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Varijabilnost gena ukljucenih u inflamatorne,
imunomodulatorne i apoptotske procese kao faktor rizika za

nastanak bazocelularnog karcinoma glave i vrata

Rezime

Uvod: Bazocelularni karcinom (BCK), poznat kao i bazaliom, je najceS¢i oblik
kancera u populaciji Kavkazijanaca. BCK ¢ini oko 75% svih karcinoma koze.
Metastazira veoma retko, ali sa porastom veli¢ine tumora povecava se i incidenca
metastaza. U najve¢em broju slucajeva ovaj karcinom se javlja na delovima koZe
izloZenim Sunc¢evom (UV) zracenju, ali faktori kao Sto su starost, postojanje ranijih
opekotina od Sunca mogu doprineti povecanom riziku za razvoj BCK-a. Precizni
mehanizmi nastanka BCK-a jo$ uvek nisu poznati, ali se pretpostavlja da
patogeneza BCK-a najceS¢e podrazumeva apsorpciju UVB zraka od strane DNK
molekula, sto dalje dovodi do mutacija u razli¢itim genima, posebno u genima
uklju€enim u proces cCelijske proliferacije, diferencijacije i smrti, kao Sto su survivin
i TP53. Poznato je i da keratinocite pod dejstvom UV zraCenja oslobadaju i
prostaglandine i citokine, izmedu ostalog i TNF-alpha koji ostvaruje svoje bioloske
efekte u Celijama preko molekula koji su svrstani u porodicu receptora za TNF,
medu kojima su najznacajnija dva TNF-R1 i TNF-R2. Produkcija citokina je blisko
povezana sa produkcijom matriks metaloproteinaza (MMP) koje su odgovorne za
lokalnu tkivnu destrukciju. Na funkciju i stabilnost ovih proteina, mogu da utic¢u
razliciti polimorfizmi prisutni u kodiraju¢im i nekodiraju¢im sekvencama njihovih
gena. Bazocelularni karcinomi, se javljaju kao posledica razli¢itih Stetnih uticaja
spoljasnje sredine, ali isto tako pokazuju i izraZenu naslednu predispoziciju, pa se u
poslednje vreme sve viSe paZnje usmerava upravo na proucavanje doprinosa

genskih polimorfizama kao modulatora predispozicije za malignu transformaciju.

Cilj: Cilj ove doktorske disertacije je analiza funkcionalnih polimorfizama u genima
za TNF-alpha, TNF-R1, TNF-R2, MMP-9, survivin i TP53, kao i analiza njihove

povezanosti sa patoloskim karakteristikama BCK-a.




Materijal i metode: Studijska grupa je obuhvatala 80 pacijenata sa
dijagnostikovanim BCK-om i 80 zdravih osoba, kontrolne grupe, koji prema
starosti i polu odgovaraju grupi ispitanika, svi su srpske nacionalnosti. DNK je
izolovana iz tkiva negativnih margina tumora u grupi pacijenata i periferne krvi
kontrolne grupe. Restrikcionom digestijom PCR produkata i analizom duZine
restrikcionih fragmenata (PCR-RFLP) analizirani su polimorfizmi u genima za TNF-
alpha (-308G/A), TNF-R1 (+36A/G), TNF-R2 (+676T/G), MMP-9 (-1562C/T), Survivin
(-31G/C), TP53 (Pro47Ser), kao i insercioni polimorfizam (TP53 PIN3 Ins 16bp)
kako bi se utvrdila distribucija ucestalosti genotipovai alela u grupi pacijenata i
kontrolnoj grupi. Hi-kvadrat i FiSerov egzaktni test su koriS¢eni za utvrdivanje
razlika u distribuciji ucestalosti razli¢itih genotipova i alela. Logistickom
regresionom analizom utvrdivan je rizik za oboljevanje od BCK-a. Sve vrednosti p
smatrale su se statisticki znacajnim ako su bile manje od 0.05. Dobijeni rezultati su

obradeni statistickim programom SPSS 13.0.

Rezultati: Najveci broj obolelih od BCK-a su osobe starije od 60 godina (84%), Sto
potvrduje ranije podatke da je BCK ceS¢i u starijoj populaciji, kao i da se incidence
njegovog nastanka povecava sa godinama Zivota. Sto se ti¢e lokacije BCK-a,
najzastupljeniji je u predelu nosa, kao najisturenijem delu lica. ZabeleZene su
znacajne razlike u distribuciji genotipova u analizi polimorfizma +676T/G TNF-R2
gena, (p=0.001, x2 test) i PIN3 Ins 16bp TP53 gena (p=0.043, x? test). Statisticki
znacajna razlika u distribuciji alela je zabeleZena samo u slucaju polimorfizma
+676T/G TNF-RZ2 gena, (p=0.011, x? test). Znacajno povecanje rizika za razvoj BCK-
a utvrdeno je kod heterozigota TG u analizi polimorfizma +676T/G TNF-R2 gena,
(OR=4.86, p<0.001) u poredenju sa wild type TT genotipom, kao i kod heterozigota
A1/A2 u analizi polimorfizma PIN3 Ins 16bp TP53 gena (OR=2.40, p=0.027) u
poredenju sa wild type A1/A1 genotipom. Interesantno je da polimorfizam -31G/C
gena za survivin je pokazao znacajno smanjenje rizika za razvoj BCK-a tek nakon
Sto je raCunat Adjusted OR, za heterozigote GC genotipa (OR=0.46, p=0.047) u
odnosu na homozigote GG genotipa. Ostali polimorfizmi u genima za TNF-alpha (-

308G/A), TNF-R1 (+36A/G), MMP-9 (-1562C/T), TP53 (Pro47Ser) nisu pokazali




postojanje znacajne razlike u distribuciji ucestalosti genotipova i alela izmedu

grupe pacijenata i kontrolne grupe.

Zakljucak: Ovo istrazivanje bazirano na analizi polimorfizama nekoliko odabranih
gena, pokazalo je da su polimorfizmi nukleotidne sekvence +676T/G u TNF-RZ2
genu i -31G/C u promotoru gena za survivin, kao i insercioni polimorfizam PIN3 Ins

16bp u TP53 genu modulatori rizika za razvoj BCK-a u naSoj populaciji.

Klju¢ne reci: bazocelularni karcinom, polimorfizmi nukleotidne sekvence, TNF-

alpha, TNF receptori, MMP-9, survivin, TP53.
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Variability of genes involved in inflammatory,
immunomodulatory and apoptotic processes as a risk factor for
head and neck basal cell carcinomas

Abstract

Introduction: Basal-cell carcinoma (BCC), also known as basalioma, is the most
frequent type of cancer among the Caucasus. BCC accounts for approximately 75%
of all skin cancers. It metastasizes extremely rarely, however its growth increases
the risk and incidence of metastases. In the majority of cases, this cancer appears
on the skin areas exposed to the sun rays (UV), but factors including age and the
existence of earlier sunburn may considerably enhance the risk of BCC
development. The precise mechanisms of BCC development are yet unknown, but
BCC pathogenesis most commonly relates to the DNA molecule absorption of UVB
rays, which furthermore, leads to mutations in various genes, especially in those
included in the process of cell proliferation, differentiation, and death, like survivin
and TP53. It is also known that keratinocytes under influence of UV rays release
prostaglandins and cytokines and, among others, TNF-alpha which exerts its
effects in cells via molecules belonging to the family of TNF receptors, the most
significant of which are TNF-R1 and TNF-RZ2. The production of cytokines is closely
connected to the production of matrix metalloproteinases (MMP) that are
responsible for the local tissue destruction. Different polymorphisms can affect the
function and stability of these proteins, which are present in the coding and
noncoding sequences of their genes. Basal cellcarcinomas occuras a result of
various adverse environmental impacts, but also show an expressed hereditary
predisposition, so more attention is recently directed precisely to the study of the
contribution of genetic polymorphisms as modulators of predisposition to

malignant transformation.

Aim: The aim of this doctoral dissertation is the analysis of functional
polymorphisms in genes for TNF-alpha, TNF-R1, TNF-R2, MMP-9, survivin and TP53,

but also the analysis of their association with pathological features of BCC.




Material and methods: The study group included 80 patients diagnosed with
basal cell carcinoma and 80 healthy individuals, the control group, matched in age
and gender with the examinees, all of them of Serbian nationality. In the patients
group, DNA was isolated from the tissue of histologically negative tumor margins,
and in the control group from peripheral blood samples. The polymorphisms in
TNF-alpha gene (-308G/A), TNF-R1 (+36A/G), TNF-R2 (+676T/G), MMP-9 (-
1562C/T), survivin (-31G/C), TP53 (Pro47Ser), and insertion polymorphism (TP53
PIN3 Ins 16bp) were analyzed by restriction digestion of PCR products and by
analysis of restriction fragment length, in order to determine the distribution
frequency of genotype and allele in the patient and control group. Chi square test
and Fisher exact test were used for determination of differences in the genotype
and allele distribution frequencies. Logistic regression was used for BCC risk
assessment. If amounting to less than 0.05, all the p values were considered
statistically significant. Calculations were performed by using SPSS 13.0 statistical

software.

Results: The largest number of patients with BCC is among patients over 60 years
(84%), which confirms earlier reports that BCC is more common in the older
population, and that its incidence increases with age. As for the location of BCC, it
affects most commonly the nose area, as the most protruding part of the face.
Statistically significant differences in the distribution of alleles and genotypes of
the polymorphisms+6 76T/G TNF-R2 (p=0.001, x2 test) and PIN3 Ins 16bp TP53
gene (p=0.043, x2 test) were observed. A significant increase of BCC development
risk was observed in TG heterozygotes for the polymorphism +676T/G TNF-RZ2 in
comparison to wild type TT genotypes (OR=4.86, p<0.001), and also in A1/A2
heterozygotes of PIN3 Ins 16bp analyzed polymorphism in TP53 gene in
comparison to the wild type A1/A1 genotypes (OR=2.40, p=0.027). Interestingly,
GC heterozygotes for the polymorphism -31G/C in the survivin gene showed a
significant decrease of BCC development risk after calculating the adjusted OR in
comparison to GG genotypes (OR=0.46, p=0.047). The remaining polymorphisms
in TNF-alpha gene (-308G/A), TNF-R1 (+36A/G), MMP-9 (-1562C/T), TP53




(Pro47Ser) did not show significant difference in the frequencies of genotypes and

alleles between patients and control group.

