se da su i godine znacajan faktor rizika, na Sta ukazuje podatak da je
oko 90% oralnih karcinoma detektovano kod osoba starijih od 45 godina, Sto se
moZe objasniti prolongiranom izloZenoS¢u sredinskim kancerogenima,
dugogodisnjim puSenjem, konzumiranjem alkohola, izloZenoS¢u virusima, loSom
ishranom (Silverman, 2001). Oko 6% oralnih karcinoma se registruje kod mladih
osoba ispod 45 godina starosti (Warnakulasuriya, 2009). Statisticki podaci
pokazuju da je oko 25% mladih ispod 45 godina Zivota izloZeno nekom od
poznatih faktora rizika (Llewellyn i sar., 2004). Medutim, zabrinjavajuci je podatak
da je incidenca OSCC-a u porastu medu osobama izmedu 20 i 30 godina, koji nisu
izloZeni ni jednom od poznatih faktora rizika, ¢ak i u razvijenim zemljama kao $to
su Sjedinjene Americke Drzave, Velika Britanija i Norveska (Hunter i sar., 2005).

»,Rasa“ i etni¢ka pripadnost mogu biti znacajni za razvoj OSCC-a, Sto zbog
geneticke predispozicije, ali verovatno i socioekonomskih faktora (dostupnost
zdravstvenog sistema, loSa prevencija i rana detekcija kancera). NajviSa incidenca i
stopa smrtnosti od oralnog karcinoma je detektovana medu crncima (Silverman,
2001). Stopa petogodisSnjeg preZivljavanja Afro Amerikanaca iznosi 39.5% Sto je
znacajno manje u odnosu na stopu preZzivljavanja Kavkazijanca od 61.8%. Ovakav
trend petogodiSnjeg preZivljavanja medu ,rasama“ se nije promenio tokom
poslednje tri decenije (Ragin i sar., 2007).

Pored navedenih, znacajan faktor rizika za razvoj OSCC-a je infekcija
humanim papiloma virusom (engl. Human Papilloma Virus- HPV), a posebno
visoko rizi¢nim tipovima HPV16 i HPV18. Oko 20-25% karcinoma glave i vrata
sadrzi onkogene HPV tipove, ali pretezno HPV16 (Ragin i sar., 2007). HPV16 i
HPV18 su detektovani u 30% OSCC-a, dok se ostali visokorizi¢ni tipovi javljaju u
ucestalosti manjoj od 1% kod ovih karcinoma (Ragin i sar., 2007). HPV proteini
odgovorni za poremecenu regulaciju tumor supresorskih funkcija, transformaciju i

stimulaciju rasta koja vodi kancerogenezi, su proteini E6 i E7, produkti virusnih
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onkogena E6 i E7. Naime, kod HPV pozitivnih karcinoma glave i vrata, oko 11-50%
eksprimira E6 i E7 transkripte, Sto ukazuje da prisustvo HPV-a ne podrazumeva
uvek da je virus transkripciono aktivan. Cinjenica da prisustvo virusnih onkogena
E6 i E7 nije detektovano u svim HPV pozitivnim karcinomima ukazuje da HPV
infekcija nije jedini i iskljucivi faktor rizika za razvoja OSCC-a, kako se ispocetka
mislilo (Ragin i sar., 2007).

Sa razvojem nutrigenomike, veliki znacaj se pridaje ishrani, kao vaznom
faktoru za prevenciju razvoja kancera (Ross, 2010; Milner, 2008), pa samim tim i
oralnog karcinoma. Neka istraZivanja procenjuju da je oko 30-40% svih kancera
uzrokovano upravo neadekvatnom ishranom, ali ova procena zavisi i od hrane koja
se koristi i tipa kancera (Davis i Milner, 2007). Ipak, balansirana ishrana i
koriS¢enje namirnica bogatih antikancerogenim i antioksidativnim jedinjenjima,
preteZzno voca i povréa, se smatra bitnim u cilju predupredivanja kancerogeneze
(Lambert i sar., 2011). Procenjeno je da se koriS¢enjem voca i povréa svakog dana
za 50% smanjuje rizik od razvoja oralnog karcinoma (Conway, 2007). KoriS¢enje
voca u ishrani, prevashodno citrusa ima veci protektivni znacaj u odnosu na
ishranu bogatu povréem (Johnson i sar., 2011). Mnogobrojne studije su pokazale
da koriS¢enje folata u znacajnoj meri moZe smanjivati rizik od oboljevanja
(Pelluchi i sar., 2003). Interesantan je podatak da interakcije izmedu nutritivnih
komponenata mogu uticati na podloZnost razvijanja kancera, modifikuju¢i dozu
nutrijenta koji je potreban da bi se ostvario odgovaraju¢i fizioloSki efekat.
Pokazano je da male doze retinoicne kiseline i vitamina D, kada se daju odvojeno,
nemaju efekat na prevenciju kancera dojke, dok pokazuju visok stepen efektivnosti
kada se daju zajedno (Davis i Milner, 2007). Smatra se da je kombinacija koris¢enja
duvana i alkohola, zajedno sa loSom ishranom voéem i povréem, povezana sa
povecanom incidencom HNSCC-a kod mlade populacije (Hunter i sar., 2005).

Ipak, Cinjenica da samo odredeni procenat osoba koji su pod uticajem
poznatih faktora rizika zaista i razvije oralni karcinom, sugeriSe na postojanje
znacajne geneticke osnove (Scully i Bagan, 2007). Interakcije izmedu genetickih,
epigenetickih i sredinskih faktora mogu imati bitnu ulogu u etiologiji oralnog
karcinoma. Sa razvojem personalizovane medicine, velika sredstva se ulazu u

molekularno geneticke studije, koje nastoje da rasvetle uticaj geneticke osnove za
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razvoj razli¢itih bolesti, a pre svega kancera, kao vodeceg uzroc¢nika smrtnosti u
svetu. Pored znacajnih napora uloZenih u karakterizaciju oralnog karcinoma i
hirurSkih zahvata za njihovo uklanjanje, odsustvo rane senzitivnije dijagnostike i
visoka incidenca regionalnog i lokalnog recidiva namece potrebu za detaljnije
ispitivanje molekularnih osnova patogeneze oralnog skvamocelularnog karcinoma.
Identifikacija i uvodenje novih molekularnih markera u dijagnosticke, terapeutske
i prognosticke svrhe bi, potencijalno moglo znaCajno da utiCe na smanjenje

incidence razvijanja bolesti, kao i na uspeSnije medicinske tretmane.

1.1.1. Geneticka osnova oralne kancerogeneze

Oralna kancerogeneza predstavlja heterogeni viSestepeni proces koji se
ogleda u promeni histologije oralnog tkiva, od normalnog, neizmenjenog tkiva ka
hiperplaziji, displaziji, karcinoma in situ i invazivnog karcinoma (Slika 3.)
(Forastiere i sar., 2001; Rene-Leemans i sar., 2011; Choi i Myers, 2008). Neoplazije
se razvijaju klonalno iz transformisanih ¢elija koje su pretrpele brojne geneticke
promene (Lingen i sar., 2011). Do akumulacije genetickih promena dolazi usled
postojanja geneticke predispozicije (velikog broja genetickih i epigenetickih
promena koje mogu voditi genomskoj nestabilnosti, tumorskom razvoju i
progresiji (Mascolo i sar., 2012)), kao i uticaja faktora spoljasnje sredine, gde se
najviSi znacaj pridaje koriS¢enju duvana, alkohola, hroni¢nim inflamacijama i
virusnim infekcijama (Perez-Sayans i sar., 2009; Mascolo i sar., 2012). Molekularno
geneticke promene najceS¢e pogadaju protoonkogene i tumor supresor gene, koji
se mogu inaktivirati ili prekomerno eksprimirati usled mutacija, gubitka
heterozigotnosti (Loss of Heterozygosity-LOH), amplifikacija i/ili delecija i
epigenetickih modifikacija (Perez-Ordonez i sar., 2006; Lingen i sar., 2011). Pored
protoonkogena i tumor supresor gena, geneticke promene pogadaju i druge gene
koji su uklju¢eni u odrzavanje homeostaze, proliferacije i diferencijacije celija.
Promene se mogu detektovati primenom molekularno genetickih tehnika u

svakom od stupnjeva bolesti ili kancerogeneze (Lingen i sar., 2011).
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Slika 3. Hipoteticki model oralne kancerogeneze (preuzeto: Forastiere i sar., 2001,

modifikovano)

Niz hromozomskih promena je brojniji sa svakim narednim histoloskim
stadijumom, pocev od benigne hiperplazije, displazije, karcinoma in situ do
invazivnog karcinoma (Tabela 1.). Promene na hromozomima, ta¢nije LOH 3p, 9p i
17p su najc¢eS¢e na stadijumu displazije, te se stoga mogu smatrati ranim
markerima oralne kancerogeneze, dok je LOH 8p i 13q ces¢i u kasnijim
stupnjevima kancerogeneze (Choi i Myers 2008) (Tabela 1.). Naj¢eS¢a geneticka
promena koja se deSava u ranim fazama progresije je gubitak hromozomskog
regiona 9p21, usled Cega dolazi do inaktivacije p14 i p16 gena, inhibitora ciklin-
zavisnih kinaza koje imaju klju¢nu ulogu u regulaciji Celijskog ciklusa-celijske
proliferacije (Perez-Sayans i sar., 2009). LOH 9p21 regiona je detektovan u
70-80% slucajeva karcinoma glave i vrata (Perez-Ordonez i sar., 2006). Generalno
oralnom karcinomu i njegova delecija je povezana sa loSom prognozom (Scully i
sar., 2000).

Za vecinu oralnih karcinoma II i III tumorskog stadijuma, kao i IV stadijuma
karcinoma glave i vrata, zabelezen je LOH 3p (Scully i sar., 2000), koji predstavlja
drugu po redu najceséu geneticku promenu u oralnoj kancerogenezi, sa
ucestalo$¢u 60-70% (Perez-Ordonez i sar., 2006). Primenom komparativne
genomske hibridizacije je pokazano da se ¢esto desava delecija na hromozomskoj
poziciji 3p14, Sto predstavlja mesto tumor supresor gena kandidata (Hunter i sar.,
2005). Pored ovog regiona, zabeleZen je LOH sledecih regiona: 3p21, 3p22, 3p24 i
3p26 (Perez-Ordonez i sar., 2006). Delecije 2q21-24, 2q33-35 i 2q37 takode
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dovode do gubitka brojnih tumor supresor gena ukljucuju¢i CASP8, CASP10,
BARD1, ILKAP, ING5 i druge (Perez-Sayans i sar., 2009).

Tabela 1. NajceS¢e detektovane genetiCke promene na razliCitim histoloskim

stadijumima oralne kancerogeneze

Stadijum Geneticke promene
LOH 9p21
Inaktivacija p14/p16
Normalna mukoza-hiperplazija Trizomija 7
EGFR

Aktivacija telomeraze

LOH 3p
Hiperplazija-displazija LOH 17p13 (p53 gen)
Tetraploidija

LOH 11q13
LOH 13qg21
Displazija-karcinom in situ del 8p
Aneuploidija
Amplifikacija ciklina D1

del 18q
LOH 10qg23
LOH 3p26
PTEN inaktivacija

Karcinom in situ-invazivni karcinom

Gubitak heterozigotnosti na hromozomskoj poziciji 17p je zabeleZen u
premalignim oralnim lezijama i ranim stadijuma kancerogeneze (Perez-Sayans i
sar., 2009). Polovina od svih karcinoma glave i vrata sadrzi mutaciju u p53 genu
koji se nalazi na hromozomu 17p13 (Perez-Ordonez i sar., 2006). Gubitak funkcije
p53 kao posledica mutacije u ovom genu, rezultira progresijom iz preinvazivnih u
invazivne lezije i znaCajnom povecanju verovatnoce za dalju progresiju bolesti i

losu prognozu (Forastiere i sar., 2001; Scully i sar., 2000).
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U wuznapredovalim tumorskim stadijumima i slabo diferenciranim
karcinomima se Cesto mogu naci druge aberacije, kao Sto je gubitak alela na
pozicijama 5q21-22, 22q13, 4q, 11q, 18q i 21q (Perez-Sayans i sar., 2009).

Analiza genske ekspresije, microarray metodom, je pokazala da postoji
statisticki znacajna razlika u ekspresiji cak 426 gena, od kojih je 322 (75.58%)
imalo povecanu, a 104 (24.42%) smanjenu ekspresiju u zdravom tkivu u
poredenju sa tumorskim tkivom pacijenata sa dijagnostikovanim oralnim
karcinomom (Perez-Sayans i sar.,, 2009). lako je drugim studijama pokazana
izmenjena ekspresija drugih gena, interesantno je da je bioloska funkcija
analiziranih gena u obe studije bila identicna. U oralnim karcinomima je
zabeleZena povecana ekspresija CCND1 gena, koja moZe dovesti do povecane
ekspresije proteina ciklina D1 koji je asociran sa pove¢anom stopom metastaza u
limfnim ¢vorovima i loSom prognozom u ranim stadijumima oralnog tumora
(Perez-Sayans i sar., 2009). Amplifikacija 11q13 i povecana ekspresija ciklina D1 je
registrovana u 30-60% slucajeva karcinoma glave i vrata (Perez-Ordonez i sar.,
2006).

Epigeneticke promene takode imaju izuzetno vaznu ulogu u multistepenom
procesu oralne kancerogeneze (Mascolo i sar., 2012; Supic i Magié, 2009).
Epigeneticke promene obuhvataju nasledne modifikacije u genskoj ekspresiji bez
promene primarne DNK sekvence i to: metilaciju DNK, histonsku modifikaciju i
uticaj regulatornih nekodiraju¢ih RNK na gensku ekspresiju (Herman i Baylin,
2003; Supic i Magié, 2009). Geni koji su hipermetilovani u oralnom karcinomu su
ukljuceni u Sirok spektar cCelijskih procesa, kao Sto su regulacija Celijskog ciklusa
(p15, p16), apoptoza (p14, DAPK, p73, RASSF1A), Wnt signalni put (APC, WINF1,
RUNX3), ¢elijska adhezija (E-kadherin) i popravka DNK (MGMT i hMLH1) (Mascolo
i sar., 2012; Perez-Sayans i sar., 2009). Za razliku od drugih genetickih promena,
epigeneticke promene su potencijalno reverzibilne.

Sto se ti¢e molekularno geneti¢kih promena koje se javljaju kod mladih
pacijenata u odnosu na starije, zabeleZena je znacajno viSa ucestalost
mikrosatelitske nestabilnosti (kratkih varijabilnih ponovaka na DNK) kod mladih
osoba (88%) u poredenju sa starijom grupom pacijenata (36%) (Wang i sar.,

2001). Medutim, mehanizam mikrosatelitske nestabilnosti u karcinomima glave i
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vrata i oralnog karcinoma nije do kraja rasvetljen, s obzirom da nisu detektovane
mutacije i metilacija promotora gena ukljuenih u reparaciju DNK molekula
(Perez-Ordonez i sar., 2006).

Saznanja iz oblasti humane molekularne i populacione genetike imaju veliki
uticaj na medicinske nauke i praksu. Razumevanje molekularnih puteva ukljucenih
u nastanak bolesti, omoguc¢ava nalaZenje novih ciljeva za leCenje. Istovremeno,
mogucnost predikcije podloZnosti bolesti, kao i klasifikacija bolesti u subtipove na
osnovu geneticke informacije, ¢e rezultovati poboljSanim medicinskim tretmanom
i veCom upotrebom farmakogenetike u individualnom le¢enju. U tom smislu je
vazno uzeti u obzir varijabilnost humanog genoma, a posebno najzastupljenijeg
tipa varijabilnosti: polimorfizme nukleotidne sekvence.

Pored prethodno navedenih detektovanih genetickih promena koje se
nalaze u osnovi oralne kancerogeneze, postavlja se pitanje da li postojanje
genetickih varijacija odredenih gena u humanom genomu moZe imati uticaj na

razvoj oralnog karcinoma.

1.2. Polimorfizmi nukleotidne sekvence

Geneticke varijacije u humanom genomu se mogu podeliti na Ceste i retke
varijante, na osnovu razlike u ucestalosti najredeg ili minor alela (engl. Minor
Allele Frequency- MAF) u humanim populacijama. Ceste geneti¢ke varijante se jo$
nazivaju i polimorfizmi.

Pod genetickim polimorfizmom se podrazumevaju alelske varijante koje se
javljaju stabilno u populaciji u ucestalosti koja je dovoljno velika da se ne smatra
samo proizvodom mutacionog procesa i generalno je vec¢a od 1%, za razliku od
retkih varijanti gde je uCestalost najredeg alela manja od 1% (Frazer i sar., 2009).
U humanom genomu su najzastupljeniji polimorfizmi nukleotidne sekvence (engl.
Single Nucleotide Polymorphism- SNP) (Frazer i sar.,, 2009). SNP predstavlja
geneticku promenu ili varijaciju u sekvenci DNK u jednom od cetiri nukleotida u
genomu, koji se razlikuje izmedu jedinki iste vrste ili parova hromozoma iste

jedinke. Rezultatima sekvenciranja je procenjeno da humani genom sadrzi
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najmanje 11 miliona SNP-ova, pri ¢emu oko 7 miliona ima ucestalost minor alela
preko 5%, a ostatak izmedu 1-5% (Frazer i sar., 2009). Prema procenama, otprilike
jedan na svakih 500-1 000 nukleotida u humanoj DNK moZe biti SNP. Ako se uzme
u obzir veli¢ina humanog genoma od 3.2 milijarde baznih parova, procenjeno je da
oko 1 milion razlika, koje postoje izmedu dva genoma, predstavljaju rezultat
postojanja SNP-ova, $to Cini oko 85% geneticke varijabilnosti kod coveka. Takode
je vazno napomenuti da postoje varijacije izmedu humanih populacija, tako da SNP
aleli koji su Cesti u jednom geografskom regionu ili etnickoj grupi mogu biti mnogo
redi u drugoj.

SNP moZe postojati unutar promotorskog regiona, egzona (kodirajuceg
regiona gena), introna (nekodirajuceg regiona gena) ili intergenskih regiona.
Interesovanje istraZzivaca je posebno fokusirano na SNP-ove pronadene unutar
kodirajuce sekvence, jer je verovatnije da oni menjaju bioloSku funkciju proteina.
Medutim, SNP-ovi unutar kodiraju¢eg regiona gena ne menjaju neizbezno redosled
amino Kkiselina kodiranog proteina, zbog izrodenosti genetickog koda. SNP-ovi
identifikovani unutar introna imaju verovatno manji bioloski efekat. Polimorfizmi
nukleotidne sekvence unutar promotorskog regiona su najucestaliji.

Kada je re¢ o nomenklaturi SNP-ova, u najSiroj upotrebi je oznacavanje
pozicije nukleotida od startnog mesta transkripcije, pri ¢emu negativan predznak
ukazuje da se polimorfizam nalazi u promotorskom regionu, a pozitivan da je u
intronu ili egzonu. U danaSnje vreme je daleko zastupljenije obelezavanje
polimorfizama na osnovu jedinstvenog registarskog broja, takozvani rs broj (engl.
Reference SNP ID number), na osnovu koga se moZe pretrazivati u dostupnoj SNP

bazi podataka (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP).

Pored SNP-ova postoji jako veliki broj retkih ili de novo varijanti jednog
nukleotida. Na primer, bilo koji izmenjeni bazni par koji je kompatibilan sa Zivotom
se moze pronaci u najmanje jednom od 6.7 milijardi ljudi na Zemlji (Frazer i sar.,
2009).

SNP-ovi blisko locirani na hromozomu se mogu nalaziti u vezanoj
neravnotezi (videti sledece poglavlje).

Na osnovu podataka dobijenih analizom SNP-ova, moze se dosta saznati o

evolucionoj proslosti humanih populacija. Istovremeno, takvi podaci predstavljaju
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i bogat izvor za razvijanje posebne grane medicine tzv. geneticke medicine. Naime,
postojanje razli¢itih varijacija sekvence DNK kod ljudi moZe imati izvesne
posledice po pitanju podloZnosti bolestima, odgovoru na patogene, hemikalije,
lekove, vakcine i druge agense. Poznavanje i proucavanje SNP-ova predstavlja
znacajan izvor za razumevanje geneticke osnove velikog broja sloZenih bolesti.
Genomskim studijama asocijacije (engl. Genome Wide Association Studies- GWAS)
se ispituju povezanosti odredenih alelskih varijanti sa rizikom tj. podloZnoS$c¢u
razvijanja bolesti. Stoga se smatra da su SNP-ovi klju¢ u omogucavanju realizacije
koncepta personalizovane medicine, te se u danasnje vreme rapidno povecava broj
biomedicinskih istrazivackih radova koji imaju za cilj determinaciju polimorfizama
koji bi imali ulogu izvesnih molekularnih markera i vaZnih terapeutskih i

prognostickih faktora.

1.3. Gametska neravnotezZa vezanosti

Pod konceptom gametske neravnoteZe vezanosti (engl. Linkage
Disequilibrium- LD) se podrazumeva neslucajna asocijacija alela/polimorfizama na
razli¢itim lokusima i njihova vezana, zajednic¢ka segregacija u gamete (Collins,
2008; Slatkin, 2008; Wall i Pritchard, 2003). Ovaj termin su prvi put upotrebili
naucnici Lewontin i Kojima jo§ 1960. godine. Tokom osamdesetih godina XX veka,
interesovanje za LD je naglo poraslo. Tako je jedan od zadataka prve faze
internacionalnog HapMap projekta bilo rasclanjivanje genoma u grupe visoko
vezanih SNP-ova koji se nasleduju zajedno (tzv. LD ili haplotipski blokovi)

(www.hapmap.org). U drugoj fazi je predstavljeno da se velika vecina SNP-ova

moZe svesti na oko 550 000 LD blokova kod individua Evropskog i Azijskog
poreklai1 100 000 LD blokova kod individua Africkog porekla. Generalno gledano,
koncept LD-a nam daje uvid u populacionu proslost, mapiranje gena koji su u
asocijaciji sa kvantitativnim osobinama i naslednim bolestima, kao i razumevanje
evolucije vezanih setova gena.

Prema velicini haplotipski blokovi kod ljudi variraju od nekoliko kb do viSe

od 100 kb (u proseku oko 50 kb), pri ¢emu su kra¢i blokovi karakteristi¢ni za
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Africke populacije i generalno za izolovane populacije (Collins, 2008; Slatkin,
2008). Haplotipski blokovi su predstavljali iznenadujuce otkrice velikog prakti¢nog
znacaja za mapiranje naslednih bolesti. Otkricem haplotipskih blokova je pokazano
da LD blokovi zauzimaju mnogo vece hromozomske distance, tako da testiranje
jednog SNP-a unutar jednog bloka na asocijacije sa bolestima moze biti dovoljno da
ukaZe na postojanje asocijacije sa svakim SNP-om u datom bloku (Collins, 2008).
Ocigledan je prakti¢ni znacaj, s obzirom da se primenom navedene logike smanjuje
broj SNP-ova koji bi trebalo da budu testirani u uzoracko-kontrolnim studijama
asocijacije sa bolestima.

NajvaZzniji parametri za merenje jaCine LD-a su r2i D. Obe mere mogu imati
vrednosti u rangu od 0 (odsustvo vezanosti-neravnoteZe) do 1 (potpuna vezanost-
neravnoteza) (Wall i Pritchard, 2003). Danas je dostupan veliki broj programa za
merenje jacine LD-a, haplotipske analize i procene haplotipskih ucestalosti u
grupama nesrodnika uzoracko-kontrolnih studija (Barrett i sar.,, 2005; Fallin i

Schork, 2000).

1.4. Vitamin D

Vitamin D je otkriven krajem XIX veka, zahvaljuju¢i sprovodenju brojnih
eksperimenata koji su imali za cilj pronalazenje uzrocnika bolesti rahitisa. JoS od
pocCetka XIX veka je bilo poznato da se nastanak rahitisa moZe preduprediti
izlaganjem SuncCevom zracenju. Nemacki naucnici su 1919. godine pokazali da se
za leCenje rahitisa moze koristiti i veStacko ultravioletno zracenje. 1923. godine je
naucno potvrdeno da se vitamin D moZe stvarati izlaganjem 7-dehidroholesterola
Suncevom ili veStaCkom ultravioletnom zracenju. Ova moguénost produkcije
vitamina D usled izlaganja SunCevom zracenju i metabolizma do steroidnog
hormona, ukazuje da nije re¢ samo o vitaminu, ve¢ i o0 hormonu (Dusso i sar.,
2005).

Struktura vitamina D je poznata od pocetka XX veka (Lin i White, 2003). Re¢
je o steroidnom molekulu, preciznije sekosteroidu, koji se u prirodi javlja u dve

forme: vitamin D3 (holekalciferol) i vitamin D> (ergokalciferol) (Bikle, 2009; Vuolo
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i sar.,, 2012). Holekalciferol je animalnog porekla i produkuje se u koZi pod
dejstvom Suncevog zracenja, dok se ergokalciferol produkuje kod biljaka i kvasaca
od biljnog sterola ergosterola (Bikle, 2007).

Vitamin D se moZe apsorbovati iz namirnica koje su bogate vitaminom D
(masne ribe, kao Sto su : losos, tuna; riblje ulje, jetra, Zumance jajeta, sir, suSene
pecurke, itd) (Davis i Milner, 2011; Kemmis i sar., 2006). U mnogim zemljama,
medu kojima je i Srbija, brojne namirnice, kao Sto su mleko, mlecni proizvodi,
margarini, cerealije su obogacene vitaminom D, ¢ime se moZe znacajno povecati
unos ovog vitamina (Davis i Milner, 2011). Nakon II svetskog rata, obogacivanje
namirnica vitaminom D nije bilo adekvatno praéeno i kontrolisano, Sto je vodilo
intoksikaciji vitaminom D i hiperkalcemiji, prvenstveno kod dece. Upravo zbog
toga, mnoge Evropske drzave su uvele zabranu obogac¢ivanja namirnica vitaminom
D (Field i Newton-Bishop, 2011).

Najpoznatija fizioloSka uloga koju vitamin D ima je regulacija transporta
kalcijuma i fosfata kao i uloga u mineralizaciji kostiju. Znacaj ove funkcije je
pokazan eksperimentima na nokaut (engl. knockout) miSevima deficijentnim za
neki od gena koji su klju¢ni za metabolicki put vitamina D. Gubitak tih gena kod
miSeva je rezultirao abnormalnom morfologijom kostiju (Deeb i sar., 2007).
Medutim, novije opservacije epidemioloskih, biohemijskih i molekularno
genetickih studija ukazuju da vitamin D zapravo ima plejotropnu ulogu u regulaciji
diferencijacije i proliferacije cCelija, kao i programirane Celijske smrti- apoptoze,
modulaciji imunskog odgovora i kontrolisanju endokrinog sistema (Deeb i sar.,,
2007; Lin i White, 2003, Dusso i sar., 2005; Bikle, 2009). S obzirom da vitamin D
ucestvuje u regulaciji proliferacije i diferencijacije brojnih ¢elijskih tipova, sve se
viSe ispituju mogucénosti potencijalnog koriS¢enja vitamina D i/ili njegovih
sintetickih analoga u terapeutske svrhe, kao antikancerogenih agenasa i
modulatora imunoloske funkcije.

Prema aktuelnim podacima, veliki procenat svetske populacije ima
deficijenciju vitamina D, oko milijardu ljudi Sirom sveta (Ramagopalan i sar., 2010;
Aung i sar., 2009; Dusso i sar., 2005) ukljucujuéi stanovnistvo Severne Amerike i
Evrope, Sto je posledica ishrane siromasne vitaminom D, ali i izbegavanje suncanja

i koriScenja zaStite od Sunca, koja u potpunosti moze da blokira fotosintezu
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vitamina D (Dusso i sar., 2005; Garland i sar., 2004). Upravo ovakvi epidemioloski
nalazi dovode u opravdanu sumnju vezu izmedu vitamina D i podloZnosti
razvijanja razlicitih tipova karcinoma, kao Sto su kolorektalni karcinom, kancer
dojke, prostate, oralni karcinomi (Deeb i sar., 2007,), ali i sa razvojem
autoimunskih bolesti, respiratornih infekcija, hipertenzije, kardiovaskularnih
bolesti i dijabetesa tip 1i Il (Dusso i sar., 2005; Vuolo i sar., 2012). Znacaj vitamina
D u prevenciji kancera je pokazan mnogobrojnim epidemioloskim studijama u
kojima je primecena asocijacija izmedu incidence javljanja kancera i stepena
izlaganja Suncu (Aung i sar., 2009).

Kao indikator statusa vitamina D se koristi nivo glavne cirkuliSu¢e forme
vitamina D u plazmi, 25(0H)D3, poznatiji kao kalcidiol (Dusso i sar., 2005), ¢ija je
kolicina oko 1 000 puta visa u odnosu na aktivnu metaboli¢ku formu Kkalcitriol (Lou
i sar., 2004). Uoceno je postojanje veze izmedu niskog nivoa vitamina D u serumu i
povecanog rizika za razvoj razlicitih tipova kancera, a posebno kolorektalnog
karcinoma, kancera dojke i prostate (Deeb i sar., 2007). Takode, poznato je da je
povecanje od 25 nmol/L 25(0OH)D3 asocirano sa 17% smanjenjem morbiditeta i
29% smanjenjem mortaliteta od malignih tumora uopSte, dok je u slucaju kancera
digestivnog sistema zabelezno ¢ak 45% smanjenje smrtnosti (Giovannucci i sar.,
2006). Osobe sa koncentracijom kalcidiola od 82 nmol/L su imale 50% manji rizik
za razvoj kolorektalnog karcinoma u odnosu na osobe sa nizim nivoom kalcidiola
(Deeb i sar., 2007; Gorham i sar., 2005). Pacijenti sa dijagnostikovanim ne-
sitnocelijskim karcinomom pluca, u ranom stadijumu, sa visokom koncentracijom
25(0H)D3 i visokim unosom vitamina D u toku lecenja, su imali bolje ukupno
prezivljavanje i duZi period bez pojave recidiva (Zhou i sar, 2007). Kod Zena je
nizak nivo cirkuliSu¢e forme vitamina D povezan sa povecanim rizikom za
nastanak kancera dojke (Alimirah i sar., 2011). Takode, kod Zena u postmenopauzi
sa ranim kancerom dojke je registrovan nizak srednji nivo 25(0H)D3 i njegovih
prekursora u serumu, dok je dalje smanjenje nivoa serumskog 25(0OH)D3 u
korelaciji sa progresijom bolesti i pojavom metastaza. Pored toga, nizi nivo
serumskog 25(0OH)D3 je naveden kao faktor rizika za razvoj kolorektalnog
karcinoma i kancera prostate (Osborne i Hutchinson, 2002). Svi ovi podaci jasno

ukazuju da je nizak nivo vitamina D vazan faktor rizika za razvoj maligniteta.
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Veé neko vreme je poznato da postoje znacajne rasne/etnicke razlike u
nivou vitamina D u serumu. Osobe Africkog porekla imaju oko dva puta niZi nivo
25(0H)D3 u serumu u poredenju sa individuama Evropskog porekla (Roff i sar.,
2008; Garland i sar., 2004). Afro Amerikanci imaju niZi prosecni nivo 25(0H)D3 u
poredenju sa Kavkazijancima iz Sjedinjenih Americkih Drzava, pri ¢emu se
insuficijencija vitamina D krec¢e u opsegu od 40-80% (Signorello i sar., 2011). U
poredenju sa belcima, kod Afro Amerikanaca je znacajno visa ucestalost karcinoma
kolona, prostate i dojke, Sto se dovodi u vezi u vezu sa niZim nivoom vitamina D u
cirkulaciji, ali ukazuje i na izvesnu ulogu polimorfnih varijanti u genima ukljucenih
u put metabolizma vitamina D, koji mogu imati uticaj na ispoljavanje ovih razlika
(Roff i sar., 2008).

Da bi bio fizioloski aktivan i obavljao sve prethodno navedene bioloske
funkcije, vitamin D se prevodi u metabolicki aktivhu formu, 1a25(0H)2Ds3,
poznatiju kao kalcitriol, koji se sintetiSe od nativne forme vitamina D koja je

prisutna u provitaminskoj formi u nasem organizmu.
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1.4.1. Sinteza i metabolizam vitamina D

Vitamin D je prisutan u humanom organizmu u provitaminskoj formi,
7-dehidroholesterol (7-dehidroholekalciferol), u ¢elijama bazalnog sloja koZze.
Sinteza metabolicki aktivne forme, kalcitriola, predstavlja viSestepeni kompleksan

fotohemijski proces (Slika 4.).
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Slika 4. Fotohemijski proces sinteze aktivne forme vitamina D od

7-dehidroholesterola

Kao $to je reCeno u prethodnom poglavlju, vitamin D3 se moZe unositi u
organizam i ishranom namirnicama koje sadrze vitamin D (jaja, riba, namirnice
obogacene vitaminom D) (Slika 5.). Smanjeno Suncevo zraCenje predstavlja bitan
ogranicavajuci faktor za sintezu vitamina D. Pod dejstvom Sunceve svetlosti, B
prsten 7-dehidroholesterola se otvara, te tako dobijen pre-vitamin D3 izomerizuje

do vitamina D3 termo-senzitivnim procesom, ali ne katalitickim procesom.
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Pokazano je da je formiranje pre-vitamina D3 relativno brzo i da dostize
maksimum tokom nekoliko sati (Bikle, 2009). Medutim, prilikom duZeg
vremenskog izlaganja Sunevom zracenju pre-vitamin D3 se konvertuje do bioloski
neaktivne forme lumisterola (Bikle, 2009).