Conclusion: This research, based on the analysis of polymorphisms in several
selected genes, showed that the polymorphisms +676T/G of TNF-R2 gene, PIN3
Ins 16bp of TP53 gene, and -31G/C of survivin gene are modulators of the risk for

BCC development in Serbian population.

Key words: basal cell carcinoma, single nucleotide polymorphisms, TNF-alpha,

TNF receptors, MMP-9, survivin, TP53.
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1. UVOD



Uvod

Razvoj velikog broja molekulsko-bioloskih i molekulsko-genetickih metoda
poslednjih decenija u znacajnoj meri je doprineo boljem razumevanju strukture i
organizacije genetickog materijala. To nam je dalo i uvid u razliCite aspekte

normalnog funkcionisanja Celija, kao i patoloskih promena u njima.

Procesi poput apoptoze, zatim sloZeni mehanizmi regulacije Ccelijskog
ciklusa, kao i procesi neoplasti¢ne transformacije danas su u osnovnim crtama
dobro opisani. Razvijene su mnoge eksperimentalne tehnike koje nam
omogucavaju bolju dijagnostiku i razumevanje etiologije malignih oboljenja. U
buducénosti ¢e nam pruZiti i nacine za bolju prevenciju, efikasniju terapiju, i, u

velikoj meri, personalizovanu medicinu.




Uvod

1.1. KANCER

Tumori predstavljaju masu izmenjenih Ccelija koje se karakteriSu
nepravilanim i progresivnim rastom. Mogu biti maligni (zlo¢udni) i benigni
(dobrocudni). Razlika izmedu njih je u agresivnosti rasta. Zapravo, maligni se
karakteriSu metastazama i Sire se (infiltriraju) u okolno tkivo, dok benigni tumori
ne daju metastaze u druge organe i ne infiltriraju okolno zdravo tkivo, ve¢ ga

potiskuju.

Rak (ili joS Kkancer, maligna neoplazma, maligni tumor) nastaje
neoplasticnom transformacijom c¢elija i tkiva. Neoplasti¢na transformacija je
proces narusavanja tkivne homeostaze u pravcu nekontrolisane proliferacije ¢elija
i inhibicije ¢elijskog umiranja nekim od oblika programirane c¢elijske smrti. To je
viSestepeni proces, a svaki stepen odrazZava geneticke izmene koje dovode do
transformacije normalne ¢elije u malignu. Celija prolazi kroz razli¢ite morfoloske i
biohemijske izmene, Sto sve dovodi do nekontrolisane deobe celije i, konacno,
usled poremecaja u imunoloSkom nadzoru i angiogenezi do metastaze na

udaljenim mestima u telu.

U zavsnosti od porekla celija od kojih nastaju, maligni tumori se dele u

nekoliko grupa:

e Karcinomi - pocinje na pokrovnom epitelu koZe, sluznica ili tkiva koje
pokrivaju unutrasnje organe,

e Sarkomi - rak miSi¢nog i vezivnih tkiva (kostiju, hrskavice, masnog tkiva
krvnih sudova ili vezivnih tkiva u i oko zglobova),

e Leukemije - rak krvi - pocCinje u kostnoj srzi, gde se obrazuju sve Ccelije
krvnih elementa, odakle kao izmenjene Celije odlaze u cirkulaciju,

e Limfomi i mijelomi - rak limfnog sistema (limfnih ¢vorova-zlezda i limfnih
sudova)

e Tumori centralnog nervnog sistema - mozga, kicmene moZzdine i ovojnica

se razvija u tkivima koje sacinjavaju mozak i kictmena moZdina.
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1.2. GENETICKA OSNOVA KANCERA

Danas je prihvaen stav da je kancer u osnovi bolest povezana sa
promenama u genima, koja se razvija u viSe faza. Za malignu transformaciju je
najces¢e potrebno 5-7 nezavisnih mutacija, a u ovaj proces su neposredno

ukljucene dve glavne klase gena: protonkogeni i tumor-supresor geni.

Onkogeni su geni ¢iji proteinski produkti stimuliSu ¢elijski rast i deobu. U
formi proto-onkogena (normalni, nemutirani) oni se vremenski i prostorno strogo
kontrolisano eksprimiraju. Mutacijom proto-onkogeni prelaze u formu onkogena,

koji se nekontrolisano eksprimiraju. Te mutacije mogu biti:

- tackaste mutacije
- genske delecije
- amplifikacije gena

- hromozomski rearanZmani (najcesce translokacije)

Mutacije u proto-onkogenima su dominantne u odnosu na malignitet -

dovoljna je jedna kopija aktiviranog onkogena da bi se ispoljio kancerogeni efekat.

Na osnovu funkcije proto-onkogeni mogu biti:

faktori rasta (c-sis)

receptori faktora rasta (c-erbB)

prenosioci signala (c-abl, c-src, c-ras)

regulatorni proteini nukleusa (c-myc, c-fos, c-erbA).

Tumor-supresorni geni (antionkogeni) su geni ¢ija je osnovna funkcija
regulisanje celijskog ciklusa, kontrola procesa proliferacije i diferencijacije i
ocuvanje ukupne stabilnosti genoma. Nedostatak ekspresije ovih gena dovodi do
gubitka kontrole celijskog ciklusa i povezuje se sa malignom alteracijom Ccelije. Za
razliku od onkogena, ovde se mutacije u odnosu na malignitet ponasaju recesivno -
neophodna je izmena oba alela (homozigotno stanje) da bi doSlo do kancerogenog

efekta.
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Na osnovu funkcije antionkogeni mogu biti:

- regulatori Celijskog ciklusa

- regulatori signalne transdukcije

- geni ukljuceni u meducelijske interakcije i interakcije Celije i matriksa
- regulatori apoptoze

- citoskeletni geni

- neklasifikovani

Savremene podele u posebne kategorije svrstavaju gene ukljuCene u proces
apoptoze i u popravke DNK oStecenja. Ovi geni se po svojm krajnjem efektu mogu
takode Kklasifikovati u onkogene i antionkogene (npr. proapoptotski geni bili bi

antionkogeni, a antiapoptotski onkogeni).

Danas je jasno da su procesi maligne transformacije u velikoj meri posledica
razlicitih Stetnih uticaja spoljasnje sredine. Takode, poznato je da mnoga maligna
oboljenja nose i naslednu predispoziciju za svoj nastanak. U poslednje vreme sve
viSe paznje se usmerava na proucavanje doprinosa genetickih polimorfizama u
malignoj transformaciji. To ¢e nam omoguciti i da bolje pratimo tok razvoja bolesti

i preciznije utvrdimo prognosticke parametre pri terapiji razlicitih pacijenata.

Najucestaliji tip karcinoma kod ¢oveka, o Cijoj se genetici i epigenetici joS
uvek nedovoljno zna, ¢ine karcinomi koZe, zlocudne promene koje u 90% slucajeva
nastaju na fotoeksponiranim delovima tela i direktno se povezuju sa oSte¢enjima
koZe nastalim pri dugotrajnom izlaganju ultraljubi¢astim zracima (UVA, UVB).
Njihova incidence je u konstantnom porastu poslednjih decenija i sve CeSc¢e se
javljaju i u mladem uzrastu tako da predstavljaju sve izraZeniji medicinski

problem.
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1.3.

KARCINOMI KOZE

Da bi se bolje razumela patogeneza malignih tumora koZe, izuzetno

rasprostranjenog oboljenja danasnjice, neophodno je dati osnovne informacije o

histoloskoj gradi i karakteristikama koZe kao najveceg organa naseg tela i njegovog

omotaca koji je u neposrednom kontaktu sa spoljasnjom sredinom.

1.3.1.GRADA KOZE

Grada koZe je izuzetno sloZena. Podeljena je u dva razlicita, ali funkcionalno

zavisna sloja, epidermisa (pokozZice) i dermisa (krzna). Funkcija koZe je na prvom

mestu zaStitna, Stiti telo od mehanickih povreda, hemijskih, termickih uticaja,

patogenih mikroorganizama i uticaja UV zracenja.

Epidermis

Epidermis je povrsinski sloj koze izgraden od velikog broja epitelijalnih

Stratum
corneum

Stratum
Tucidum

Stratum
granulosum

Stratum
spinosum

Stratum
basale

Dermis

Lamelarne
granule

HKeratinocite

Langerhansove
celije

Slika 1. Grada epidermisa

preuzeto:http://lcsdanatomyphysiology.wikispaces.c
om/Epedermal+cells,+p1, modifikovano

Celija koje su zbijene jedna uz
drugu i grade kompaktan sloj.
Njegova debljina varira od 0,1mm
na telu, tek 0,02mm na licu do 1-
5mm na tabanima i Sakama.
Keratinocite su rasporedena tako
da grade 5 slojeva epidermisa:
stratum basale, stratum spinosum,
stratum  granulosum,  stratum

lucidum i stratum corneum (Slika

1.

Stratum basale ¢ine
keratinocite ravnomerno
rasporedene na bazalnoj

membrani koja oStro razgranic¢ava

epidermis od dermisa i koje su
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aktivne u toku celog Zivota i svojim deobama obrazuju gornje slojeve celija. U
¢elijama gornjih slojeva epidermisa dolazi do procesa oroZnjavanja, odnosno
izumiranja Celija i taj sloj epidermisa se odbacuje. U bazalnom sloju smeStene su i
melanocite, Celije koje stvaraju pigment i pruzaju zastitu od mutageneze izazvane

UV zraCenjem.
Bazalna membrana

Bazalna membrana je zona izmedu bazalnih keratinocita i dermisa. Njena
osnovna uloga je da deluje kao propustljiva barijera i da kontroliSe celijsku
organizaciju i diferencijaciju izmedu receptora na povrsini €elija i molekula unutar

ekstracelijskog matriksa.

Dermis

Dermis je sastavljen od rastresitog vezivnog tkiva u kome su dominantna
kolagena vlakna utopljena u matriksu koji sadrzi celije: fibroblaste, makrofage,
limfocite, adipozne Celije. Pored toga u dermisu su smesteni i zavrSeci krvnih i
limfnih sudova, nervni zavrSeci, razni ¢ulni organi, snopovi glatkih misi¢nih
vlakana, derivati epidermisa i krzna, ¢ulni organi, razne egzokrine Zlezde koje

preko izvodnih kanala izbacuju sekret na povrsinu koZe.

PovrSina dermisa obrazuje mnoga ispupCenja koja zalaze u epidermis Cime

je ostvarena tesna veza izmedu ova dva dela.

Ekstracéelijski matriks (ECM)

Popunjava prostor izmedu celija i povezuje Celije istog ili razlic¢itih tkiva. Tri

glavna konstituenta ECM-a su:

e kolagena vlakna
e adhezivni proteini koji formiraju mrezu (elastin, laminin, fibronektin)

e interfibrilarni solubilni polimeri- proteoglikani
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Njegove uloge su:

e strukturna potpora Celijama i tkivima
eregulacija Celijskog ponaSanja (utice na razvice, oblik, polarizaciju,
ponasanje i funkciju celija i tkiva, pri¢vrScuje ih i omogucava migraciju

¢elija).
Podela koZe po fototipovima

Prema nacinu i brzini reakcije koZe na delovanje Suncevih zraka razlikuje se

Sest fototipova koZe. Najosetljivije su osobe sa tipovima koze I i Il.

o Tip I: keltski tip koZe: lako gori, uvek pocrveni, nikada ne tamni. Svetle o¢i,
beo ten sa pegama, rida ili plava kosa. Najc¢eS¢e zastupljen u Kanadi i na

krajnjem severu Evrope.

e Tip II: germanski tip koZe: lako gori, uvek pocrveni, vrlo malo tamni. Oci

plave, smede ili boje lesnika, kosa rida ili svetla i ten svetao.

e Tip III: srednje evropski, kavkaski tip koZe: umereno gori, postepeno i

ravnomerno tamni. Ten je srednje svetao. Svetla koZa, kestenjasta kosa i oci.

e Tip IV: mediteranski, mongolski, orijentalni ili hispano tip koZe: minimalno
gori i uvek dobro tamni do srednje tamne nijanse. Koza je svetla ili umereno

tamna, oci i kosa su tamnosmede boje.

e Tip V: hispano, indijanski tip koZe: retko gori, dobro tamni do tamnobraon

nijanse. Nesuncana koZa je vrlo tamna, tamne oci i kosa.

e Tip VI: crni (africki i americki crnci,i AboridZini): koZa nikad ne gori, ima

veliku koli¢inu pigmenata, potpuno je crna i bez suncanja. Crne oci i kosa.
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1.3.2.TIPOVI KARCINOMA KOZE

Maligni epitelni karcinomi koZe, pa i regiona glave i vrata, dele se na

melanomske i nemelanomske (amelanoticne).

Nemelanomske karcinome koze (NMKK) ili keratinocitne karcinome cine
najve¢im delom bazocelularni karcinom (BCK) koji zahvata bazalni epitel i
skvamocelularni karcinom (SCK), poreklom od plocastog epitela (oko 95%, Slika

2). Melanomi ¢ine svega 5% malignih tumora koZe.

Incidenca nemelanomskih karcinoma koZe u konstantnom je porastu.
Utvrdeno je da svake godine oboli 2-3 miliona ljudi od ovog tipa karcinoma
(Foster, 2008; WHO, 2009). Samo u SAD-u oboli 1,3 miliona ljudi svake godine, a
ocekuje se da Ce se taj broj udvostruciti u narednih 30 godina (Rhee, 2007). Najveci
trendovi oboljevanja od ovog karcinoma su u pojedinim delovima Evrope, u

Kanadi, SAD-u, Australiji (u proseku 3-8% populacije svake godine).

Slika 2. Najces¢i oblici karcinoma koZe sa procentualnim ucestalostima

preuzeto:http://www.doctorsapproach.com/blog/category/skin-cancer/, modifikovano
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1.3.2.1. BAZOCELULARNI KARCINOM (BCK)

Bazocelularni karcinom (sinonimi: epithelioma basocellulare, bazaliom)
neosporno je najceS¢i maligni karcinom koZe, a njegova ucestalost je u stalnom
porastu. Prvi put je opisan 1824. godine i ¢ini oko 75% (Slika 2) svih karcinoma
koZe, posebno u populaciji Kavkazijanaca (Chung, 2012). To je relativnho sporo
rastuca, bezbolna, lokalno invazivna i rekurentna maligna epidermalna neoplazma
(Wong i sar., 2003). Razvija se od nediferenciranih ¢elija bazalnog sloja epidermisa
(Slika 3) ili iz gornjeg dela spoljnjeg lista korena dlake koji neprekidno prati
folikularni epidermis i podleZe keratinizaciji kao i epidermis (Wong i sar., 2003).
Bazocelularni karcinomi su histoloski solidni epitelni tumori ¢iji celularni elementi
liCe na stratum basale epidermisa. Parenhim tumora grade celije sa velikim,
ovalnim bazofilnim jedrima, dok je stroma oskudna. Tumorske celije su grupisane
u trake koje od epidermisa rastu u korijum. Spoljasnji sloj celija je palisadnog
rasporeda, dok su u centru tumora cCelije nepravilno rasporedene. Izmedu traka
tumorskih celija nalazi se

vezivno tkivo koje je visSe | epidermis

(sklerodermiformni tip) Bazalne éelije

ili manje zastupljeno.
Melanocite

Melanom -.
Bazocelularni I

Skvamocelularni karcinom

Slika 3: Prikaz Celija epidermisa u zdravom obliku i u karcinomima

preuzeto:http://www.mayoclinic.com/health/medical /IM00941, modifikovano
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Studije pokazuju da se u najvecem broju slucajeva ovaj karcinom javlja na
delovima koZe izloZenoj sunc¢evim (UV) zracima, odnosno u regionu glave i vrata
(Tilli 1 sar., 2005) Slika 4a, a najceS¢e u gornjim dvema tre¢inama lica, iznad linije
koja spaja ugao usana i tragus usSne Skoljke, u predelu usana, ofnih kapaka,
nazolabijalnog puta, nosa (Slika 4b), a zatim na trupu i na gornjim i donjim
ekstremitetima. Bazocelularni karcinom koZe najceSce se javlja de novo, rede iz
prekanceroza, kao Sto su senilne keratoze, radijacione dermatoze. Bazocelularni

karcinomi mogu da se jave kod oboljenja Xeroderma pigmentosum.

Region glave i
vrata:

o Glava: 4,190

= + Celo: 14,904

* Déni region: 8,849
+ T 16,304

« Mos: 47,404

+ Malarni region:

* Usni region: 3,960

donji
chstremiteti:
2,8%

Slika 4. Zastupljenost BCK-a na delovima tela (a) i u regionu glave i vrata (b)

Postoje rasne (etnicke) i geografske razlike u javljanju bazocelularnih
karcinoma, a takode na njegovu pojavu jasan je i uticaj profesije i naina Zivota
(osobe poput farmera, zemljoradnika daleko ceS¢e obolevaju od ovog tipa kancera
nego oni koji svoje radne obaveze obavljaju u zatvorenim prostorijama; takode
Zene imaju vecu incidencu ovog karcinoma na nogama u odnosu na muskarce, zbog

vece izloZenosti ovih delova tela UV zracima). Znacaj ekspozicije Suncu i uopSte

11
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znacaj uticaja faktora spoljasnje sredine priznaju prakti¢no svi autori. Medutim,
veliki procenat BCK-a na delovima tela koji nisu izloZeni UV zracenju ukazuje na to

da i drugi faktori mogu imati znacajnu ulogu u razvoju BCK-a (Gallagher, 1996).

1.3.2.2. Klasifikacija bazocelularnog karcinoma

Ne postoji opSteprihvacena Kklasifikacija BCK-a i nekoliko sistema

klasifikacije je u primeni (Vantuchova, 2006), Tabela 1.

Tabela 1: Poredenje klasifikacije BCK-a prema razlicitim autorima

Sexton Rippey  Weedon Rosai WHO  Patterson

1990 1998 2002 2004 2006 2006
Nodular Nodular Nodular, Nodular Nodular Nodular Nodular
including
micronodular
Superficial  Superficial  Superficial Superficial Superficial Superficial Superficial
Infiltrating  Infiltrating  Infiltrating, Infiltrating Infiltrating Infiltrating Infiltrating
including
sclerosing
Nodular Micronodular Micronodular Micronodular
with
infiltrative
margin

Fibroepithelial Fibroepithelial ~ Fibroepithelial  Fibroepithelial
Basosquamous ~ Basosquamous  Basosquamous Basosguamous

(metatypical)
Keratotic Keratotic Keratotic Keratotic
Pigmented Pigmented Pigmented

Infundibulocystic  Infundibulocystic ~ With adnexal
differentation

Adenoid Adenoid Adenoid
Cystic Cystic
Sklerosing Sklerosing Sklerosing
Metatypical Clear cell Metatypical
mixed mixed mixed Basosebaceous

12
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Medutim, danas se ipak najviSe koristi klasifikacija BCK-a predloZena od
strane AJCC (eng. American Joint Committee on Cancer Classification), koja vrsi

podelu prema tzv. TNM-sistemu:

Tabela 2: Kategorije tumora prema njegovoj velicini (T)

TX Tumor se ne moze oceniti

TO Nema znakova tumora

Tis Karcinom in situ

T1 Tumor veli¢ine 2cm ili manji u najve¢em dijametru

T2 Tumori ve¢i od 2cm, ali manji od 5cm

T3 Tumor veli¢ine 5cm i vedi, u najve¢em dijametru, tzv. dzinovski BCK
T4 Velika invazija tumora duboko u tkivo