Konformacione promene vitamina D3, dobijenog izomerizacijom pre-
vitamina D3 omogucuju vezivanje za vitamin D vezuju¢i protein i transport
krvotokom do jetre (Slika 5.). U mitohondrijama jetre se holekalciferol hidroksiluje
pomocu enzima 25-hidroksilaze (25(0H)-aza, kodiran genom CYP27A1), koja
dodaje OH grupu na 25-i ugljenikov atom, ¢ime nastaje 25-hidroksiholekalciferol
(25(0H)D3), poznatiji kao kalcidiol. Regulacija 25-hidroksilacije vitamina D je slabo
regulisana i nivo porasta 25(0OH)D3 je u proporciji sa kolicinom uzimanja vitamina
D, zbog cega se upravo nivo 25(0H)D3 u plazmi koristi kao pokazatelj statusa
vitamina D. Tako nastali 25-hidroksiholekalciferol, koji je glavna cirkuliSu¢a forma
vitamina D, se u mitohondrijama proksimalnih tubula bubrega dalje hidroksiluje
pomocu enzima la-hidroksilaze (1a(OH)-aza, kodiran genom CYP27B1),
dodavanjem OH grupe na la ugljenikov atom, Sto rezultira konacniim stvaranjem
aktivnog sekosteroida 1la25-dihidroksiholekalciferola, 1a25(0H);D3, poznatijeg
kao kalcitriol, koji ima bioloSku aktivnost (Slika 5.). Proces 1la-hidroksilacije
25(0H)D3 u bubregu je visoko regulisan i sinteza Kkalcitriola je stimulisana
paratireoidnim hormonom, dok je suprimirana visokim nivoom CaZ?*, P i kalcitriola
(Bikle, 2007). Iako su proksimalne tubule bubrega glavni izvor produkcije
1a25(0H)2D3 u telu, enzim la-hidroksilaza je pronaden i u drugim celijama i
tkivima, kao Sto su: imunske celije, epitelna i mnoga druga tkiva (Bikle, 2007),
kosti i paratireoidna Zlezda (Bikle, 2009), prostata, kolon, dojka, pluca, B-¢elije
pankreasa, monociti (Dusso i sar., 2005). Takvi nalazi su ukazivali na mnogobrojne
potencijalne uloge koje vitamin D moZe imati, pored uloge u regulaciji transporta

P+ i CaZ*i mineralizacije kostiju.
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Slika 5. Sematski prikaz metabolizma vitamina D

Ogranicavaju¢i korak u anabolizmu i bioloSkoj aktivnosti Kkalcitriola
predstavlja 24-hidroksilacija 25(0OH)D3 i 1a25(0H)2D3 enzimom 24-hidroksilazom
(24(OH)-aza, kodirana CYP24A1 genom) do metabolita 24,25(0H)2D3 i
1a24,25(0H)3D3. 1a24,25(0H)3D3 je deset puta manje aktivan u poredenju sa
1a25(0H)2Ds3, ¢ija dalja oksidacija vodi progresivnom gubitku bioloSke aktivnosti i
produkcije hidrofilnih kalcitroi¢nih kiselina koje ¢e biti ekskretovane (Lin i White,
2003; Vuolo i sar.,2012). MiSevi kojima nedostaje funkcionalan gen koji kodira
24-hidroksilazu imaju visok nivo 1a25(0OH)2D3 u serumu, s obzirom na smanjenu
mogucnost da ga degraduju (Dusso i sar., 2005). Aktivnost 24-hidroksilaze je
regulisana reciprotno u odnosu na la-hidroksilazu, tako Sto se aktivnost i
ekspresija povecavaju fosfatom, a smanjuju paratireoidnim hormonom (PTH).
Koncentracija Kkalcitriola je regulisana povratnom spregom, gde povecanje
24,25(0H)2D3 indukuje sintezu kalcitriola 1a25(0H)2D3, dok Ca?*, P* i sam

kalcitriol suprimiraju sintezu. BioloSka aktivnost metabolicki aktivne forme
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vitamina D i njegovih analoga je u korelaciji sa koncentracijom slobodnog vitamina
(Maruyamai sar., 2006).

S obzirom da se sinteza vitamina D u koZi odvija pod uticajem Suncevog
zraCenja, koli¢ina glavne cirkuliSuce forme 25(0OH)D3 u serumu pokazuje sezonsko
variranje, pri Cemu je najviSa koncentracija tokom leta, a najniZa tokom zime i
ranog proleca (Berry i Hypponen, 2011). Na koncentraciju 25(OH)D3 uticu i
geografska Sirina, deo dana i klima. Takode, efikasnija sinteza vitamina D je
zapaZena kod osoba svetlije puti, Sto se smatra adaptacijom i posledicom migracije
tokom evolucije iz suncanih juznih regiona u severne krajeve sa slabijim Suncevim
zraCenjem (Berry i Hypponen, 2011). Pored toga, status vitamina D je u vezi sa
ishranom, koli¢cinom masnog tkiva i fizickom aktivno$¢u. Primeceno je da postoji
veza izmedu redovne fizicke aktivnosti i viSeg nivoa cirkuliSuc¢e forme vitamina D.
Gojaznost je asocirana sa smanjenom koli¢inom 25(0H)D3 (Davis, 2009; Lagunova
i sar., 2009). Naime, gojazne osobe imaju visi sadrzaj masti koje predstavljaju
rezervoar liposolubilnog vitamina D. Oslobadanje vitamina D iz masti se odvija
relativno sporo, Sto zapravo predstavlja bioloSki mehanizam kojim se organizam
Stiti od toksi¢nih efekata aktivne forme vitamina D, zadrZavajuci optimalni nivo u
krvi (Lagunova i sar., 2009). Takode je primeceno da je veza izmedu statusa
vitamina D, gojaznosti i fizicke aktivnosti bila jaca kod belaca u odnosu na Afro
Amerikance (Davis, 2009). Faktori koji imaju veze sa suncanjem (ultravioletno
zraCenje, sezona, vreme provedeno napolju, geografska Sirina), ishrana i druge
karakteristike (godine, gojaznost, rasa, pusacki status, alkohol) doprinose oko 20-
40% na variranje nivoa cirkuliSuce forme 25(0H)Ds3 (Signorello i sar., 2011).

Metabolizam vitamina D moZe biti modifikovan mnogim faktorima ishrane
(kalcijum, soja, folati) (Davis, 2009). Na primer, postoje dokazi da genistein, vazna
bioaktivna komponenta soje inhibira aktivnost 24(OH)-aze, ¢ime se povecava
produkcija i poluzivot kalcitriola u serumu. Kori$¢enje folata u ishrani takode moZze
dovesti do inhibiranja aktivnosti 24(0OH)-aze, kao posledica povecane metilacije

promotorskog regiona i samim tim smanjene ekspresije CYP24A1 gena.
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1.4.2. Transport vitamina D

S obzirom da su metaboliti vitamina D lipofilni molekuli, slabo rastvorljivi u
vodi, dalji transport cirkulacijom se odvija zahvaljujuéi vezivanju za proteine
plazme. U tom smislu je najvazniji vitamin D vezuju¢i protein (engl. Vitamin D
Binding Protein- BDP) koji vezuje metabolite vitamina D slede¢im afinitetom

(Dusso i sar., 2005):

25(0H)D3 = 24,25(0H)2D3> 1a25(0H)2D3 > vitamin D

Nivo BDP-a u plazmi je dvadeset puta viSi nego ukupna koli¢ina metabolita
vitamina D, tako da se preko 99% metabolita vezuje upravo za ovaj protein i
transportuje cirkulacijom (Dusso i sar., 2005; Kochupillai, 2008).

Metaboliti vitamina D vezani za DBP imaju ograniceni pristup ciljnim
Celijama i stoga su manje podloZni hepaticnom metabolizmu i ekskreciji, Sto njihov
cirkuliSu¢i poluZivot ¢ini duZim. DBP prakticno ima ulogu i u zastiti od
intoksikacije vitaminom D. Nivo DBP-a nije regulisan vitaminom D, ali se smanjuje
u slucaju bolesti jetre, nefroti¢nih sindroma i pothranjenosti, dok se tokom
trudnoce povecava i usled koriS¢enja estrogenske terapije (Dusso i sar., 2005).
Ipak, koncentracija 1a25(0H)2D3 ostaje konstantna i usled promenjene kolicine
DBP-a. Raniji dokazi su sugerisali da samo mala frakcija nevezanih metabolita
pasivno prolazi i ulazi u ciljne Celije gde se dalje metabolisu ili ispoljavaju svoju
bioloSku aktivnost. Danas je poznato da 25(0OH)D3 ne ulazi prostom difuzijom u
Celije proksimalnih tubula bubrega koje sadrZe la-hidroksilazu, ve¢ je ulazak
posredovan DBP receptorom. Megalin je deo kompleksa proteina koji ima ulogu u

olaksanoj endocitozi (Slika 6.).
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Slika 6. Ulazak 25(0OH)D3 u proksimalne tubule bubrega posredstvom receptora

megalina (preuzeto: Dusso i sar., 2005, modifikovano)

Po ulasku u celiju DBP se degraduje, oslobadaju¢i 25(OH)D3 za dalju
metabolicku  obradu enzimom la-hidroksilazom ili  24-hidroksilazom.
Translokacija 25(0OH)D3 u mitohondrije predstavlja olakSan, pre nego pasivan
mehanizam. COOH terminus megalina interaguje sa bar dva intracelularna vitamin
D vezujuca proteina (engl. Intracellular Vitamin D Binding Proteins-IDBP) IDBP-1 i
IDBP-3. Zapravo IDBP-3 interaguje direktno sa la-hidroksilazom. Prekomerna
ekspresija IDBP-3 u Celijama koje eksprimiraju megalin povecava ulazak 25(0H)D3

u mitohondrije, gde se vrsi hidroksilacija.

1.4.3. Intracelularni signalni putevi vitamina D

Steroidni hormoni imaju ulogu hemijskih glasnika u velikom broju vrsta i
cilinih tkiva za prenoSenje signala koji rezultuju generisanjem brzih genomskih
odgovora. Sposobnost steroidnih hormona, ukljucujuéi i vitamin D da generiSe
bioloske odgovore je odredena prisustvom njihovih receptora u odredenim ciljnim
organima i tkivima (Norman, 2006). Kalcitriol je konformaciono fleksibilan
molekul koji u€estvuje u stimulaciji brze intestinalne apsorpcije Ca2*, sekrecije

insulina u -Celijama pankreasa, otvaranje jonsko zavisnih kanala za kalcijum u
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osteoblastima, brze migracije endoteliajalnih ¢elija i mnoge druge (Norman, 2006).
Klasi¢ni signalni put vitamina D se odvija, kao i za sve steroidne molekule, preko
jedarnog receptora za vitamin D (engl. Vitamin D Receptor-VDR), koji je ujedno i
transkripcioni faktor. Postoji takode i veliki broj dokaza za ucesce citoplazmatskih
puteva u koje su ukljuceni citoplazmatski i membranski receptori koji su nezavisni
od jedarnog VDR receptora. Stimulacija ovih puteva rezultira post-translacionim
efektima, koji se brzo deSavaju, tokom nekoliko minuta, ali takode mogu imati i
genomske efekte, koji se ostvaruju nakon nekoliko sati ili dana (Osborne i

Hutchinson, 2002).

1.4.4. Bioloske funkcije vitamina D

BioloSke funkcije vitamina D se mogu podeliti u dve grupe: klasi¢ne i
neklasi¢cne. Pored toga Sto je od davnina poznato da vitamin D ima ulogu u
regulaciji metabolizma kalcijuma i fosfata, Sto bi predstavljalo klasi¢nu funkciju, jos$
od 1980. godine je poznato da metabolicki aktivna forma vitamina D ima
potencijalno antiproliferativno dejstvo i uticaj na diferencijaciju celija. Naime,
1981. godine je pokazano da 1a25(0H);D3 u nanomolarnoj koncentraciji inhibira
klonalnu proliferaciju humanih c¢elijskih linija leukemije i podstice diferencijaciju
normalnih i mijeloidnih prekursora prema zrelijim, manje agresivnim
fenotipovima (Thorne i Campbell, 2008). Ovim rezultatima je pokazano da
1a25(0H)2D3 moZe biti potencijalno koristan za tretman leukemija i drugih
mijeloproliferativnih bolesti. Antineoplasti¢na aktivnost 1a25(0H)2Ds3 je pokazana
i uin vitro i in vivo studijama na raznim malignim ¢elijskim tipovima razvijenih od
razliCitih tkiva, kao Sto su leukemije, kolon, prostata, dojka (Bouillon i sar., 2008).
Mehanizmi koji leZe u osnovi ovog procesa nisu u potpunosti rasvetljeni, ali je
pokazano da se smanjenje Celijskog rasta odvija preko brojnih ¢elijskih puteva,
ukljuCuju¢i zaustavljanje Celijskog ciklusa, indukciju apoptoze i izmenjenu
aktivaciju signalizacije fakora rasta (Deeb i sar., 2007; Cui i Rohan, 2006).
Neklasi¢ne funkcije vitamina D su predstavljene na Slici 7. Efekat vitamina D na

apoptozu, invaziju malignih Celija, metastazu i angiogenezu se intenzivno proucava
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(Osborne i Hutchinson, 2002). Indukcija programirane celijske smrti doprinosi
antineoplasti¢noj aktivnosti kalcitriola, ali i inhibicija angiogeneze i invazivnosti
mogu doprineti antitumorskoj aktivnosti (Ali i Vaidya, 2008). Protektivna uloga
vitamina D u nastanku kancera je potvrdena postojanjem asocijacija izmedu pojave

kancera prostate, dojke, kolorektalnog kancera i deficijencije vitamina D.

ka4 Inhibicija proliferacije
e ]

/// Indukcija diferencijacije

Kalcitriol

Indukcija apoptoze

Antiangiogeneza

-l Sprecavanje metastaze
Slika 7. Neklasicne funkcije metabolicki aktivne forme vitamina D-kalcitriola

U predstojecem tekstu ¢e biti prikazani samo neklasi¢ni vidovi aktivnosti
metaboliCki aktivne forme vitamina D i to molekularni mehanizmi kojima vitamin
D uti¢e na celijski rast, invaziju malignih celija, indukciju apoptoze i inhibiciju

angiogeneze .
1.4.4.1. Celijska proliferacija

Kalcitriol, 1a25(0H)2D3, utice na proliferaciju i diferencijaciju brojnih
¢elijskih tipova koji eksprimiraju receptor za vitamin D. Efekat 1a25(0OH)2D3 na
¢elijski ciklus je pokazan na malignim ¢elijama u kulturi in vitro i u in vivo modelu
skvamocelularnih karcinoma (Nagpal i sar., 2005). Centralni efekat na proliferaciju
vitamin D ostvaruje u G1/S kontrolnoj tacki Celijskog ciklusa (Slika 8.). Generalno

je prihvaceno stanoviSte da velika vecina kancera poseduje aberacije upravo u

27



Uvod

ovoj kontrolnoj tacki. Kada se celija nalazi u G1 fazi, G1/S kontrolna tacka je
blokirana nefosforilisanom formom proteina retinoblastoma (Rb), koji vezuje i
inaktivira transkripcione faktore, npr. E2F (Slika 9.). Transkripcioni faktor E2F je
esencijalan za sintezu DNK u S fazi i neophodan je za regulaciju proteina potrebnih
za progresiju iz G1 u S fazu Ccelijskog ciklusa. Fosforilacija Rb proteina ciklin
zavisnom kinazom 4 (CDK4), CDK®6 ili CDK2 uklanja inhibitorni efekat i oslobada
transkripcione faktore (Slika 8., Slika 9.). Ciklin zavisne kinaze se aktiviraju jedna
po jedna ciklinima i to ciklinom D i E. CDK su inhibirane sa dve klase CDK
inhibitora (p15, p16) koji odvajaju ciklin od ciklin-CDK kompleksa i cip-kip
proteina (npr. p27, p21), koji zarobljavaju ¢eliju u G1 fazi. Kombinovanim
delovanjem ovih ,cuvara“ celijskog ciklusa, proliferacija celija kancera je
onemogucena. 1a25(0H);D3; indukuje gensku transkripciju inhibitora ciklin
zavisnih kinaza p21 (WAF1/CIP1), Sto se smatra dovoljnim za zaustavljanje rasta i
podsticanje diferencijacije (Slika 10.). Pretpostavlja se da vitamin D moZe direktno
stimulisati transkripcionu aktivnost p21, s obzirom da su u genu koji kodira za p21
CDK inhibitor identifikovani VDRE elementi (Liu i sar., 1996). Pored toga, kalcitriol
indukuje sintezu i/ili stabilizaciju inhibitora ciklin zavisne kinaze p27 (KIP1)
(Lamprecht i Lipkin, 2003; Ylikomi i sar., 2002; Jensen i sar., 2001; Hansen i sar.,
2001). PoviSen nivo p27 je zabeleZen u slucaju Celija karcinoma glave i vrata koje
su tretirane kalcitriolom (Lin i White, 2003). Od svih regulatora celijskog ciklusa,
samo za p2l je pokazano da podleze efektu kalcitirola in vivo. Naime, nakon
davanja kalcitriola tokom tri dana miSevima sa skvamocelularnim karcinomom,
uoCena je znacajna redukcija veli¢ine tumora, Sto je bilo u vezi sa povecanjem
nivoa p21 (Hershberger i sar., 2000).

Takode, pokazano je da kalcipotriol, analog kalcitriola povecava ekspresiju
p21 u normalnoj ljudskoj koZi (Deeb i sar., 2007). S obzirom da je uticaj vitamina D
na Celijski ciklus posredovan Rb proteinom, poviSena ekspresija ili
hiperfosforilacija Rb proteina moZze uticati na efekat vitamina D (Lou i sar., 2004;
Ylikomi i sar., 2002). Pored toga, glavna cirkuliSuc¢a forma vitamina D, 25(0H)Ds3, u
koncentraciji koja je niska da aktivira receptor za vitamin D, moZe zaustaviti rast

Celijama koje eksprimiraju la-hidroksilazu. Kalcitriol takode vrSi negativnu
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kontrolu ekspresije ciklina D, klju¢nog regulatora Ccelijskog ciklusa, cija je

ekspresija Cesto znacajno poviSena u tumoru kolona (Lamprecht i Lipkin, 2003).

~— . CiklinA

'
K

I

Slika 8. Faze i regulacija progresije Celijskog ciklusa

G1 ( '
\Rby x Represijagenas faze

Fosforilacija Rb proteina
&
S Aktivacija gena S faze

Slika 9. Pojednostavljeni prikaz regulacije G1/S kontrolne tacke c¢elijskog ciklusa
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Slika 10. Inhibitorni efekat vitamina D na ¢elijski ciklus (slika radena po uzoru na

Lamprecht i Lipkin, 2003).

Sumirano, vitamin D ima inhibitorni efekat na G1/S kontrolnu tac¢ku i moze
potpuno zaustaviti Celijski ciklus u toj tacki multiplim mehanizmima (Carlberg i
Seuter, 2009; Stewart i Weigel, 2004). Glavni efekat 1a25(0H)2D3 je regulacija
inhibitora CDK i regulacija aktivatora. Kada su razliciti tipovi ¢elija kancera izloZeni
vitaminu D, dolazi do smanjenja broja celija koje se nalaze u S fazi, praceno
akumulacijom velikog broj ¢elija u G0-G1 fazi. Koli¢ina ¢elija koje se nalaze u G2
fazi ili fazama mitoze se ne menja usled tretmana vitaminom D (Hansen i sar.,
2001). Kalcitriol moZe imati indirektni efekat na regulaciju ¢elijskog ciklusa. Tako
na primer 1a25(0OH):D3 dovodi do povecanja ekspresije IGFBP3 gena (engl.
Insuline Like Growth Factor Binding Protein 3) i transformisanja TGFB3-SMAD3
signalne kaskade, Sto dovodi do inhibicije proliferacije epitelijalnih ¢elija (Deeb i
sar., 2007; Lamprecht i Lipkin, 2003). U LNCaP ¢elijskim linijama kancera prostate,
IGFBP3 je neophodna komponenta koja zajedno sa Kkalcitriolom indukuje
zaustavljanje Celijskog ciklusa povecanjem ekspresije p21/WAF1 (Lou i sar., 2004).

[ako je u prethodnom tekstu dat pregled nacina na koji kalcitriol vrsi
inhibiciju proliferacije, smatra se da se precizni molekularni mehanizmi
antiproliferativnog dejstva kalcitriola razlikuju od jednog do drugog tumorskog

tipa.
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1.4.4.2. Diferencijacija

Da li je indukcija celijske diferencijacije vitaminom D posledica blokiranja
progresije cCelijskog ciklusa ili je obrnuto, predmet je mnogobrojnih rasprava.
Istovremeno se postavlja pitanje da li se ova dva procesa uopste mogu razdvojiti ili
su Cak potpuno nezavisni. Prema jednom stanovistu, diferencijacija je ocigledno
povezana sa Celijskim ciklusom i asocirana sa usporavanjem celijskog ciklusa, npr.
poviSenom ekspresijom p21, koji ima inhibitorni efekat na ¢elijsku proliferaciju,
Sto samim tim moZe podsticati diferencijaciju. Medutim, neki smatraju da
antiproliferativni i prodiferencirajuc¢i efekti 1a25(0H)2D3 nisu povezani, te da
manje koncentracije kalcitriola, koje su dovoljne da indukuju diferencijaciju ¢elija,
istovremeno mogu indukovati proliferaciju, pre nego da je inhibiraju (Osborne i
Hutchinson, 2002).

Bez obzira na stavove, veliki je broj dokaza koji govore da je vitamin D
povezan sa indukcijom procesa diferencijacije. U normalnim celijama,
1a25(0H)2D3 podstice diferencijaciju keratinocita od epidermalnih prekursora
(Reichrath i sar., 1999), monocita-makrofaga od mijeloidnih progenitora i
osteoklasta od mononukleusnih prekursora (Osborne i Hutchinson, 2002). Studije
genske ekspresije u cCelijama kancera, microarray metodom, su pokazale da
kalcitriol deluje na maligne celije karcinoma glave i vrata, kolona i prostate
inicirajuéi diferencijaciju (Lin i White, 2003; Deeb i sar., 2007). Celije karcinoma
glave i vrata, tretirane analogom kalcitriola, EB1089, su pokazivale poviSenu
ekspresiju nekoliko gena koji su ukljuceni u proces celijske diferencijacije (cistatin
M, proteaza M, kolagen tip 13, dezmoglein 3) (Lin i White, 2003). U ¢elijama
kancera dojke, tretiranim vitaminom D u in vitro uslovima, uoceno je povecanje
apolipoproteina D, za koji se smatra da je povezan sa stepenom diferencijacije i
klinickim ishodom karcinoma dojke kod Zena (Lopez-Boado i sar., 1997).
Povecanje sekrecije markera diferencijacije, specificnog antigena prostate, je
registrovano nakon izlaganja celija kancera prostate kalcitriolu (Hansen i sar.,

2001).
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1.4.4.3. Apoptoza

Pored antiproliferativnog efekta, sve je ve¢i broj dokaza da kalcitriol
ispoljava antitumorske efekte regulacijom klju¢nih medijatora apoptoze i to
represijom ekspresije antiapoptotskih proteina ili indukuju¢i ekspresiju
proapoptotskih proteina. Indukcija apoptoze nakon tretmana vitaminom D je
pokazana u slucaju kancera dojke, kolona, prostate, kao i melanoma, mijeloma i
glioblastoma (Hansen i sar., 2001). TaCan proces kojim 1a25(0H);D3 indukuje
apoptozu je slabo okarakterisan, ali se pretpostavlja da je re¢ o viSestrukom
mehanizmu. Efekat moZe biti klasifikovan kao indirektni, preko efekta na faktore
rasta ili citokine i njihove receptore, ili direktan, gde se efekat ostvaruje na
molekule koji su deo signalnog puta, Sto rezultira apoptozom. Konacni zajednicki
signalni put apoptoze je kaskada kaspaza. Kaspaze su familija evoluciono
konzerviranih cistein proteinaza, vitalnih citoskeletnih i jedarnih proteina. Put
aktiviranja kaspaza moze biti podeljen u dve glavne grupe: spoljasnji, koji ukljucuje
receptore smrti i unutrasnji put koji ukljuc¢uje mitohondrije.

Spoljasnji put pokretanja apoptoze aktivira receptore uniStenja (celijske
smrti) koji se nalaze na povrsSini Celije i koji ¢e pokrenuti aktivaciju kaspaza (Slika
11.). Protein BID, €lan BCL-2 familije proteina, nakon isecanja od strane kaspaze 8,
se translocira u spoljaSnju membranu mitohondrija i indukuje otpuStanje
proapoptotskih faktora.

Dobro poznat mitohondrijalni sistem ukljucuje BCL-2 familiju, €iji su ¢lanovi
i antiapoptotski (BCL-2 i BCL-X) i proapoptotski (BAX, BID, BAD) molekuli. Smatra
se da se BAX i BAK proteini translociraju iz citoplazme u membranu mitohondrija,
gde oligomerizuju. Efekti BAX i BAK proteina se ogledaju u otvaranju
mitohondrijskih permeabilnih tranzicionih pora (PT), redukciji mitohondrijskog
transmembranskog potencijala, gubitaku kalcijuma i stvaranju reaktivnih vrsta
kiseonika. Posledi¢no, dolazi do otpuStanja citohroma c u citosol, koji indukuje
formiranje kompleksa APAF1 (engl. Apoptotic Protease Activating Factor 1) i pro-
kaspaze 9 u molekularni kompleks apoptozom, Sto dovodi do stvaranja aktivne

kaspaze 9. Kaspaza 9 aktivira kaspazu 3, Sto konac¢no vodi Celiju u apoptozu.
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BCL-2 je inhibitor permeabilne PT pore u membrani mitohondrija. Postoji
nekoliko potvrda da se povecanje odnosa BAX/BCL-2 od strane 1a25(0H)2Ds ili
njegovih analoga, moZe odvijati preko sniZene ekspresije BCL-2 ili preko
translokacije proapoptotskog proteina BAX u mitohondriju. Poznato je da
sfingomijelin-ceramid-gangliozid GD3 signalni put indukuje apoptozu. Agonist
ovog puta je 1a25(0OH)2Ds. Neki podaci ukazuju da vitamin D sniZava ekspresiju
proteina clanova IAP familije, koja je ukljucena u inhibiciju apoptoze. Takode se

razmatra mogucénost direktnog delovanja vitamina D na mitohondrije.

Unutrasnji put Spoljasnji put

Receptor smrti

Stresni stimulusi

i el L Apoptozom
_ Citosol } o
"'. Efekat na b El

. mitohondrije?

-
-
- -
- -
........ l

Slika 11. Proapoptotski efekat vitamina D (preuzeto: Lamprecht i Lipkin, 2003,

modifikovano)

U Celijama kancera dojke 1a25(0H):D3 indukuje apoptozu reciprocnom
modulacijom BCL-2 i BAX. Takode povecava intracelularni kalcijum, koji aktivira
kalcijum zavisne proapoptotske proteaze i kaspaze 12. Prema jednom od

predloZenih mehanizama, Kkalcitriolom posredovana apoptoza u epitelijalnom
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kanceru ovarijuma je povezana sa destabilizacijom iRNK telomeraze reverzne
transkriptaze, ¢ime se apoptoza prakticno pokreée kao posledica sniZene
regulacije telomerazne aktivnosti (Jiang i sar., 2004; Deeb i sar., 2007). Sa druge
strane, 1a25(0H)2D3 Stiti keratinocite od apoptoze indukovane UV zracenjem ili
hemoterapijom. U normalnim tkivima proapoptotske osobine kalcitriola su klju¢ne
u kontroli hiperplasticnog rasta. Uzeto sve zajedno, ovi nalazi ukazuju da vitamin D
ima proapoptotske i antiapoptotske efekte koji su vazni u razvoju i funkciji
normalnog tkiva, kao i indukciji zaustavljanja rasta u kancer i nekancerskim

hiperproliferativnim bolestima.

1.4.4.4. Invazija i metastaza malignih celija

Invazija i metastaza malignih cCelija predstavljaju veliki klini¢ki problem i
glavni uzrok smrti pacijenata obolelih od kancera. Re¢ je o kompleksnim
mehanizmima Kkoji uklju¢uju vezivanje tumorskih ¢elija za komponente
ekstracelularnog matriksa, degradaciju ekstracelularnog matriksa, kretanje
tumorskih celija kroz degradiran prostor, indukciju angiogeneze i proteolitickih
enzima i njihovih inhibitora. Sposobnost tumorskih ¢elija da invadiraju i
metastaziraju zavisi od stepena diferencijacije, s obzirom da su slabo diferencirane
Celije invazivnije u poredenju sa cCelijama koje se nalaze na viSem stupnju
diferencijacije.

Bitna funkcija vitamina D je i spreCavanje invazije malignih celija. Pokazano
je da tretman fizioloskim koncentracijama 1a25(0H);D3 inhibira invaziju brojnih
malignih ¢elijskih tipova, kao Sto su karcinomi prostate, dojke i plu¢a (Osborne i
Hutchinson, 2002). 1a25(0H)2D3 u ¢elijama kancera prostate inhibira migraciju
endotelnih ¢elija (Deeb i sar., 2007). In vivo studijama je pokazano da uvodenje
1a25(0H)2D3 inhibira invaziju malignih Celija kod eksperimentalno indukovanog
kancera besike kod pacova (Konety i sar., 2001). Sto se ti¢e mehanizma, pokazano
je da 1a25(0H)2D3 inhibira serin proteinaze, npr. komponente plazminogen
aktivator sistema i odredene matriks metaloproteinaze i njihove inhibitore koji
imaju vaznu ulogu u invaziji malignih celija. Smanjena ekspresija urokinaza PA i

tipova tkiva PA i povecanje ekspresije PA inhibitora u odgovoru na 1a25(0H)2Ds je
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pokazano u kancer ¢elijama dojke, dok je registrovano smanjenje ekspresije MMP-
2 u kancer celijama prostate i MMP-9 u karcinomima dojke i prostate (Osborne i
Hutchinson, 2002). Sprecavanje metastaze od strane 1a25(0OH);D3 se moZe jo$
objasniti anti-angiogenetskim efektima vitamina D.

Kao posledica tretmana analogom kalcitriola, EB1089, u ¢elijama karcinoma
glave i vrata je pokazana represija ekspresije nekoliko markera ¢elijske progresije
(N-kadherin, tumor antigen L6, tenascin-C) (Lin i White, 2003). Tenascin-C je
ekstracelularni matriks protein sa invazivnim i angiogenetskim aktivnostima koji
je aktiviran u mnogim Ccelijskim tipovima tokom geneze tumora (Osborne i
Hutchinson, 2002). Pokazano je da je transkripcija tenascin-C inhibirana
kalcitriolom u brojnim normalnim, kao i malignim epitelnim humanim i misjim

¢elijskim linijama (Osborne i Hutchinson, 2002).

1.4.4.5. Angiogeneza

Jedna od osnovnih odlika tumorskog rasta je pojacano formiranje krvnih
sudova, procesom koji se naziva angiogeneza. Kalcitriol takode moZe inhibirati
angiogenezu, Cime se efekti vitamina D kao antikancerogenog faktora mogu
zaokruZiti u jednu celinu. In vitro studije su pokazale da 1a25(0OH):D3 inhibira
proliferaciju nekih tipova tumora poreklom od endotelnih ¢elija i da istovremeno
inhibira faktore rasta vaskularnog endotela Cime se intenzitet angiogeneze
smanjuje (Mantell i sar., 2000). In vivo studijama u imunosuprimiranim miSevima,
angiogeneza je indukovana intradermalnim injektiranjem humanih ¢elijskih linija
razli¢itog porekla, a potom inhibirana kalcitriolom, koji je dostavljen sistematski i
u Zivotinje in vivo i u tumorske celije in vitro (Osborne i Hutchinson, 2002).

Pokazano je da 1a25(0H)2D3 povecava nivo iRNK vaskularnog endotelnog
faktora rasta (engl. Vascular Endotelial Growth Factor-VEGF) u glatkim
vaskularnim miSi¢nim ¢elijama i reguliSe nivo iRNK anti-angiogenetskog faktora
trombospondina 1 u SW480-ADH humanim tumorskim ¢elijama kolona (Deeb i
sar., 2007). U ¢elijama skvamocelularnih karcinoma, 1a25(0H)2D3 indukuje sintezu
angiogenetskog faktora IL-8, dok u celijama kancera prostate 1a25(0H):D3

prekida signalni put IL-8, ¢ime inhibira migraciju endotelnih ¢elija (Vuolo i sar.,
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2012; Bao i sar., 2006). Znacajna inhibicija metastaze je postignuta u modelima
kancera prostate i pluca, tretiranih kalcitriolom i ovi efekti se mogu bar delimi¢no

pripisati anti angiogenetskom efektu.

1.4.5. Povezanost geografske Sirine i vitamina D sa nastankom
kancera

Brojnim studijama je pokazano da je porast geografske Sirine, pocev od
ekvatora i smanjenje pigmentacije koZe u znacajnoj vezi sa povecanjem inicidence
za pojavu razlicitih tipova kancera ili pove¢anjem agresivnosti kancera (Osborne i
Hutchinson, 2002; Deeb i sar., 2007; Bouillon i sar., 2006). Ovakva veza se moZe
objasniti smanjenom sintezom vitamina D usled smanjene izloZenosti efektivnom
Suncevom zracenju, kao i koris¢enju zastite od Sunca. Incidenca kancera dojke je
veca u zemljama koje su locirane na ve¢im geografskim Sirinama (Aung i sar.,
2009; Osborne i Hutchinson, 2002) i povecéana je stopa smrtnosti Sto se dodatno
povezuje i sa zagadenjem vazduha odnosno sa oStefenjem ozonskog omotaca
(Gorham i sar., 1989; Osborne i Hutchinson, 2002). Afro Amerikanke imaju loSiju
prognozu karcinoma dojke u poredenju sa belkinjama Amerikankama, dok
Hispano Amerikanke imaju manje agresivnu formu bolesti u odnosu na Afrikanke,
ali agresivniju u poredenju sa belkinjama (Elledge i sar., 1994). U navedenoj studiji
veli¢ina tumora i smanjena ucestalost limfnih metastaza je bila asocirana sa
smanjenom pigmentacijom koze.

PretraZivanjem literature, moZe se naci veliki broj studija koje ukazuju na
povezanost geografskih razlika koje koreliraju sa dostupnos¢u Suncevog zracenja i
incidence nastanka razli¢itih tipova kancera. Na primer, u poredenju sa
Afrikancima iz Nigerije, Afro Amerikanci imaju Sest puta povecan rizik za razvoj
kancera prostate (Osborne i Hutchinson, 2002). Latentne forme kancera prostate
su jednako zastupljene kod afrikanske i kavkazijanske rase. Kod Azijata, rizik za
nastanak kancera prostate je povetan medu migrantima, Sto se povezuje sa

ishranom koja je manje bogata ribljim uljem (Osborne i Hutchinson, 2002).
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Rizik od nastanka kancera kolona i mortaliteta raste sa porastom
geografske Sirine i smanjenjem intenziteta Suncevog zraCenja i u urbanim
regionima je dodatno asociran sa kiselom zagadeno$¢u vazduha (Gorham i sar.,
1989). Znacajan izuzetak je Japan, koji ima relativno nisku incidencu kancera
kolona (Osborne i Hutchinson, 2002).

Ve(i indeks suncanja i izloZenost UV zracenju je imao protektivni efekat za
razvoj kancera prostate (John i sar., 2005). Najveci protektivni efekat je zabeleZen
u slucajevima regularnog suncanja tokom detinjstva.