Tabela 3 : Stepen Sirenja tumora prema regionalnim limfnim ¢vorovima (N)

NX Reg.limf.cvorovi se ne mogu oceniti
NO Nema metastaza u reg.limf.cvorovima

Metastaze su prisutne, tumor se proSirio na najbliZe ili mali broj
N1

reg.limf.¢vorova, u najSirem dijametru 3cm
N2 Metastaze su prisutne u dijametru ve¢em od 3cm, ali manjem od 6 cm
N3 Metastaze su prisutne u dijametru vecem od 6 cm

Tabela 4: Prisustvo metastaza (M)

MO Nema udaljenih metastaza
M1 Metastaze u udaljenim organima (izvan reg.limf.¢vorova)

Na osnovu svih navedenih parametara (T, N, M) izvodi se podela na
stadijume (Tabela 5), s obzirom da su kod BCK-a parametri N i M uvek jednaki 0,
stadijum zavisi direktno od veli¢ine tumora (T). Stadijum kancera je jako bitan
parametar koji lekaru pokazuje kojom brzinom se kancer zapravo §iri, a to je vazno

jer dalji tretman pacijenta uglavnom od toga zavisi.
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Tabela 5: Stadijum kancera

Stadijum 0 Tis; NO; MO

Stadijum 1 T1; NO; MO

Stadijum 2 T2; NO; MO

Stadijum 3 T3; NO; MO ili T1 do T3; N1; MO

Stadijum 4 T1 do T3; N2; MO ili bilo koje T; bilo koje N; M1

Spates i saradnici (2003) navode da prvi opis metastaziraju¢eg BCK-a datira
iz 1894. godine. [ako metastazira relativno retko (0,028%-0,55%), porast veli¢ine
karcinoma povecava incidencu metastaza. Karcinomi ve¢i od 3cm imaju incidencu
metastaziranja 2%; vec¢i od 5cm povecavaju taj rizik na 25%; sa porastom velic¢ine
karcinoma do 10 cm u precniku, rizik od pojave metastaza raste do 50%; a kada
karcinom dostigne veli¢inu od 25cm u precniku i viSe, metastaze su gotovo sigurno

prisutne.
Opisani su mnogobrojni morfoloski podtipovi BCK-a. Kao najces¢i isticu se:

e epithelioma basocellulare nodulare:

50-80% svih slucajeva BCK-a pripadaju ovoj grupi, a 85-90% slucajeva je u regionu
glave i vrata i karakteristi¢an je za stariji deo populacije. Formira se u vidu ¢vorica
veliCine ciodine glave, tvrdoelasti¢ne
konzistencije, boje normalne koZe ili lako
presijavajuce. Tumefakt se sporo uvecava, a
na povrSini se primecuju telangiektazije
(proSireni kapilari). Karcinom moZe da
naraste do nekloliko centimetara, mada
ceSce, posle nekog vremena, u centru tumora

nastaje nekroza, koja se prekriva slabo

adherentnom krastom, dok se po ivici vide

Slika 5. Nodularni BCK

sitni perlasti tumefakti.
preuzeto: Chung, 2012.

14



Uvod

e epithelioma basocellulare superficiale:

Drugi po ucestalosti sa oko 10-15% slucajeva
BCK-a, najcesce se javlja na trupu (40%) ili
donjim ekstremitetima (14%) i to kod mladih

ljudi. Ima veoma spor razvoj i mozZe da

dostigne nekoliko centimetara u precniku.
Manifestuje se u vidu plaza nepravilnog

oblika, lako wuzdignutih, transparentnih ili

perlastih ivica. Povr§ina mu je eritematozna
sa oZiljnim ili atroficnim arealima i sivkastim, Slika 6. Superficijalni BCK
umereno Cvrstim prominencijama izmedu

preuzeto: Detanac, 2010.
kojih se mogu naci taCkaste erozije pokrivene
krustoskvamama. Ovo je najuobicajnija forma

BCK-a kod pacijenata obolelih od HIV-a.

e ulcus rodens (Jacobi ulcus):

poCinje malom ranicom obi¢no posle neke
mikro povrede, ogrebotine i sl. Ranica je
nepravilnog oblika, bezbolna, pokrivena
prljavo Zutom, braonkastom do mrkom
krustom, koja povremeno otpada i zamenjuje

se novom, a ranica ne zarasta vec¢ se postepeno

Siri i produbljuje. Ivice su nepravilne, oStre, u

Slika 7. Ulcus rodens

ravni okolne koZe ili neznatno uzdignute.
preuzeto: Chung,2012.

e ulcus terebrans: prethodna ulceracija najednom pocinje naglo da se Siri i
produbljuje izazivaju¢i destrukciju okolnog tkiva. Destruktivni procesi su veoma
jaki, tako da za kratko vreme zahvate koZu, miSi¢no tkivo ispod krvne i nervne
strukture, koStane elemente, dovodeci veoma brzo do veoma opseZnih razaranja i

unakazenja. Lokalizuje se obicno u predelu lica i poglavine.
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e epithelioma basocellulare sclerodermiformis: 5% svih BCK-a, obi¢no se javlja

na licu u vidu lako uzdignutog, bledozuckastog Cvorica glatke povrsSine, koji nije

oS$tro ogranicen u odnosu na okolnu zdravu koZu.

e epithelioma basocellulare pigmentosum:

Cini oko 6% svih BCK-a. KarakteriSe se
tamnobraon do potpuno mrkom
pigmentacijom koja je prisutna od samog
nastanka tumora. NajceS¢e poprima osobine
nodularnog ili nodozno-ulceroznog BCK-a.

Cesce se javlja kod osoba tamne koZe, kose i

oCiju, a smatra se uobicajenom formom u

populaciji Azijata. Slika 8. Pigmentovani BCK
preuzeto: Chung, 2012.

Retki su infundibulocisti¢ni, metatipi¢ni, bazoskvamozni, infiltrativni,
mikronodularni tipovi BCK-a, ali oni vaZe i za mnogo agresivnije i karakteriSe ih

veca stopa recidiva (Jacobs, 1982).

Sindrom nevoidnog BCK-a (Sy Gorlin-goltz) je redak nasledni oblik BCK-a.
Nasleduje se autozomno dominantno, a mutacija gena lokalizovana je na
hromozomu 9q22.3-q31. Javlja se na licu ili trupu u vidu veceg broja tumorskih
¢vori¢a, boje normalne koze, glatke povrSine. Promene na kozi pracene su
anomalijama u razvoju koStanog sistema i/ili intelektualnim i drugim

poremecajima (Epstein, 1999).

Metode leCenja BCK-a ukljucuju: ranu hirursku eksciziju in toto uz
patohistolosku analizu, krioterapiju, kiretazu i elektrodisekciju, radioterapiju,

fotodinamsku terapiju, te lokalnu primenu citostatika i imunomodulatora.

Nelecen ili neodgovarajuce leCen BCK moZe da postane invazivan i lokalno

agresivan, iako veoma retko metastazira (Lear i sar., 2007).
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1.3.2.3. Epidemiologija bazocelularnog karcinoma

.....

pre svega, bolest zrelog i starijeg Zivotnog doba i incidenca izrazito raste sa
godinama Zivota kod oba pola (Slika 9). Svega 5-15% obolelih su osobe izmedu 20
i 40 godina, a 70% obolelih Cine osobe starije od 70 godina (Chung, 2012; Slika 9).
Noviji rezultati istraZivanja govore da su detinjstvo i adolescencija kriti¢ni periodi
za kasniji razvoj malignih karcinoma koZe jer se u tom Zivotnom dobu apsorbuje
do 80% UV zraka, dok se ostalih 20% apsorbuje u ostalim periodima Zivota. Ovo
namece zakljucak da rana i pravilna fotozastita moZe da smanji rizik od kasnijeg
nastanka malignih karcinoma koZe (Pasi¢, 1998). KoriS¢enje kreme za suncanje sa
visokim faktorom zasStite tokom prvih 18 godina Zivota, moZe da smanji incidencu

oboljevanja od BCK-a ¢ak do 70% (Diffey, 1991).

Bazocelularni karcinom koZe ¢es¢i je kod starijih muskaraca nego kod Zena,
taj odnos se krece oko 2:1 (Chung, 2012), odnosno na 100 000 Kavkazijanca
godiSnje oboli 475 muskaraca i 250 Zena. Medutim, zbog upotrebe solarijuma i
sredstava za potamnjivanje koZe, broj Zena obolelih od BCK-a izmedu 16 i 29

godine Zivota, u poslednjih 30 godina se udvostrucio.
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Slika 9 . Incidenca pojave BCK-a i stopa mortaliteta u odnosu na godine Zivota kod
muskaraca i Zena

preuzeto: http://www.ucalgary.ca/familymedicine/Skin_Cancer
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Incidenca BCK-a je relativno niska u populaciji Azijata, Crnaca i Hispanaca
(Chung, 2012), dok je medu Kavkazijancima visoka, posebno kod osoba sa
tipovima koZe 1i II (Boukamp, 2005). Uzrok tome je Sto koza belaca nema veliku
mogucnost stvaranja pigmenta pa je, samim tim, izloZenija Stetnom uticaju
ultraljubicastog (UV) zracCenja. Nekoliko epidemioloskih studija pokazalo je da
ucestalost zavisi od godiSnjeg broja suncanih dana, odnosno da postoji znacajna
povezanost sa geografskom Sirinom. Tako su najvece zabeleZene incidence u
severnom delu Australije (Cancer Council Australia, 2008). Idu¢i od ekvatora
prema polovima, za svakih 10 stepeni geografske Sirine ucestalost se smanjuje za
oko 50%. Ovo je samo jo$S jedna potvrda vel poznate Cinjenice da porast
geografske Sirine, pocev od ekvatora i smanjenje pigmentacije koZe u znacajnoj su
vezi sa povec¢anjem inicidence razlicitih tipova kancera ili pove¢anjem agresivnosti

kancera (Bouillon i sar., 2006; Deeb i sar., 2007).

Najnovija istraZivanja pokazuju porast incidence BCK-a za 3-8% godiSnje,
Sirom sveta. ZabeleZen je znatan porast u Evropi, Sjedinjenim Americkim
DrZavama i Australiji, u toku nekoliko proslih decenija (Massari i sar., 2007). U

buduénosti se procenjuje da ¢e ova incidenca biti joS veca (Slika 10). Razlog tome
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Slika 10. Prikaz povecanja broja umrlih od BCK-a kroz vreme sa prognozama za buduénost

preuzeto: Global Benefits and Costs of the Montreal Protocol on Substance
that Deplete the Ozone Laver

18



Uvod

su povecana izloZzenost UV zracima, sve veca oSteCenja ozonskog omotaca,

promene kulturoloskih navika, duzi Zivotni vek ljudi (Gloster, 1996) i dr.

1.3.2.4. Etiologija bazocelularnog karcinoma

U nastanku BCK-a vaznu ulogu ima mnoStvo endogenih i egzogenih
etiopatogenetskih faktora. Od egzogenih faktora najvaznija uloga pridaje se uticaju
Suncevih, nejonizujuc¢ih, ultraljubic¢astih (UV) elektromagnetnih talasa, cije je
delovanje potencirano tanjenjem ozonskog omotaca i Sirenjem ozonskih rupa.
Koli¢ina UV zraka koja dolazi do povrsSine Zemlje zavisi od stanja u atmosferi i
okolini (npr. oblacno vreme, zagadenje vazduha), nadmorske visine, godisnjeg

doba i geografske Sirine (ozonski sloj je tanji oko ekvatora).

Imuani

odgovor

~ |

Vius | —> | NEMELANOMSKI
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M

Slika 11. Uloga egzogenih i endogenih faktora u nastanku

nemelanomskog karcinoma koze
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Osim izrazitog mutirajuceg efekta na Celijsku DNK, UV zracenje moZe da
deluje i suprimiraju¢e na imuni odgovor (Slika 11). Imunodeficijentni i
imunosuprimirani bolesnici (oboleli od hroni¢nih leukemija, od AIDS-a, posle
transplantacije organa, na sistemskoj kortikosteroidnoj terapiji i dr.) imaju izrazito
povecan rizik za nastanak BCK-a. Vaznu ulogu u nastanku BCK-a imaju i razlicite
hemijske materije i jonizujuce zraCenje. Hemijske supstance koje mogu uticati na
razvoj ovog karcinoma su katrani, parafinsko ulje i arsen. U proSlosti su se
arsenska jedinjenja koristila u obliku Fowler-ovih rastvora (trovalentni neorganski
arsen) za leCenje astme i psorijaze, Sto je dovodilo do nastanka karcinoma koZe,
doduse uz vreme latencije od 20 do 30 godina. Multiple lezije superficijalnog BCK-a
mogu biti povezane sa unosenjem arsena u lekovima, hrane ili vode kontaminirane
arsenom ili tokom profesionalne izloZenosti u industriji. Duvanski dim je takode
povezan sa pojavom nemelanomskog karcinoma koZe, ali je ta veza daleko jaca kod
SCK-a u odnosu na BCK. Medutim, Boyd i saradnici (2001) su utvrdili da postoji

znacajna povezanost duvanskog dima i pojave BCK-a kod mladih Zena.

Jonizujuce zracenje takode moZe dovesti do nastanka BCK-a, najcesc¢e kod
ljudi koji su profesionalno izloZeni rendgenskim zracima, ali je ovaj rizik smanjen

usled dobro kontrolisane profesionalne ekspozicije.

VisSe autora je ukazalo na asocijaciju infekcije humanim papiloma virusom
(HPV) i pojave BCK-a. Harwood i Proby (2002) su pokazali da HPV moze spreciti

apoptozu Celija indukovanu UV zracenjem.

U endogene cinioce ubrajaju se geneticki (konstituciono) odreden tip koZe
(fototip), koji se razlikuje prema osnovnoj boji koZe kao i mogucnosti tamnjenja
tokom izlaganja UV zracCenju. Narocitu sklonost za razvoj BCK-a imaju tipovi koZe |
i II. Drugi znacajan endogeni faktor je koli¢ina lipida na povrsini koZe. Visi nivo
lipida Stiti od UV zracenja, te smanjuje njegov uticaj u nastanku BCK-a. Poznato je
da bolesnici sa seboroicnom kozZom, sklonom nastanku akni, imaju manju

verovatnoc¢u nastanka BCK-a (Kennedy i sar., 2003).
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1.3.2.5. UV zracenje i bazocelularni karcinom

Sunce emituje dve vrste UV zraka koji mogu dospeti do povrSine Zemlje
(Slika 12), UVA (talasne duzine 320 - 400 nm) i UVB (talasne duzine izmedu 290 i
320 nm), dok su UVC zraci (talasne duZine 200 - 290 nm) uglavnom filtrirani
ozonskim omotacem u gornjim delovima atmosfere. Sa stanovista kancerogeneze
najStetniji deo spektra Sunceve svetlosti su UVB zraci. Samo jedan procenat UVB

zraka dospe do povrsine Zemlje.

[zloZenost kozZe uv
zracima je najCeSCi uzrok
nastanka BCK-a. Koncept
UV zracenja, kao glavnog
etioloSkog  faktora u
patogenezi BCK-a, potice s
pocetka XX veka, kada su
lekari zapazili da se
karcinom ceSc¢e javlja na
Suncem oSteCenoj kozi,
mahom kod osoba koje se
bave poslovima na
otvorenom. Tako je
Sunceva svetlost bila

jedan od prvih

prepoznatih kancerogenih

Slika 12. Tipovi UV zraka i njihova prodornost na koZi faktora za ljude. Od tada

su brojne epidemioloske
preuzeto: http://www.coolasuncare.com/sun- J P

science/uva-vs-uvb studije potvrdile da UV
zraCenje izaziva karcinom koZe. Najubedljivija je c¢injenica da se karcinom
dominantno pojavljuje na delovima tela koji su stalno izloZeni Suncu, to su

prevashodno lice, glava i vrat.
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Osamdesetih godina proslog veka utvrdeno je da se ozonski sloj smanjuje
delovanjem hlorofluorokarbona i drugih hemikalija koje se koriste u industriji i
otpustaju u atmosferu. Zbog toga danas oStecenje ozonskog omotaca i povecana
kumulativna izloZenost UV zraCenju usled produZenog Zivotnog veka, znatno

povecavaju rizik za dobijanje BCK-a (Slika 13).
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Slika 13. Uticaj ostecenja ozonskog omotaca na povecan rizik za oboljevanje od BCK-a

preuzeto: http://ucce.ucdavis.edu/files/repository/calag/fig4903p26.jpg

Medutim, vazno je napomenuti da incidenca skvamocelularnog karcinoma
(SCK-a) viSe zavisi od izloZenosti SunCevim zracima nego Sto je to slucaj sa BCK-
om, ukazujuci na to da i drugi faktori, uz izloZenost Suncevim zracima, mogu biti
odgovorni za razvoj BCK-a. Nekoliko epidemioloskih studija pokazalo je da
incidenca BCK-a u slaboj asocijaciji s kumulativnom izloZenoS¢u Suncevoj svetlosti
tokom Zivota i da je viSe povezana s povremenim, intenzivnim izlaganjem Suncu i
izlaganjem u toku detinjstva, pra¢enim bolnim opekotinama. Skorasnja, kohortna
studija, sprovedena medu 966 ispitanika (Kennedy i sar., 2003) analizirala je

faktore sredine i geneticke faktore rizika za karcinom koZe. Rezultati studije su
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pokazali povezanost bolnih opekotina od Sunca koje su se javljale pre dvadesete
godine Zivota sa skvamocelularnim i bazocelularnim karcinomom, kao i sa
aktinicnom keratozom. Medutim, kumulativna izloZzenost Suncu u toku Zivota u
vezi je sa skvamocelularnim karcinomom i aktinicnom keratozom, ali

zanemarljivom stepenu sa BCK-om (Wikonakal i Brash, 1999).

1.4. GENETICKI POLIMORFIZMI

Genom C¢oveka sadrzi oko 3,2 milijarde baznih parova po haploidnom setu i
oko 20 000 gena (Turnpenny i Ellard, 2009). Varijabilnost (raznovrsnost) medu
jedinkama ili grupama jedinki u populaciji mozZe se posmatrati na morfoloSkom
nivou, na nivou protein, hromozoma i kona¢no na nivou DNK sekvenci.
Populaciono genetickim analizama utvrdeno je da postoji velika geneticka
varijabilnost u ljudskim populacijama, pri ¢emu najveci deo varijabilnosti odlazi na
individualne razlike unutar lokalne populacije (oko 85%), a da na nivou cele

ljudske populacije postoji geneticka uniformnost.

Geneticka varijabilnosti obi¢no se meri pomoc¢u dva parametra - proporcije

polimorfnih lokusa i heterozigotnosti populacije.

Za neki gen/lokus se kaZe da je polimorfan ako u populaciji postoje bar dve
njegove varijante (aleli), pri Cemu je ucestalost redeg (ili najredeg) alela bar 1%, tj.
pri ¢emu je ona dovoljno velika da se ne smatra proizvodom samo mutacionog
procesa (Frazer i sar., 2009). Proporcija polimorfnih lokusa u populaciji
predstavlja odnos broja polimorfnih lokusa i ukupnog broja ispitanih lokusa u
populaciji. Bolja mera varijabilnosti u populaciji je heterozigotnost.
Heterozigotnost za odredeni lokus predstavlja proporciju heterozigotnih jedinki za

taj lokus, a ako se ispituje viSe lokusa, odredi se i prosek za sve lokuse.
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Postoji viSe razlicitih DNK polimorfizama:

e SNP (polimorfizmi pojedinac¢nih nukleotida)
e VNTR (varijabilni broj tandemskih ponovaka)

e Del/Ins polimorfizmi-nastaju kao rezultat insercije ili delecije odredenog

dela DNK

SNP-ovi ¢ine oko 85% svih polimorfizama. Procenjeno je da humani genom
sadrZzi ¢ak 11 miliona SNP-ova (Frazer i sar., 2009). Njihova lokacija na molekulu
DNK moZe biti unutar promotorskog regiona (kada polimorfizam ima negativan
predznak "-") u egzonu (kodirajuéem regionu) ili u intronu (nekodiraju¢em

regionu), kada polimorfizam ima pozitivan predznak "+".