Na osnovu epidemioloskih podataka, uoCeno je da je promena koliCine
vitamina D asocirana sa pojavom karcinoma dojke, prostate i kolona (Deeb i sar.,
2007). Nekoliko studija je sugerisalo postojanje reciprotne veze izmedu slabog
unosa vitamina D i pojave kolorektalnog karcinoma, Sto drugim studijama nije

potvrdeno (Osborne i Hutchinson, 2002).

1.5. Receptor za vitamin D

Ve¢ tokom druge polovine XX veka, taCnije 1969. godine je potvrdeno
postojanje receptora za vitamin D (engl. Vitamin D Receptor- VDR) u jedrima celija
koje su inkubirane sa radioaktivno obeleZenim 1a25(0H)2D3 (Norman, 2006; Lin i
White, 2003). Receptor je najpre identifikovan u jedrima Ccelija intestinuma
kokoSke, a kasnije i u drugim ¢elijama i tkivima (Osborne i Hutchinson, 2002). VDR
je prisutan u preko 30 tkiva kod coveka (Norman, 2006). Dokaz o prisustvu
receptora za vitamin D u tkivima koja nemaju ulogu u homeostazi mineralnih jona
kalcijuma i fosfata je klju¢no i ukazivalo je na otkri¢e drugih funkcija koje vitamin
D ima.

Receptor za vitamin D pripada superfamiliji steroidnih hormonskih
jedarnih receptora, konzervirane domenske strukture, koji predstavljaju ligande,
aktivatore transkripcionih faktora. Da bi se izmenio nivo transkripcije ciljnih gena,
VDR se vezuje za 1a25(0H)2D3, ¢ime postaje aktivisani transkripcioni faktor koji
dalje interaguje sa koregulatorima i transkripcionim preinicijacionim kompleksom

(Dusso i sar., 2005). U tom smislu, bitno je poznavanje grade receptora zahvaljujuci
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kojoj je moguce obavljanje uloge aktivacije transkripcionih faktora. Receptor je
izgraden od 427 amino Kkiselina, teZzak 100 kDa i velicine 10 nm

(www?2.cnrs.fr/en/1961.htm). Kristalna struktura VDR-a je prikazana na Slici 12.

Slika 12. Kristalna struktura receptora za vitamin D

(Preuzeto: www.drnickcampos.com /health-newsletter/VitD.html)

Humani VDR protein ima domensku strukturu, koja je, kao i kod drugih
jedarnih receptora organizovana u pet regiona (A-E) (Slika 13.). Ligand vezujuci
domen (engl. Ligand Binding Domain-LBD) se nalazi na COOH-terminusu VDR
molekula i odgovoran je za visoko afinitetno vezivanje kalcitriola, 1a25(0OH)2Ds.
Druge metabolicke forme kalcitriola: 25(0OH)D3 i 24,25(0H)2D3 se vezuju sa 100
puta manjim aviditetom. Naime A prsten kalcitriola sadrzi 1a hidroksilnu grupu
zahvaljuju¢i kojoj se vrsi vezivanje za VDR. Afinitet za vezivanje liganda nije
apsolutni pokazatelj transkripcione aktivnosti VDR-a aktiviranog ligandom.
Intracelularni vezujuci proteini koji posreduju u isporucivanju liganda ka i od VDR
receptora mogu menjati stepen vezivanja odnosno asocijacije liganda i VDR-a. Na
COOH kraju ligand vezuju¢eg domena se nalazi ligand zavisni aktivator funkcije 2
(AF2) (Slika 13.), koji ima glavnu ulogu u ostvarivanju konformacionih promena
trodimenzionalne strukture VDR-a i koji je esencijalan za aktivaciju transkripcije

(Lin i White, 2003; Dusso i sar., 2005). Ovaj aktivacioni korak je neophodan za
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pokretanje motornih proteina koji su odgovorni za brzo translociranje

citoplazmati¢nog VDR molekula do jedra pomoc¢u mikrotubula (Dusso i sar., 2005).

“Zinc finger”

A
NH,- O O -COOH

A/B D " AF2

ﬂb \_'_J L . )

AF1  pNg vezujuci domen Ligand vezujuti domen

Slika 13. Sematski prikaz grade VDR receptora

DNK vezuju¢i domen (engl. DNA Binding Domain-DBD) je visoko
konzerviran medu steroidnim jedarnim receptorima i nalazi se u C regionu VDR
proteina (Slika 13.). DBD je organizovan u dva ,Zn-zinc“ modula. ,Zinc finger” je
DNK vezuju¢i motiv koji je odgovoran za visoko afinitetnu interakciju sa
specificnim DNK sekvencama u promotorskom regionu ciljnih gena, nazvanih
vitamin D elementi (engl. Vitamin D Response Elements- VDRE). Inace, mutacije u
»zinc finger” regionu humanog VDR-a rezultuju u defektnom vezivanju za DNK i
posledi¢no najtezim klinickim fenotipovima rezistencije na vitamin D.

Na N terminalnom kraju VDR proteina, u okviru A/B domena se nalazi
ligand zavisni transaktivacioni domen AF1 (Slika 13.), koji ima bitnu ulogu u
ostvarivanju tkivno specificne funkcije steroidnih receptora (Orlov i sar., 2012;
Carlberg i Seuter, 2009). S obzirom da je A/B domen relativno kratak u VDR
proteinu, funkcija AF1 moZe biti ograni¢ena (Amano i sar., 2009).

VDR protein se moZe naci i u citoplazmi i jedru, ali se akumulira u jedru
nakon vezivanja Kkalcitriola (Hansen i sar., 2001). Slicno drugim jedarnim
receptorima, VDR funkcioniSe kao heterodimer sa c¢lanovima familije receptora:
retinoid X receptorima (engl. Retinoid X Receptor-RXR) (Slika 14.). Asocijacija
VDR-a sa RXR-om podrazumeva dimerizaciju povrsine u tri razlicita domena VDR
molekula i indukuje VDR konformaciju koja je neophodna za transaktivirajucu
funkciju VDR-a, kao i visokoafinitetno vezivanje za DNK (Dusso i sar., 2005; Lin i

White, 2003). Vezivanje kompleksa kalcitriol-VDR-RXR za VDRE uzrokuje savijanje
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DNK za 55 stepeni iz horizontalnog poloZaja, ali veza izmedu savijanja DNK u VDR
posredovanoj transkripciji je joS uvek nejasna. RXR se vezuje za 5 kraj, a VDR sa 3’
kraj VDRE elemnata unutar promotora.

VDRE elementi se sastoje od dva heksanukleotidna ponovka koja su
razdvojena varijabilnim brojem nukleotida (npr. GGTCCA-N-GGTCCA, gde je N broj
nukleotida) (Orlov i sar., 2012; Amano i sar., 2009). Najces¢i VDRE tip, DR3, sadrzi
dva ponovka konsenzus sekvence AGGTCA, medusobno odvojenu sa tri nukleotida
(Slika 14.). Ova sekvenca usmerava VDR-RXR heterodimer do promotorskog

regiona ciljnih gena kalcitriola.

Helix 12

<«—Ligand vezuju¢i domen

.— DNK vezujuci domen

| i |

m\m VDRE . ]@m\@%

AGGTCA-3N-AGGTCA

Slika 14. Sematski prikaz vezivanja VDR-RXR heterodimera za DR3 VDRE element

promotora ciljnog gena

VDR vezuju¢i element DR3 je identifikovan u velikom broju regulatornih
regiona mnogih gena, izmedu ostalog u CYP24A1 genu. Drugi tip VDRE, IP9 se
sastoji od dve invertovane palindromske sekvence odvojene sa devet nukleotida.
Interesantno je da su VDRE elementi gena cija je aktivnost suprimirana VDR-u
slicnim DR3 sekvencama koje su detektovane u genima Cija je transkripcija
indukovana vitaminom D. Stoga se dugo postavljalo pitanje koji mehanizam
zapravo odreduje da li ¢e genska transkripcija biti suprimirana ili indukovana
kalcitriolom. Otkri¢e interakcije VDR-a sa jedarnim koregulatornim molekulima

daje novi uvid u nacine za pozitivnu i negativnu regulaciju transkripcije
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posredovane VDR-om. Dva domena VDR-a imaju ulogu adaptorne povrSine za
jedarne proteine neophodne za interakciju VDR-a sa koregulatorima. Prvi je RXR
heterodimerizuju¢i domen, visoko konzerviran medu jedarnim receptorima, koji
formira deo vezujuce povrSine sa transkripcionim koaktivatorima. Drugi domen je
prethodno opisani AF2, koji prolazi kroz veliku konformacionu promenu nakon
vezivanja liganda, izlaZu¢i helix 12 (Slika 14.) Sto omogucava regrutovanje VDR
interagujucih proteina, tacnije otpuStanje korepresora i vezivanje koaktivatora
(Orlovisar., 2012).

Koregulatori se mogu podeliti u tri funkcionalne grupe:

1) kompleks koregulatora koji regulise transkripcionu aktivnost direktnom
interakcijom sa transkripcionim faktorima i RNK polimerazom II

2) kompleks koji ucestvuje u modifikaciji histonskih repova acetilacijom i
deacetilacijom

3) kompleks ukljucen u ATP zavisno remodelovanje hromatina.

Citav kompleksni put regulacije genske transkripcije posredovane VDR-om
bi se mogao ukratko predstaviti na sledeci nacin (Slika 15.): 1a25(0H)2D3 disocira
sa vitamin D vezujuceg proteina u cirkulaciji, ulazi u €eliju i vezuje se za receptor
za vitamin D, koji se nalazi u citosolu i/ili jedru (Osborne i Hutchinson, 2002). Ovo
ligandno vezivanje dovodi do konformacionih promena u samom receptoru,
izlazu¢i povrSinu za vezivanje koregulatornih faktora i dimerizaciju sa RXR-om,
koji je podreden, ali obavezan c¢lan za potpunu transaktivaciju VDR-a.
Heterodimerni kompleks kalcitriola i receptora za vitamin D, nakon vezivanja za
retinoid X receptor interaguje sa regionima DNK, VDRE elementima preko
promotora ciljnih gena, Sto za ishod ima aktivaciju ili represiju transkripcije.

Kontrola transkripcije zahteva dodatno regrutovanje koregulatora (Bikle, 2009).
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10,25{OH),D,

CYP24A1
~ SPP1

Slika 15. Regulacija genske ekspresije posredovane VDR-om (Preuzeto: Deeb i sar.,

2007, modifikovano)

Put transkripcione aktivacije ukljucuje vezivanje koaktivatora SRC1 (ili
SRC2, SRC3), NcoA62-SKIP i histonskih acetiltransferaza: CBP-p300 i PBAF-SWI-
SNF, koji vrsi acetilaciju histona u nukleozomu i oslobada DNK za transkripciju.
Kada se hromatin dekondenzuje, VDR-interagujuc¢i proteini (DRIP) formiraju
kompleks koji se vezuje za AF2 domen VDR receptora. DRIP205 interaguje
direktno sa VDR-om, tj. AF2 domenom. Ovaj DRIP kompleks, koji se sastoji od oko
15 proteina predstavlja most izmedu VDR-a i transkripcione masinerije, s obzirom
da interaguje sa transkripcionim faktorima, ukljucujuéi transkripcioni faktor 2B
(TF2B) i RNK polimerazu II, ¢ime se inicira transkripcija (Slika 15.). Dakle, jedarni
koaktivatori sinergisticki deluju sa VDR-om i znacajno amplifikuju gensku

transkripciju (Dusso i sar., 2005).
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U slucaju transkripcione represije posredovane VDR-om (Slika 15.),
vezivanje VDR-RXR kompleksa za VDRE elemente regrutuje korepresor VDIR,
disocijaciju histonskih acetiltransferaznih koaktivatora i regrutovanje korepresora
histonskih deacetilaza (HDAC, NcoR-SMRT), koji odrzavaju hromatin u
transkripciono neaktivnom stanju. Ovi molekuli onemogucavaju oslobadanje
hromatina i samim tim vezivanje proteina (TATA vezujuc¢ih proteina), koje je
obavezno za inicijaciju transkripcije ciljnih gena pomoc¢u RNK polimeraze II.
Williams sindrom transkripcioni faktor (WSTF) pojaCava represiju tako Sto
interaguje sa multifunkcionalnim ATP-zavisnim hromatin remodeluju¢im
kompleksom (WINAC). To vodi represiji gena, medu kojima je i CYP27B1 gen.
Jedan od komodulatora NcoA62 /Skip ima bifunkcionalnu ulogu i moze ucestvovati
u transkripcionoj inicijaciji ili supresiji, zavisno od tipa Ccelije i ekspresije
koregulatornih molekula.

Iako je VDR jedarni receptor, zabeleZeno je njegovo prisustvo i u citoplazmi,
tako da je pored genomskih signalnih puteva vitamina D, poznat i negenomski put
aktivacije. Naime, kalcitriol se moZe vezati za citosolni i membranski VDR (koji je
naden u kalveolama), koji e se potom translocirati u jedro, ¢ime se generiSe niz
signala koji vode transkripcionoj represiji ili aktivaciji. U kancer ¢elijama kolona,
citosolni pul VDR-a moZe brzo aktivirati intracelularne signalne kaskade (u
odgovoru na tretman kalcitriolom), $to na kraju pojacava transkripcionu regulaciju
jedarnog VDR-a (Srinivasan i sar., 2011).

Sumirano, glavne faze VDR kontrole genske transkripcije podrazumevaju

(Dusso i sar., 2005):

1. Vezivanje liganda 1a25(0H)2D3

2. Heterodimerizacija sa RXR

3. Vezivanje heterodimera za VDRE elemente u promotoru gena koji reaguju
na 1a25(0H)2D3

4. Regrutovanje koregulatora u transkripciono preinicijacioni kompleks koji

pojacava ili suprimira nivo genske transkripcije
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Iz svega do sada navedenog je jasno da je dinamicna i koordinisana
interakcija VDR-a i koregulatora (koaktivatora i korepresora) odgovorna za
efikasnu regulaciju transkripcije (Dusso i sar., 2005; Amano i sar., 2009).

PocCetkom 2012 godine, tim strucnjaka sa Instituta za Genetiku, Univerziteta
u Strazburu je predstavio po prvi put trodimenzionalnu strukturu ovog receptora u
visokoj rezoluciji (Orlov i sar., 2012) (Slika 16.). Pre ovog prikaza istraZivaci su
preteZno proucavali samo prethodno opisana dva dela receptora za vitamin D i to
DNK interagujuci region i vitamin D vezuju¢i domen, cija je struktura prou€avana
primenom tehnika kristalografije. Ovi, prilicno novi nalazi nam daju nove i
preciznije informacije o funkcionisanju receptora. Otkrivaju nam da VDR i njegov
spartner RXR formiraju otvorenu strukturu sa vitamin D vezuju¢im domenom
skoro perpendikularnim sa DNK vezuju¢im domenom. Ovakva struktura ukazuje
da postoji kooperacija izmedu dva domena koji zajedno mogu, sa visokim nivoom

preciznosti vrsiti regulaciju ekspresije ciljnih gena.

Ligand vezujuéi domen-LBD
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Slika 16. 3D struktura receptora za vitamin D i RXR receptora (preuzeto: Orlov i

sar., 2012, modifikovano)

Prema literaturnim podacima, transkripcija preko 200 gena je regulisana
kompleksom VDR-RXR (Field i Newton-Bishop, 2011). lako veliki broj gena moZe
biti regulisan vitaminom D, samo nekolicina njih sadrZzi VDRE elemente u
promotorskom regionu i moze biti pod direktnom transkripcionom kontrolom

vitamina D (Lamprecht i Lipkin, 2003). Medutim, noviji podaci govore da je
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identifikovano ¢ak 2 776 VDR vezuju¢ih mesta u genomu nakon stimulacije
kalcitriolom, primenom metode masivnog paralelnog sekvenciranja (Ramagopalan
i sar,, 2010). Povecano VDR vezivanje je identifikovano u intronskim regionima
(36%) i intergenskim regionima (28%). Pored toga je zabeleZeno 229 gena sa
znacajnim promenama nivoa ekspresije u odgovoru na vitamin D (Ramagopalan i
sar., 2010). Identifikovana VDR vezujuca mesta su lokalizovana u blizini gena za
koje je pokazano da su asocirani sa nastankom kancera i autoimunskih bolesti
(Ramagopalan i sar., 2010). Broj malignih celija koje eksprimiraju VDR je, prema
trenutnim podacima, veliki (Carlberg i Seuter, 2009). Vitaminom D posredovana
represija ili aktivacija specificnih protoonkogena ili tumor supresornih gena, koji
su vezani za proliferaciju i diferencijaciju, je primecena u velikom broju zdravih i
tumorskih tkiva. Vezivanje kalcitriola za VDR ¢e stimulisati ekspresiju inhibitora
Celijskog ciklusa p21 i p27 i ekspresiju molekula celijske adhezije, E-cadherina
(Palmer i sar., 2001) i inhibirati transkripcionu aktivnost (-katenina (Bikle, 2009).
U Kkeratinocitima, koji eksprimiraju VDR (Reichrath i sar., 1999), kalcitriol ima
ulogu u reparaciji DNK oStecenja uzrokovanih UV zracenjem, redukuje apoptozu i
povecava ekspresiju p53 gena (Bikle, 2009). 1a25(0H):D3 pospeSuje
diferencijaciju keratinocita i inhibira njihovu proliferaciju, Sto ukazuje na
potencijalni znacaj kalcitriola u tretmanu skvamocelularnih karcinoma glave i
vrata uopsSte, pa samim tim i oralnog karcinoma (Nagpal i sar., 2005). U epidermisu
se proliferacija deSava u bazalnom sloju i diferencijacija zapocCinje po izlasku
keratinocita iz bazalnog sloja. Kalcitriol ogranicava proliferaciju u bazalnom sloju i
indukuje ekspresiju gena za produkciju permeabilnih barijera. Diferencijalna
distribucija koaktivatora (DRIP i SRC3) unutar epidermisa omogucuje kalcitriolu
da vrsi prethodno navedene funkcije (Bikle, 2009). Svakako niz razlicitih bioloskih
uloga koje kalcitriol ostvaruje je mogu¢ zahvaljujuci postojanju VDR receptora, koji

prenosi signale na prethodno opisan kompleksan nacin.
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1.5.1. Gen za receptor za vitamin D

Gen koji kodira receptor za vitamin D (VDR gen) je smeSten na poziciji
12q12-14 (Slika 17.) i sastoji se od preko 100 kb (Denzer i sar., 2011; Rukin i

Strange, 2007). VDR gen se sastoji od Sest promotorskih regiona, alternativno

splajsovanih netranslatiranih egzona 1a-1f i osam protein
kodirajuc¢ih egzona 2-9 (Slika 18.) (Rukin i Strange, 2007;
Deeb i sar., 2007). Region koji se nalazi uzvodno od
egzona 1a, sadrzi GC bogata ostrvca i ne sadrZzi TATA blok.
DNK-vezuju¢i domen VDR receptora, odgovoran za visoko
afinitetnu interakciju sa VDRE elementima promotorskog
regiona u ciljnim genima, je kodiran egzonima 2-4. Ligand

vezuju¢i domen VDR proteina je kodiran egzonima 6-9 i

odgovoran je za visoko afinitetno vezivanje kalcitriola

(Slika 18.) (Rukin i Strange, 2007)

Slika 17. Pozicija VDR gena

(preuzeto:www.ghr.nlm.nih.gov/gene/VDR)

Promotoerskiregion DNK vezujudi Ligand vezujuéi
domen domen
A A A

( \
-~ 1e 1ald 1b x5 le 7 o\ yuTR

N
A

D B ) (A

3'

8

Il T
Bsml Taql Paly A
Apal

Slika 18. Sematski prikaz grade VDR gena sa LD blokovima i pozicijama najce$ce

proucavanih SNP-ova

Do sada je, prema nekim podacima, otkriveno preko 470 polimorfizama
nukleotidne sekvence u humanom VDR genu (Davis i Milner, 2011; Rukin i Strange,
2007). Unutar razli¢itih populacija postoje varijacije u ucestalosti alela, ali ve¢ina

SNP-ova ima nisku ucestalost Sto ih ¢ini neprakticnim za proucavanje.
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Ispitivanje svih detektovanih SNP-ova bi zahtevalo dosta vremena, ali sa
studijama neravnoteZe vezanosti i identifikacijom LD blokova, proucavanje SNP-
ova nekog gena se svodi na ispitivanje relativno malog broja polimorfizama od
ukupno detektovanih. Unutar VDR gena su identifikovana tri odvojena LD bloka i
imenovana kao A, B i C blok (Slika 18.). Blok A se nalazi na 3" kraju VDR gena
egzona 9 i ¢ini oko 10.5 kb. Blok B sadrZzi egzone 3-9 i ¢ini ga 40.8 kb i sastoji se od
dva odvojena bloka B1 i B2. Blok B i C su odvojeni sa 1.3 kb Sto ukljucuje egzon 2.
Blok C obuhvata nekodirajuc¢e egzone (1la-1f) i sadrzi 92.9 kb. Blok C je takode
podeljen u tri manja C1, C2 i C3 podbloka. Prema nekim istraZivanjima ljudi u
Severnoj Africi i Gambiji imaju razli¢itu distribuciju LD regiona, posebno C1, C2 i
C3 podbloka u poredenju sa Evropskom populacijom (Nejentsev i sar., 2004).
Varijacije u distribuciji LD blokova, koje mogu biti prisutne izmedu rasa, mogu
pomoci u objasnjavanju razli¢itih incidenci javljanja kancera medu rasama, koji su
u asocijaciji sa vitaminom D. NajviSe proucavani SNP-ovi VDR gena se nalaze u B
LD bloku (Bsml i Apal). Dosta je proucavan FokI polimorfizam, detektovan u
egzonu 2, izmedu B i C LD bloka. Ovaj polimorfizam se ne nalazi u LD-u sa ostalim
SNP-ovima u VDR genu.

S obzirom na postojanje alternativnog splajsovanja i/ili alternativnog
koriS¢enja promotorskog regiona, nivo VDR transkripta je tkivno specifican.
Upravo se ovom pojavom moZe objasniti detekcija visokog nivoa ekspresije VDR-a
u metabolickim tkivima, kao Sto su bubrezi, intestinum, koZa i tireoidna zlezda i
umereni nivo ekspresije u ostalim tkivima. Ekspresija VDR gena se moze regulisati
velikim brojem stimulusa, ukljucujuéi estrogen, citokine, faktore rasta (npr. Sp1,
WT1), peptidne hormone i vitamin D (Maruyama i sar., 2006). Faza Celijskog
ciklusa u kom se ¢elija nalazi, kao i stadijum diferencijacije celije takode uticu na
nivo iRNK VDR gena (Osborne i Hutchinson, 2002). Rezultati jedne studije su
pokazali da protein p53 direktno povecava ekspresiju humanog VDR gena
(Maruyama i sar., 2006). Naime, pokazano je da promotorski i intronski regioni
VDR gena sadrZe nekoliko vezuju¢ih mesta za p53. Stoga se smatra da VDR gen ima
potencijalnu tumor supresorsku aktivnost. Cinjenica da je VDR zapravo target gen
p53, ukazuje da to moZe biti jedan od uzroc¢nika disregulacije VDR-a u kanceru

(Maruyama i sar., 2006). VDR putanje se mogu delimicno preklapati sa p53
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putanjama, zato $to je nekoliko nishodnih VDR gena istovremeno meta i p53 (Slika

19.).

Cp21Kip)) creF D

Slika 19. Dijagram zajednickih ciljeva gena p53 i VDR gena (preuzeto: Maruyama i

sar., 2006, modifikovano)

U prisustvu genotoksi¢nih agenasa VDR indukuje ekspresiju ciljnih gena
asociranih sa regulacijom Ccelijskog ciklusa i apoptozom. Razlika u VDR ciljnim
genima pod normalnim i stresnim okolnostima moZe delimic¢no biti objasnjena p53
zavisnom regulacijom VDR proteinske ekspresije idukovane genotoksi¢nim
stresom. VDR ciljni geni mogu biti indukovani stimulacijom vitaminom D u
prisustvu inaktivnog mutiranog p53 ili u celijama deficijentnim za p53 protein
(Maruyama i sar., 2006). Pod normalnim fizioloskim uslovima VDR preferencijalno
indukuje ciljne gene ukljutene u metabolizam kalcijuma i ¢elijsku diferencijaciju
(npr. CYP24A1). U prisustvu genotoksicnog stresa, VDR indukuje ciljne gene
asocirane sa regulacijom celijskog ciklusa i apoptozom.

Jednom studijom je pokazano da je ekspresija VDR gena bila umereno
smanjena u tumoru kolona, pluca i dojke, ali visoko povec¢ana u tumoru ovarijuma

(Maruyama i sar., 2006; Anderson i sar.,, 2006). Odsustvo ili nizak nivo VDR
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ekspresije je u vezi sa loSim preZivljavanjem (Maruyama i sar., 2006). Poznato je da
je tokom tumorske progresije ekspresija VDR gena sniZena, iako regulatorni
mehanizmi VDR ekspresije nisu u potpunosti poznati (Maruyama i sar., 2006).
Ekspresija VDR gena moZe biti sniZena transkripcionim represorom SNAIL
gena (Maruyama i sar., 2006). Visok nivo SNAIL ekspresije je asociran sa Celijskom
dediferencijacijom i niskim nivoom VDR proteina. SNAIL protein interaguje
direktno sa VDR promotorom, suprimiraju¢i mu aktivnost, pri Cemu je

onemogucena indukcija E-kadherina i drugih VDR target gena.

1.5.1.1. Polimorfizmi u VDR genu

Interesovanje za proucavanje polimorfizama u VDR genu se znacajno
povecalo nakon Sto je istrazivanjima pokazano postojanje asocijacije izmedu
odredenih VDR polimorfizama i mineralne gustine kostiju (Osborne i Hutchinson,
2002). Vecina studija ima za cilj pronalaZenje asocijacije izmedu pojedinacnih
polimorfizama ili grupe polimorfizama i fizioloSkih parametara od interesa, i
daleko manji broj studija/analiza se bavi proucavanjem direktnog uticaja alelske
varijante na ekspresiju ili aktivnost VDR proteina. Do sada najviSe proucavani
polimorfizmi se nalaze u intronu 8 izmedu egzona 8 i 9, i nose naziv prema
restrikcionim enzimima: Bsml, Apal, kao i Taql koji se nalazi u egzonu 9. Prema
dosadasnjim saznanjima polimorfizmi Bsml, Apal i Taql, pojedina¢no proucavani,
nemaju uticaja na nivo ekspresije niti aktivnost translatiranog VDR proteina.
Upravo ovakvi rezultati ostavljaju moguénost da su uocene asocijacije ovih
SNP-ova sa bolestima rezultat vezanosti za susedno gensko mesto ili ¢ak drugi gen.
[ako je u VDR genu identifikovan veliki broj polimorfizama nukleotidne sekvence,
samo mali broj njih ima funkcionalni efekat. S obzirom na kompleksnu organizaciju
VDR gena, identifikacija funkcionalnih polimorfizama je poseban izazov.
Funkcionalnost polimorfizama se moZe proucavati na viSe nivoa: iRNK,
proteinskom, ¢elijskom nivou...Poznavanje molekularnih i funkcionalnih posledica
VDR polimorfizama je krucijalno za potpuno razumevanje njihovog znacaja, kao i
potencijalnih asocijacija sa bolestima. Sistemati¢nije prouc¢avanje VDR SNP-ova

unutar populacija bi trebalo da posluzi za trazenje klinicke aplikacije u prevenciji
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ili tretmanu bolesti, kao i predikciji odgovora na terapiju vitaminom D ili njegovim
sintetickim analozima. Aplikativni znacaj proucavanja VDR polimorfizama je
potvrden i primerom da izvesni VDR polimorfizmi uticu na tumorsku progresiju i
tretman tamoksifenom u ranom stadijumu karcinoma dojke (Ylikomi i sar., 2002).

Generalno govoreci, proucavanje funkcionalnih efekata polimorfizama
moZe biti problemati¢no ekstrapolirati na in vivo sistem, s obzirom da se in vitro
studije sprovode u strogo kontrolisanim uslovima, Sto nije sluc¢aj u in vivo
uslovima. Geneticke epidemioloSke studije omogucavaju proucavanje
funkcionalnosti SNP-ova na populacionom nivou. Zapravo, geneticke
epidemioloske studije imaju za cilj proucavanje uloge VDR polimorfizama u relaciji
sa podloZnoS$¢u razli¢itim bolestima, Sto moZe znacajno pomo¢i u otkrivanju
funkcionalnih efekata polimorfizama.

U predstojecem tekstu je dat pregled najproucavanijih polimorfizama u

VDR genu, od kojih su neki obuhvaceni ovom doktorskom disertacijom.

1.5.1.1.1. FoKI (rs2228570)

VDR Fokl (rs2228570) polimorfizam predstavlja supstituciju timina
citozinom (T/C) u startnom kodonu egzona 2 na poziciji +27823, ili prema nekim
podacima +30875. Dobio je naziv po restrikcionoj endonukleazi Fokl, koja se moZe
koristiti za genotipizaciju. Fokl endonukleaza prepoznaje specificnu sekvencu
nukleotida i vrsi isecanje na mestu timina. Prisustvo Fokl restrikcionog mesta (f)
rezultira nastajanjem VDR proteina izgradenog od 427 amino Kkiseline (divlji tip,
engl. Wild Type (wt) ili M1 forma receptora), dok odsustvo restrikcionog mesta (F)
rezultira sintezom kraceg proteina koji se sastoji od 424 amino kiseline (M4 forma
receptora) (Uitterlinden, 2004). Ove izoforme se ne razlikuju prema vezivanju za
DNK, afinitetu za ligand, kao ni heterodimerizaciji sa RXR-om. Medutim, utvrdeno
je da se ove dve varijante medusobno razlikuju prema funkcionalnosti za 1.7 puta
u korist viSe aktivnosti FF varijante (Uitterlinden i sar., 2004; Denzer i sar., 2011).
Naime, prisustvo mutiranog F alela ima umereno viSu transkripcionu aktivnost,
kao i vecu interakciju sa in vitro transkripcionim faktorom 2B (TF2B) (Rukin i

Strange, 2007) u poredenju sa divljim tipom, f alelom (Slika 20.)
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Slika 20. Transkripciona aktivnost razlicitih alelskih varijanti Fokl polimorfizma

VDR gena a) mutirani F alel b) divlji f alel

S obzirom da se nalazi u egzonu 2, izmedu B i C LD bloka, FokI polimorfizam
se moZe smatrati nezavisnim markerom VDR gena, s obzirom da nije u neravnotezi
vezanosti sa do sada poznatim i proucavanim polimorfizmima i da je LD oblast koja
okruzuje ovaj polimorfizam relativno mala (Uitterlinden i sar., 2004).

Fokl polimorfizam, bilo samostalno ili u kombinaciji sa drugim VDR
polimorfizmima je dosta proucavan u studijama rizika za nastanak razlic¢itih tipova
kancera, a posebno kancera dojke. Prema nekim istraZivanjima, Fokl FF genotip je,
zajedno sa ostalim VDR polimorfizmima povecavao rizik za kancer dojke u
Kavkazoidnoj populaciji u Velikoj Britaniji. Sa druge strane, dve druge studije su
pokazale da je kod Zena sa ff genotipom postojala veca podloZnost za kancer dojke
u poredenju sa FF genotipom. Kod Afro Amerikanki FF genotip je bio asociran sa
50% smanjenim rizikom za kancer dojke (Osborne i Hutchinson, 2002) dok druga
istrazivanja nisu pronasla asocijaciju izmedu Fokl polimorfizma i povecanog rizika
za kancer dojke medu Zenama u postmenopauzi. Ovakvi, medusobno konfliktni
rezultati se mogu pripisati maloj veli€ini uzorka i odabira uzorka pacijenata iz

populacije za svaku studiju (Alimirah i sar., 2011).
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1.5.1.1.2. Poly A (rs2544038)

Na 3’-netranslatiraju¢em regionu (UTR) VDR gena je identifikovan
polimorfizam duZine poliadenilatnog repa (poly A), koji se smatra vaznim u post-
transkripcionoj kontroli genske ekspresije (Holt i sar., 2010). Varijante polyA su
klasifikovane prema broju A nukleotida. Ukoliko je broj A nukleotida 217, poly A
varijanta se obelezava kao L (engl. Long) alel, dok u slucaju broja A nukleotida <15
kao S (engl. Short) alel. S obzirom da se nalazi na 3-UTR regionu VDR gena, ne
utiCe na strukturu VDR-a, iako je prema podacima nekih istrazivackih grupa L alel
povezan sa produkcijom iRNK koja je stabilnija i/ili je efikasnije translatirana u
VDR protein nego u slucaju postojanja S alela (Whitfield i sar., 2001). Poly A rep se
nalazi u neravnoteZi vezanosti sa Bsml-Apal-Taql blokom i smatra se da na taj
nacin moze uticati na stabilnost iRNK (Dusso i sar., 2005).

Kada je re¢ o studijama asocijacije, Poly A polimorfizam je znacajno
asociran sa izmenjenim rizikom za nastanak kancera dojke i prostate (Osborne i
Hutchinson, 2002). U slucaju kancera dojke, prisustvo L alela je bilo povezano sa
50% smanjenim rizikom (Osborne i Hutchinson, 2002). Za razliku od kancera
dojke, prisusto L alela je bilo asocirano sa 3-5 puta povecanim rizikom za nastanak

kancera prostate (Ingles, 1997; Taylor i sar., 1996).

1.5.1.1.3. Cdx-2 (rs11568820)

Cdx2 polimorfizam je otkriven najpre u populaciji Japanaca (Uitterlinden i
sar.,, 2004) i predstavlja supstituciju adenina guaninom (A/G) u egzonu le
promotorskog regiona na poziciji +1229. Pokazano je da polimorfizam Cdx2 ima
funkcionalni efekat i izvesni uticaj na ekspresiju VDR gena. Naime, prisustvo
mutiranog alela rezultira nastankom VDR molekula sa defektnim vezuju¢im
mestom za intestin specifi¢ni transkripcioni faktor Cdx2. Prisustvo A alela je
povezano sa vecom aktivnoS¢u u poredenju sa G alelom, u smislu jaceg vezivanja
Cdx2 transkripcionog faktora i viSe transkripcione aktivnosti (Uitterlinden i sar.,
2004). Smatra se da A alel rezultuje viSom transkripcionom aktivnoScu i

povecanjem ekspresije VDR-a, posebno u intestinumu, koji predstavlja glavno
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mesto resorpcije calcijuma (Heist i sar., 2008; Rukin i Strange, 2007). Takode, A
alel je povezan sa povecanom transkripcionom aktivnoséu VDR-a u Caco-2
¢elijskim linijama kancera kolona (Rukin i Strange, 2007). Cdx-2 polimorfizam nije
bio povezan sa preZivljavanjem pacijenata sa ne-sitnocelijskim karcinomom pluc¢a

(Heist i sar., 2008).

1.5.1.1.4. Bsml (rs1544410)-Apal (rs7975232)-Taql (rs731236)

S obzirom da je HapMap projektom utvrdeno da se navedena tri
polimorfizma, locirana na 3" kraju VDR gena nalaze u jakoj neravnoteZi vezanosti
jedan sa drugim, najcesce su i proucavani zajedno. Bsml (rs1544410) predstavlja
zamenu guanina adeninom (G/A) na poziciji +60890 i nalazi se u intronu 8 izmedu
egzona 8 i 9, gde je smeSten i polimorfizam Apal (rs7975232), koji predstavlja
supstituciju citozina adeninom (C/A) na poziciji +61888. U egzonu 9 je detektovan
Taql (rs731236), zamena timina citozinom (T/C) na poziciji +61938.
Funkcionalnim studijama ovih polimorfizama se nastoji utvrdivanje njihovog
uticaja na regulaciju transkripcije, translacije ili RNK procesovanja, ali nisu
dobijeni konzistentni rezultati izmedu razliCitih studija (Barroso i sar., 2008).

S obzirom da su Bsml-Apal-Taql u jakom LD-u, smatra se da ovaj
haplotipski blok ima uticaja na stabilnost iRNK. Dok se Bsml nalazi u slabijoj
neravnoteZi vezanosti sa preostala dva polimorfizma, Apal i Taql se medusobno
nalaze u jakoj vezi. JoS uvek je nerazjasSnjeno kako Bsml i Apal polimorfizam, koji
se nalaze u nekodiraju¢em regionu VDR gena mogu uticati na funkcionalnost i biti
asocirani sa izvesnim bolestima, ali se pretpostavlja da su navedeni polimorfizmi u
LD-u sa jo$ uvek neidentifikovanim funkcionalno vaznim alelskim mestima unutar
VDR gena ili nekog od susednih gena na istom hromozomu, koji mogu imati ulogu
u ispoljavanju fenotipskih osobina ili bolesti i stoga se mogu Kkoristiti kao markeri.

Smatra se da je BAt haplotip povezan sa visSim nivoom ekspresije iRNK nego
baT haplotip, ali ovi rezultati nisu konzistentni medu studijama (Uitterlinden i sar.,
2004). Bsml ne menja strukturu i funkciju produkovnog VDR proteina te se moZze
reci da nema funkcionalni efekat (Raimondi i sar., 2009). Medutim, ustanovljeno je

da je Bsml polimorfizam u neravnoteZi vezanosti sa poly A mikrosatelitom, pa se
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smatra da moZe uticati na stabilnost VDR iRNK (Liu i sar., 2011; Raimondi i sar.,
2009; Uitterlinden i sar., 2004). Analize pojedinacnih polimorfizama pokazuju da je
B alel Bsml polimorfizma asociran sa poviSenom ekspresijom VDR gena i
poviSenim nivoom kalcitriola u serumu (Heist i sar.,, 2008). Sa druge strane,
pokazano je da je smanjenje nivoa ekspresije VDR gena u slucaju kolorektalnog
karcinoma nezavisno od genotipa Bsml polimorfizma (Parisi i sar., 2008).
Skorasnja meta analiza je otkrila da je Bsml polimorfizam asociran sa rizikom
razvijanja kolorektalnog karcinoma (Bai i sar., 2012).

Takode, Taql rezultuje supstitucijom amino kiseline izoleucina metioninom,
za koju se smatra da dovodi do promene VDR funkcije, Sto bi moglo biti povezano

sa razvojem i prognozom kancera (Liu i sar., 2011).

1.5.1.1.5. EcoRV (rs4516035)

Rec je o polimorfizmu koji je relativno retko prouc¢avan u odnosu na ostale
polimorfizme VDR gena. SmeSten u egzonu la promotorskog regiona, rezultuje
izmenom citozina u timin (C/T) na poziciji -1012. Nije poznato da ima funkcionalni
efekat. Studije asocijacije su uglavnom radene u odnosu na karcinome koZe i to
preteZzno melanome. Jednom studijom je potvrdeno postojanje asocijacije izmedu
mutirane varijante EcoRV polimorfizma i rizika od nastanka kutanog melanoma

(Poveyisar., 2007).
1.5.1.1.6.rs11574085

Polimorfizam u VDR genu, koji, prema nasim saznanjima, do sada nikada
nije proucavan u asocijaciji sa karcinomima, pa samim tim ni sa oralnim

karcinomom. Nije poznato da ima funkcionalni efekat. U vezi sa ovim

polimorfizmom je dostupno veoma malo literaturnih podataka.
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1.5.1.2. Ucestalost SNP-ova i haplotipova VDR gena u razlic¢itim populacijama

Nekoliko velikih studija je utvrdilo postojanje etnicke varijabilnosti po
pitanju zastupljenosti VDR polimorfizama. Na primer, divlji alel f Fokl SNP-a se
javlja kod Afrikanaca u manjoj zastupljenosti u poredenju sa Kavkazijancima i
Azijatima, dok je ucestalost B alela Bsml SNP-a mnogo niZa kod Azijata u poredenju
sa drugim populacijama (Tabela 2.) (Kostner i sar., 2009). Bitno je naglasiti da
pored ovih razlika u ucestalosti SNP-ova, funkcionalni efekti polimorfizama se ne
razlikuju izmedu etnickih grupa, prvenstveno zato Sto je fizioloSka uloga vitamina
D ista kod ljudi (Kostner i sar., 2009). Samo 7% Azijata ima SNP na Bsml
restrikcionom mestu, dok 74% Azijata ima polimorfizam unutar Apal restrikcionog
mesta. Generalno govoreci, polimorfizmi nastaju kao slucajne mutacije, Cija se
ucestalost moZe povecavati unutar etnicke grupe do te mere, da bi bila proglaSena
polimorfizmom. Ovim evolucionim procesom se moZe objasniti postojanje razlika

u ucestalosti alela izmedu razlic¢itih etnic¢kih grupa (Uitterlinden i sar., 2004).

Tabela 2. Procentualne zastupljenosti minor alela VDR SNP-ova u razli¢itim

etni¢kim grupama

Etnicka grupa (%)
VDR SNP Minor alel

Kavkazijanci  Azijati  Afrikanci

FokI f 34 51 24
Bsml B 42 7 36
Apal A 44 74 31
Taql T 43 8 31
Cdx2 A 19 43 74

Takode, poznato je da postoje razlike u tipovima kao i ucestalosti javljanja

VDR haplotipova izmedu razli¢itih etnickih grupa (Tabela 3.). Upravo se
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postojanjem ovih razlika mogu objasniti varijacije u podloZnosti bolestima koje su
primecene medu grupama. U tabeli 3. su prikazane ucestalosti javljanja BsmI-Apal-

Taql VDR haplotipova unutar razlic¢itih etnic¢kih grupa.

Tabela 3. Zastupljenost haplotipova u razli¢itim etnickim grupama

Etnicka grupa (%)
VDR Haplotip Haplotip

Kavkazijanci Azijati Afrikanci

baT 43 75 26
Bsml-Apal-Taql BAt 39 7 16
bAT 11 17 59

Najvisa ucestalost baT haplotipa je zabeleZena kod Azijata (75%), za kojima
slede Kavkazijanci (43%) i Afrikanci (26%) (Tabela 3.). Naj¢eS¢i haplotip medu
Afrikancima, bAT, za ucestalo$¢u od 59% se relativno rede sreCe kod Azijata i
Kavkazijanaca. Jasno je da haplotipske ucestalosti izmedu etnickih grupa pokazuju
kompleksan obrazac koji se ne moze izvesti na osnovu poznavanja ucestalosti
pojedinacnih polimorfizama koji ulaze u sastav haplotipskog seta. Naime,
haplotipski set odslikava teoriju “Out of Africa” kojim se opisuje poreklo humanih
populacija Sirom sveta, koje je istovremeno rezultat i interakcije gena i spoljasnje
sredine, u kojima neke odredene varijante mogu imati prednost za prezivljavanje i
reprodukciju (Uitterlinden, 2004). Pored toga, pretpostavlja se da zastupljenost
relativno starih polimorfizama manje varira izmedu razli¢itih etnickih grupa, dok
relativno noviji polimorfizmi mogu pokazivati jako velike razlike (Uitterlinden i
sar., 2004). Na osnovu toga, na primer, Cdx-2 polimorfizam bi se smatrao relativno
novim, a Fokl starim polimorfizmom (Uitterlinden i sar., 2004).

U cilju interpretacije studija asocijacije, moZe se pretpostaviti da
individualni funkcionalni polimorfizmi mogu imati isti efekat u razli¢itim etni¢kim
grupama, jer fizioloSka uloga endokrinog sistema vitamina D nije promenjena

izmedu razlicitih etnickih grupa. To takode predstavlja osnovu za interpretaciju

56



Uvod

ekoloskih studija, gde su alelske ucestalosti izmedu etnickih grupa u asocijaciji sa
razli¢citom incidencom bolesti/fenotipova izmedu tih grupa (Uitterlinden i sar.,
2004). Za nefunkcionalne ili polimorfizme nepoznate funkcionalnosti, situacija je
razliCita zato Sto se u tom slucaju mozemo osloniti na LD u kojima se nalaze
proucavani polimorfizmi da bismo objasnili asocijacije sa bolestima. Na primer,
ako je haplotip 1 asociran sa nekom boles¢u u populaciji Kavkazijanaca i
Afrikanaca, to moZe biti rezultat vezanosti sa potpuno razli€itim funkcionalnim
alelima. Sa druge strane, ako je asocijacija takvog marker-haplotipa primecena kod
Kavkazijanaca, a ne kod Azijata, moZe se pretpostaviti da je LD izmedu markera i
funkcionalnog alela razli¢it medu razli¢itim populacijama. TeSko je razumeti
posledice etnickih varijacija alela, posebno zbog postojanja razli¢itih sredinskih
faktora izmedu grupa, medu kojima su ishrana, Zivotne navike i drugo. Dodatno,
postoje razliCite geneticke osnove izmedu etnickih grupa u kojima VDR
polimorfizmi interaguju jedan sa drugim ili sa drugim genetickim varijantama
drugih gena. U tom smislu je jasan izuzetan znacaj i potreba definisanja
haplotipskih struktura VDR polimorfizama razli¢itih etnickih grupa. Na taj nacin i
sa raspolozivim informacijama o sredinskim faktorima u razli¢itim etnickim
grupama, mozemo u potpunosti razumeti interakcije izmedu gena i spoljasnje

sredine (Uitterlinden i sar., 2004).

1.6. Enzim 1a-hidroksilaza i CYP27B1 gen

Identifikacijom hidroksilnih metabolita vitamina D, ukljucuju¢i glavnu
cirkuliSu¢u formu 25(0OH)Ds3 i metabolicki aktivnu formu 1a25(0H)2D3, zapocinje
istorija proucavanja enzima hidroksilaza vitamina D. Ulogu u anabolizmu odnosno
katabolizmu vitamina D imaju enzimi iz velike familije enzima citohroma P450.
Anabolizam je katalizovan enzimom 1a hidroksilazom (1a(OH)-aza), koji se sastoji

od 508 amino kiselina  (www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP 000776.1).

la hidroksilaza se nalazi na unutra$njoj strani membrane mitohondrija
proksimalnih tubula bubrega, gde vrSi hidroksilaciju kalcidiola 25(0H)D3 na

poziciji 1a, ¢ime nastaje bioloSki aktivna forma vitamina D, kalcitriol. Dakle, re¢ je
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o enzimu koji reguliSe nivo bioloski aktivne forme vitamina D. Na slici je

predstavljena kristalna struktura enzima CYP27B1 (Slika 21.).

Slika 21. Kristalna struktura enzima 1a-hidroksilaze

(Preuzeto:www.bioscience.org/2005/v10/af/1514/

fulltext.asp?bframe=figures.htm&doi=ye)

la hidroksilaza je kodirana CYP27B1 genom Kkoji se nalazi na dugom kraku
hromozoma 12 i poziciji 13.1-13.3 (12q13.1-13.3) prema Entrez Gene bazi (Slika
21.), dok prema Ensembl bazi zauzima 14.1 poziciju dugog kraka hromozoma 12.
CYP27B1 gen se pored renalnih eksprimira u razli¢itim ekstrarenalnim tkivima u
telu (Turunen i sar., 2007), ukljucuju¢i keratinocite, pluca, kolon, makrofage
(ProsseriJones, 2004), prostatu (Holick i sar., 2007) i druga tkiva i organe.

Ekspresija CYP27B1 gena je negativno regulisana kalcitriolom (Turunen i

sar., 2007).

Slika 22. Pozicija CYP27B1 gena na dugom kraku

12q13.12

hromozoma 20 12q13.2

(Preuzeto: www.ghr.nlm.nih.gov/gene/CYP27B1)

12q24.12
12q24.23
12q24.32

Uoceno je da je u cCelijama kancera prostate aktivnost 1la-hidroksilaze
sniZena, Sto ukazuje na prisustvo nizih koncentracija kalcitriola u malignim
Celijama (Whitlatch i sar., 2002). Interesantno je zapaZanje da su za sniZenu

ekspresiju CYP27B1 gena u ranim fazama neoplastiCne transformacije Ccelija
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kancera prostate odgovorni mehanizmi epigeneticke regulacije. Stoga se moZe
pretpostaviti da geneti¢ke varijacije koje imaju uticaja na gensku ekspresiju ili
funcionisanje proteina nemaju tako veliki efekat na maligne celije (Holt i sar.,

2010; Hsu i sar., 2001).

1.6.1. Polimorfizmi u CYP27B1 genu

Postoji mali broj dokaza o identifikovanim funkcionalnim polimorfizmima u
CYP27B1 genu (Holt i sar., 2010). Za razliku od polimorfizama u VDR genu koji su
dosta proucavani, identifikovani SNP-ovi CYP27B1 gena su daleko manje
zastupljeni u literaturi kada je re¢ o studijama asocijacije. Nedavno je
identifikovano Cetiri nesinonimna SNP-a, ali su svi relativno retki (McCullough i
sar., 2009) i za sada ne postoje dokazi da SNP-ovi menjaju gensku funkciju ili rizik
za razvoj bolesti (Davis i Milner, 2011).

Relativno cesto proucavan polimorfizam, rs4646537, nije bio u vezi sa
rizikom za nastanak kancera prostate kod Afro Amerikanaca (Bonilla i sar., 2011).
Sa druge strane, potvrdena je asocijacija izmedu genotipova CYP27B1 gena i rizika
za nastanak kancera prostate, ali ne i sa agresivnos¢u bolesti (Holt i sar., 2010).

U ovoj doktorskoj disertaciji je analiziran polimorfizam rs4646536.

1.6.1.1.rs4646536

ReC¢ je o polimorfizmu identifikovanom u intronu CYP27B1 gena,
smeStenom na poziciji +2838, koji predstavlja izmenu timina citozinom
(+2838 T/C). Prethodne studije su pokazale da je navedeni polimorfizam asociran
sa nastankom dijabetesa tipa I (Bailey i sar., 2007). Naime, prisustvo divljeg tipa T
alela je povezano sa smanjenim rizikom za razvoj dijabetesa tipa [ u poredenju sa
mutiranom formom. Pretpostavljeno je da SNP +2838 T/C u intronu sniZava nivo
aktivne la hidroksilaze i konverzije 25(0OH)D3 do kalcitriola, Sto moZe voditi
nastanku razli¢itih bolesti (Bailey i sar., 2007). Upravo je to bio osnov za

ukljucivanje datog polimorfizma u analizu nase studije.
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1.7. Enzim 24-hidroksilaza i CYP24A1 gen

Ulogu u katabolizmu, odnosno degradaciji fizioloski aktivne forme vitamina
D hidroksilacijom bo¢nih lanaca, ima ¢lan familije enzima P450: 24-hidroksilaza
(24(0OH)-aza). Enzim je kodiran genom CYP24A1, koji se nalazi na dugom kraku
hromozoma 20q13.2-13.3 (Slika 23.). Razlic¢ite enzimske izoforme nastaju kao

rezultat alternativnog splajsovanja transkripcionih varijanti.

20p12.3
20p12.1

Slika 23. Pozicija CYP24A1 gena na dugom kraku [20P11.22

hromozoma 20 20q11.22
20q12

(Preuzeto: www.ghr.nlm.nih.gov/gene/CYP24A1) 20913.12

20q13.2
20q13.32

Ovaj mitohondrijalni enzim je prvi put opisan poc¢etkom 1970. godine, kada
se verovalo da ukljuen samo u renalnu 24-hidroksilaciju 25(0OH)D3 (Jones i sar.,
2011). Medutim, enzim ima sposobnost multiple hidroksilacije ugljenka C-23 i
C-24 na boc¢nim lancima kalcidiola 25(OH)D3 i metabolicki aktivne forme
kalcitriola. Poravnanjem dela aminokiselinske sekvence ovog enzima kod 57 vrsta,
od kosljoriba do ¢oveka, pokazan je visok stepen konzerviranosti rezidua, za veliki
deo proteina (Jones i sar., 2011). Tokom 2010. godine je rasvetljena kristalna
struktura proteina CYP24A1 kod pacova. CYP24A1 pacova je primarno
24-hidroksilaza, za razliku od humanog enzima koji ima moguénost hidroksilacije i
C-23 i C-24 pozicija (Jones i sar., 2011). Gotovo u isto vreme kada je rasvetljena
uloga u hidroksilaciji vitamina D, pokazano je da je i CYP24A1 gen eksprimiran u
mnogim, ako ne svim ciljnim ¢elijama koje sadrZze receptor za vitamin D,
ukljuCujuc¢i bubrege, kosti, intestinum itd. Ovakvi nalazi su vodili nekim
pretpostavkama da je primarna uloga CYP24A1 da ogranici ili atenuira akciju

kalcitriola na ciljne celije nakon inicijalne transkripcione aktivnosti u negativnoj
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povratnoj spregi (Jones i sar., 2011). Kloniranje CYP24A1 gena pocetkom 1990.
godine je potvrdilo Sablon ekspresije CYP24A1 u ciljnim ¢elijama i inducibilnost
supstratom, kalcitriolom. Povecanje kolicine metabolicki aktivne forme vitamina D
u ciljnim celijama moZe pokrenuti CYP24A1 posredovani metabolizam koji Stiti
Celije od aktivacije VDR puta (Jones i sar., 2011). U eksperimentima u kojima su
koriS¢eni CYP24A1 nokaut miSevi, potvrdena je katabolicka uloga enzima
24(0H)-aze. Nivo razlaganja kalcitriola je bilo dramaticno redukovano i poluZzivot
hormona u plazmi je bio povecan 10 puta (Jones i sar., 2011). Dakle postoji obilje
dokaza da je re¢ o enzimu c¢ija je normalna fizioloSka uloga da kataboliSe 25(OH)D3
u cilju sprecavanja eventualne aktivacije Kkalcitriola i/ili da degraduje Kkalcitriol
unutar ciljnih €elija da bi prekinuo njegovu biolosku aktivnost (Jones i sar., 2011).

Kada je jasno ustanovljeno da je CYP24A1 klju¢ni enzim za katabolizam
vitamina D, postalo je ocigledno da je re¢ o enzimu koji radi balansirano sa
citohromom P450 familije, CYP27B1, koji ima ulogu u prevodenju 25(0OH)D3 do
kalcitriola u bubrezima, gde je njegova uloga prevashodno otkrivena, ali i u drugim
ekstrarenalnim tkivima.

Cinjenica da metaboli¢ki aktivna forma vitamina D ima antiproliferativno i
pro-diferencirajuce dejstvo na nekoliko ¢elijskih tipova in vivo i mnogim celijskim
linijama in vitro, kao i ¢injenica da je u Celijskim linijama prostate, kolona i dojke
tokom tumorske progresije dokazano smanjenje CYP27B1 i povecanje CYP24A1
ekspresije, navode na pretpostavku da zapravo progresija kancera podrazumeva
disfunkcionalni metabolizam vitamina D.

Postoji veliki broj tvrdnji da je CYP24A1 gen kandidat za potencijalnog
onkogena (Jones i sar., 2011; Fischer i sar., 2009). Naime, povecana amplifikacija
CYP24A1 gena je detektovana u karcinomu dojke i ovarijuma (Fischer i sar., 2009).
Inhibicija 24-hidroksilaze u Ccelijskim linijama ovarijalnih kancera intenzivira
¢elijsku diferencijaciju i inhibiciju rasta posredovanu kalcitriolom, Sto je jedan od
dokaza koji idu u prilog potencijalnoj onkogenoj funkciji CYP24A1 gena.

Interesantno je da je bazalni nivo ekspresije CYP24A1 veoma nizak (Roff i
sar., 2008). Medutim, izvesne studije su pokazale da maligno tkivo ima znacajno
viSi nivo ekspresije iRNK 24(0OH)-aze u poredenju sa benignim tkivom (Fischer i

sar., 2009; Jones i sar., 2011). Visok nivo iRNK CYP24A1 u malignom tkivu ukazuje
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na povecanu degradaciju i stoga smanjenu dostupnost kalcitriola Sto moZe voditi
malignoj transformaciji.

Dobro je poznat znacaj CYP24A1 u tretmanu karcinoma. Analozi vitamina D
se koriste u hiperproliferativnim bolestima, kao Sto su psorijaza i kancer (Jones i
sar., 2011). Efektivnost analoga vitamina D je ogranicena indukcijom CYP24A1 u
ciljnim Celijama (npr. keratinocitima), uzrokujuci rezistentnost na primenjeni lek
(Jones i sar., 2011). ZabeleZeno je da neke tumorske ¢elije amplifikuju CYP24A1
gen u cilju postizanja selekcione prednosti nad okruzZuju¢im normalnim celijama
(Jonesisar., 2011).

U humanim celijama prostate ekspresija CYP24A1 i CYP27B1 gena je
regulisana epigenetickim mehanizmima (Cross i sar., 2009). Tokom maligne
progresije, promotor CYP27B1 je metilovan u epitelijalnim celijama, dok je
promotor CYP24A1 demetilovan, Sto dovodi do pojacane degradacije niskog nivoa
kalcitriola koji se jos uvek produkuje. Takode, sinteza kalcitriola od 25(0H)D3 se
deSava u ovim cCelijama koje su tretirane inhibitorom metiltransferaze (Cross i
Kallay, 2009). Neke studije naglasavaju i znacaj mikrosredine (tumorske vs.
prirodne) u regulaciji ekspresije CYP24A1l: promotor CYP24A1 gena je bio
hipermetilovan u endotelnim ¢elijama nastalim od tumorskog tkiva, Sto nije bio
slucaj kod endotelinih ¢elija poreklom od normalnog tkiva (Cross i Kallay, 2009).
Na prvi pogled, ovi rezultati deluju kontradiktorno u odnosu na fenomen zapazen u
epitelijalnim celijama, Sto je dobar primer protektivne uloge sistema vitamina D
(Cross i Kallay, 2009).

Razlika u ekspresiji hidroksilaza vitamina D tokom tumorske progresije,
prime¢ena kod pacijenata sa dijagnostikovanim kancerom kolona, je
najverovatnije uzrokovana epigenetickom regulacijom genske aktivnosti
metilacijom/demetilacijom, kao i histonskom acetilacijom/deacetilacijom (Cross i
Kallay, 2009). U kancerogenim lezijama niZeg stadijuma, CYP27B1 ekspresija je
visoka u poredenju sa normalnom mukozom pacijenata bez kancera. Povecana
sinteza i akumulacija kalcitriola u mukozi kolona bi bila odgovorna za povecanu
ekspresiju CYP24A1 transkripta, kao i parakrine/autokrine inhibicije rasta
tumorske Celije. Pretpostavlja se da je tokom progresije kancera CYP27B1

inaktiviran epigenetickim mehanizmima, dok je CYP24A1 aktiviran. S obzirom na
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moguénost da modifikuju epigeneticke mehanizme, uzimanje folata i fitoestrogena
bi moglo povecati ekspresiju CYP27B1 i redukovati enormno povecanje ekspresije
katabolickog CYP24A1. Ako bi transkripciona represija ekspresije CYP24A1 mogla
biti menjana metilacionim agensima, pacijenti sa dijagnostikovanim
uznapredovalim stadijumom kolorektalnog karcinoma bi mogli imati veliku korist
od tretmana vitaminom D ili njegovim analozima (Cross i Kallay, 2009).

Cinjenica da povecan nivo ekspresije CYP24A1 gena moZe biti glavni
uzroc¢nik deficijencije vitamina D i progresije bolesti, sugeriSe da je re¢ o enzimu i
genu koji predstavlja potencijalnu dobru metu za terapiju. Tokom prosle decenije
je identifikovan i/ili sintetisan znacajan broj inhibitora u cilju tretmana bolesti
asociranih sa povec¢anim katabolizmom vitamina D: npr. visoko specifi¢ni CYP24A1
inhibitori, genistein i drugi (Jones i sar., 2011; Davis, 2009). Folati u ishrani takode
mogu inhibirati aktivnost CYP24A1 povecanjem metilacionog statusa
promotorskog regiona i time smanjenjem ekspresije ovog gena (Davis, 2009).

Otkri¢e strukture enzima kod pacova ¢e dati bolje uvide u viSestruku
funkcionalnost enzima i poboljSati razvoj druge generacije inhibitora. Stoga se

sadasnje vreme smatra jako pogodnim za istrazivanje CYP24A1 gena i enzima.

1.7.1. Polimorfizmi u CYP24A1 genu

Na osnovu podataka dostupnih u genomskim bazama podataka,
identifikovan je oko 50 polimorfizama u CYP24A1 gen i tokom nekoliko poslednjih
godina se ta lista znacajno uvecava. Efekti ovih polimorfizama na enzimsku
aktivnost su uglavnom slabo poznati ili potpuno nepoznati (Jonesisar., 2011).

Proksimalni region promotora CYP24A1 je bogat GC parovima (oko 71%
medu prvih 550 nukleotida), te je pravi izazov sekvencirati ga i time objasniti
nedostatak poznatih polimorfnih varijanti u ovom regionu (Roff i sar., 2008).

Funkcionalni efekti identifikovanih polimorfizama u CYP24A1 genu su
uglavnom nejasni/nepoznati. Medutim, nekoliko skorije identifikovanih
polimorfizama u CYP24A1 genu u promotorskom regionu egzona 1 imaju

funkcionalni efekat na vezivanje za VDRE, in vitro transaktivaciju i izmenjenu
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ekspresiju gena in vivo (Holt i sar., 2010). SNP-ovi koji se nalaze u blizini ovog
regiona (npr. rs4809960, rs2296241, rs2585428, rs6022999) se mozda nalaze u
neravnoteZi vezanosti sa funkcionalnim polimorfizmima.

Jednom studijom je identifikovano 6 polimorfizama u promotoru CYP24A1
gena, koji uticu na vezivanje proteinskog receptora, sniZenu transaktivaciju i

sniZenu ekspresiju CYP24A1 gena u in vivo uslovima (Roff i sar., 2008).

1.7.1.1.rs2296241

Polimorfizam rs2296241 predstavlja izmenu adenina guaninom u egzonu 4
CYP24A1 gena i reC je o sinonimnom polimorfizmu. Spada u evoluciono
konzervirane polimorfizme (skor 0.99) (Holt i sar., 2010). Neke od prethodnih
sudija pokazuju da je navedeni polimorfizam asociran sa smanjenim mortalitetom
uzrokovanim kancerom prostate, ali ne i rizikom za nastanak karcinoma prostate
(Holt i sar., 2010). Jedno od nedavno sprovedenih istrazivanja nije ustanovilo
postojanje asocijacije sa rizikom za nastanak kancera dojke (Dorjgochoo i sar.,
2011). Kontradiktorni rezultati prisutni u literaturi su predstavljali glavni povod za
izbor datog polimorfizma u CYP24A1 genu za naSu studiju asocijacije sa oralnim

karcinomom.
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Ciljevi istraZivanja

Mnogobrojni podaci ukazuju da i pored izloZenosti znacajnim faktorima
rizika za nastanak oralnog skvamocelularnog karcinoma (npr. pusenje, alkohol,
HPV infekcija) samo izvesni procenat osoba oboli od oralnog karcinoma, Sto
ukazuje na znacaj geneticke osnove u procesu oralne kancerogeneze. Na osnovu
Cinjenica iznetih u uvodnom delu ove doktorske disertacije, moZze se zakljuciti da
vitamin D ima znacajnu ulogu kao antikancerogeni agens, koji inhibitorno deluje na
mnogobrojne molekule i signalne puteve koji su ukljuCeni u progresiju
kancerogeneze. Vitamin D ispoljava svoj bioloSki efekat nakon vezivanja za
receptor za vitamin D, Cije se sposobnosti ligandnog vezivanja ne razlikuju izmedu
normalnih i malignih ¢elija u kojima je receptor eksprimiran. Receptor za vitamin
D je kodiran VDR genom, u kom je identifikovan veliki broj polimorfizama
nukleotidne sekvence, od kojih samo mali broj ima funkcionalni efekat. S obzirom
na znacaj koji SNP-ovi imaju u studijama asocijacije, postavlja se pitanje da li
postojanje odredenih genotipskih varijanti u VDR genu moZe biti u vezi sa
podloZnoS¢u nastanka oralnog karcinoma ili asocirano sa klinicko patoloskim
odlikama bolesti i ukupnim preZivljavanjem pacijenata. Kako su u metabolizam
vitamina D ukljuceni enzimi kodirani CYP27B1 i CYP241A1 genima, od interesa je
razmotriti potencijalnu vezu polimorfizama identifikovanih u ovim genima sa
nastankom oralnog karcinoma. Na osnovu toga, postavljena je radna hipoteza,
koja glasi: mutirane varijante analiziranih polimorfizama u VDR, CYP27B1 i
CYP24A1 genima su asocirane sa etioloSkim faktorima, klinicko patoloSkim
karakteristikama i rizikom oboljevanja od oralnog skvamocelularnog karcinoma.
Analizirani polimorfizmi i/ili haplotipovi su asocirani sa ishodom bolesti i

ukupnim preZivljavanjem pacijenata.
U cilju provere radne hipoteze, postavljeni su sledeci ciljevi istrazivanja:
» Utvrditi ucestalosti genotipova i alela polimorfizama EcoRV, Fokl, Taql, Apal,
Bsml i rs11574085 u VDR genu, CYP27B1 (rs4646536) i CYP24A1 (rs2296241)

genima u grupi pacijenata sa oralnim skvamocelularnim karcinomom i u

kontrolnoj grupi;
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» Utvrditi eventualno postojanje razlike u distribuciji genotipova i alela
analiziranih polimorfizama izmedu grupe pacijenata i kontrolne grupe zdravih

osoba naSe populacije odgovarajuce polne i starosne distribucije;

» Ustanoviti da li postoji veza izmedu genotipova proucavanih polimorfizama u
VDR, CYP27B1 i CYP24A1 genima sa etioloSkim faktorima, kao Sto su: pusenje,
konzumiranje alkohola i oralna higijena i klinicko patoloSkim karakteristikama:
veli¢inom tumora, stadijumom bolesti, nodalnim statusom, nukleusnim i

histoloSkim gradusom;
» ldentifikacija LD blokova. Odrediti ucestalosti haplotipova u grupi pacijenata i
kontrolnoj grupi i utvrditi eventualno postojanje razlike u distribuciji

haplotipova izmedu analiziranih grupa;

» Utvrditi postojanje asocijacije izmedu identifikovanih haplotipova i rizika za

razvoj oralnog skvamocelularnog karcinoma;

» Ispitati povezanost polimorfizama u analiziranim genima i/ili haplotipova sa

ishodom bolesti, odnosno sa ukupnim preZivljavanjem pacijenata.
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Eksperimentalni deo doktorske disertacije je realizovan u Laboratoriji za
molekularnu genetiku Instituta za medicinska istraZivanja Vojnomedicinske
akademije u Beogradu.

Eticki aspekti. Osobe (¢iji je bioloSki materijal koriS¢en u istrazivacke svrhe su dale
informisani pristanak za uceS¢e u studiji. Eticki komitet Vojnomedicinske
akademije u Beogradu je odobrio izodenje ove studije u skladu sa HelsinSkom

deklaracijom (2008).

3.1. Studijska grupa

U studiju je uklju¢eno 110 pacijenata sa dijagnostikovanim oralnim
skvamocelularnim karcinomom jezika i poda usne duplje, operisanih na Klinici za
maksilofacijalnu hirurgiju, Vojnomedicinske akademije u Beogradu. Grupa
pacijenata je obuhvatala 81 (73.6%) muskaraca i 29 (26.4%) Zena, starosti od
39-80 godina (medijana 58 godina). Pacijenti nisu primali hemioterapiju, a svi su
bili podvrgnuti radioterapiji nakon operacije. Kod 83 (75.5%) pacijenata je
dijagnostikovan tumor u uznapredovalom III stadijumu, dok je 27 (24.5%)
pacijenata imalo tumor u II stadijumu bolesti. Metastaze limfnih ¢vorova su bile
prisutne kod 87 (79.1%) pacijenta, tj. bili su pozitivhog nodalnog statusa (N+), a
23 (20.9%) pacijenta je bilo negativnog nodalnog statusa. Udaljene metastaze nisu
detektovane. Minimalno vreme pracenje pacijenta nakon operacije je bilo 28, a
maksimalno 100 meseci.

Kontrolnu grupu je Cinilo 122 osobe, dobrovoljnih davaoca krvi, koji su se
javili Institutu za transfuziologiju Vojnomedicinske akademije u Beogradu. Osobe
koje su cinile kontrolnu grupu su iste populacije sa teritorije Srbije, odgovarajuce
starosne i polne distribucije, bez prethodno dijagnostikovanih kancera u istoriji
bolesti.

Ucesnici studijske grupe su intervjuisani usmenim putem, ¢ime su dobijene
informacije o njihovom pusackom statusu odnosno koris¢enju alkohola. Kao bivsi
pusaci su definisane osobe koje su prestale sa puSenjem najmanje godinu dana pre

postavljanja dijagnoze. Osobe koje su svakodnevno pusile, godinu dana ili duZe pre
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postavljanja dijagnoze su klasifikovane kao pusaci. Ukoliko je osoba unosila viSe od
20 alkoholnih jedinica sedmic¢no (1 jedinica=22g etanola), klasifikovana je kao
alkoholicar, a kao bivsi alkoholicar ukoliko je prestala sa konzumiranjem alkohola
minimum godinu dana pre postavljanja dijagnoze. Zbog ograniCenog broja
nepusSaca, odnosno nealkoholiCara, bivSi puSa¢i i nepuSaci, odnosno bivsi
alkoholicari i nealkoholicari su spojeni u jednu grupu u daljoj analizi.