Svi ovi polimorfizmi nam daju vazZne podatke o nivou geneticke
varijabilnosti u populacijama, njihovim evolucionim istorijama, filogenetskim
odnosima medu vrstama, a koriste nam i u identifikaciji individua i analizama

rodoslova itd.

[ako geneticki polimorfizmi predstavljaju izraz normalnih varijacija u
naslednoj osnovi, zanimljiv je njihov uticaj na fenotip, a narocito je aktuelno
povezivanje prisustva odredenog SNP-a sa sklonoS¢u ka razli¢itim bolestima
ukljuCujuci i malignitete. Poznavanje SNP-ova iz tih razloga predstavlja joS jedan
element u razumevanju geneticke osnove velikog broja bolesti. U tzv. studijama
asocijacije (Slika 14) ispituje se ucestalost pojedinih genskih varijanti, tj. genetickih
polimorfizama u grupi obolelih i uporeduje se sa podacima u zdravoj populaciji.
Rezultati razli¢itih studija su cesto protivurecni, pa je joS uvek mali broj
polimorfizama sa jasno potvrdenom ulogom genetickog markera predispozicije. Ali
treba napomenuti da broj ispitivanih polimorfizama gotovo eksponencijalno raste
iz dana u dan, pa se tako moZe ocekivati da bude otkriveno viSe njih koji imaju

manju ili ve¢u ulogu u razvoju bolesti.

24



Uvod

\ / Normal population \ /_Sample with cancer\

I

Some individuz's wil
rsion of the ;
LA e-cantage wil hava onz

1
pe . T it the car
sequenes \ / cther (SNPLAY \‘“9'5"3'”- the rest the othe / for SNPLA s protectie)

Slika 14. Ucestalost pojedinih genskih varijanti u zdravoj populaciji i grupi obolelih od kancera i
njihovo uporedivanje u tzv.studijama asocijacije
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Patogeneza bazocelularnog karcinoma naj¢eS¢e podrazumeva apsorpciju
UVB zraka od strane DNK molekula koja rezultuje stvaranjem pirimidinskih
dimera, odnosno nastankom mutacija u razliitim genima, izmedu ostalih i u
genima ukljuenim u regulaciju celijske proliferacije, diferencijacije i smrti. U
vazne predstavnike ove grupe gena spadaju i geni za antiapoptotski protein
survivin i proapototski TP53. Keratinocite pod dejstvom UV zracenja oslobadaju
prostaglandine kao i proinflamatorne i imunomodulatorne citokine. Izmedu
ostalih, oslobadaju se interleukin 1 i 6, zatim interleukin 10 i faktor nekroze
tumora (TNF). Produkcija citokina je blisko povezana sa produkcijom matriks
metaloproteinaza (MMP), odgovornih za lokalnu tkivnu destrukciju. Dokazano je
da UV zraci mogu da uticu i na aktivnost razlic¢itih molekula lociranih kako na
¢elijskoj membrani, tako i u citoplazmi, ali precizni mehanizmi nastanka BCK jo$
uvek nisu poznati.

Dalje u radu su opisani geni Ciji su polimorfizmi ispitivani kao faktori
predispozicije za pojavu bazocelularnog karcinoma u regionu glave i vrata i

njegovih manifestacija u nasoj populaciji.
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1.5. FAKTORI UKLJUCENI U INVAZIJE I METASTAZE

1.5.1.CITOKINI

Citokini predstavljaju veliku familiju proteinskih molekula koji funkcioniSu
kao medijatori i regulatori Celijskih komunikacija, kako u fizioloSkim tako i u
patoloSkim uslovima. Rast tumora, invazija i metastaze su olakSani kada dode do
poremecaja produkcije citokina. To su solubilni proteini, odgovorni za
komunikaciju izmedu samih leukocita i izmedu leukocita i drugih celija. Prema
konvenciji, ve¢ina molekulski definisanih citokina nazivaju se interleukini, sa
ciljem da se naglasi da su to molekuli koje produkuju leukociti (makrofagi i T-
¢elije) i da deluju na leukocite. U stvarnosti je drugacije jer citokine produkuju i

druge celije ili oni deluju na druge celije koje ne pripadaju leukocitima.

Citokini su proteini iz porodice glikoproteina, male molekulske mase, od 6-
70 kDa, koji deluju kao posrednici izmedu elemenata imunskog sistema (Mire-Sluis
i sar., 1998). Citokini se odlikuju plejotropnoséu (jedan citokin moze da deluje na
viSe razliCitih tipova celija i ima viSe razlic¢itih dejstava) i izrodenoscéu
(redundantnoséu, vise razlicitih citokina moze da ispolji istu aktivnost). Mnogi se
citokini izlucuju i deluju u kaskadi, odnosno jedan citokin moZe da indukuje ili

inhibira produkciju drugih citokina (Rubin, 1992).

Citokini ucestvuju u svim etapama inflamacijskog procesa ukljucujuci
adheziju i migraciju Celija, aktivaciju, diferencijaciju i proliferaciju. Neophodni su
za normalno odvijanje svih faza imunog odgovora i znacajan su faktor regulacije
tipa, jac¢ine i duZine imune reakcije. Nema imunog odgovora u organizmu bez
produkcije citokina tako da oni reguliSu i nespecifi¢ni i specificni imuni odgovor.
Citokini deluju preko specifi¢cnih receptora u samoj Celiji i na ¢elijskoj membrani.
Oni mogu biti pozitivni i negativni regulatori imunog odgovora i neka vrsta
prenosioca (,glasnika“) koji, pored hormonai neurotransmitera, spadaju u vrlo
vazne Cinioce u komunikaciji izmedu ljudskih ¢elija u organizmu. Citokini predaju
informaciju ciljnoj Celiji, koja ispoljava odgovarajuci receptor. Nakon predaje
informacije dolazi do aktivacija gena sa posledi¢nim fenotipskim ili funkcionalnim

promenama ciljne Celije. Sintezu i otpuStanje citokina mogu zaustaviti razne Celije
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(Mire-Sluis i sar., 1998) inhibitori, moduliraju¢i biolosku aktivnost citokina ili

inhibirajuc¢i sposobnost odgovora ciljne celije.

Vecina citokina deluje na same celije koje ih stvaraju (autokrino dejstvo) ili

na susedne cCelije (parakrino dejstvo).

Citokini se prema svojim funkcijama (odnosno bioloskim osobinama) dele u

tri grupe:
= Medijatori i regulatori nespecificne (urodene) imunosti:

< Proinflamatorni: faktor nekroze tumora (TNF), Interleukin-1 (IL-1),
IL-6

< Aktivatori NKi T celija: IL-12, IL-18

< Hemokini: IL-8

* Medijatori i regulatori ste¢ene imunosti: IL-2, [L-4, IL-5, IL-10, IFN-y,
TGF-
= Stimulatori hematopoeze: IL-3 i faktori rasta kolonija (GMCSF, GCSF,

MCSF) koji stimuliSu proliferaciju mati¢nih ¢elija kosne srZzi

1.5.1.1.  Faktor nekroze tumora (TNF-alpha)

Faktor nekroze tumora (eng. Tumor Necrosis Factor, TNF-alpha ili kahektin)
je solubilni, multifunkcionalni protein koga izluCuju makrofagi, aktivirani
T-limfociti, keratinocite i Langerhansove Celije (Slika 15), a zbog svojih
mnogobrojnih bioloskih uloga smatra se jednim od najvaznijih lokalnih
humoralnih faktora u posredovanju i regulaciji imunoloskih i upalnih reakcija u
organizmu (Jacob, 1992; Bentzen, 1988; Artese i sar., 1991). Primarna uloga TNF-

alpha je regulacija imunih celija.

Gen koji kodira TNF-alpha nalazi se na hromozomu 6p21.3, sadrzi oko 3kb i
ima 4 egzona (Muller i sar., 1987). U ovom delu hromozoma nalazi se region
glavnog kompleksa histokompatibilnosti (eng. Major Histocompatibility Complex,

MHC) koji karakteriSe najveca gustina lokusa koji su odgovorni za odredivanje
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individualnog imunog odgovora i region sa najveéim brojem polimorfizama u

genomu (Hajeer, 2000).

keratinacite

KOZA

Epidcrmis

Dermis

@ =

masne ¢elije Fibroblasti

Slika 15. Izvori lu¢enja TNF-alpha u koZi

preuzeto: Younes, 1996.

TNF se sintetiSe u formi propeptida (pro-TNF), veli¢ine 26 kDa, a oslobada
se delovanjem TNF-konvertujuceg enzima (eng. TNF-Converting Enzyme, TACE).
TACE takode moZe da uklanja receptore za TNF sa povrSine Celije, tj. sa Celijske
membrane, tako da se regulacijom broja membranskih receptornih proteina vrsi
kontrola bioloSke aktivnosti solubilnog TNF po principu negativne povratne
sprege. Po strukturi je heterotrimerni protein molekulske mase 17 kDa (Kriegler i
sar., 1988) ekspresija TNF-alpha podrazumeva regulaciju na nivou transkripcije,

translacije i posttranslacione produkcije proteina.

TNF igra vaznu ulogu u regulaciji rasta, Celijske diferencijacije, odgovoru na
virusne, bakterijske, gljivicne ili parazitske infekcije. Medutim, ukazano je da
povecana ekspresija TNF gena ima ulogu u patogenezi mnogih poremecaja:
autoimunih (multipla skleroza, reumatoidni artritis), alergijskih, rezistencije na

insulin (Oppenheim, 2001).

Iako je dokazan njegov antineoplasti¢ni efekat, TNF takode moZe indukovati

malignu transformaciju, tj. dovesti do tumorogeneze. TNF mogu produkovati
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tumor-infiltrirani makrofagi i nekoliko tipova kancera (ovarijuma, kolorektalni,
ezofagalni, karcinom prostate, mokracne besike i bubrega, melanomi i hematoloski

maligniteti).