Oralna higijena u grupi pacijenata je procenjivana kao losa ili dobra na

osnovu odgovarajucih standardnih kriterijuma od strane iskusnih stomatologa.

3.2. Bioloski uzorci i izolacija DNK

Uzorci tumorskog tkiva su dobijeni neposredno po izvrSenoj operaciji,
nakon ¢ega su smrznuti na -20°C u tecnom azotu i ¢uvani do pocetka izolacije DNK.
PatoloSkom analizom je izvrSena TNM Klasifikacija tumorskog tkiva (UICC TNM
klasifikacija, VI izdanje) nakon uradene disekcije tumorskog od nekroti¢nog i
normalnog tkiva. Od ucesnika kontrolne grupe je koris¢ena periferna krv, koja je
nakon uzimanja cuvana na temperaturi od -200C, uz prisustvo antikoagulansa
heparina, do pocetka izolacije DNK.

[z uzoraka tumorskog tkiva, DNK je izolovana koriS¢enjem TRIzol reagensa
(Invitrogen, Nemacka) prema uputstvu proizvodaca. Ukratko, na prethodno dobro
homogenizovan deo tumorskog tkiva se dodaje 1ml TRIzol reagensa i inkubira na
sobnoj temperaturi u trajanju od 5 min da bi se obezbedila potpuna disocijacija
nukleoproteinskog kompleksa. Uzorci se potom centrifugiraju na 12 000g/15 min
na temperaturi od +49C. Nakon centrifugiranja se uocavaju tri faze: prva bezbojna
vodena faza koja sadrzi RNK, interfaza i donja crvena organska fenol-hloroformska
faza. DNK se precipitira iz interfaze i organske faze dodavanjem etanola,
inkubiranjem u trajanju od 2-3 minuta na sobnoj temperaturi, nakon cega se vrsi
centrifugiranje. Nakon odlivanja fenol-etanolskog supernatanta, DNK se ,pere“ u
0.1M Na-citratu rastvorenim u 10% etanolu. Sledi inkubacija 30 minuta na sobnoj

temperaturi, centrifugiranje i odbacivanje supernatanta. DNK pelet se
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resuspenduje u 75% etanolu i potom centrifugira na 2 000g/5 min. Nakon
odbacivanja supernatanta, izolovana DNK se susi na sobnoj temperaturi i kona¢no
rastvara u 8mM NaOH.

[z uzoraka periferne krvi kontrolne grupe, DNK je izolovana na aparatu
AbiPrism 6 100 Nucleic Acid PrepStation (Applied Biosystems, SAD) uz koriS¢enje
BloodPrep kita (Applied Biosystems, SAD), prema prateCem protokolu. Nakon
pripreme uzoraka i inkubacije sa digestionim puferom i proteinazom K na 659C u
trajanju od 10 min, uzorci se nanose na odgovarajucu plocu za izolaciju. Aparat za
izolaciju DNK radi po principu vakuma koji povlaci sadrzaj bunari¢a na plodi i
odbacuje ga, pri cemu DNK zaostaje i vezuje se za specijalno dizajniranu
membranu od staklenih vlakana, koja se nalazi u osnovi bunari¢a. Nakon
dodavanja rastvora koji sadrzi etanol i precipitiranja izolovane DNK na membrani,
vrsi se eluiranje odgovarajué¢im puferima, nakon cega se konac¢no dobija izolovana
DNK u visokom prinosu.

[zolovana DNK je nakon provere kvaliteta i Cistote i odredivanja

koncentracije ¢uvana na temperaturi od -20°C, do pocetka daljeg rada.

3.3. Provera kvaliteta i koncentracije izolovane DNK

Kvalitet izolovane genomske DNK je proveravan na 1% agarozi bojenoj
etidijum-bromidom ¢ija je finalna koncentracija u rastvoru bila 5pg/ml.
Elektroforeza se odvijala u 0.5 TBE puferu pri struji od 40 mA i naponu od 80 V u
trajanju od 20 min. Intaktnost i kvalitet genomske DNK je analizirana pod UV
svetlo$¢u transiluminatora (Pharmacia LKB, Svedska).

Koncentracija DNK u uzorku, kao i ¢istoca izolata je odredena koriS¢enjem
Gene Quant spektrofotometra (Pharmacia LKB, Svedska) merenjem apsorbance na

talasnoj duzini od 260 nm. Koncentracija DNK je racunata primenom formule:

A260x Rx F x OP
1000

clug ! pl]=

gde je:

A260 - apsorbanca uzorka na 260 nm
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R-razblaZenje (100 puta)

F- faktor konverzije za dvolanc¢anu DNK (F=50)

OP- opticki put svetlosti (debljina zid kivete, u nasem slucaju 1 cm)

Cistoca izolovane DNK je procenjena odnosom apsorbanci (R) merenih na

260 nm i 280 nm. U svim uzorcima, odnos apsorbanci je bio R= 1.6, Sto ukazuje na

relativno visok stepen Cistoce izolovane DNK koja nije kontaminirana proteinima.

3.4. Lancana reakcija polimerizacije

Lanc¢anom reakcijom polimerizacije (engl. Polymerase Chain Reaction- PCR)

su amplifikovani ciljni regioni VDR gena, koji sadrZe polimorfizam nukleotidne

sekvence od interesa. Sekvence prajmera su bile poznate od ranije (Tabela 4.)

(Poveyisar., 2007; Vupputuri i sar., 2006; Haghpanah i sar., 2007).

Tabela 4. Sekvence koriS¢enih prajmera za amplifikaciju ciljnih regiona VDR

gena koji sadrZe SNP od interesa

Polimorfizam
Gen Sekvence forward i reverse prajmera
(Ref SNP)
EcoRV F: 5'-CCT CCT CTG TAA GAG GCG AAT AGC GAT-3'
(rs4516035)  R:5'-GGA CAG GTG AAA AAG ATG GGG TTC-3'
Fokl F: 5'-AGC TGG CCC TGG CAC TGA CTC TGC TCT-3'
=4
(rs2228570)  R:5'-ATG GAA ACA CCT TGC TTC TTC TCC CTC-3'
a
Taql F: 5-CAG AGC ATG GAC AGG GAG C -3’
= (rs731236) R: 5-AGG AGA GGC AGC GGT ACT G-3'
Apal F: 5'-AGC AGA GCA GAG TTC CAA GC-3'
(rs7975232)  R:5-GTG AGG AGG GCT GCT GAG TA-3'
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U PCR reakciju je dodavano 200ng izolovane genomske DNK. KoriS¢en je
2x AmpliTaqGold Master Mix (Applied Biosystems, SAD). Temperature
hibridizacije prajmera su se razlikovale u zavisnosti od analiziranih polimorfizama.

UspeSnost amplifikacije ciljnog regiona je proveravana na 2% agarozi
visoke rezolucije (Serva, Nemacka), bojenoj etidijum-bromidom. Elektroforeza se
odvijala u 0.5 TBE puferu, pri struji od 40 mA i naponu od 80 V u trajanju od 15
minuta. Gel je analiziran pod UV svetlo$¢u transiluminatora (Pharmacia LKB,

Svedska).

3.5. Analiza polimorfizma duZine restrikcionih fragmenata

Konvencionalna PCR reakcija je pra¢ena analizom polimorfizama duZine
restrikcionih fragmenata (engl. Restriction Fragment Length Polymorphism-
RFLP). Nakon amplifikacije gena, u cilju utvrdivanja genotipa analiziranih
polimorfizama nukleotidne sekvence, dobijeni amplifikati su tretirani
odgovarajuc¢im restrikcionim enzimima, Fast digest (Fermentas, Nemacka) prema
priloZenom uputstvu proizvodaca. Polimorfizmi u VDR genu: EcoRV (rs4516035),
Fokl (rs2228570), Taql (rs731236) i Apal (rs7975232) su genotipizirani RFLP
metodom i imenovani su prema restrikcionim enzimima koji se koriste u njihovoj
identifikaciji. Nakon inkubacije na optimalnoj temperaturi, specifi¢noj za svaki od
primenjenih  enzima, restrikcioni fragmenti su analizirani na 10%
poliakrilamidnom gelu. Elektoroforeza se odvijala u 0.5 TBE puferu pri struji od
10-20 mA i naponu od 150-200 V u trajanju od 90 min. Po isteku elektroforeze,
poliakrilamidni gel je bojen srebro nitratom. Ukratko: nakon zavrSene
elektroforeze gel se najpre fiksira 10% etanolom nakon ¢ega se vrsi obezbojavanje
1% azotnom Kkiselinom. Nakon ispiranja u destilovanoj vodi, za bojenje gela se
koristi 0.2% rastor srebro nitrata, a kao razvija¢ boje 0.1M Na2CO3 sa 0.02%
formaldehidom. Nakon bojenja u trajanju od 20 min na tamnom, vrsi se ispiranje
destilovanom vodom. Konacno, gel se fiksira 10% sir¢etnom kiselinom.

Na osnovu duzine restrikcionih fragmenata je odredivan genotip

analiziranog polimorfizma. Za odredivanje veliCine restrikovanih fragmenata su
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koriS¢eni molekulski markeri (BioRAD, SAD). Genotipovi su obeleZavani
standardnom nomenklaturom prema kojoj se velikim slovom oznacava odsustvo, a
malim slovom prisustvo restrikcionog mesta. Detalji o analiziranim
polimorfizmima u VDR genu, kao i veli¢ine restrikcionih fragmenata su

predstavljeni tabelom 5.

Tabela 5. Detalji o polimorfizmima u VDR genu genotipiziranih RFLP metodom

. Polimorfizam . ..
Gen Lokacija Enzim Alel/velic¢ina
(Ref SNP)
Promotor T/Cilie/E wt: 152 bp + 27 bp
VDRECORV' 1512 (rs4516035) °RV 1yt 179 bp
Egzon 2 T/Cili f/F wt: 265 bp
IR +27823  (rs2228570) oKl it 196 bp + 69 bp
Egzon 9 T/CiliT/t wt: 454 bp
YRIETEG) +61938  (rs731236) 124l mut 293 bp + 161 bp
Intron 8 C/Ailia/A wt: 403 bp+ 298 bp
VDRApal —  ci888  (rs7975232) Pl mut 701 bp

wt: divlji homozigot; mut: mutirani homozigot
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3.6. Real-Time PCR alelska diskriminacija

Polimorfizmi u VDR genu: Bsml (rs1544410) i rs11574085 kao i
polimorfizmi CYP27B1 gena (rs464653) i CYP24A1 gena (rs2296241) su
genotipizirani alelskom diskriminacijom na Real-Time PCR 7 300 (Applied
Biosystems, SAD). Koris¢eni su komercijalno dostupni eseji: TagMan SNPs
Genotyping Assay (Applied Biosystems, SAD) u koncentraciji 40x i 2x Universal
TagMan MasterMix (Applied Biosystems, SAD).

Svaki TagMan esej pored odgovaraju¢ih prajmera sadrZi i dve probe,
komplementarne sa ciljnom sekvencom genomske DNK koja sadrzi SNP od
interesa, pri cemu se dve probe medusobno razlikuju za samo jedan nukleotid koji
je komplementaran divljem, odnosno mutiranom alelu. TagMan probe su na 5’
kraju obeleZene fluorescentnim bojama VIC i FAM, koje ne fluoresciraju u
intaktnom stanju zahvaljuju¢i energetskom prihvatanju fluorescence od strane
sprigusivaca“ (engl. quencher) koji se nalazi na 3" kraju probe. Nakon hibridizacije
prajmera i komplementarnog sparivanja probe sa ciljnom sekvencom, Taq
polimeraza vrsi ekstenziju i istovremeno iseca komplementrno sparenu TagMan
probu, ¢ime se fluorescentna boja kojom je proba bila obeleZena oslobada u
rastvor. S obzirom da se nakon isecanja proba viSe ne nalazi u intaktnom stanju i
pod uticajem prigusivaca na 3’ kraju, pocinje da fluorescira u rastvoru. Intenzitet
fluoresciranja odgovara koli¢ini amplifikata u reakciji. Dakle, tokom odvijanja
PCR-a u realnom vremenu meri se promena intenziteta fluorescence boja kojima
su probe obeleZene. Prisustvo divljeg ili mutiranog homozigota rezultira
detektovanjem samo jedne fluorescentne boje u uzorku, dok se u slucaju
heterozigota registruju obe fluorescentne boje. Alel specificne fluorescentne krive
su detektovane i analizirane koris¢enjem 7 500 System SDS softvera (Applied
Biosystems, SAD).

Detalji o polimorfizmima analiziranim Real-Time PCR alelskom

diskriminacijom su predstavljeni u Tabeli 6.
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Tabela 6. Detalji o polimorfizmima u VDR, CYP27B1 i CYP24A1 genima

genotipiziranih Real Time PCR metodom

. Polimorfizam
Gen Lokacija ID TaqMan Assay
(Ref SNP)
Intron 8 G/Ailib/B
VDR Bsml +60890 (rs1544410) C_8716062_10
Intron 8 A/T
VDR (rs11574085) C_30742487_10
Intron 6 C/T
CYP27B1 +2838 (rs4646536) C_25623453_10
Egzon 4 A/G
CYP24A1 (rs2296241) C_1915656_30

ID TagMan Assay-identifikacioni broj eseja

3.7. Analiza haplotipova

Vrednosti neravnoteze vezanosti (LD) su racunate i graficki predstavljene
za sve analizirane parove polimorfizama u VDR genu pomocu programa Haploview
4.2. (Barret i sar., 2005). Za identifikaciju haplotipskog bloka je koriS¢ena opcija
solid spine block definition, prema kojoj se krajnji ¢clanovi haplotipskog bloka nalaze
u jakom LD-u, dok se izmedu njih nalaze clanovi koji medusobno mogu biti u
slabijem LD-u. Haploview program pruZa i mogucnost raCunanja ucestalosti
haplotipova u analiziranoj grupi-populaciji nesrodnika, primenom matematickog
Expectation Maximisation (EM) algoritma (Fallin i Schork, 2000).

Asocijacija haplotipova sa ukupnim preZivljavanjem je uradena pomocu
programa Thesias 3.1. (Tregouet i sar., 2007). Naime, primenom Cox-regression
hazard risk modela se procenjuje Hazard Ratio (HR) sa nivoom poverenja (engl.
Confidence Interval-CI) od 95%. U osnovi se koristi matematicki Stohastic
Expectation Maximisation (SEM) algoritam (Tregouet i sar., 2004; Zaykin i sar.,

2002).
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3.8. Statisticka analiza

Dobijeni rezultati su obradeni statistickim programom SPSS (verzija 17.00,
IBM SPSS Inc., SAD). Tablice kontingencije su analizirane primenom hi-kvadrat (x?2)
ili Fisher testa u slucaju kada je oCekivana ucestalost bila manja od 5%. Primenom
logistiCke regresije je racunat 0Odds Ratio (OR) sa intervalom poverenja (engl.
Confidence Interval- CI) od 95%.

Ukupno prezivaljvanje je procenjivano Kaplan-Meier Survival metodom.
Kaplan-Meier krive prezivljavanja su medusobno poredene log-rank testom.
Hazard Ratio (HR) je raCunat Cox-proporcionalnom hazard regresionom analizom
sa 95% nivoom poverenja. Sve varijable koje su u univarijantnoj analizi bile
statisticki znaCajne su analizirane udruZeno u multivarijantnoj Cox-regresionoj
analizi. U Cox-ovom modelu je koris¢en forward stepwise method, kojim su se
uklanjale promenljive sa verovatno¢om p<0.1.

Sve prikazane p vrednosti su bile two-sided i asocijacije su smatrane

statistic¢ki znacajnim ukoliko je p vrednost bila manja od 0.05.
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Rezultati

Poglavlje rezultati je podeljeno u Sest delova, pri ¢emu je u prvom delu
predstavljena analiza proucavanih polimorfizama u grupi pacijenata sa oralnim
karcinomom i u kontrolnoj grupi. U drugom delu su predstavljeni rezultati
povezanosti polimorfizama sa etioloSkim i klinicko patoloskim odlikama grupe
pacijenata. Rezultati analize haplotipova su predstavljeni u trecem delu, dok se
rezultati analize ukupnog prezivljavanja nalaze u Cetvrtom delu. U petom delu je
predstavljena analiza promenljivih relevantnih za ukupno preZzivljavnje i u Sestom

delu analiza asocijacije haplotipova i preZivljavanja pacijenata.

4.1. Analiza polimorfizama u VDR, CYP27B1 i CYP24A1 genima

Analiza zastupljenosti genotipova proucavanih polimorfizama u VDR genu
izmedu OSCC pacijenata i kontrolne grupe je pokazala da postoji statisticki
znacajna razlika u ucestalosti VDR genotipova za Apal (p=0.013, x2 test), EcoRV
(p=0.002, 2 test) i Bsml polimorfizam (p=0.025, x2 test) (Tabela 7., Slika 24.). Sto
se tiCe preostalih analiziranih polimorfizama VDR gena u studiji, razlike u
ucestalosti izmedu OSCC i kontrolne grupe nisu pronadene (Tabela 7., Slika 24.) i
p vrednosti za preostale polimorfizme su iznosile: Fokl (p=0.293, x2 test), Taql

(p=0.123, x%test) i rs11574085 (p=0.641, Fisher test).

Interesantno je napomenuti da u slucaju Bsml polimorfizma nije
registrovano prisustvo mutiranog BB genotipa u grupi pacijenata sa oralnim
karcinomom, dok je zastupljenost BB genotipa u kontrolnoj grupi iznosila 2.4%.
Takode je zabeleZeno odsustvo mutirane TT homozigotne varijante u slucaju

rs11574085 polimorfizma u grupi pacijenata, kao i u kontrolnoj grupi.
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Rezultati

Tabela 7. Distribucija genotipova analiziranih polimorfizama u VDR genu u OSCC i

kontrolnoj grupi

Gen/SNP Genotip 0SCC Kontrole p*
N N
VDR ee 35 34
EcoRV Ee 62 51 0.002
EE 13 37
VDR ff 32 46
FokI Ff 67 62 0.293
FF 11 14
VDR TT 41 59
Taql Tt 58 48 0.123
tt 11 15
VDR aa 31 29
Apal Aa 52 41 0.013
AA 27 52
VDR bb 39 59
Bsml Bb 71 60 0.025
BB 0 3
VDR AA 102 110
rs11574085 AT 8 12 0.641
TT / /

*Vrednosti p<0.05 su podebljane
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Slika 24. Procentualna zastupljenost genotipova proucavanih polimorfizama u
VDR genu u OSCC i kontrolnoj grupi za polimorfizme: a) EcoRV b) FokI
c) Taql d) Apal e) Bsml f) rs11574085
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Rezultati

Ucestalosti alela proucavanih polimorfizama VDR gena su predstavljene u
Tabeli 8. ZapaZeno je postojanje znacajne razlike u distribuciji alela EcoRV
polimorfizma (p=0.019, x? test) (Tabela 8., Slika 25.) i alela Apal polimorfizma
(p=0.019, x2 test) (Tabela 8. Slika 26.) izmedu grupe pacijenata sa
dijagnostikovanim oralnim karcinomom i Kkontrolne grupe. Za preostale
analizirane polimorfizme, nije zabeleZeno postojanje razlike u zastupljenosti alela

(Tabela 8.).

Tabela 8. Ucestalost alela proucavanih polimorfizama VDR gena u OSCC i

kontrolnoj grupi

0SCC Kontrole
Gen/SNP Alel p*
N N
VDR e 132 120 0.019
EcoRV E 88 124
VDR f 132 154 0.490
FokI F 88 90
VDR T 141 166 0.370
Tagql t 79 78
VDR a 114 100 0.019
Apal A 106 144
VDR b 150 178 0.260
Bsml B 70 66
VDR A 211 232 0.669
rs11574085 T 9 12

*Vrednosti p <0.05 su podebljane
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a) b)
Slika 25. Procentualna zastupljenost alela EcoRV polimorfizma VDR gena u OSCC i
kontrolnoj grupi a) OSCC b) kontrole

a) b)
Slika 26. Procentualna zastupljenost alela Apal polimorfizma VDR gena u OSCC i
kontrolnoj grupi a) OSCC b) kontrole

Stratifikovana analiza u odnosu na pol je pokazala postojanje znacajne
razlike u distribuciji genotipova EcoRV polimorfizma pacijenata muskog pola i
kontrolne grupe istog pola (p=0.003, x? test), dok za isti polimorfizam nije
registrovana razlika izmedu pacijenata Zenskog pola i kontrolne grupe istog pola
(p=0.972, x? test). Stratifikacija prema polu za Bsml polimorfizam je pokazala
postojanje znacajne razlike izmedu pacijenata muskog pola i kontrolne grupe istog
pola (p=0.003, x? test), dok znacajnost nije nadena kod pripadnika Zenskog pola
izmedu analiziranih grupa. Za preostale polimorfizme u VDR genu, stratifikovana

analiza prema polu nije dala rezultate sa nivoom statisticke znacajnosti.
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Kada je re¢ o analiziranim polimorfizmima u genima uklju¢enim u
metabolizam vitamina D, uoceno je postojanje statisticke razlike u distribuciji
genotipova za CYP24A1 (rs2296241) polimorfizam izmedu grupe pacijenata sa
oralnim karcinomom i kontrolne grupe (p=0.025, Fisher test) (Tabela 9., Slika 27.).
Za rs4646536 polimorfizam u CYP27B1 genu nije registrovana znacajnost u

distribuciji genotipova izmedu OSCC i kontrolne grupe (Tabela 9., Slika 27.).

Tabela 9. Distribucija proucavanih polimorfizama u CYP27B1 i CYP24A1 genima u
0SCC i kontrolnoj grupi

. 0SCC Kontrole
Gen/SNP Genotip p*
N N
CYP27B1 CC 15 19
rs4646536 CT 40 46 0.859
TT 55 57
CYP24A1 AA 45 32
rs2296241 AG 65 90 0.025
GG / /
*Vrednosti p <0.05 su podebljane
100
Lg p= 0.859 p= 0.025
80 80
g W 0Sce E
8 60 o g6 9 0SCC
= 4 Kontrole =
g BQ u Kontrole
E 40 E 40
i 20 : " 20
0+ H—J 0
CC cT iy AA AG GG
a) b)

Slika 27. Procentualne zastupljenosti genotipova analiziranih polimorfizama u
CYP27B1i CYP24A1 genu u OSCC i kontrolnoj grupi a) rs4646536
b) rs2296241
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Tabelom 10. su predstavljene ucestalosti alela proucavanih polimorfizama u
CYP27B1 i CYP24A1 genima. NaSi rezultati pokazuju da za analizirane
polimorfizme u CYP27B1 i CYP24A1 genu ne postoji razlika u zastupljenosti alela
(Tabela 10.) u oba slucaja.

Tabela 10. Ucestalost alela proucavanih polimorfizama CYP27B1 i CYP24A1 gena
u OSCC i kontrolnoj grupi

0SCC Kontrole
Gen/SNP Alel p
N N
CYP27B1 C 70 83 0.615
rs4646536 - 150 161
A 154 154
CYP24A1 0.117
rs2296241 G 66 90

U slucaju polimorfizma u CYP24A1 genu, uoceno je postojanje statisticki
znacajne razlike izmedu pripadnika muskog pola OSCC i kontrolne grupe (p=0.019,
Fisher test) Sto nije detektovano izmedu pripadnica Zenskog pola iz grupe
pacijenata i kontrolne grupe. Za preostale proucavane polimorfizme u studiji,

stratifikacija prema polu nije pokazala postojanje statisticki znacajne razlike.
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4.2. EtioloSke i Kklinicko patoloske odlike ispitivane grupe
pacijenata

Asocijacija izmedu analiziranih polimorfizama u VDR, CYP27B1 i CYP24A1
genima i etioloskim faktorima su predstavljeni Tabelom 11. Asocijacija sa polom je
primecena za VDR Taql (p=0.006, x2 test), Bsml (p=0.002, x? test) i CYP27B1
rs4646536 (p=0.014, x2? test) polimorfizme za mutirane homozigote i
heterozigotne genotipove zbirno, u poredenju sa divljim homozigotom u sva tri
slucaja (Tabela 11.). Statisticka znacajna veza izmedu godina i analiziranih
SNP-ova je zabeleZena za Apal polimorfizam (p=0.049, x2 test) kod mutiranih i
heterozigotnih genotipova zdruZeno nasuprot divljem genotipu (Tabela 11.).
PusSenje je u asocijaciji sa mutiranom i heterozigotnom formom Taql polimorfizma
u odnosu na divlju formu (p=0.039, 2 test). Takode je uocena povezanost izmedu

CYP27B1 rs4646536 i konzumacije alkohola (p=0.012, x2 test) (Tabela 11.).

Povezanost polimorfizama u VDR, CYP27B1 i CYP24A1 genima sa klinicko
patolosSkim varijablama u proucavanoj OSCC grupi su predstavljeni Tabelom 12. Za
Taql polimorfizam je zabeleZena znacajna veza sa pojavom recidiva bolesti
(p=0.008, x?2 test). Preostale klinicko patoloske varijable: OSCC stadijum, veli¢ina
tumora, nodalni status kao i histoloski i nukleusni gradus nisu bili asocirni sa

analiziranim polimorfizmima u ovoj studiji (Tabela 12.).
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Tabela 11. Povezanost polimorfizama u VDR, CYP27B1 i CYP24A1 genima sa

etioloskim faktorima

VDR VDR VDR VDR VDR VDR CYP27B1 CYP24A1
Varijable N EcoRV FokI Taql Apal Bsml rs11574085 1rs4646536 rs2296241
wt/heterozigot/mutirani homozigot
Pol
Muski 81 26/45/10 24/50/7 24/49/8 22/36/23 22/59/0 75/6/0 15/28/38 36/45/0
Zenski 29 9/17/3 8/17/4 17/9/3 38246 17/12/0 27/2/0 12/17/0 9/20/0
p NSZ NSZ 0.006 NSZ 0.002 NSZ 0.014 NSZ
Godine#
<58 51 13/29/9 16/31/4 20/27/4 19/20/12 19/32/0 46/5/0 10/18/23 18/33/0
=58 59 22/33/4 16/36/7 21/31/7 12/32/15 20/39/0 56/3/0 5/22/32 27/32/0
p NSZ NSZ NSZ 0.049 NSZ NSZ NSZ NSZ
Pusenje
Ne/bivsi 28 7/16/5 7/19/2 15/11/2 7/14/7 13/15/0 24/4/0 3/12/13 10/18/0
Da 82 28/46/8 25/48/9 26/47/9 24/38/20 26/56/0 78/4/0 12/28/42 35/47/0
p NSZ NSZ 0.039 NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ
Alkohol
Ne/bivsi 75 25/41/9 20/47/8 32/33/10 21/36/18 31/44/0 68/7/0 6/31/38 35/40/0
Da 35 10/21/4 12/20/3 9/25/1 10/16/9 8/27/0 34/1/0 9/9/17 10/25/0
p NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ 0.012 NSZ
Oralna
higijena
Dobra 54 13/31/10 14/35/5 24/24/6 18/25/11 23/31/0 50/4/0 7/22/25 23/31/0
Losa 56 22/31/3 18/32/6 17/34/5 13/27/16 16/40/0 52/4/0 8/18/30 22/34/0
p’ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ

*Vrednosti p<0.05 su podebljane
N- ukupan broj pacijenata u datoj kategoriji

NSZ- Nije statisticki znacajno
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Tabela 12. Povezanost polimorfizama u VDR, CYP27B1 i CYP24A1 genima sa klinicko
patoloskim karakteristikama OSCC grupe

VDR VDR VDR VDR VDR VDR CYP27B1 CYP24A1
Varijable N EcoRV FokI Taql Apal Bsml rs11574085 1rs4646536 1rs2296241

wt/heterozigot/mutirani homozigot

Stadijum
I 27 7/17/3 8/16/3 9/15/3 9/14/4 10/17/0 27/0/0 4/10/13 8/19/0
III 83 28/45/10 24/51/8 32/43/8 22/38/23 29/54/0 75/8/0 11/30/42 37/46/0
p’ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ
Veli¢. tum.
T1/2 82 28/43/11 22/49/11 29/45/8 25/40/17 28/54/0 77/5/0 11/29/42 37/45/0
T3/4 28 7/19/2 10/18/0 12/13/3 6/12/10 11/17/0 25/3/0 4/11/13 8/20/0
p’ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ
Nod. status
NO 23 7/14/2 6/14/3 9/12/2 8/13/2 10/13/0 23/0/0 5/7/11 7/16/0
N+ 87 28/48/11 26/53/8 32/46/9 23/39/25 29/58/0 79/8/0 10/33/44 38/49/0
p’ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ
Recidiv
RO 49 17/26/6 13/27/9 25/19/5 17/23/9 22/27/0 44/5/0 4/24/21 24/25/0
R+ 61 18/36/7 19/40/2 16/39/6 14/29/18 17/44/0 58/3/0 11/16/34 21/40/0
p* NSZ NSZ 0.008 NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ
Hist.grad.
H1 30 11/15/4 7/19/4 11/14/5 7/17/6 10/20/0 29/1/0 4/12/14 17/13/0
H2 60 21/32/7 16/37/7 25/31/4 20/25/15 23/37/0 54/6/0 6/23/31 20/40/0
H3 20 3/15/2 9/11/0 5/13/2 4/10/6  6/14/0 19/1/0 5/5/10 8/12/0
p* NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ
NukKl. grad.
1 19 8/7/4 2/15/2 9/8/2 5/9/5 7/12/0 17/2/0 2/8/9 11/8/0
2 56 18/33/5 18/30/8 21/30/5 17/27/12 30/36/0 51/5/0 8/21/27 22/34/0
3 35 9/22/4 12/22/1 11/20/4 9/16/10 12/23/0 34/1/0 5/11/19 12/23/0
p’ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ

*Vrednosti p <0.05 su podebljane

N-ukupan broj pacijenata u datoj kategoriji

NSZ- Nije statisticki znacajno

Velic. tum.- Veli¢ina tumora; Nod. status- Nodalni status; Hist. grad.- Histoloski gradus; Nukl.grad.- Nukleusni gradus
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U cilju ispitivanja postojanja asocijacije izmedu odredenog genotipa i rizika
za razvoj 0OSCC-a, racunat je crude Odds Ratio logistiCkom regresionom analizom
(Tabela 13.). Statisticki znaCajno smanjenje rizika za razvoj OSCC je uoceno u
slucaju mutiranog EE genotipa EcoRV (OR=0.341, p=0.008), mutiranog genotipa
AA Apal (OR=0.486, p=0.040) polimorfizama VDR gena i heterozigotnog genotipa
CYP24A1 gena (OR=0.514, p=0.018) u poredenju sa wt formom u sva tri slucaja
(Tabela 13.). Heterozigotni genotip VDR Bsml polimorfizma je znaCajno asociran sa
poviSenim rizikom za razvoj oralnog karcinoma (OR=1.790, p=0.032), ali i
heterozigotni i mutirani genotip zajedno u odnosu na wt genotip (OR=1.705,

p=0.048) (Tabela 13.).

U tabeli 14. je prikazan crude Odds Ratio za ispitivane alele analiziranih
polimorfizama i rizika za razvoj OSCC. Mutirani alel E EcoRV polimorfizma je
znacajno asociran sa smanjenim rizikom za razvoj OSCC-a u poredenju sa wt e
alelom (OR=0.645, p=0.019). U slucaju polimorfizma Apal, mutirani alel A je
statisti¢ki znacajno povezan sa smanjenjem rizika za razvoj oralnog karcinoma u
poredenju sa wt alelom a (OR=0.645, p=0.019). Aleli drugih ispitivanih
polimorfizama nisu bili u vezi sa povefanim niti smanjenim rizikom za razvoj

OSCC.

Adjusted Odds Ratio, kombinovan sa podacima o konzumiranju alkohola,
puSenju, godinama i polu je pokazao statisticki znacajno smanjenje rizika za razvoj
oralnog karcinoma kod heterozigota AG polimorfizma rs2296241 CYP24A1 gena, u
odnosu na wt AA genotip (OR=0.281, p=0.000) (Tabela 15.). U slucaju EE
mutiranog genotipa EcoRV polimorfizma u poredenju sa wt ee genotipom nije
dostignuta statisticka znacajnost, ali se zapaZa trend smanjivanja rizika za razvoj
oralnog karcinoma (OR=0.388, p=0.063) (Tabela 15.). Ni jedan od preostalih
genotipova proucavanih polimorfizama u VDR i CYP27B1 genu nije bio znacajno

povezan sa rizikom za nastanak OSCC-a (Tabela 15.).
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Tabela 13. VDR, CYP27B1 i CYP24A1 polimorfizmi i rizik za nastanak oralnog

karcinoma-crude Odds Ratio

Gen/SNP  Genotip 030G - Crude OR (95% CI) p*
N % N %

ee 35 31.8 34 27.9 1 Ref.

VDR Ee 62 56.4 51 418  1.181(0.648-2.152)  0.587
EcoRV g 13 11.8 37 303  0.341(0.155-0.751)  0.008
Ee+EE* 75 68.2 88 721  0.828(0.471-1.455)  0.511

ff 32 29.1 46 37.7 1 Ref.

VDR Ff 67 60.9 62 50.8  1.553(0.880-2.742)  0.129
Fokl FF 11 10 14 11.5  1.129(0.455-2.805)  0.793
Ff+FF# 78 70.9 76 623  1.475(0.851-2.559)  0.166

TT 41 37.3 59 48.4 1 Ref.

VDR Tt 58 52.7 48 39.3  1.739(1.001-3.021)  0.050
Taq]l tt 11 10 15 123 1.055(0.440-2.529)  0.904
Tt+tt# 69 62.7 63 51.6  1.576(0.932-2.664)  0.089

aa 31 28.2 29 23.8 1 Ref.

VDR Aa 52 473 41 336  1.186 (0.619-2.275)  0.607
Apal AA 27 24.5 52 426  0.486 (0.244-0.966)  0.040
Aa+AA# 79 71.8 93 762 0795 (0.441-1.431)  0.444

bb 39 35.5 59 48.4 1 Ref.

VDR Bb 71 64.5 60 492  1.790 (1.053-3.044)  0.032
Bsml BB 0 0 3 2.4 NR NR
Bb+BB* 71 64.5 63 51.6  1.705(1.006-2.891)  0.048

AA 102 927 110 90.2 1 Ref.

VDR AT 8 7.3 12 9.8  0.719(0.282-1.830)  0.489
rs11574085 | / / / / NR NR
AT+TT# / / / / NR NR

cc 15 13.6 19 15.6 1 Ref.

CYP27B1 CT 40 36.4 46 37.7  1.101(0.496-2.448)  0.813
rs4646536 TT 55 50 57 467  1.222(0.565-2.644)  0.61
CT+TT# 95 86.4 103 844  1.168(0.562-2.429)  0.677

AA 45 409 32 26.2 1 Ref.

CYP24A1 AG 65 59.1 90 738  0.514(0.295-0.894)  0.018
1s2296241 / / / / NR NR
AG+GG* / / / / NR NR

*Vrednosti p<0.05 su podebljane
#Heterozigot i mutirani homozigot zdruZeni vs. wt genotip

Ref.- Referentna vrednost; NR- Nije ra¢unato
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Tabela 14. Aleli analiziranih polimorfizama u VDR, CYP27B1 i CYP24A1 genima i

rizik za nastanak oralnog karcinoma- crude Odds Ratio

0scc Kontrol
Gen/SNP  Alel 0 Crude OR (95% CI) p’
N % N %
VDR e 132 60 120 49 1 Ref.
EcoRV E 88 40 124 51 0.645(0.446-0.932)  0.019
VDR f 132 60 154 63 1 Ref.
Fokl F 88 40 90 37 1.141(0.784-1.659)  0.493
VDR T 141 64 166 68 1 Ref.
Tagl t 79 36 78 32 1192(0.811-1.752) 0371
VDR a 114 52 100 41 1 Ref.
Apal A 106 48 144 59 0.645(0.447-0.932)  0.019
VDR b 150 68 178 73 1 Ref.
Bsml B 70 32 66 27  1.258(0.843-1.878)  0.259
VDR A 211 9 232 95 1 Ref.
rs11574085 T 9 4 12 5 0825(0.341-1.996)  0.671
CYP27B1  C 70 32 83 34 1 Ref.
rs4646536 T 150 68 161 66  1.104(0.749-1.628)  0.617
CYP24A1 A 154 70 154 63 1 Ref.
rs2296241 G 66 30 90 37 0.733(0.497-1.081)  0.116

*Vrednosti p<0.05 su podebljane
Ref.- Referentna vrednost
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Tabela 15. VDR, CYP27B1 i CYP24A1 polimorfizmi i rizik za nastanak oralnog

karcinoma-adjusted Odds Ratio

Gen/SNP  Genotip — et Adjusted OR?2(95% CI) p*
N % N %

ee 35 318 34 27.9 1 Ref.

VDR Ee 62 564 51 41.8 1.083 (0.517-2.270) 0.832
EcoRV  gg 13 11.8 37 30.3 0.388 (0.143-1.054) 0.063
Ee+EE* 75  68.2 88 72.1 0.789 (0.391-1.592) 0.508

Ff 32 291 46 37.7 1 Ref.

VDR Ff 67  60.9 62 50.8 1.841 (0.906-3.739) 0.091
Fokl FF 11 10 14 115 1.571 (0.495-4.982) 0.443
Ff+FF# 78 709 76 62.3 1.832 (0.912-3.679) 0.089

TT 41 373 59 48.4 1 Ref.

VDR Tt 58 527 48 39.3 1.749 (0.868-3.524) 0.118
Tagql tt 11 10 15 12.3 1.689 (0.616-4.633) 0.309
Tttt 69  62.7 63 51.6 1.720 (0.891-3.322) 0.106

aa 31 282 29 23.8 1 Ref.

VDR Aa 52 473 41 33.6 1.368 (0.621-3.014) 0.437
Apal AA 27 245 52 42.6 0.643 (0.278-1.486) 0.302
Aa+AA# 79 718 93 76.2 1.041 (0.502-2.158) 0.914

bb 39 355 59 48.4 1 Ref.

VDR Bb 71 645 60 49.2 1.725 (0.895-3.323) 0.103
Bsml BB 0 0 3 2.4 NR NR
Bb+BB* 71 645 63 51.6 1.663 (0.864-3.202) 0.128

AA 102 92.7 110  90.2 1 Ref.

VDR AT 8 7.3 12 9.8 0.697 (0.237-2.054) 0.513
rs11574085 Tt / / / / NR NR
AT+TT# / / / / NR NR

cc 15  13.6 19 15.6 1 Ref.

CYP27B1 CT 40 364 46 37.7 1.612 (0.535-4.857) 0.396
rs4646536 TT 55 50 57 46.7 1.317 (0.430-4.037) 0.630
CT+TT* 95  86.4 103 84.4 1.426 (0.499-4.074) 0.507

AA 45 409 32 26.2 1 Ref.

CYP24A1 AG 65  59.1 90 73.8 0.281 (0.139-0.568) 0.000
rs2296241 / / / / NR NR
AG+GG# / / / / NR NR

*Vrednosti p <0.05 su podebljane; 2adjusted Odds Ratio za godine, pol, alkohol i pusenje
#Heterozigot i mutirani homozigot zdruZeno vs. wt genotip
NR- Nije racunato; Ref-Referentna vrednost
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4.3. Analiza haplotipova

Koeficijent neravnoteZe vezanosti je raCunat za sve VDR proucavane
SNP-ove medusobno pomocu programa Haploview 4.2. Nivo LD-a izmedu svih
parova analiziranih polimorfizama su izraZene preko parametra D' i
predstavljene procentualno (prikazane u kvadrati¢ima), za celokupnu studijsku
grupu, kao i kontrolnu i OSCC grupu (Slike 28., 29., 30., redom). Primenom
matematickih algoritama i EM modela, na kojima se zasniva program Haploview,
za datu analiziranu grupu se procenjuje postojanje potencijalnih haplotipova i

njihova ucestalost.
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Slika 28. Neravnoteza vezanosti i haplotipski blok u celokupnoj studijskoj grupi

Za definiciju haplotipskog bloka je koriS¢ena opcija solid spine block
definition. ldentifikovan je jedan haplotipski blok u celokupnoj studijskoj grupi,
0SCC i kontrolnoj grupi i Bsml (rs1544410), Apal (rs7975232) i Taql (rs731236)
polimorfizmi VDR gena su se nalazili u neravnotezi vezanosti (Slike 28., 29., 30.).
MoZe se zapaziti da su Taqgl i Bsml polimorfizmi medusobno jace vezani (D'=0.87)

nego Taql i Apal (D'=0.65) odnosno Bsml i Apal (D'=0.74) (Slika 28.).
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Slika 29. NeravnoteZa vezanosti Slika 30. NeravnotezZa vezanosti i
i haplotipski blok u kontrolnoj grupi haplotipski blok u OSCC grupi

[zuzetno visok nivo vezanosti izmedu tri polimorfizma u haplotipskom
bloku je zabeleZen u kontrolnoj grupi (D'>0.90) (Slika 29.). Haplotipski blok unutar
OSCC grupe pokazuje isti obrazac vezanosti kao i u celokupnoj studijskoj grupi, gde
su Taql i Bsml bili u jacem LD-u (D'=0.80) u odnosu na svaki od ova dva
polimorfizma pojedinac¢no sa Apal polimorfizmom (D'=0.38, D'=0.62, redom) (Slika
30.).

Distribucija analiziranih VDR haplotipova unutar OSCC i kontrolne grupe je
prikazana Slikom 31. Kao Sto se moZe uociti, najces¢i haplotip u grupi pacijenata i
kontrolnoj grupi je bio baT (40%) (Slika 31.a). Haplotip BaT je bio najmanje
zastupljen u grupi pacijenata (1.4%), pri ¢emu nije detektovan u kontrolnoj grupi.
Pored ovog, u kontrolnoj grupi nisu uoceni haplotipovi bat, Bat i BAT koji su

detektovani u grupi pacijenata sa oralnim karcinomom (Slika 31.,b).

94



Rezultati

EbaT
H BAt
& bAT
H hat
H Bat
M hAt
i BAT

il BaT

a)

Slika 31. Procentualne zastupljenosti identifikovanih haplotipova u OSCC i

b)

kontrolnoj grupi a) OSCC b) kontrole

Analizirano je postojanje veze identifikovanih haplotipova sa rizikom za
nastanak oralnog karcinoma (Tabela 16.). Za referentnu vrednost je uzet baT
haplotip koji je bio najucestaliji u obe grupe. Logisticka regresiona analiza je
pokazala da Bsml-Apal-Taql tri-lokusni haplotip nije bio u statisticki znacajnoj

asocijaciji sa rizikom za razvoj oralnog karcinoma (Tabela 16.).

Tabela 16. Asocijacija haplotipova i rizika za nastanak oralnog karcinoma

0sccC Kontrole
Haplotip 0Odds Ratio (95% CI) p
2N =220 % 2N=244 %

baT 88 40.2 98 40.1 1.000 Ref.
BAt 51 23.2 66 27  0.861 (0.540-1.370) 0.527
bAT 43 19.4 64 26.2 0.748 (0.462-1.211) 0.238
bat 12 5.3 / / NR NR
Bat 11 5 / / NR NR
bAt 6 2.9 14 58 0.477 (0.176-1.296) 0.140
BAT 6 2.7 / / NR NR
BaT 3 1.4 / / NR NR

Ref.- Referentna vrednost
NR- Nije racunato
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4.4. Analiza ukupnog prezivljavanja

Period pracenja pacijenata je bio od 28-100 meseci, sa medijanom
prezivaljavanja od 35 meseci.

Analizom Kaplan-Meier kriva prezivljavanja, uoc¢ava se znacajno smanjenje
ukupnog prezivaljavanja kod pacijenata u uznapredovalom stadijumu bolesti u
odnosu na raniji stadijum (III vs. II, p=0.007, log-rank test) (Slika 32., a). Znacajno
smanjenje ukupnog prezivljavanja je zabeleZzeno i kod pacijenata sa limfnim
metastazama (N+ vs. NO, p=0.007, log-rank test) (Slika 32., b), ve¢im tumorima
(T3/4 vs. T1/2, p=0.001, log-rank test) (Slika 32., c) kao i pojavom recidiva bolesti
(R+vs. RO, p=0.000, log-rank test) (Slika 32., d)
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Slika 32. Kaplan-Meier krive preZivljavanja a) stadijum bolesti b) nodalni status

c) veli¢ina tumora d) recidiv
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VDR Fokl polimorfizam je bio u asocijaciji sa smanjenim ukupnim
prezivljavanjem (p=0.042, log-rank test) (Grafik 33., a). Divlji ff genotip je asociran
sa loSijim preZivljavanjem (p=0.012, log-rank test) u poredenju sa heterozigotima
Ff i mutiranim FF genotipovima zajedno (Grafik 33., b). Stratifikovana analiza
prema postojanju limfnih metastaza je pokazala da je wt ff genotip asociran sa
loSijim prezivljavanjem u obe grupe sa i bez limfnih metastaza (p=0,025, p=0.040,
redom, log-rank test) (Slika 33., c, d). Pored toga, wt ff genotip je imao loSiju
prognozu preZivljavanja u grupi pacijenata sa III stadijumom bolesti (p=0.026), za
razliku od II stadijuma (p=0.079) gde nije postignuta statisticka znacajnost, ali
postoji izvesna tendencija (Slika 33., e, f). Stratifikacionom analizom prema
recidivu, uoceno je loSije preZivaljavanje wt Fokl genotipa u odnosu na
heterozigotne i mutirane forme zajedno u podgrupi sa recidivom bolesti (R+ vs. RO,

p=0.036, log-rank test) (krive nisu prikazane).
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Slika 33. Kaplan-Meier krive prezivljavanja: a) Fokl polimorfizam b) Ff +FF vs. wt
ff c) FokI kod pacijenata sa Il stadijumom bolesti d) FokI kod pacijenata sa
III stadijumom bolesti e) Fokl kod pacijenata sa negativnim nodalnim
statusom (NO) f) Fokl kod pacijenata sa pozitivnim nodalnim statusom

(N+)

U slucaju polimorfizma rs2296241 u CYP24A1 genu, nije uocena veza sa
ukupnim prezivljavanjem (p=0.108, log-rank test) (Slika 34., a). Medutim,
stratifikacija prema stadijumu bolesti je pokazala da heterozigotni genotip AG ima
statisticki loSije preZivljavanje u odnosu na wt u uznapredovalom, III stadijumu
bolesti (p=0.021, log-rank test), dok takva veza nije uocena u slucaju II stadijuma
(p=0.989, log-rank test) (Slika 33., b, c). Pored toga, heterozigoti su imali loSije
prezivljavanje u grupi pacijenata sa limfnim metastazama (p=0.016, log-rank test),
Sto nije bio slucaj u grupi pacijenata bez limfnih metastaza (p=0.553, log-rank test)
(Slika 33., d, e). Stratifikaciona analiza prema veli€ini tumora i pojavom recidiva
nije otkrila postojanje statisticki znacajnih razlika u preZzivljavanju izmedu nosioca

razlicitih genotipova (krive prezivljavanja nisu predstavljene).
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Slika 34. Kaplan-Meier krive prezivljavanja a) CYP24A1 (rs2296241) b) CYP24A1
kod pacijenata sa II stadijumom bolesti c) CYP24A1 kod pacijenata sa III

stadijumom bolesti d) CYP24A1 kod pacijenata sa negativnim nodalnim

statusom e) CYP24A1 kod pacijenata sa pozitivnim nodalnim statusom
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Rezultati

Preostali proucavani polimorfizmi u VDR genu kao i CYP27B1 genu nisu bili

povezani sa ukupnim prezivljavanjem (Slika 35.).
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Slika 35. Kaplan-Meier krive preZivljavanja analiziranih polimorfizama: a) EcoRV

b) Bsml c) Taql d) Apal e) VDR rs11574085 f) CYP27B1 rs4646536
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Grupisanje heterozigotnog 1 mutiranog genotipa za analizirane
polimorfizme naspram divljih genotipova takode nije bilo asocirano sa
prezivljavanjem. Isto je pokazano i stratifikovanom analizom prema stadijumu
bolesti, veliini tumora, nodalnom statusu i recidivu bolesti (rezultati nisu

prikazani).
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4.5. Analiza promenljivih relevantnih za ukupno prezivljavanje

Univarijantna Cox regresiona analiza pojedinacnih promenljivih koje uticu
na ukupno preZivljavanje je pokazala da su VDR Fokl polimorfizam, veli¢ina
tumora, stadijum bolesti, nodalni status, recidiv i nukleusni gradus, kao i oralna
higijena i konzumiranje alkohola znacajni prognosticki indikatori za ukupno

prezivljavanje (Tabela 17).

Tabela 17. Univarijantna regresiona analiza pojedina¢nih promenljivih koje uticu

na ukupno preZivljavanje

Varijable HR 95 % CI p*

VDR EcoRV 0.754 (0.499-1.400) 0.181
VDR FoKI 0.615 (0.391-0.968) 0.035
VDR Tagql 1.376 (0.909-2.085) 0.132
VDR Apal 0.975 (0.679-1.401) 0.892
VDR Bsml 1.331 (0.771-2.299) 0.304
VDR rs11574085 1.068 (0.330-3.458) 0.912
CYP27B1rs4646536 1.052 (0.723-1.530) 0.792
CYP24A11rs2296241 1.538 (0.897-2.637) 0.118
Pol 0.652 (0.350-1.215) 0.178
Godine 1.307 (0.779-2.193) 0.311
PuSenje 1.802 (0.912-3.563) 0.090
Alkohol 1.544 (1.129-2.112) 0.007
Stadijum 2.774 (1.257-6.122) 0.012
Nodalni status 2.977 (1.277-6.939) 0.012
Veli¢ina tumora 2.636 (1.475-4.711) 0.001

*Vrednosti p<0.05 su podebljane
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Statisticki znacajne varijable u univarijantnoj analizi, ukljucuju¢i varijable
sa nivoom znacajnosti ispod 20% (0.2) su ponovo analizirane zajedno u
multivarijantnoj analizi. S obzirom da su nodalni status i veli¢ina tumora ukljuceni
u odredivanje stadijuma bolesti, ove dve varijable su isklju¢ene iz multivarijantne

analize u cilju dobijanja Sto preciznijih rezultata (Tabela 18.).

Tabela 18. Multivarijantna regresiona analiza viSe promenljivih koje uti¢u na

ukupno preZivljavanje

Varijable HR 95% CI p*

VDR Fokl 0.580 (0.365-0.923) 0.021
Alkohol 1.477 (1.080-2.020) 0.211
Stadijum 2.656 (1.197-5.894) 0.016

*Vrednost p<0.05 su podebljane

Multivarijantnom Cox regresionom analizom je pokazano da su VDR FokI
polimorfizam i stadijum bolesti zadrzali statisticki znacajan uticaj kao nezavisni
prognosticki faktori za ukupno preZivljavanje, dok je doprinos unosa alkohola kao

prognostickog faktora izgubljen (Tabela 18.).
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4.6. Analiza asocijacije haplotipova i prezivljavanja

KoriS¢enjem programa Thesias 3.1. je analizirano postojanje veze izmedu
procenjenih VDR haplotipova i ukupnog prezivljavanja, Cox proporcionalnim
modelom izraZenim preko Hazard Ratio (HR). Kao referentna vrednost je koris¢en
baT haplotip koji se javlja sa najviSom ucestaloS¢u u grupi pacijenata. U poredenju
sa referentnom vrednos$cu, nije uoceno postojanje znacajne veze izmedu preostalih
detektovanih haplotipova unutar grupe pacijenata sa dijagnostikovanim OSCC-om i
prezivljavanja (Tabela 19.). U slucaju asocijacije bat haplotipa i preZivljavanja,
uocCava se trend (p=0.075), ali ta vrednost nije dostigla nivo statisticke znacajnosti

(Tabela 19.).

Tabela 19. Asocijacija haplotipova sa prezivljavanjem

Haplotip HR 95 % CI p
baT Ref.

BAt 1.211 (0.653-2.244) 0.543
bAT 1.078 (0.637-1.823) 0.778
bat 2.095 (0.929-4.726) 0.075
Bat 2.173 (0.850-5.553) 0.105
bAt 1.366 (0.454-4.109) 0.578
BAT 2.291 (0.509-10.315) 0.280
BaT 1.961 (0.339-11.392) 0.451

Ref.- Referentna vrednost
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Diskusija

Oralna kancerogeneza predstavlja visSestepeni proces koji ukljucuje sloZzeno
multifaktorsko preplitanje kako genetickih tako i sredinskih faktora. Oralni
skvamocelularni karcinomi se odlikuju loSom prognozom i visokim mortalitetom,
kao i rastu¢om incidencom medu osobama mladim od 40 godina. Uprkos uloZenim
naporima za unapredenje dijagnostike i terapije, petogodiSnje preZivljavanje
pacijenata sa dijagnostikovanim oralnim karcinomom je ostalo nepromenjeno
poslednjih nekoliko decenija (Mascolo i sar.,, 2012), Sto ukazuje na potrebu za
ulaganje u nove kriterijume Kklasifikacije ovog karcinoma. Poseban znacaj se
pridaje opisivanju molekularno genetic¢kih aspekta oralne kancerogeneze koji bi
posluzili za pronalaZzenje dobrih prediktivnih i prognostickih molekularnih
markera. Polimorfizmi nukleotidne sekvence predstavljaju prirodne varijacije koje
se smatraju odgovornim za razlike koje postoje medu individuama po pitanju
podloZnosti bolestima, pa samim tim i karcinomima. U danasnje vreme je sve veci
broj studija koje imaju za cilj otkrivanje razli¢itih polimorfizama u kandidat
genima, koji bi mogli imati bitnu ulogu terapeutskih, prediktivnih ili prognostickih
faktora. Studije asocijacija identifikovanih polimorfizama kandidat gena i
karcinoma, ukljuCuju¢i i GWAS projekat, ukazuju na znacaj ovih genetickih
varijanti u humanom genomu i njihovu vezu sa podloZnoSéu kompleksnim
bolestima. Istovremeno se velike nade ulazu u identifikaciju prirodnih supstanci
koje imaju antikancerogeno dejstvo, ¢ija bi primena pokazala dobre rezultate,
posebno kod onih osoba koje imaju poviSen rizik za oboljevanje od razlicitih tipova
karcinoma. Mnogobrojne in vitro i in vivo studije su pokazale da vitamin D ima
antikancerogeni potencijal koji ostvaruje nakon vezivanja za svoj receptor (Deeb i
sar., 2007; Stewart i Weigel, 2004; Kornfehl i sar., 1996). Aktivnost vitamina D je
modulisana enzimima familije citohroma P450 koji su uklju¢eni u njegov
metabolizam. Prethodnim studijama je pokazano da su polimorfizmi u VDR genu,
koji kodira za receptor za vitamin D, asocirani sa nekoliko tipova kancera,
ukljucujuc¢i karcinome glave i vrata (Liu i sar., 2005), kao i oralni karcinom (Abo-
Hanger i sar., 2008; Bektas-Kayhan i sar., 2010). Uvidom u literaturu nalazimo da
studije asocijacije gena koji imaju ulogu u anabolizmu i katabolizmu vitamina D sa

oralnim karcinomima nisu do sada radene.
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U ovoj doktorskoj disertaciji je proucavana asocijacija nekoliko najcesce
analiziranih polimorfizama VDR gena, kao i CYP27B1 i CYP24A1 gena, ukljucenih u
metabolizam vitamina D, sa rizikom za razvoj oralnog karcinoma, klinicko
patoloSkim karakteristikama i preZivljavanjem pacijenata. Po naSem saznanju,
analiza polimorfizama gena bitnih za metabolizam i funkcionisanje vitamina D kod
pacijenata sa oralnim karcinomom nije do sada radena u nasSoj populaciji. Brojne
studije su ispitivale postojanje asocijacija izmedu VDR polimorfizama i rizika za
razvoj kancera, pretezno kancera dojke, prostate i kolona, ali dobijeni rezultati nisu
konzistentni i niskog su stepena reproducubilnosti izmedu studija. Relativno mali
broj studija je ispitivao potencijalni prognostic¢ki znacaj VDR polimorfizama kod
pacijenata obolelih od karcinoma. Samo nekoliko studija je proucavalo asocijaciju
izvesnih SNP-ova u VDR genu sa rizikom za nastanak karcinoma glave i vrata i
oralnog karcinoma, dok, prema naSem saznanju, ovo predstavlja prvu studiju koja
se posebno bavila i utvrdila postojanje asocijacije VDR polimorfizama i OSCC
prezivljavanja, Sto ¢e biti diskutovano u predstojecem tekstu.

U ovoj studiji su primecene znacajne razlike u distribuciji genotipova VDR
polimorfizama EcoRV (p=0.019), Apal (p=0.013) i Bsml (p=0.025), kao i CYP24A1
rs2296241 (p=0.025) izmedu grupe pacijenata sa oralnim karcinomom i kontrolne
grupe osoba naSe populacije bez dijagnostikovanog karcinoma. Uoc¢ena razlika u
distribuciji polimorfizama izmedu OSCC i kontrolne grupe ukazuje na mogucu

asocijaciju i vaznu ulogu VDR i CYP24A1 gena u procesu oralne kancerogeneze.

5.1. EcoRV polimorfizam

Polimorfizam u VDR genu smesSten na poziciji -1012 u 1a promotorskom
regionu, EcoRV (rs4516035), predstavlja supstituciju timina citozinom. Prema
naSem saznanju, EcoRV polimorfizam je relativno slabo ispitivan u genetickim
studijama asocijacije sa sloZenim bolestima, pa samim tim i karcinomima. S
obzirom da je rec¢ o polimorfizmu koji se nalazi u promotorskom regionu VDR gena
za koji se smatra da nema funkcionalni efekat, ¢ini ovaj polimorfizam relativno

neprivla¢nim za ispitivanja ovog tipa. U naSem istraZivanju je zapaZeno da postoji
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statisti¢ki znacajna razlika u distribuciji genotipova (p=0.002) i alela (p=0.019)
EcoRV polimorfizma izmedu grupe pacijenata sa dijagnostikovanim OSCC-om i
pripadnika kontrolne grupe. Mutirani alel E je bio neSto viSe zastupljen medu
kontrolama (51%) u odnosu na uzorke (40%), dok je divlji tip alela e bio ce$¢i u
uzorackoj grupi (60%) u odnosu na kontrolnu grupu (40%). Prethodna ispitivanja
su pokazala da je VDR EcoRV EE mutirani genotip asociran sa smanjenim rizikom
od kutanog melanoma u odnosu na ee wt genotip (Povey i sar., 2007), dok rezultati
druge studije pokazuju da je mutirani genotip povezan sa poviSenim rizikom za
razvoj malignog melanoma (Barroso i sar., 2008) i da je divlji e alel povezan sa
povecanom podloZnoS¢u i loSijim ishodom malignog melanoma (Halsall i sar.,
2009). Kada je re¢ o nasem istrazivanju, rezultati crude Odds Ratio, pokazuju da je
mutirani E alel, kao i EE varijanta EcoRV polimorfizma bila povezana sa 0.341 puta
sniZenim rizikom za razvoj oralnog karcinoma u poredenju sa wild type ee
varijantom, ali je ova znacajnost izgubljena nakon analize modifikovane prema
polu, godinama, pusSenju i unosu alkohola. Kako se rezultati adjusted Odds Ratio
logistiCke regresione analize smatraju preciznijom merom za procenu rizika, moZze
se reci da naSi rezultati negiraju postojanje asocijacije izmedu EcoRV polimorfizma
i rizika za nastanak oralnog karcinoma, Sto je u skladu sa nalazima za kancer dojke
(Barroso i sar., 2008) i za kancer dojke u populaciji Poljaka (Gapska i sar., 2009).
EcoRV polimorfizam je bio asociran sa povecanim rizikom za pojavu melanoma
lociranim na glavi, vratu i trupu (Barroso i sar., 2008). Pored toga, u kanceru dojke
je EcoRV polimorfizam povezan sa smanjenim rizikom za metastaziranje (Barroso i
sar., 2008), dok je u slu¢aju malignog melanoma wt alel e bio asociran sa rizikom za
metastaziranje (Halsall i sar., 2009). Stice se utisak da su rezultati ovih
malobrojnih istrazivanja, koja su se bavila EcoRV polimorfizmom, potpuno
opreCna, Sto se moZe dovesti u vezu sa tumorskom specificnoséu. EcoRV
polimorfizam nije bio u vezi sa ispitivanim klinicko patoloskim odlikama oralnog
karcinoma u nasem istraZivanju.

Prema naSem saznanju, ni jedna studija se do sada nije bavila proucavanjem
veze izmedu EcoRV polimorfizma i prezivljavanja pacijenata sa oralnim
karcinomom i karcinomom uopSte. EcoRV polimorfizam nije bio statisticki

povezan sa preZivljavanjem u naSoj studiji (p=0.357) i isto je pokazano i
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stratifikacionom analizom prema stadijumu bolesti, nodalnom statusu, velicini
tumora i recidivu. Pored toga, univarijantna Cox-regresiona analiza je pokazala da

se ovaj polimorfizam ne moze koristiti kao nezavisni prognosticki faktor.

5.2. FoKI polimorfizam

NajceSce proucavani polimorfizam u VDR genu, FokI (rs2228570) se nalazi
u egzonu 2 i predstavlja izmenu timina citozinom na poziciji +27823 (ili +30875).
Rec je o jednom od retkih polimorfizama u VDR genu za koji je potvrdeno da ima
funkcionalni efekat. Divlja ff forma rezultuje sintezom proteina koji se sastoji od
427 amino kiselina (M1 forma) za koju je pokazano da ima manji transaktivacijski
kapacitet u odnosu na mutiranu varijantu FF, koja dovodi do sinteze proteina
kraceg za 3 amino Kkiseline (M4 forma) (Whitfield i sar., 2001). Ovom doktorskom
disertacijom nije utvrdeno postojanje razlike u distribuciji genotipova i alela
izmedu uzoracke i kontrolne grupe. Pored toga nije pokazano postojanje statisticke
veze izmedu FokI polimorfizma i klinicko patoloskih karakteristika, kao i rizika za
razvijanje oralnog karcinoma. IstraZivanjima koja su nedavno sprovedena nije
utvrdeno postojanje asocijacije izmedu VDR FokKI polimorfizma i rizika za pojavu
krupnocelijskog karcinoma plu¢a (Turna i sar., 2012), prostate (Ahn i sar., 2009, Li
i sar., 2007; Mikhak i sar., 2007), nazofaringealnog karcinoma u populaciji Han
Kineza (Huang i sar., 2011) i kolorektalnog karcinoma u Iranskoj populaciji
(Mahmoudi i sar., 2011), Sto je u konzistenciji sa naSim rezultatima. Medutim,
rezultati jedne istraZzivaCke grupe su pokazali da je mutirana homozigotna FF
varijanta povezana sa sniZenim rizikom za razvoj karcinoma glave i vrata kod ne-
hispanskih belaca (Liu i sar., 2005). U populaciji Poljaka, osobe divljeg ff genotipa
su bile pod znacajno povecanim rizikom za nastanak karcinoma dojke (Gapska i
sar, 2009). Studija koja je obuhvatala pacijente sa dijagnostikovanim kancerom
prostate, Kavkazoidne populacije, pokazuje da je prisustvo divljeg f alela bilo
asocirano sa povecanim rizikom od nastanka agresivnog kancera prostate i stoga
povezivano i sa loSijom prognozom (Xu i sar., 2003; Zhou i sar., 2006). Takode,

sprovedena meta analiza pokazuje da je divlji ff genotip asociran sa povecanjem
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rizika za razvoj kancera koZe i dojke u poredenju sa FF mutiranim genotipom
(Raimondi i sar., 2009). Razlicita zapazanja medu studijama, po pitanju postojanja
asocijacije Fokl polimorfizma i rizika za razvoj karcinoma se mogu pripisati
specificnostima razli¢itih tipova karcinoma, ali i veliCini studijske grupe.
IstraZivanje koje se bavilo ispitivanjem povezanosti polimorfizama VDR gena i
prezivljavanja u slu€aju krupnocelijskog karcinoma plu¢a je utvrdilo da
pojedinacni polimorfizmi nisu povezani sa preZivljavanjem, ali je bolje
prezivljavanje uoCeno u slucaju zdruZenog efekta protektivnih alela tri
polimorfizma VDR gena: Fokl, Bsml i Cdx-2 (Zhou i sar., 2006).

Nasi rezultati pokazuju da OSCC pacijenti sa divljom ff formom VDR FokI
polimorfizma imaju znacajno loSiju stopu prezZivljavanja u poredenju sa
heterozigotnim i mutiranim genotipom zajedno (p= 0.012). Ovo zapazZanje je u
skladu sa rezultatima prethodnih studija prema kojima je ff genotip asociran sa
loSim preZzivljavanjem u slucaju karcinoma glave i vrata (Hama i sar., 2011),
uznapredovalog krupnocelijskog karcinoma pluca (Heist i sar., 2008) i epitelijalnog
kancera ovarijuma (Tamez i sar., 2009). Ovakvi rezultati podrzavaju podatke koji
govore o funkcionalnosti Fokl polimorfizma. Poznato je da je prisustvo divljeg f
alela asocirano sa smanjenom VDR ekspresijom i VDR funkcionalnom aktivacijom
nakon izlaganja kalcitriolu (Colin i sar., 2000). M1 forma receptora za vitamin D,
koji nastaje kao rezultat postojanja Fokl divljeg genotipa, ima manji kapacitet
transaktivacije, Sto moZe rezultovati progresijom bolesti i posledi¢cno loSim
ishodom (Zeljic i sar., 2012). Nedavno publikovano istrazivanje ukazuje da je rast
Celijske linije kancera dojke MCF-7 VDR FF genotipa bio 60% inhibiran kao
posledica tretmana kalcitriolom, u poredenju sa celijskim linijama ff genotipa, Ciji
je rast bio inhibiran za samo 28% (Alimirah i sar., 2011). Pretpostavlja se da VDR
M4 proteinska forma ima veci kapacitet da indukuje ekspresiju CYP24A1 gena u
poredenju sa M1 formom (Roff i sar., 2008). U skladu sa ovom pretpostavkom, u
¢elijama FF genotipa je nivo iRNK CYP24A1 gena bio 1.8 puta visi (Alimirah i sar.,
2011). Istovremeno, zabeleZeno je da je nivo iRNK CYP24A1 gena i proteina bio
znacajno povisen u odgovoru na kalcitriol u slucaju ¢elija FF genotipa u poredenju
sa Celijama ff genotipa, Sto dodatno potvrduje zakljucak o intenzivnijem odgovoru

na vitamin D u sluCaju FF geneticke varijante (Alimirah i sar., 2011). Jedan od
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moguc¢ih predloZenih mehanizama kojima FF varijanta pojacava efikasnost
vitamina D je povecanje stabilnosti proteinskog receptora. Naime, Celije FF
genotipa su bile rezistentne na efekte inhibitora proteinske sinteze,
cikloheksamida, iako nisu bile izloZene tretmanu kalcitriolom. Poznato je da je
N-terminalna sekvenca proteina Cesto determinanta njegove stabilnosti, te je
moguce da razli¢ita proteinska stabilnost M1 odnosno M4 VDR forme moze biti
rezultat njihove razlike u N-terminalnoj sekvenci (Jurutka i sar., 2000; Alimirah i
sar., 2011). Proteinska stabilnost receptora i visa aktivnost FF geneticke varijante
doprinosi da ova varijanta pojacava odgovor na vitamin D u ¢elijama kancera dojke
(Alimirah i sar., 2011). Nasuprot ovome, Celijske linije kancera tireoidee ff genotipa
su pokazale senzitivnost pri izlaganju kalcitriolu u poredenju sa rezistentnim
¢elijama, koje su bile FF genotipa (Sharma i sar., 2010). Primecéene diskrepance u
slucaju kancera tireoidee i oralnog karcinoma se mogu pripisati tkivnoj
specifi¢nosti i drugacijoj patogenezi, iako se oba navedena karcinoma razvijaju od
skvamocelularnog epitela. Kao mogu¢i zaklju¢ak se namece da divlji ff genotip
moZe imati znacajnu ulogu u pojacanju agresivnosti kancera i samim tim biti
povezan sa loSijom prognozom i ukupnim prezivljavanjem. Istovremeno, time bi se
moglo objasniti zaSto neke Ccelije kancera nedovoljno reaguju na tretman
vitaminom D (Alimirah i sar., 2011). Ipak, bitno je naglasiti da se pretpostavlja da
sniZena transaktivacijska sposobnost M1 forme nije sama po sebi dovoljna da
inicira nastajanje bolesti, ali ima mogu¢nost da unapredi razvoj bolesti (Gapska i
sar., 2009). U prilog tome govore i rezultati istrazivanja koja potvrduju da je samo
u slucaju niske koncentracije 25(OH)D3 u serumu, divlji ff genotip bio povezan sa
2.53 puta povecanim rizikom za nastanak agresivne forme kancera prostate (Li i
sar.,, 2007), Sto ukazuje na postojanje interakcije izmedu genotipa i sredinskih
faktora. Obrnuto, u slucaju visokog nivoa kalcidiola i Fokl ff genotipa rizik od
nastanka agresivne forme kancera prostate je bio snizen za 60-70% (Li i sar.,
2007). Budu¢i da nemamo podatke o nivou glavne cirkuliSuée forme vitamina D u
serumu naSih pacijenata u studiji, postoji moguénost da su upravo osobe ff
genotipa imale nizak nivo kalcidiola, prema literaturnim podacima nizi od
25 ng/ml, Sto je rezultovalo znacajno loSijim preZivljavanjem uoCenim u ovom

istraZivanju. Pored toga, mutirana FF varijanta je asocirana sa sniZenim rizikom za
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razvoj karcinoma prostate u slucaju visokog stepena izloZenosti Suncevom
zracCenju i svetlije pigmentacije koZe (John i sar., 2005; Ingles, 2007). Muskarci ff
genotipa Britanske populacije su bili pod ¢ak 3 puta viSim rizikom za razvoj
kancera prostate samo ukoliko su bili izloZzeni Sunevom zraCenju manje od
prose¢nog vremena od 1 100 sati godiSnje (Bodiwala i sar., 2004). Ovakvi podaci
nam nedvosmisleno pokazuju koliko je veliki znacaj sredinskih faktora, pored
geneticke osnove, u determinaciji sloZzenih fenotipskih osobina i time kompleksnih
bolesti ukljucuju¢i i kancer, koje bi trebalo uzeti u razmatranje u buduéim
proSirivanjima ove studije.