U in vitro modelima, niska doza TNF-alpha moze dovesti do proliferacije
nekih maligno transformisanih celijskih linija. TNF-alpha takode moZe da deluje
kao autokrini faktor rasta tumora indukujuci celijsko preZzivljavanje aktivacijom
NF-kB, PI3K-PKB/Atk- i MAPK-zavisnih anti-apoptotskih, proliferativnih, odnosno

puteva koji vode preZivljavanju Celije (Mocellin i sar., 2005).

U eksperimentima sa nokaut (eng. knockout) Zivotinjama (kada je
inaktiviran odredeni gen), utvrdena je povecana incidenca razvoja karcinoma kod
TNF+/+ Zivotinja u odnosu na one koje su TNF-/- genotipa (Korner i sar., 2000).
Ova rezistencija TNF-/- Zivotinja na hemijski indukovanu kancerogenezu moze se
povezati sa privremenim kasSnjenjem aktivacij protein kinaze C (PKC) i
transkripcionog faktora AP-1. Ovo kasSnjenje verovatno utice na ekspresiju gena za
koje se zna da su ukljueni u procese tumorogeneze, kao Sto su matriksne
metaloproteinaze -3 i -9, koje su suprimirane kod TNF-/- miSeva, ali ne kod wild-

type miSeva koji su izloZeni delovanju kancerogenih supstanci.

PredloZen je i model po kome TNF moZe da dovede do oSteCenja DNK i
inhibicije DNK reparacije pove¢anom produkcijom genotoksi¢nih agenasa (kakav

je npr. NO) od strane ¢elija kancera ili okolnih makrofaga.

Sli¢na otkri¢a dobijena su kod TNF-R nokaut Zivotinja. U modelu indukcije
kancerogeneze koZe, da bi doSlo do razvoja tumora, potrebno je prisustvo i TNF-R1
i TNF-R2. Sa druge strane, u modelu kancerogeneze jetre, ona zavisi iskljucivo od

ekspresije TNF-R1 gena, odnosno receptora.

1.5.1.2. Polimorfizam u genu za TNF-alpha (-308 G/A, rs 1800629)

Polimorfizmi u genu za TNF-alpha kao i u njegovoj okolni imaju veliki uticaj
na produkciju ovog citokina (Hajeer i Hutchinson, 2000). Studije na pacijentima
koji imaju solidne tumore i hematoloSke malignitete, pokazale su postojanje

asocijacije izmedu poviSenog nivoa TNF-alpha u plazmi i loSeg klinickog ishoda
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(Dosquet i sar., 1997; Warzocha i sar., 1998; Ferrajoli i sar., 2002; Michalaki i sar.,
2004). Takode, neki hemioterapijski agensi (talidomid) umanjuju nivo solubilnog
TNF-alpha, Sto navodi na teoriju da je za njihovu antikancerogenu aktivnost
zasluzna njihova sposobnost da deluju kao nespecificni TNF antagonisti (Dredge i

sar., 2002).

U TNF lokusu, naden je ve¢i broj SNP-ova (Slika 16) i polimorfizama manjeg
broja ponovaka (mikrosatelita). Ima ih u 5’ regulatornim sekvencama kao i u 3’
nekodiraju¢im i kodiraju¢im sekvencama. Nekoliko studija pokazalo je asocijaciju
izmedu SNP (polimorfizama jednog nukleotida) u TNF-alpha genu i rizika od
razvoja razlicitig tipova karcinoma. Jedan od takvih polimorfizama na poziciji -308
G/A (u okviru promotorskog regiona) je povezan sa povecanom osetljivosc¢u, tj.

podloZnos$cu razli¢itim karcinomima.

10131 BNAPH

827 308 g
LA Ora Gaa

C—=+A =376 244

Muclepsome G—A (A

Muajority of known regulatory
transcription factor hinding sites in
proximal TRF promoter

Cluster of SMNFPs found in
distal TMF promoter

Slika 16. Promotorski region TNF-alpha gena; posebno je oznacena vecina SNP-ova
mapiranih u distalnom regionu promotora, kao i ve¢ina mesta vezivanja transkripsionih
faktora u proksimalnom regionu promotora

preuzeto: http://www.clinsci.org/cs/104/0493/cs1040493f05.htm?resolution=STD

Medutim, mnogi autori dosli su do drugacijih saznanja. Na primer, nema
znacajne asocijacije izmedu TNF haplotipa i klinickog ishoda kod dece sa

limfoblasnom leukemijom.
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Zanimljivo je da neki autori ne samo da pokazuju odsustvo korelacije
izmedu -308 TNF-alpha polimorfizma i rizika od kancerogeneze, ve¢ opisuju i

protektivnu ulogu dva polimorfizma (-238A i +857T) u incidenci razli¢itih tumora.

1.5.1.3. Receptori TNF-alpha (TNF-R1, TNF-R2)

TNF-alpha ostvaruje svoje bioloske efekte u celijama preko molekula koji su
svrstani u porodicu (superfamiliju) receptora za TNF, medu kojima su

najznacajnija dva:

1. TNF-R1, poznat joSikao CD120aili p55/60 (veli¢ine 55 kDa)
2. TNF-R2,ili CD120b ili p75/80 (velicine 75 kDa)

Oba receptora pripadaju velikoj superfamiliji TNF receptora. Od otkri¢a
TNF-alpha do danas, utvrdeno je postojanje 20 clanova tzv. superfamilije TNF
proteina (do 15-20% identi¢ni medusobno) koji prenose signale u celiju preko 29
receptornih proteina, koji se pak mogu svrstati u tri veCe grupe. Jedna grupa na
citoplazmatskom repu sadrzi takozvane domene smrti (eng. Death Domains, DDs).
U ovu grupu receptora spada i TNF-R1, jedan od receptora preko kojih TNF-alpha

pokrece cCelijsku signalnu kaskadu.

TNF-R1 je prisutan u vecini tkiva, nema ga samo u eritrocitima i
nestimulisanim limfocitima i moZe biti aktiviran sa obe forme TNF-alpha i sa
membranski vezanom i sa solubilnom formom. Za razliku od njega, TNF-R2 se
moZe nac¢i samo u Celijama imunog sistema i odgovara na formu TNF-alpha
vezanom za membranu. Ni jedan od ovih receptora ne poseduje enzimsku
aktivnost, ve¢ signal prenose “regrutovanjem” mnostva drugih singnalnih proteina,
koji zajedno iniciraju signalne kaskade aktiviraju¢i tako efektorne proteine
(kaspaze) i protein kinaze (MMKK, IKK, koje uglavnom dovode do aktivacije
transkripcionih faktora AP-1 i NF-kB). Aktivacijom ovih signalnih puteva, t;.
transkripcionih faktora zapocCinje inflamatorni, proliferativni ili antiapoptotski

odgovor Celije na signal dobijen od strane TNF-alpha.
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TNF-alpha u vedini sluc¢ajeva prenosi signale u ¢eliju preko TNF-R1. TNF-

alpha se vezuje u svojoj heterotrimernoj (aktivnoj) formi za ekstracelularni domen

receptora, iniciraju¢i na taj nacin njegovu trimerizaciju. Na taj nacin, sa

intracelularnog DD receptora se oslobada inhibitorni protein SODD (eng. Silencer

Of Death Domains). Kada je osloboden inhibitornog uticaja, dovodi do

“regrutovanja” intracelularnih adaptornih proteina kao $to su FADD (eng. Fas-

Associated DD) i TRADD (eng. TNF-R Associated DD). Nakon TRADD vezivanja, tri

signalna puta mogu biti inicirana (Chen, 2002; Gaur, 2003), Slika 17:

1. Aktivacija NF-xB: TRADD regrutuje TRAF2 (eng. TNF Receptor Associated

3.

Factor 2) i RIP. TRAF2 zatim regrutuje multikomponentni protein kinazu
IKK, Sto omogucava serin-treonin kinazi RIP da ga aktivira. Inhibitorni
protein, IkBa, koji se normalno vezuje za NF-xB i inhibira njegovu
translokaciju, se fosforiliSe IKK kinazom i naknadno se degradira, Cime se
oslobada NF-kB. NF-kB je heterodimerni transkripcioni faktor koji se
translocira u nukleus i posreduje transkripciju velikog broja proteina koji
imaju udela u celijskom prezZivljavanju i proliferaciji, inflamatornom

odgovoru, kao i stvaranju anti-apoptoznih faktora.

Indukcija signala smrti: TRADD vezuje FADD, koji onda regrutuje cistein
proteazu kaspazu-8. Visoka koncentracija kapsaze-8 indukuje njegovu auto-
proteoliticku aktivaciju i naknadno cepanje efektorskih kaspaza, Sto dovodi

do ¢elijske apoptoze.

Aktivacija MAPK puta: Od tri glavne MAPK (eng. Mitogen Activated Protein
Kinase) kaskade, TNF indukuje jaku aktivaciju stres-vezane JNK grupe,
evocira umereni p38-MAPK odgovor, i odgovoran je za minimalnu aktivaciju
klasicnih ERK proteina. TRAF2 aktivira JNK-indukujuc¢e nizvodne kinaze
MEKKT1 i ASK1 (bilo direktno ili kroz GCK i Trx, respektivno), i te dve kinaze
fosforilizuju MKK?7, koja onda aktivira JNK. JNK se translocira u nukleus i

aktivira transkripcione faktore kao $to su c-Jun i ATF2. JNK signalni put
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ucestvuje u Celijskoj diferencijaciji, proliferaciji, i generalno je pro-

apoptozan.

Cell surface
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i
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Slika 17. Signalna kaskada indukovana od TNF-alpha

preuzeto: Haider i Kndfler, 2009.