Multivarijantna analiza Cox regresionim modelom je pokazala da FokI
polimorfizam VDR gena moZe biti razmatran kao nezavisan prognosticki faktor
(HR=0.580, p=0.021). Dodatno, mi smo pokazali da je Fokl ff genotip znacajno
asociran sa loSom prognozom u slucaju OSCC pacijenata sa i bez metastaza limfnih
¢vorova (p=0.040, p=0.025, redom), kao i podgrupe pacijenata u III stadijumu
bolesti (p=0.026), dok u stadijumu II, FoklI nije imao prognosticki znacaj (p=0.079).
Prema literaturnim podacima, smatra se da maligne celije mogu razviti izvesni
mehanizam za izbegavanje antiproliferativnih dejstava vitamina D, ukljucujuci
smanjenje VDR ekspresije, smanjenje konverzije 25(OH)D3z u 1a25(0H):D3 ili
povecanje ekspresije CYP24A1 gena. Pretpostavlja se da taj kapacitet za
izbegavanje antiproliferativnih dejstava vitamina D moZze biti viSe zastupljen medu
¢elijama u uznapredovalom tumorskom stadijumu (Heist i sar., 2008; Bouillon i
sar., 2006), ¢ime bi se mogla objasniti uocena veza sa losijim preZivljavanjem u III
stadijumu bolesti u slucaju wt ff genotipa u naSem istrazivanju. Dodatno, pokazano
je da su osobe ff genotipa pod vec¢im rizikom od nastajanja metastaza u slucaju
kancera dojke u populaciji Britanaca (Osborne i Hutchinson, 2002). Ovaj nalaz bi se
mogao povezati sa naSim zapaZenjem statisticki znacajno loSijeg preZivljavanja
pacijenata ff genotipa u odnosu na nodalni status.

Znacajno je pomenuti i zapazanje da je kod celija ff genotipa zabeleZena
povisena ekspresije proinflamatornih gena COX-2, IL-8, CCL-2 i BIRC-3
(Alimirah i sar., 2011). Prema skorasnjim podacima smatra se da COX-2 gen ima
bitnu ulogu u metastazi Celija kancera. Utvrdeno je da je upravo COX-2 jedan od

gena odgovornih za pokretanje metastaze Celija kancera dojke u mozak, pluc¢a (Bos

112



Diskusija

i sar., 2009; Minn i sar., 2005; Alimirah i sar., 2011) i kosti (Singh i sar., 2006).
PoviSen nivo expresije COX-2 i IL-8, detektovan kod pacijenata sa kancerom dojke
(Singh i sar., 2006) bio je pozitivho povezan sa nepovoljnom prognozom i
ubrzanom progresijom bolesti koja na kraju rezultira metastazom (Alimirah i sar.,
2011). Time bi se mogla objasniti i naSa zapazanja o loSijem preZivljvanju
pacijenata ff genotipa u odnosu na pozitivni nodalni status. Iz prethodno iznetih
podataka bi se moglo zakljuciti da COX-2 i IL-8 geni na izvestan nacin potpomazu
invaziju cCelija kancera ff genotipa u druge organe (Alimirah i sar., 2011). Dakle,
poviSena ekspresija proinflamatornih gena, zajedno sa ff genotipom bi mogla
potencijalno posluZziti kao klinicki marker za agresivnost tumora i prognozu.
Prema sugestijama datim u istoimenom istrazZivanju, bitno je napomenuti da VDR ff
geneticka varijanta sama po sebi ne uzrokuje agresivni fenotip, ali usled povecanja
transkripcione aktivnosti gena koji su u vezi sa agresivnim fenotipom, normalne
Celije ¢e podleti procesu kancerogeneze tokom vremena (Alimirah i sar., 2011).
PoviSen nivo expresije BIRC-3 gena u slucaju celija ff genotipa ukazuje da celije
kancera sa ovim genotipom mogu izbe¢i apoptozu, doprinoseéi posledicno
nepovoljnoj prognozi (Alimirah i sar., 2011). Buduc¢a istrazivanja u nasoj studijskoj
grupi bi mogla da obuhvate i analizu ekspresije prethodno navedenih
proinflamatornih gena, Sto bi se moglo dovesti u vezu sa rezultatima dobijenim za

FokI polimorfizam i oralni karcinom.

5.3. Taql polimorfizam

Na 3' kraju VDR gena, u egzonu 9 je identifikovan polimorfizam Taql
(rs731236) koji predstavlja supstituciju timina citozinom na poziciji +61938. Re¢
je o tihoj (engl. silent) izmeni kodona ATT u ATC, gde oba kodona kodiraju za
2008). Taqgl polimorfizam se najceS¢e proucava u sklopu haplotipskog bloka, s
obzirom da se nalazi u jakoj neravnoteZi vezanosti sa Apal i Bsml polimorfizmom,
ali je i individualni efekat Taql polimorfizma ispitivan u razli¢itim karcinomima. U

ovom istrazivanju nije detektovano postojanje razlike u distribuciji genotipova i
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alela Taql polimorfizma izmedu grupe OSCC pacijenata i kontrola. Sto se ti¢e veze
sa klinicko patoloskim odlikama, naSi rezultati ukazuju da je Taql polimorfizam
znacajno povezan sa polom (p=0.006), pusackim statusom (p=0.039) i pojavom
recidiva (p=0.008). Mutirani i heterozigotni genotip su bili zastupljeniji medu
pripadnicima muskog (70%) u odnosu na Zenski pol (50%). Literaturni podaci
ukazuju da je oralni karcinom ceS¢i medu pripadnicima musSkog u odnosu na
Zenski pol (Jemal i sar., 2011). Tradicionalno se ovakva polna distribucija u
javljanju oralnog karcinoma povezivala sa viSom zastupljenoS¢u puSenja i
konzumacije alkohola medu pripadnicima muskog pola (Silverman, 2001). U
danas$nje vreme se razlika u ucestalosti OSCC-a izmedu polova sniZava, Sto se
najc¢es¢e objasnjava sve zastupljenijom upotrebom cigareta i/ili alkohola medu
Zenama. Medutim, moguce je da pored ovih dobro poznatih faktora rizika, genotip
Taql polimorfizma igra izvesnu indirektnu ulogu u razvijanju oralnog karcinoma,
¢ime bi se mogao objasniti rastuéi broj dijagnostikovanih oralnih karcinoma medu
pripadnicama Zenskog pola. Takode, puSenje je bilo znacajno povezano sa Taql
polimorfizmom i to heterozigotnom i mutiranom varijantom zajedno, koje su bile
daleko zastupljenije u grupi nepusaca i bivS§ih puSaca, u poredenju sa divljom
formom.

Mi nismo registrovali postojanje veze izmedu Taql VDR SNP-a i rizika za
razvoj oralnog karcinoma Sto je u skladu sa rezultatima dobijenim za kancer
prostate u populaciji nehispanskih belaca (Ahn i sar., 2009; Tayeb i sar., 2003),
kancer prostate u populaciji Afro Amerikanaca (Bonilla i sar., 2011) i kolorektalni
karcinom u populaciji Ceha (Hughes i sar., 2011). Medutim, druge studije pokazuju
drugacije nalaze. Mutirani homozigot VDR Taql polimorfizma je bio asociran sa
smanjenim rizikom za razvoj karcinoma glave i vrata kod ne-hispanskih belaca
(Liu i sar., 2005). Isti rezultati za Taql polimorfizam su dobijeni za populaciju
Egip¢ana, OSCC pacijenata (Abo-Hanger i sar., 2008). U studiji sprovedenoj na
Turskoj populaciji, heterozigotne varijante Taql polimorfizma su asocirane sa
smanjenim rizikom za nastanak oralnog skvamocelularnog karcinoma (Bektas-
Kayhan i sar., 2010). Kada je re¢ o drugim kancerima, divlji TT genotip Taql
polimorfizma je bio asociran sa povecanim rizikom za razvoj krupnocelijskog

karcinoma plu¢a (Turna i sar., 2012) i pet puta viSim rizikom za nastanak
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metastaza u slucaju karcinoma prostate i dojke (Garland i sar., 2004). Sa druge
strane, Taqgl nije pokazao znacajnu asocijaciju sa kancerom prostate ili benignim
hiperplazijama u populaciji Japanaca (Habuchi, i sar. 2000), Sto odgovara
zapazanjima za kancer prostate u populaciji Kavkazijanaca (Holick i sar., 2007).
MoZe se pretpostaviti da ovakvi nekonzistentni rezultati izmedu studija
odslikavaju razlike u ucestalosti alela izmedu razlicitih populacija. Inace, minor alel
Taql polimorfizma je daleko zastupljeniji medu Kavkazijancima u poredenju sa
Azijatima i Afrikancima. Smatra se da relativno novi polimorfizmi mogu pokazivati
visok stepen varijacije medu etnickim grupama (Uitterlinden i sar., 2004). Pored
toga, faktore spoljasnje sredine, kao Sto je UV zracenje, bi trebalo uzeti u
razmatranje kao potencijalni uzrok nekonzistentnih rezultata medu studijama.
Pokazano je da je znacajno sniZenje rizika za razvoj karcinoma prostate u vezi sa tt
genotipom Taql polimorfizma u slucaju veceg izlaganja Suncu i provodenja
vremena napolju (John i sar., 2005). Takode, ne treba zanemariti efekat veli¢ine
uzorka i odabira pacijenata za studiju, Sto takode moZe uticati na uocene razlike
izmedu istraZivanja.

Sto se ti¢e prezivljavanja, u naSem istraZivanju nije pronadena veza sa Taq]
polimorfizmom, ni nakon stratifikovane analize prema nodalnom statusu,

stadijumu bolesti i postojanju recidiva.

5.4. Apal polimorfizam

Nedaleko od Taql polimorfizma, u intronu 8 na poziciji +61888 je
identifikovana izmena citozina adeninom, poznatija kao Apal polimorfizam. Ovim
istraZivanjem je pokazano da je mutirani alel A znacajno povezan sa 0.645 puta
smanjenim rizikom za razvoj oralnog karcinoma u poredenju sa divljim a alelom
(p=0.019). Nasuprot nasim nalazima, nosioci mutiranog alela A Apal polimorfizma
su imali povecani rizik za razvoj kancera ovarijuma u Kavkazoidnoj populaciji, Sto
nije bio slucaj u populaciji Zena iz Japana (Lurie i sar., 2007). Takode, mi smo
zabelezili znaCajno smanjenje rizika od 0.486 puta kod mutiranog genotipa AA

grubom logistickom regresionom analizom. Medutim, modifikovanom logistickom
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regresijom je ova znacajnost izgubljena, Sto ukazuje na znacaj kofaktora: godina,
pola, pusenja i unosa alkohola. Takvo zapaZanje je u konzistenciji sa nalazima za
melanom (Schafer i sar.,, 2012). U slucaju kolorektalnog karcinoma, odsustvo
asocijacije je zabeleZeno za pripadnike Ceske populacije (Hughes i sar., 2011) i
Kavkazijanaca uopste (Kupfer i sar., 2011), dok je Apal je bio znacajno povezan u
populaciji Afro Amerikanaca. Takode su primecene razlike u asocijaciji populacija
Afro Amerikanaca iz razli¢itih geografskih regiona, te se postojanje takvih razlika
moZe objasniti razlikama u izloZenosti sredinskim faktorima izmedu ovih grupa
(Kupfer i sar., 2011). U populaciji Japanaca (Habuchi i sar., 2000) Apal SNP nije
pokazao znacajnu asocijaciju sa kancerom prostate niti benignim hiperplazijama,
Sto je potvrdeno i drugim istrazivanjima ¢iju su studijsku grupu ¢inili Kavkazijanci
(Ahn i sar., 2009). Sa druge strane u Turskoj populaciji (Hacer Onen i sar., 2008)
Apal heterozigoti Aa i mutirani AA genotipovi su asocirani sa povecanim rizikom
za nastanak sporadi¢nog kancera prostate. Pored VDR polimorfizama, pokazano je
da u etiologiji kancera prostate, vaznu ulogu imaju i sredinski faktori, kao Sto je
izlaganje Suncu (John i sar., 2005), ¢cime se mogu pojasniti uocene razlike.

Starosna dob se navodi kao bitan faktor u oralnoj kancerogenezi, s obzirom
da je incidenca oralnog karcinoma visa u kasnijem Zivotnom dobu. Medutim, noviji
podaci pokazuju da je veliki broj pacijenata identifikovan u grupi ispod 40 godina
starosti, koji Cak nisu izloZeni nekim od poznatih faktora rizika, Sto ostavlja prostor
za razmatranje geneticke osnove koja bi u takvim situacijama predstavljala okida¢
za nastanak oralnog karcinoma. Naime, u nasoj grupi OSCC pacijenata, zapaZena je
veza izmedu VDR Apal polimorfizma i godina, prema medijani starosti od 58
godina (p=0.049). Znacajno visa zastupljenost heterozigota i mutiranog genotipa
zajedno u odnosu na divlju formu je detektovana medu pacijentima starijim od 58
godina, kao i u odnosu na mlade od 58 godina svih genotipskih varijanti. Time je
moguce dovesti u vezu Aa i AA genotip sa godinama kod oralnog karcinoma.
Ovakav nalaz se mozda ne odnosi direktno na proces starenja ve¢ moZe biti i
rezultat duzeg perioda konzumacije alkohola i pusenja, koji je evidentiran u grupi

pacijenata sa OSCC karcinomom.
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5.5. Bsml polimorfizam

Bsml polimorfizam, smeSten u intronu 8, izmedu egzona 8 i 9, predstavlja
izmenu timina citozinom na mestu +60890. S obzirom da je re¢ o izmeni koja ne
dovodi do promene amino Kkiselinske sekvence, pretpostavlja se da nema
funkcionalni efekat. Medutim, utvrdeno je da se Bsml nalazi u jakom LD-u sa poly A
repom i da moZe uticati na nivo ekspresije menjanjem stabilnosti iRNK (Denzer i
sar., 2011; Parisi i sar., 2008).

UoCili smo da izmedu grupe pacijenata sa dijagnostikovanim oralnim
karcinomom i kontrolne grupe postoji znacajna razlika u distribuciji genotipova
(p=0.025) ali ne i alela (p=0.260). Interesantno je zapaZanje da unutar OSCC grupe
nisu zabeleZeni nosioci mutiranog BB genotipa, dok su u kontrolnoj grupi
detektovani u malom procentu (2.4%). Heterozigotna forma Bb je bila zastupljenija
medu obolelima (64.5%) u odnosu na kontrole (49.2%).
Pored toga, naSi rezultati ukazuju da je Bsml znacajno povezan sa polom
(p=0.002). Crude Odds Ratio je pokazao da je heterozigotna varijanta, kao i
zdruZeni heterozigot i mutirani genotip statisticki znacajno povezani sa 1.790 puta
povecanim rizikom za nastanak oralnog karcinoma. Nakon adjusted Odds Ratio
analize, ova statisticka znacajnost je izgubljena. To je u skladu sa nedavnim
zapaZanjem nepostojanja asocijacije izmedu Bsml polimorfizma i rizika od pojave
karcinoma prostate (Ahn i sar., 2009; Mikhak i sar., 2007), nazofaringealnog
karcinoma u populaciji Han Kineza (Huang i sar., 2011), kolorektalnog karcinoma u
populaciji Ceha (Hughes i sar., 2011) i Iranskoj populaciji (Mahmoudi i sar., 2011).
Jednom studijom je pokazano da je mutirani BB genotip znacajno povezan sa
povecanim rizikom za nastanak skvamocelularnih karcinoma (Han i sar., 2007).
Medutim, u populaciji Japanaca Bsml polimorfizam je imao znacajnu protektivnu
ulogu u nastanku benignog kancera prostate (Habuchi i sar., 2000). OpseZna meta
analiza je ukazala da Bb heterozigoti imaju znacajno smanjeni rizik za nastanak
kancera prostate u odnosu na divlji genotip. Prema istoimenoj meta-analizi,
naglaSeno je da je Bsml heterozigotni genotip kod Kavkazijanaca asociran sa
znacajnim smanjenjem rizika za razvoj kancera na bilo kom mestu (Raimondi i sar.,

2009). Sa druge strane, ustanovljeno je postojanje veze izmedu povecanog rizika za
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razvoj karcinoma prostate i bb genotipa Bsml polimorfizma samo u slu¢aju niske
koncentracije kalcidiola u serumu (Ahn i sar., 2009; John i sar., 2005), Sto je
potvrdeno i za karcinom dojke (Colston i sar., 2006). U Americkoj populaciji, bb
genotip je povezan sa niskom koncentracijom Kkalcitriola u cirkulaciji i dva puta
vecCim rizikom za nastanak karcinoma kolona kod muskaraca (Garland i sar., 2004).
Ovakvi nalazi stavljaju akcenat na obavezno razmatranje sredinskih faktora u
studijama asocijacije polimorfizama i rizika od kancerogeneze. Statisticki znacCajno
povecanje rizika za kancer dojke je primeceno kod Zena sa wt bb genotipom i poly
A LL genotipom (Guyi sar., 2004). U studiji sprovedenoj na velikom uzorku Zena u
postmenopauzi, wt bb genotip je bio asociran sa povecanim rizikom za kancer
dojke kod Kavkazijanaca, ali ne i Afro-Amerikanki (Trabert i sar., 2007). Obe rasne
grupe nisu pokazivale znacajnu asocijaciju izmedu poly A polimorfizma i rizika za
kancer dojke, iako se poly A i Bsml polimorfizam nalaze u jakoj neravnotezi
vezanosti (Uitterlinden i sar., 2004). Iz prethodno navedenog je jasno da su
rezultati vrlo nekonzistentni medu studijama, Sto se moZe pripisati etnickim
razli¢itostima kao i izloZenostima faktorima spoljasnje sredine, koje bi trebalo
uzeti u razmatranje prilikom izvodenja studija asocijacije. Takode, u predstoje¢im
ispitivanjima bi bilo poZeljno ukljuciti i polimorfizam duZine poly A repa, koji bi u
kombinaciji sa genotipovima Bsml polimorfizma mogao dati dodatne informacije
za dobijene rezultate.

Kada je rec o proucavanju povezanosti polimorfizama VDR gena i prognoze,
najproucavaniji je Bsml polimorfizam. U naSoj studijskoj grupi Bsml polimorfizam
nije bio u vezi sa preZivljavanjem pacijenata. Prema rezultatima izvesnih
istrazivanja, mutirani BB genotip Bsml polimorfizma se povezivao sa zaStitom od
razvoja metastaza kod pacijenata sa karcinomom dojke i bio povezivan sa
prognozom kancera rektuma uticu¢i na ekspresiju erbB-2 onkogena, koji nije
samostalno imao uticaja na prezivljavanje (Zhou i sar., 2006). Kod Zena BB
genotipa rizik od metastaziranja karcinoma dojke je bio Cetiri puta viSi u odnosu na
nosioce wt genotipa (Garland i sar., 2004).

Drugim studijama nije utvrdeno postojanje asocijacije izmedu genotipova
analiziranih polimorfizama Bsml, Apal, Taql FoklI i poly A sa karcinomom dojke, ali

stratifikovana analiza prema ishrani je pokazala da osobe sa vefim unosom
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kalcijuma imaju manji rizik ukoliko su Bsml bb, Taql TT i poly A LL genotipa
(McCullough i sar., 2007). Ovakva zapaZanja predstavljaju dokaz viSe koji ukazuje
na znacaj faktora spoljaSnje sredine, u ovom slucaju ishrane, u studijama
asocijacije. S obzirom da se ishrana smatra vrlo znacajnim faktorom koji moze
modifikovati podloZnost karcinomima uopSte, pa samim tim i oralnom karcinomu,
postojanje podataka o ishrani, a posebno unosu vitamina D i kalcijuma, bi bilo od

izuzetnog znacaja za analizu naSih dobijenih rezultata.

5.6. Analiza haplotipova

Znacaj pojedinacnih SNP-ova koji nisu pokazali postojanje veze na
individualnom nivou sa rizikom za razvijanje kancera bi trebalo razmatrati i u
analizama interakcije izmedu SNP-ova. Istovremeno, treba imati na umu da se
SNP-ovi mogu nalaziti u neravnoteZi vezanosti i da je vrlo ¢esto uocena veza
pojedinac¢nog polimorfizma sa boleS¢u zapravo rezultat postojanja haplotipskog
bloka u kom se analizirani polimorfizam nalazi. Studije asocijacije su pokazale da
proucavanje haplotipova ima vecu statisticku snagu u odnosu na proucavanje
pojedina¢nih SNP-ova (Bader, 2001). Stoga bi analiza haplotipova mogla da pokaze
kako polimorfizmi u nekom genu mogu doprineti riziku za nastanak odredenih
kancera. Iz literature je poznato da se Bsml, Apal i Taql SNP-ovi VDR gena nalaze u
jakom LD-u i ¢ine B LD blok VDR gena (Uitterlinden i sar., 2004; Whitfield i sar.,
2001). Haplotipskom analizom pomocu programa Haploview, je pokazano da su
upravo ova tri polimorfizma u jakom LD-u u nasoj celokupnoj studijskoj grupi, kao
i u OSCC i kontrolnoj grupi. Najzastupljeniji haplotip u grupi pacijenata i osoba koje
su Cinile kontrolnu grupu je bio baT, sa ucestloS¢u oko 40%, za kojim slede Bat i
bAT, Sto odgovara prethodno zabeleZenim ucestalostima u drugim studijama
(Denzer i sar., 2011). U studijskoj grupi koju su ¢inili pripadnici Turske populacije
haplotip baT je bio najviSe zastupljen sa relativno slicnom ucestalos¢u koja
odgovara nasim nalazima (Hacer Onen i sar., 2008). S obzirom da je poznato da
haplotipski blokovi odslikavaju evolucionu istoriju humanih populacija, na osnovu

tri navedena polimorfizma koji pripadaju B haplotipskom bloku VDR gena i koji se
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nalaze u jakom LD-u, moglo bi se re¢i da nije bilo dovoljno vremena za razdvajanje
ovog bloka rekombinacijama, bar kada je re¢ o Evropskim populacijama.
Identifikovani haplotipovi u nasoj grupi nisu bili u asocijaciji sa rizikom nastanka
oralnog karcinoma. Nepostojanje asocijacije ovog tri-lokusnog haplotipa sa
kancerom prostate je zabeleZeno za vecinu Kavkazoidne populacije (Cicek i sar.,
2006), ali je uvodenjem Fokl polimorfizma u haplotipsku analizu pokazano
smanjenje rizika. Prethodno istrazivanje sprovendeno na Turskoj populaciji
pacijenata sa sporadi¢nim kancerom prostate (Hacer Onen i sar., 2008) je pokazala
da je Bat haplotip povezan sa smanjenjem rizika za nastanak kancera prostate.
Inace, in vitro funkcionalne studije su pokazale da je baT haplotip povezan sa
sniZzenom genskom aktivnoS$c¢u i niZim nivoom VDR iRNK (Denzer i sar., 2011).
Smatra se da Bat haplotip ima 140% vecu receptorsku aktivnost u poredenju sa
baT haplotipom (Obara i sar., 2007). U populaciji Poljaka, Bsml i Taql haplotipska
forma BT je asocirana sa smanjenim rizikom za kancer dojke (Gapska i sar., 2009).
Takode je pronadeno da bL haplotip ima protektivnu ulogu u nastanku
uznapredovalih kancera prostate kod Afro Amerikanaca (Osborne i Hutchinson,
2002).

Nasi rezultati su pokazali da identifikovani haplotipovi u uzorackoj grupi
nisu u vezi sa ukupnim prezivljavanjem. Izvesni trend postoji u slucaju bat
haplotipa, ali vrednost nije dostigla statisticku znacajnost (p=0.075). Ovo je prvi
nalaz koji se bavio asocijacijom haplotipova u VDR genu i prezivljavanja, s obzirom

da do sada nije zabeleZeno istraZivanje tog tipa.

5.7.VDRrs11574085 polimorfizam

VDR rs11574085 polimorfizam, prema pretraZivanju PubMed baze, do sada
nije ispitivan u studijama asocijacije sa oralnim karcinomom i karcinomima uopste.
Nismo zabeleZili postojanje razlike u ucestalosti genotipova i alela izmedu grupe
pacijenata i kontrola. Rezultati su pokazali da ovaj SNP nije povezan sa klinicko
patoloSkim Kkarakteristikama, rizikom za nastanak oralnog karcinoma i

prezivljavanjem. Dobijeni negativni rezultati asocijacije rs11574085 polimorfizma
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u VDR genu i podloZnosti oralnom karcinomu se mogu objasniti najverovatnije
nefunkcionalno$¢éu proucavanog polimorfizma i odsustva vezanosti sa drugim

blisko lociranim polimorfizmima VDR gena.

5.8. CYP27B1 polimorfizam

S obzirom da je metabolizam vitamina D regulisan enzimima familije P450,
za studiju su izabrani klju¢ni geni koji kodiraju enzime ukljucene u anabolizam
odnosno katabolizam vitamina D. CYP27B1 kodira 1a-hidroksilazu, enzim koji ima
ulogu u prevodenju glavne cirkuliSuce forme vitamina D, 25(0H)D3, do metabolicki
aktivne forme vitamina D, kalcitriola. Proucavanje polimorfizma rs4646536 u
CYP27B1 genu je potpuno relevantno za kancerogenezu, s obzirom na rezultate
prethodnih studija prema kojima su neki drugi SNP-ovi u ovom genu asocirani sa
nastankom kancera prostate (Holt i sar.,, 2010) i kolona (Dong i sar., 2009).
Medutim, neke istrazivacke grupe za rs4646536 polimorfizam nisu uocile
postojanje asocijacije u slucaju kancera kolona (Dong i sar., 2009), prostate
(Beuten i sar.,, 2009) i melanoma (Schafer i sar., 2012), Sto je u skladu sa
rezultatima ove doktorske disertacije. S obzirom da je funkcionalni efekat
proucavanog polimorfizma nepoznat, od izuzetnog znacaja bi bilo odredivanje
ekspresije CYP27B1 gena u nasSoj grupi. Interesantan je podatak da nivo iRNK
CYP27B1 gena nija bio promenjen u slucaju MCF-7 celijskih linija dojke nakon
izlaganja kalcitriolu (Alimirah i sar., 2011). U naSem istraZivanju nije uocena
znacajna razlika u distribuciji alela i genotipova rs4646536 polimorfizma izmedu
OSCC i kontrolne grupe. Isto zapaZanje je dato u slucaju daleko vece studijske
grupe, koja je ukljucivala pacijente sa kancerom prostate (Hawkins i sar., 2002).

Pokazali smo da je CYP27B1 rs4646536 polimorfizam znacajno povezan sa
unosom alkohola (p=0.012). Od ranije je poznato da alkohol i puSenje predstavljaju
znacajne faktore rizika za nastanak oralnog karcinoma. Osobe koje puse viSe od 20
cigareta dnevno i konzumiraju preko 100 g alkohola na dan, imaju povisen rizik od
oralnih epitelijalnih displazija, ali i bivsi pusaci i alkoholicari (Kruse i sar., 2010).

Pored toga, poznato je da alkohol predstavlja nezavisni faktor rizika medu
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nepusacima, a duvanski dim medu nealkoholi¢arima. Kombinacija oba faktora,
pojacava kancerogeni efekat. Efekti alkohola mogu biti modulisani usled postojanja
polimorfizama u genima koji kodiraju enzime uklju¢ene u metabolizam etanola.
Naime, prethodni rezultati naSe istrazivacke grupe su pokazali da je izvesni
polimorfizam u genu za alkoholnu dehidrogenazu (ADHC1 gen), uklju¢enom u
konverziju alkohola do acetaldehida, povezan sa povecanim rizikom za razvoj
oralnog karcinoma, nezavisno od unosa alkohola (Brocic i sar., 2011). Ovom
studijom smo pokazali postojanje veze izmedu unosa alkohola i CYP27B1
rs4646536 polimorfizma. Mutirana i heterozigotna forma CYP27B1 je bila
zastupljenija medu pacijentima koji nisu ili su umereno unosili alkohol u odnosu na
pacijente koji su unosili velike koli¢ine alkohola. Studija koja je ukljucila preko
6 000 ucesnika, pokazala je da su geneticke varijante u CYP27B1 genu asocirane sa
kolicinom glavne cirkuliSu¢e forme vitamina D, 25(0OH)D3 (Berry i Hypponen,
2011). Geneticki uticaj na status vitamina D je kompleksan. MoZemo pretpostaviti
da nealkoholicari i/ili bivsi alkoholicari, nosioci odredenih genotipskih varijanti
CYP27B1 gena, u slucaju proucavanog polimorfizma mutiranog i/ili heterozigotnog
genotipa, razvijaju OSCC usled sniZene moguc¢nosti za konverziju 25(0H)D3 u
metabolicki aktivnu formu, kalcitriol. Snizena enzimska aktivnost la-hidroksilaze,
kao posledica starenja ili nekih drugih faktora kao Sto je nedostatak vitamina D u
ishrani (Riggs, 2002), a posebno niskog nivoa 25(0H)D3, moze predstavljati faktor
rizika za razvoj razli¢itih kancera (Li i sar., 2007). Ustanovljena sniZena aktivnost
la-hidroksilaze i snizena ekspresija CYP27B1 u Celijskim linijama kancera prostate
i dojke (Colston i sar., 2006) u poredenju sa Celijama normalnog tkiva (Hsu i sar.,
2001; Lou i sar., 2004) sugeriSe da ove celije prakticno mogu sniZavati ili ¢ak
izgubiti moguénost konverzije kalcidiola do kalcitriola na lokalnom nivou i postati
nesenzitivne na Kkalcitriol, Sto dovodi do neoplasti¢ne transformacije ¢elije. Postoji
mogucénost da polimorfizam rs4646536 u CYP27B1 genu ima funkcionalni efekat
ili da je u vezanoj neravnotezi sa drugim polimorfizmima, $to rezultuje smanjenom
aktivnoséu la-hidroksilaze, Sto ostaje da se ispita narednim istraZivanjima u nasoj
studijskoj grupi.

Sa starenjem, aktivnost la-hidroksilaze se smanjuje, dok se aktivnost

24-hidroksilaze povecava (Lou i sar., 2004). Takode, uocena hipermetilacija
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promotora CYP27B1 gena u MDA-MB-231 (¢elijskim linijama kancera dojke i u
tumorskom tkivu dojke, rezultuje transkripcionom inaktivacijom CYP27B1 gena in
vivo (Shi i sar., 2002). Fizioloske koncentracije 25(0H)D3 (100 nM) stimuliSu
ekspresiju la-hidroksilaze, dok 1,25a(OH)2D3 ne utice na ekspresiju CYP27B1
(Louisar., 2004).

5.9. CYP24A1 polimorfizam

CYP24A1 gen kodora za enzim 24-hidroksilazu koji ima ulogu u degradaciji
kalcitriola. Pretpostavlja se da izvesni polimorfizmi u ovom genu mogu da
modifikuju aktivnost enzima. Medutim, epidemioloska istrazivanja polimorfnih
varijanti u CYP24A1 genu su malobrojna i ograni¢ena. Za mali broj do sada
proucavanih SNP-ova nije uvrdeno postojanje asocijacije sa kancerom prostate i
postmenopauzalnim kancerom dojke kod Kavkazijanaca (Roff i Taylor Wilson,
2008). Kada je re¢ o rs2296241 polimorfizmu u CYP24A1 genu, ne postoje podaci
niti ispitivanja o funkcionalnosti ovog SNP-a. U slucaju nasSe studijske grupe,
zabeleZeno je postojanje razlike u frekvenci genotipova rs2296241 polimorfizma
CYP24A1 gena izmedu uzoraka i kontrola (p=0.025). Ovakvo zapaZanje dovodi u
opravdanu sumnju potencijalno postojanje veze analiziranog polimorfizma i
nastanka oralnog karcinoma. Proucavani polimorfizam nije bio u vezi sa klinicko
patoloSkim odlikama oralnog karcinoma. Rezultati ove studije pokazuju da je
heterozigotna geneticka varijanta rs2296241 polimorfizma u CYP24A1 genu
znacajno asocirana sa smanjenim rizikom za razvoj oralnog karcinoma u nasoj
proucavanoj populaciji. Nakon kombinovane analize sa potencijalnim kofaktorima,
uoCeno je da heterozigotni genotip, u poredenju sa divljom formom, ima 0.281
puta smanjen rizik za razvoj oralnog karcinoma. Prethodnim studijama je
zabeleZeno odsustvo asocijacije izmedu CYP24A1 rs2296241 polimorfizma i rizika
za nastanak karcinoma dojke (Dorjgochoo i sar., 2011; McCullough i sar., 2007) i
karcinoma prostate (Holick i sar., 2007), ali je uoCena veza ovog polimorfizma sa
smanjenim rizikom smrtnosti u slu¢aju karcinoma prostate (Holt i sar., 2010).

Tacan mehanizam kojim ova geneticka varijanta utice na smanjenje rizika za razvoj
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0SCC-a je nepoznata. Stoga bi se moglo pretpostaviti da analizirani polimorfizam
ima funkcionalni efekat ili da moZe uticati na nivo ekspresije CYP24A1 gena.
Ranijim istrazivanjima je zabeleZena viSa ekspresija CYP24A1 gena u slucaju
tumorskog tkiva ezofagusa u poredenju sa normalnim tkivom (Mimori i sar., 2004),
kao i celijskim linijama kancera tireoidee koje su bile rezistentne na tretman
kalcitriolom (Sharma i sar., 2010). PoviSena ekspresija CYP24A1 gena je bila
zabeleZena tokom tumorske progresije u slucaju kancera pluca, kolona i jajnika
(Anderson i sar., 2006), prostate i dojke (Chung i sar., 2007), Sto ukazuje na
mogucu rezistenciju ovih tumorskih tipova na tretman Kkalcitriolom. Nivo
ekspresije CYP24A1 gena je bio povecan ¢ak 7 000 puta u prisustvu metabolicki
aktivne forme vitamina D u nekoliko Ccelijskih linija melanoma, pra¢enom
znacajnom inhibicijom rasta (Alimirah i sar., 2011). Nasuprot tome, nivo iRNK
CYP24A1 je bio 100 puta manji u drugim ¢elijama melanoma koje nisu bile izloZene
antikancerogenom efektu Kkalcitriola (Alimirah i sar.,, 2011). Pored toga, dublja
invazija tumora, povecana incidenca metastaziranja kao i stopa ukupnog
prezivljavanja je bila znacajno viSa u slucaju niZze ekspresije CYP24A1 i viSe
ekspresije VDR gena (Mimori i sar., 2004). Medutim, prethodno navedene studije
nisu razmatrale povezanost nivoa ekspresije CYP24A1 gena sa polimorfizmom
rs2296241, te se ostavlja pitanje da li se uo¢ene promene u nivou ekspresije mogu
dovesti u vezu sa ovim polimorfizmom i na koji nacin. Pokazano je da nekoliko
novoidentifikovanih SNP-ova u promotorskom regionu egzona 1 CYP24A1 gena
ima funkcionalni efekat na vezivanje VDRE i transaktivaciju in vitro kao i
izmenjenu ekspresiju CYP24A1 gena in vivo (Holt i sar., 2010; Roff i Taylor Wilson,
2008). Uzimajuc¢i ovaj podatak u obzir, primeéena asocijacija u nasoj studiji moZze
biti rezultat vezanosti polimorfizma rs2296241 za susedni promotorski region gde
su identifikovani funkcionalni SNP-ovi.

S obzirom na znacajnu ulogu epigenetickih mehanizama u procesu
kancerogeneze, bitno je spomenuti da bi se i epigeneticke modifikacije trebale
uzeti u razmatranje prilikom tumacenja dobijenih rezultata. Naime, nedavnim
istrazivanjima je pokazano da hipermetilacija i histonska modifikacija promotora
CYP24A1 utiSava ekspresiju CYP24A1 gena (Luo i sar., 2010). Metilacioni status

promotora CYP24A1 gena se razlikuje u endotelnim ¢elijama izolovanim iz tumora
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i netumorskog tkiva kod misa (Deeb i sar., 2011). Uoceno je da Kkalcitriol ima
znacajan antiproliferacioni efekat na endotelne celije izolovane iz tumorskog tkiva
u poredenju sa endotelnim celijama izolovanim iz normalnog zdravog tkiva.
Mehanizam koji je odgovoran za razlicitu senzitivnost na tretman kalcitriolom je
upravo epigenetiCcko utiSavanje CYP24A1 gena u tumorskim endotelijalnim
¢elijama (Chung i sar., 2007). U prilog tome govore podaci da je nivo metilovanosti
promotora bio 2-17 puta povecan u endotelu tumora prostate u poredenju sa
benignim endotelom (Deeb i sar, 2011). Bilo bi znacajno proveriti nivo
metilovanosti promotora CYP24A1 gena i postojanje veze sa proucavanim
polimorfizmom rs2296241 u naSoj studijskoj grupi u predstoje¢em periodu.
Skoras$nji rezultati ukazuju da je mikro RNK: miR-125b ukljuena u regulaciju
genske ekspresije tako Sto snizava ekspresiju VDR (Mohri i sar., 2009), a povecava
ekspresiju CYP24A1 gena u tumorskim celijama (Komagata i sar., 2009). Dakle,
povisena ekspresija miR-125b u ¢elijama kancera ¢e inhibirati efekat kalcitriola
sniZzavanjem VDR i povecanjem CYP24A1 ekspresije. 1z prethodno navedenog,
jasno je da regulaciju genske ekspresije CYP24A1 gena treba sagledati iz visSe
aspekata, razmatrajuc¢i metilacioni status promotora kao negativni oblik regulacije,
ali i nivo ekspresije miR-125b, koja predstavlja pozitivni vid regulacije.
Istovremeno ukljuc¢ivanje polimorfnih varijanti CYP24A1 gena u razmatranje, a
posebno rs2296241 proucavane ovom doktorskom disertacijom, u vezi sa
epigenetiCkim mehanizmima regulacije ekspresije CYP24A1 gena bi dalo dublji
uvid za tumacenje dobijenih rezultata.

Rezultati naSe studije ukazuju da analizirani polimorfizam u CYP24A1 genu
nije asociran sa ukupnim prezivljavanjem (p=0.108). Ipak, stratifikaciona analiza
prema stadijumu bolesti i nodalnom statusu je pokazala da heterozigoti imaju
znacajno loSije preZivljavanje u odnosu na wt genotip u uznapredovalom stadijumu
bolesti (p=0.021) i podgrupi sa pozitivnim nodalnim statusom (p=0.016). Moglo bi
se pretpostaviti da heterozigotna forma proucavanog polimorfizma ima uticaj na
povecanje ekspresije CYP24A1 gena, Sto bi posledicno rezultovalo loSijim
prezivljavanjem. Utvrdeno je da je nivo ekspresije CYP24A1 znacajno visi u
tumorskim celijama plu¢a u odnosu na normalne Celije, Sto je bilo u vezi sa loSijim

prezivljavanjem pacijenata od adenokarcinoma plu¢a, ali nezavisno od tumorskog
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stadijuma (Chen i sar., 2011). Dodatno, primecena je znacajna korelacija izmedu
visokog nivoa ekspresije CYP24A1 i loSe diferenciranosti tumora (Chen i sar.,
2011), kao i loSijeg preZivljavanja u slucaju karcinoma ezofagusa (Mimori i sar.,
2004). Jasna je pretpostavka da je CYP24A1 ukljuCen u proces kancerogeneze,
verovatno inhibiranjem antikancerogenog dejstva vitamina D. Prema nekim
pretpostavkama, poviSena ekspresija gena moZe biti u vezi sa genskom
amplifikacijom, koja je potvrdena u sluCaju karcinoma glave i vrata (Lin i sar,
2006), ali se smatra da to nije jedini odgovorni mehanizam za povecanu ekspresiju
CYP24A1 gena (Chen i sar., 2011). Takode, moguce je da je uoceno loSije
prezivljavanje heterozigota u uznaredovalom stadijumu tumora i prisustvu limfnih
metastaza u vezi sa globalnom hipometilacijom koja je odlika procesa
kancerogeneze i koja moze dovesti do aktivacije onkogena (Supié¢ i Magi¢, 2009). S
obzirom da se CYP24A1 smatra ozbiljnim kandidatom za onkogena (Chung i sar.,
2007; Mimori i sar., 2004; Albertson i sar., 2000), postoji verovatno¢a da sa
tumorskom progresijom i globalnom hipometilacijom dolazi do aktivacije
CYP24A1 gena, poviSenja ekspresije i posledi¢no izbegavanja antikancerogenog

dejstva kalcitriola, Sto na kraju rezultuje loSijim preZivljavanjem.

Poznavanje molekularnih i funkcionalnih posledica postojanja VDR,
CYP27B1 i CYP24A1 polimorfizama je krucijalno za potpuno razumevanje njihovog
znacaja i potencijalne klinicke primene (Uitterlinden i sar., 2004). NaSem
istraZivanju nedostaju podaci o ekspresiji ova tri gena, Sto bi bilo od posebnog
znacaja za utvrdivanje postojanja potencijalne veze izmedu analiziranih
polimorfizama, a posebno FoklI polimorfizma i nivoa ekspresije VDR gena, odnosno
rs2296241 polimorfizma i CYP24A1 gena, kao i za utvrdivanje postojanja
asocijacije izmedu ekspresije i preZivljavanja pacijenata. Skorasnje istraZivanje
ukazuje da je visoka ekspresija VDR-a povezana sa manje uznapredovalim
stadijumom tumora i smanjenim rizikom letalnosti od kancera prostate
(Hendrickson i sar., 2011). Interesantno je da je u istoj studiji pokazano da nivo
VDR ekspresije nije bio u vezi ni sa nivoom vitamina D u serumu, niti sa

proucavanim Fokl i Bsml VDR polimorfizmima (Hendrickson i sar., 2011).
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PoviSena ekspresija VDR gena je zabeleZena u tumoru plu¢a u odnosu na normalno
tkivo (Zhou i sar., 2006). VDR aktivnost moZe biti pojacana B-kateninom, koji ¢ini
Celije tumorske mase viSe adherentnim jednu za drugu i smanjuje verovatnocu
metastaziranja velikog broja malignih ¢elija u limfotok ili krvotok (Palmer i sar.,
2001; Zhou i sar., 2006). Analiza ekspresije VDR gena imunohistohemijskim
metodama kod pacijenata sa dijagnostikovanim krupnocelijskim karcinomom
pluca je pokazala da je visi nivo ekspresije jedarnog VDR-a nezavisno asociran sa
boljim preZivljavanjem pacijenata. Veza izmedu ekspresije citoplazmatskog VDR-a
i prezivljavanja kod pacijenata u istoj studiji nije pronadena. Ovim istrazivanjem je
takode pokazano da se nivo VDR-a moZe koristiti kao prognosticki marker u
slucaju krupnocelijskog karcinoma pluc¢a (Srinivasan i sar., 2011). Medutim ovom
studijom nije ispitivano postojanje veze polimorfizama u VDR genu i preZivljavanja
pacijenata.

Studije humanih karcinoma u kojima je merena VDR Kkoncentracija
imunoradiometrijskim esejima su pokazali da dolazi do promene broja VDR-a kada
¢elija podleZe malignoj transformaciji, Sto sugerise na koriS¢enje merenja kolicine
VDR-a kao prognostickog markera (Srinivasan i sar.,, 2011). Prema rezultatima
dobijenih jednim istrazivanjem, uoceno je da prezivljavanje pacijenata, obolelih od
krupnocelijskog karcinoma pluca, zavisi i od sezone u kom je vrSen hirurski zahvat
i visokog unosa vitamina D (Turna i sar., 2012). Stoga sezona kada je izvrSena
operacija, kao i kombinovani genotip moze sluziti kao nezavisni prognosticki
faktor u slucaju krupnocelijskog karcinoma pluc¢a (Turna i sar., 2012).

Sto se ti¢e analize promenljivih relevantinih za ukupno preZivljavanje
pacijenata, univarijantnom Cox regresionom analizom smo pokazali da pored Fokl
polimorfizma, alkohol, stadijum bolesti, nodalni status i veli¢cina tumora mogu da
se koriste kao prognosticki faktori. Ove varijable su testirane zajedno
multivarijantnom regresionom analizom, pri ¢emu su iz analize isklju¢eni nodalni
status i veli¢ina tumora, koji svakako predstavljaju elemente koji odreduju
stadijum bolesti i kao takvi bi mogli da zamaskiraju efekat stadijuma. Pokazali smo
da se stadijum bolesti kao i Fokl polimorfizam mogu koristiti kao nezavisni
prognosticki faktori za oralni karcinom. Statisticka znacajnost za alkohol je

izgubljena, Sto govori da, iako znacajan faktor rizika za razvoj oralnog karcinoma,
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unos alkohola nije dovoljan pokazatelj na osnovu kog se moZe predvideti prognoza
samog toka bolesti. Kao Sto je bilo ocekivano, potvrdili smo da se stadijum bolesti
mozZe koristiti kao nezavisni prognosticki faktor.

Poredenje naSih rezultata za analizirane polimorfizme u VDR, CYP27B1 i
CYP24A1 genima i drugih istrazivanja, ukazuje na visok stepen nekonzistentnosti
medu studijama. Tako dobijeni razliciti rezultati bi se mogli objasniti razlikama u
ucCestalosti alela odnosno genotipova izmedu razliCitih etnickih grupa (Lurie i sar.,
2007, Bid i sar., 2005), tkivnoj specificnosti, veliCini uzorka i odabira pacijenata za
studiju, ali i izloZenosti faktorima spoljne sredine i ishrane. Analiziranjem

podataka dostupnih u SNP bazi (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) ocigledno je

postojanje razlike u ucestalostima alela proucavanih polimorfizama VDR gena
izmedu Kavkazoidne, Azijske i Africke grupe. Pretpostavlja se da relativno stari
polimorfizmi imaju malu varijaciju izmedu razlic¢itih etnickih grupa, dok vece
razlike mogu postojati u slu¢aju relativno novih polimorfizama (Uitterlinden i sar.,
2004). Pojedinacni funkcionalni polimorfizmi mogu imati iste funkcionalne efekte
u razli¢itim etni¢kim grupama zato Sto je fizioloSka uloga vitamima D ista u slucaju
svih etnickih grupa. Ovo predstavlja osnovu i za interpretaciju epidemioloSkih
studija gde je ucCestalost alela izmedu etnickih grupa u asocijaciji sa razli¢itim
incidencama bolesti/fenotipova u datim proucavanim grupama.

Svakako, ukljuCivanje podataka o faktorima spoljaSnje sredine, nivoa
cirkuliSuce forme vitamina D u serumu i ishrane bi mogao dati kompletniji uvid za
uoCene razlike dobijene razli¢itim istrazivanjima, ukljucujuéi i naSe istraZivanje.
Visok stepen insuficijencije vitamina D je zabeleZen kod pacijenata sa karcinomom
glave i vrata na podrucju Finske (Orell-Kotikangas i sar., 2012). Period bez pojave
bolesti, kao i ukupno vreme preZzivljavanja su bili znacajno asocirani sa nivoom
25(0H)D3, gde je visi nivo cirkuliSuée forme bio povezan sa boljim preZivljavanjem
(Srinivasan i sar., 2011). Prema rezultatima jedne istrazivacke grupe, nivo
vitamina D je bio povezan sa boljim prezivljavanjem pacijenata sa ranim
stadijomom krupnocelijskog karcinoma plu¢a (Zhou i sar., 2006), dok u slucaju
uznapredovalog stadijuma nije zabeleZeno postojanje veze izmedu preZivljavanja i

nivoa vitamina D (Heist i sar., 2008). Iz navedenih podataka se moZe zakljuciti da
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nivo vitamina D ima izvesni uticaj na incidencu i smrtnost, ne samo karcinoma
glave i vrata (Gugatschka i sar., 2011), ve¢ i drugih karcinoma.

Nivo vitamina D je takode geneticki determinisan u prilog ¢emu govore
podaci o postojanju asocijacije izmedu Africkog porekla i niZeg nivoa vitamina D
(Field i Newton-Bishop, 2011). GWAS projektom su identifikovani SNP-ovi u blizini
gena koji kodiraju za jedinjenja ukljucena u sintezu holesterola, hidroksilaciju i
transport vitamina D, koje takode predstavljaju determinante nivoa vitamina D
(Field i Newton-Bishop, 2011). Takode, poznato je da je nivo vitamina D povezan i
sa tipom koZe, indeksom gojaznosti, ishranom, izlaganjem Suncu i konacno
genetickim varijantama (Field i Newton-Bishop, 2011). Poslednjih nekoliko godina
je sve veli broj dokaza koji ukazuju da su varijacije u nivou vitamina D i
polimorfizmi u genu za receptor za vitamin D asocirani sa izmenjenim rizikom
nastanka razli¢itih maligniteta. U nedavnom istraZivanju sprovedenom u populaciji
Kineza, uoCeno je da je visok nivo 25(0OH)D3 u plazmi povezan sa loSijim
prezivljavanjem pacijenata od krupnocelijskog karcinoma pluca i rizik od smrti je
bio znacajno povecan u odnosu na pacijente sa niZim nivoom 25(OH)D3 u plazmi
(Liui sar., 2011). U istoj studiji, Taql i BsmlI su bili asocirani sa prezivljavanjem, pri
¢emu je Bsml identifikovan kao nezavisan prognosticki faktor za preZzivljavanje u
slucaju krupnocelijskog karcinoma plu¢a (Liu i sar., 2011). Za razliku od drugih
populacija, nivo vitamina D u plazmi i navedeni VDR SNP-ovi se mogu koristiti kao
prognosticki biomarkeri za krupnocelijski karcinom u Kineskoj populaciji. Uo¢ene
etnicke razlike u ucCestalosti alela i genotipova mogu biti delimi¢cno odgovorne za
razliCite rezultate medu studijama. Rezultati su vrlo kontroverzni ne samo po
pitanju nivoa vitamina D, nego i uloge VDR polimorfizama. VDR gen je visoko
polimorfan i trenutno se ne zna ta¢no koliko polimorfizama je vezano za bolesti
niti koliki je nivo doprinosa svakog od njih. U naSoj ispitivanoj studijskoj grupi,
podaci o ishrani i relativnom unosu vitamina D, kao i nivou vitmina D u serumu
nedostaju, a $to bi moZda moglo da da kompletniji uvid u moguce postojanje veze
izmedu unosa vitamina D ishranom, nivoa 25(0OH)D3 u serumu, polimorfizama VDR
gena i rizika za razvoj oralnog karcinoma i preZivljavanja. Uzimajuci ove podatke u

obzir, moZe se re¢i da vitamin D ima ocCigledno znacajnu protektivnhu ulogu u
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kancerogenezi. Sa tim u vezi i analozi vitamina D bi mogli posluzZiti kao
antikancerogeni agensi.

Incidence razlicitih tipova karcinoma se razlikuju izmedu rasa/etnickih
grupa i dublje razumevanje genetickih i sredinskih uzroka ovih razlika predstvalja
istovremeno i nauc¢nu i medicinsku potrebu. Geneticke studije asocijacije daju
znacajne informacije o etiologiji razliCitih karcinoma. Etiologija humanih
karcinoma je izuzetno kompleksna tematika. Samo za mali broj karcinoma, kao Sto
je karcinom pluca ili cerviksa je poznat faktor rizika koji je najodgovorniji za
incidencu konkretnog karcinoma u populaciji (Haiman i Stram, 2010). Za vecinu
drugih karcinoma, nasSe poznavanje sredinskih faktora, geneticke predispozicije
kao i medusobni odnos izmedu ova dva etioloska faktora je daleko od potpunog
poznavanja i razumevanja. UoCena variranja u incidenci i mortalitetu karcinoma
unutar i izmedu populacija se smatraju posledicom razli¢ite zastupljenosti
genetickih i sredinskih faktora rizika (Haiman i Stram, 2010).

Smatra se da geneticke varijante mogu imati razlicite efekte u razlicitim
populacijama zbog nepoznatih ili neizmerenih sredinskih faktora rizika, koji mogu
modifikovati penetrantnost odredene geneticke varijante (Uitterlinden i sar.,
2004). Studije koje imaju za cilj otkrivanje faktora rizika za nastanak razlicitih
tipova karcinoma se oslanjaju na samoizjasSnjavanje po pitanju rasne i etnicke
pripadnosti, Sto relativizuje tumacenje rezultata. Ocekuje se da ¢e u bliskoj
buduénosti smanjenje zdravstvenih razlika zahtevati detaljnu procenu bioloskih i
nebioloskih komponenata rase/etniciteta koji se znacajno prepli¢u (Uitterlinden i
sar., 2004).

Kao Sto se moZe zapaziti iz prethodno iznetih rezultata dobijenih naSom
studijom i poredenjem sa rezultatima dobijenih drugim istraZivanjima, rezultati
izmedu razlicitih studija su nekonzistentni po pitanju povezanosti polimorfizama
VDR gena i gena ukljuCenih u metabolizam vitamina D sa rizikom za razvoj
karcinoma glave i vrata, ukljucujudi i oralni karcinom. UoCene razlike verovatno
odraZavaju heterogenost karcinoma glave i vrata kao i oralnih karcinoma u
pogledu histologije i klinickih karakteristika, sa razli¢itim etiologijama i faktorima
rizika (Forastiere i sar., 2001). Pored toga, razliciti rezultati u poredenju sa naSim

nalazima za proucavane polimorfizme se mogu dovesti u vezu sa etnickom i
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rasnom varijabilnoS¢u izmedu populacija ili ¢ak i regionalnih razlika u kolicini
vitamina D koji se unosi ishranom, $to moze biti vaZzan faktor za razvoj oralnog
karcinoma. Pored toga razliiti stepen izloZenosti faktorima spoljasSnje sredine,
npr. Sunc¢evom zracenju, predstavljaju bitne faktore koji mogu usloviti dobijanje
oprecnih rezultata izmedu studija. Iz svega navedenog u diskusiji, jasno je da za
dobijanje potpune i kompletne slike uloge i znacaja polimorfizama nukleotidne
sekvence u genima bitnim za funkcionisanje i metabolizam vitamina D u vezi sa
oralnim karcinomom, pored genotipova proucavanih polimorfizama neophodno je
u razmatranje uzeti i analize ekspresije proucavanih gena, epigeneticke
mehanizme, povezanosti polimorfizama sa nivoom cirkuliSu¢e forme vitamina D u
serumu, faktorima ishrane i izloZenos¢u faktorima spoljaSnje sredine (npr.
izloZenost Suncevom zracenju). Dalje proSirivanje ove studije bi trebalo da ukljuci
navedene faktore koji bi dodatno mogli da potvrde i razjasne do sada dobijene

rezultate u ovoj studiji.
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Na osnovu dobijenih rezultata ove doktorske disertacije, izvedeni su sledeci

zakljucci:

> [zmedu grupe pacijenata sa dijagnostikovanim oralnim karcinomom i
kontrolne grupe odgovarajuce polne i starosne distribucije je uocena razlika u
distribuciji genotipova EcoRV, Apal i Taql polimorfizama VDR gena, kao i
polimorfizma u CYP24A1 genu. Ovakav nalaz bi mogao da ukazuje na potencijalnu

ulogu navedenih polimorfizama u podloZnosti razvijanja oralnog karcinoma.

> Uocena je statisticki znacajna razlika u distribuciji alela u slu¢aju VDR

EcoRV i Apal polimorfizama, kao i polimorfizma CYP24A1 gena.

> Stratifikovana analiza u odnosu na pol je pokazala postojanje znacajne
razlike u distribuciji VDR EcoRV i Bsml polimorfizma medu pripadnicima muskog
pola grupe obolelih u odnosu na pripadnike istog pola kontrolne grupe, kao i u
slucaju proucavanog polimorfizma CYP24A1 gena. Razlika u distribuciji datih
polimorfizama nije detektovana medu pripadnicama Zenskog pola izmedu grupe

obolelih i kontrolne grupe.

> Statisticka analiza polimorfizama i etioloskih faktora je ukazala na
postojanje asocijacije izmedu VDR Taql i Bsml polimorfizama i CYP27B1
polimorfizma i pola pacijenata sa dijagnostikovanim oralnim karcinomom. Uocena
je veza izmedu Taql polimorfizma i puSenja i CYP27B1 analiziranog polimorfizma i

konzumacije alkohola.

> ZapaZena asocijacija Apal polimorfizma u VDR genu i godina pacijenata
verovatno ne predstavlja samo rezultat procesa starenja, ve¢ duZeg perioda
izloZenosti kancerogenim jedinjenjima prisutnim u duvanu, alkoholu i generalno u

spoljasnjoj sredini.
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> Nasom studijom nije utvrdeno postojanje asocijacije analiziranih
polimorfizama i klinicko patoloskih odlika oralnog karcinoma, osim u slucaju
identifikovane znacajne veze izmedu Taql polimorfizma VDR gena i pojave recidiva

bolesti.

> Pokazano je da su mutirane varijante VDR polimorfizama EcoRV i Apal
znacajno asocirani sa sniZzenim rizikom za razvoj oralnog karcinoma, dok su
homozigotna mutirana i heterozigotna varijanta Bsml polimorfizma povezane sa
poviSenim rizikom sa nastanak oralnog karcinoma. Nakon udruZene analize sa
godinama, polom, puSenjem i konzumacijom alkohola, ove statisticke znacajnosti

su izgubljene.

> Polimorfizam u CYP24A1 genu je znacajno asociran sa sniZenim rizikom za
razvoj oralnog karcinoma, Sto je najverovatnije rezultat njegovog funkcionalnog
efekta ili neravnoteZe vezanosti sa drugim polimorfizmima unutar CYP24A1 gena

ili ¢ak sa polimorfizmima blisko lociranih susednih gena.

> Divlja (wt) homozigotna forma proucavanog polimorfizma Fokl VDR gena je
povezana sa loSijim prezivljavanjem pacijenata sa oralnim karcinomom u odnosu
na heterozigotnu i homozigotnu mutiranu varijantu zajedno. Isti trend
prezivljavanja je zapaZen i u slucaju stratifikacije prema nodalnom statusu i
uznapredovalom stadijumu bolesti. ZapaZena veza je najverovatnije posledica
postojanja funkcionalnog efekta Fokl polimorfizma, s obzirom da je poznato da
mutirana varijanta FokI polimorfizma rezultuje nastajanjem VDR receptora kraceg

za tri amino kiseline u odnosu na wt formu, ali veCeg transaktivacijskog kapaciteta.
> Polimorfizam FokI VDR gena se moze koristiti kao samostalni prognosticki

indikator u slucaju oralnog karcinoma, $to je potvrdeno i za stadijum bolesti, ali ne

i za konzumiranje alkohola.
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> Identifikovani haplotipovi BsmlI-Apal-Taql tri lokusnog sistema nisu u
asocijaciji sa rizikom za nastanak oralnog Kkarcinoma, niti preZivljavanjem

pacijenata.

Sumirano, analiza polimorfizama gena ukljuenih u funkcionisanje i
metabolizam vitamina D moZe dati vazne informacije o razvoju i progresiji oralnog
karcinoma. VDR Fokl polimorfizam moZe biti razmatran kao potencijalni
molekularni marker za prezivljavanje pacijenata sa oralnim karcinomom, to jest
ima ulogu nezavisnog prognostickog indikatora. Pored toga polimorfizam
rs2296241 CYP24A1 gena je asociran sa sniZzenim rizikom za razvoj oralnog
karcinoma, $to bi moglo ukazati na potencijalno koris¢enje datog polimorfizma u
prediktivne svrhe.

Etiologija oralnog karcinoma je vrlo kompleksna i pored poznatih faktora
rizika ukljucuje interakciju genotipa i faktora spoljasnje sredine. Poznavanje
geneticke varijante gena koji su asocirani sa rizikom nastanka oralnog karcinoma
bi u budu¢nosti moglo da omoguci uvodenje koncepta personalizovane medicine, u
smislu davanja individualnih saveta i/ili terapije.

Dalje studije koje ¢e biti usmerene na dodatna ispitivanja, obuhvatic¢e analizu
vecCeg broja polimorfizama i haplotipskih blokova, unos vitamina D ishranom, nivo
vitamina D u serumu, kao i nivoa ekspresije klju¢nih gena, dodatno ¢e doprineti
rasvetljavanju postojecih rezultata i zakljucaka prezentovanih u ovoj doktorskoj

disertaciji.
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Mpunor 1.

U3jaBa o0 ayTopcTBy

MNotnncanu-a KatapuHa 3emuh

6poj ynuca _B5504/2008

UsjaB/byjem
[a je AOKTOPCKA AMcepTaumja nog Haci0BOM

Nose3aHocT noaumopdunsama VDR, CYP27B1 u CYP24Al reHa ca eTUONOLWKNUM daKTopuma U

ncxogom 6oaecTn Kog naumjeHaTa ca OpasHUM CKBaMOLLEeAYAapPHUM KapLUHOMOM

®  PE3ynTaT CONCTBEHOr UCTPa*XMBAYKOrI paaa,

® [a npeasioXKeHa AucepTaumja y UEAMHW HW Yy AenoBuMmMa Huje 6una npepgsokeHa 3a
fobuvjarbe 6UN0 Koje aunaome npema CTyAMjCKUM NporpammMma Apyrux BUCOKOLLKOICKUX
YCTaHOBa,

® 1A cy pe3ynTaT KOPEKTHO HaBeAeHU U

® 1A HMCam Kpno/na ayTopcka npasa M KOPUCTMO MHTENEKTYaiHYy CBOjUHY APYrnX Anua.

MoTtnuc aoKTopaHAaa

Y beorpagy, _03.10.2012.
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Mpwunor 2.

MU3jaBa 0 UCTOBETHOCTU LUTAaMMNaHE U e/IEKTPOHCKe Bep3uje
AOKTOPCKOr paga

MUme n npesnme aytopa __ KatapuHa 3esbuh

bpoj ynuca _b5504/2008

Ctyamnjckm nporpam _buonoruja, moayn F'eHeTrKa

Hacnos paga [MosesaHocT nonMmopdumsama VDR, CYP27B1 n CYP24A1 reHa ca €TMOJIOLIKUM

daKkTopmnma 1 ncxogom 6onecTn Koa naumjeHaTa ca opaJaHMM CKBamMoLEenynapHUM KapLMHOMOM

MeHTop _npod. ap MapuHa CtameHkoBuh- Pagak, npod. ap cun. mea. 3soHko Maruh

MotnucaHn _KartapuHa 3e/mbuh

n3jaBsbyjemM Aa je WwTamnaHa Bep3nja Mor OKTOPCKOr paja UCTOBETHA e/IeKTPOHCKOj BEP3nju Kojy
cam npegao/na 3a objas/buBarbe Ha nopTany AUrMTanHor penosutopujyma YHusepsuteTta y
beorpaay.

[o3Bo/baBam Aa ce objaBe Moju IMYHM NoJaLUM Be3aHU 3a Aobujarbe aKaAeMCKor 3Batba AOKTOpa
HayKa, Kao WTOo Cy Me 1 Npe3ume, roanHa n mecto pohera n aatym oabpaHe paga.

OBM AMYHM Nogauy mory ce 06jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHWLamMa AurutanHe 6ubnunoteke, y
e/IeKTPOHCKOM KaTasiory 1y nybavKaumjama YHusepsuTeTa y beorpaay.

MoTtnuc poKTOpaHAaa

Y beorpagy, _03.10.2012.

Yotatina ngff/ |
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Mpunor 3.

MUsjasa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBep3uTeTcky bubnunoteky ,Cseto3ap Mapkosuh” pga y OurutanHu
peno3sutopujym YHuBep3suTteTa y beorpaay yHece mojy AOKTOPCKY AncepTaumjy nog, HacJoBOM:

MNose3aHocT noaumopomsama VDR, CYP27B1 m CYP24A1 reHa ca eTMONOLIKUM ¢aKTopuma U

ncxogom 6onectv Ko naumjeHata ca opaJHMM CKBaMOLEAyNapHUM KapLUMHOMOM

KOja je Moje ayTOPCKO Aeno.

[AvcepTaymjy ca cBUM NpMNo3MMa Npegao/na cam y enekTpoHCKomM ¢opmaTy NorogHom 3a TpajHo
apxuBuparse.

Mojy AOKTOPCKY AncepTaumjy noxpareHy y AurntanHu penosmtopmjym YHuBepsnuteta y beorpaay
MOTy [a KopuUCcTe CBU Koju mowTyjy oapenbe caap:kaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatmsHe
3ajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oasiyumo/na.

1. AytopcTBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPUMjANHO
@AyTOpCTBO — HeKomepuMjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjANHO — AeNIUTH NoA UCTUM YCNOBMMA
5. AyTopcTBo — 6e3 npepage
6. AyTOpPCTBO — AEeNNTU NOA UCTUM YCNOBUMA

(Monmmo aa 3a0KpysKuTe camo jeaHy oA WecT NoHyheHnX AnueHLM, KpaTak onuc ANLEHLM AaT je
Ha nonehunHu nucra).

MoTtnuc AOKTOpaHAa

Y beorpagy, _ 03.10.2012.
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1. AytopcTBo - [lo3BOrbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPMOYLMjy U jaBHO caonwTaBawe Aena,
W npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH o cTpaHe ayTopa wnu
Jasaoua nuvueHue, Yak u y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuja of CBUX
nueHum.

2. AyTtopcTBO — HekomepuwmjanHo. [do3BorbaBaTe yMHOXaBake, OUCTPUOYLMjy U jaBHO
caonwitaBawe fena, U npepage, ako ce HasBede VMMe ayTopa Ha HaduH ogpeheH oA
CTpaHe ayTtopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He J03BOSbaBa KoMepuujanHy
ynoTtpeby gena.

3. AyTtopcTBO - HekomepuujanHo — ©6e3 npepage. [o3BosbaBaTte YMHOXaBahe,
anctpmbyumjy 1 jaBHO caonwiTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnmkoBawa unm ynotpebe
Aenay cBOM Jeny, ako ce HaBede MMme aytopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unu
AaBaoua nuueHue. OBa nuvueHua He [O03BOSbaBa KoMepuujanHy ynotpeby gena. Y
O[HOCY Ha cBe ocTarne nuueHue, 0BOM NUUEHLOM ce orpaHmyasa Hajsehn obum npasa
Kopuwhena gena.

4. AyTOpCTBO - HEKoMepuujanHo — Jenutum nog uctum ycrosuma. [losBorbaBaTe
YMHOXaBahe, AMCTpubyuunjy 1 jaBHO caonwitaBawe Aena, v npepaje, ako ce HaBege ume
ayTopa Ha HauvH oapefeH of CTpaHe ayTopa unu gasaoua fvueHue U ako ce npepaja
anctpubyupa nog MCTOM wmnv cnudHoM nuueHuom. OBa nuvueHua He [03BOrbaBa
KoMmepuujanHy ynotpeby aena u npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3BosbaBate yMHOXaBawe, AUCTPUMOyUMjy U jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara unn ynotpebe gena y ceom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH oa cTpaHe ayTopa unv AaeBaola NuueHLe.
OBa nuueHua go3BosbaBa kKoMepLmjanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO - eNnnTK nog UCTUM ycrnoBuMa. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUBYLMjY
M jaBHO caonwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH
of CTpaHe ayTopa Unu aaeaoua N1uUeHLE 1 ako ce npepaga AMcTpubyunpa noa UCTOM Unu
cnnyHoM nuueHuom. OBa nuvueHUa [Oo3BoSfbaBa komepuwujanHy ynoTtpeby gena wm
npepaga. CnnyHa je copTBEPCKMM NLIEHLLaMa, OQHOCHO fuLeHLama OTBOPeHOor koaa.
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