Za razliku od nekih drugih membranskih receptornih proteina koji direktno

regrutuju FADD, TNF-R1 dovodi do programirane Ccelijske smrti samo pod

odredenim uslovima (npr. kada je blokirana sinteza proteina). Kod ve¢ razvijenih

organizama, TNF-R1 mnogo c¢eS¢e dovodi do indukcije transkripcije i samim tim

aktivacije inflamatornih gena (Locksley i sar., 2001). Geneti¢ki izmenjeni miSevi,

bez gena za TNF-R1, ispoljavali su vec¢i poremecaj u proinflamatornom odgovoru u

odnosu na one bez gena za TNF-R2, Sto ukazuje da je receptor TNF-R1 vazniji za

funkcionisanje ovog citokina (Locksley i sar., 2001). Takode, TNF-R2 signalizacija

je uglavnom ograniCena na endotelne i hematopoetske celije.
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Kod zdravih osoba nivo serumskih receptora je veoma stabilan i geneticki
regulisan. Porast nivoa cirkuliSuéih receptora zapazen je kod starijih osoba, Sto je
povezano sa smanjenim antitumorskim i antiinfektivnim efektima TNF-alpha.
Ovakva slitna pojava uocena je i kod pacijenata sa autoimunim, infektivnim i

malignim oboljenjima (Krajcik i sar., 2003).

1.5.1.4. Polimorfizmi u genima za TNF receptore:

TNF-R1 (+36 A/G, rs767455), TNF-R2 (+676 T/G, rs1061622)

Gen koji kodira sintezu TNF-R1 nalazi se na kratkom kraku hromozoma 12
(12p13.2), a gen za TNF-R2 nalazi se na hromozomu 1 na poziciji 1p36.2 (Baker i
sar., 1991).

Brojni polimorfizmi su identifikovani u ovim genima i dovedeni u vezu sa
pojavom razli¢itih oboljenja. U promotoru gena za TNF-R1 identifikovano je
nekoliko SNP-ova, kao u egzonu 1 (tiha supstitucija) i intronima 2, 4, 6, 7 i 8
(Aksentijevich i sar., 2001). Gen za TNF-R2 u svom sastavu ima 10 egzona i 9
introna, a polimorfizmi su nadeni u egzonima 4, 6, 9 i 10 (Pantelidis i sar., 1999).
Medu svima njima, posebno se izdvajaju polimorfizam +36 A/G u egzonu 1 TNF-R1
genai+676 T/G u egzonu 6 gena za TNF-R2, kao i njihove povezanosti sa razlicitim
oboljenjima kao $to su reumatoidni artritis, neke autoimune i infektivne bolesti
(Brinkman i sar., 1997; Barton i sar., 2001; Buchs i sar., 2001; Fabris i sar.,2002;
Sashio i sar., 2002; Dieude i sar., 2004). Nadena je veza izmedu specifi¢nih varijanti
u TNF-R1 i R2 genima i prevremenih porodaja u crnackoj populaciji u Americi
(Menon i sar., 2006). Takode, povecana koncentracija TNF-R1 i R2 u makrofagima
uocena je kod kancera jajnika, dok se povacana koncentracija TNF-R1 dovodi u

vezu sa razli¢itim krvnim oboljenjima, posebno limfomima (Warzocha i sar., 2000).
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1.5.2. MATRIKS METALOPROTEINAZE

Za normalan razvoj i funkcionisanje organizma neophodna je interakcija
Celija sa ekstracelijskim matriksom. Regulacija ove interakcije se deSava putem
jedinstvenog proteolitickog sistema matriks metaloproteinaza (MMP), odgovornog
za hidrolizu razliCitih komponenti ECM-a, kao i kontrolu signala matriksnih
molekula koji reguliSu rast i razvoj Celija. Remodeliranje ECM-a mora biti strogo
regulisano jer u suprotnom, svaka nekontrolisana proteoliza moZe dovesti do
patoloSkih pojava, koje se karakteriSu ili prekomernom degradacijom ili
odsustvom degradacije komponenti ECM-a (Mandal i sar., 2003), a karakteristi¢ne
su za rast tumora, njegovu invazivnost i metastaze (Overall i Lopez-Otin, 2002).
Invazija i metastaza malignih celija predstavljaju veliki klinicki problem i glavni
uzrok smrti pacijenata obolelih od kancera. Metastaze su viSestepeni proces koji
ukljuCuje vezivanje tumorskih celija za komponente ekstradelijskog matriksa,
degradaciju ekstracelijskog matriksa, kretanje tumorskih ¢elija kroz degradiran
prostor, indukciju angiogeneze i proteolitickih enzima i njihovih inhibitora i
proliferaciju u udaljenim organima. Sposobnost tumorskih ¢elija da invadiraju i
metastaziraju zavisi od stepena diferencijacije, s obzirom da su slabo diferencirane
Celije invazivnije u poredenju sa celijama koje se nalaze na viSem stupnju
diferencijacije. Prekidi u bazalnoj membrane su neophodni za prolaz malignih

¢elija sa primarnog, na neka druga, udaljena mesta (Han i sar., 2002).

Matriks metaloproteinaze su homogena familija od 23 strukturno sli¢ne
endopeptidaze koje razgraduju komponente ekstracelijskog matriksa sa
zajednickim strukturnim i funkcionalnim elementima. To su enzimi zavisni od Ca%*
i Zn2+ sintetisani kao transmembranski ili pro-enzimi za sekreciju, koji nakon
uklanjanja 10 kDa amino-terminalnog propeptida postaju aktivni. Nakon
aktiviranja, njihovu proteoliticku aktivnost inhibiraju tkivni inhibitori poznati kao
tkivni inhibitori metaloproteinaza (eng. Tissue Inhibitors of Metalloproteinases,
TIMPs). MMP-e se mogu aktivirati razli¢itim agensima, clanovima MMP familije ili
drugim proteazama. Na osnovu supstrata koji degraduju ili slicnih strukturnih
domena MMP-e se mogu podeliti u 6 podgrupa kao: kolagenaze, Zelatinaze,

stromelizini, matrilizini, membranske MMP-e i ostale MMP (Slika 18).

35



Uvod

Struktura MMP-aza:

Matriksne metaloproteinaze se uglavnom sastoje od:

* Propeptida ili pro-domena (pro)
= Katalitickog domena (cat)
= Peptida koji povezuje (cat sa Hpx) ili zglobnog podrucja (L1)

* Hemopeksinskih domena

KOLAGENAZE ZELATINAZE
- kolagenaza 1 MMP-1 - zelatinaza A MMP-2
- kolagenaza 2 MMP-8 - #elatinaza B MMP-9

- kolagenaza 3 MMP-13
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Slika 18. Podela matriks metaloproteinaza na osnovu supstrata koji degraduju ili slicnih
strukturnih domena

preuzeto: http://www.clip.ubc.ca/archive/mmp_timp_folder/mmp_schematic_master.gif,
modifikovano

[zuzetak su MMP-7, MMP-23 i MMP-26 koje nemaju L1 i Hpx. MMP-23 ima
domen bogat cisteinskim ostacima (CysR) i domen sli¢an imunoglobulinima (Ig),

Slika 19. Dve od MMP (MMP-2 i MMP-9) sadrZe domen slican fibronektinu ugraden
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unutar katalitickog domena, verovatno radi boljeg vezivanja za supstrat. MMP-9
takode sadrzi i domen sli¢an kolagenu V, koji povecava specificnost i jaCe vezivanje

za supstrat.

Zajednicke strukturne karakteristike MMP-a su motivi koji vezuju Zn2*
unutar katalitickog domena (HEXXHXXGXXH) i motiv cisteinske ,sklopke® unutar
propeptida (PRCXXPD).
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Slika 19. Domeni matriksnih metaloproteinaza

MMP se sintetiSu u neaktivnoj, zimogenoj formi. Aktivacija zimogena
(proMMP) vazan je regulacijski korak u aktivaciji MMP (Slika 20): uklanja se
prodomen (interakcija SH (Cys) u pro i Zn?*). Aktivne MMP mogu ucestvovati u

aktivaciji drugih MMP. [zuzetak je MMP-26 koja se auto-aktivira.

Inaktivna forma

Aktivna forma

Cleavage of
pro-domain

S /
\:iﬂg’(C\r%

Pro-domen Kataliticki Zglobno Hemopeksinski
proteaza domenan podrucje domen

Slika 20. Aktivacija matriks metaloproteinaza, prevodenje inaktivne u aktivnu formu

preuzeto: Page-McCaw i sar., 2007. modifikovano
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U vedini tkiva odraslih koncentracija MMP je vrlo niska (Birkedal-Hansen i
sar., 1993), ali se ona drasticno povecava tokom tkivnog remodeliranja. Njihova

aktivnost je strogo regulisana na nekoliko nacina (Sorsa i sar., 2004):

= proteoliticka degradacaija i inaktivacija
* nespecifi¢cnim endogenim inhibitorima kao $to je a2 makroglobulin

» specificnim tkivnim inhibitorima MMP (TIMPs)

TIMPs su najveca grupa endogenih regulatora aktivnosti MMP u tkivima i
do danas ih je identifikovano 4 (Ricou i sar., 1996; Jackson i sar., 2001; Asahina i
sar., 2001; Ho i sar., 2005). NeravnoteZa izmedu aktivnosti TIMP-a i MMP podstice
razgradnju komponenti ECM-a, rast primarnog tumora i metastaziranje. Ali pored
njih efektori mogu biti i raznovrsni faktori rasta, citokini, hemijski agensi, fizicki

stres, kao i onkogene celijske transformacije (Nagase i Woessner, 1999).

Osnovna uloga matriksnih metaloproteinaza je degradacija proteina,
regulacija razlic¢itih Celijskih ponaSanja sa stanovista biologije kancera. Uklju¢ene
su u rast Celija, diferencijaciju, apoptozu, migraciju i invaziju, regulaciju tumorske
angiogeneze i imunskog odgovora (Egeblad i Werb, 2002). Ekspresija i aktivacija
MMP uoclena je kod gotovo svih vrsta tumora (posebno MMP-1, 2, 3, 7, 9, 10, 11,
13, 14). Medu svima njima, Zelatinaze MMP-2 i MMP-9 su povezane sa malignim
fenotipom tumorskih ¢éelija zbog njihove jedinstvene sposobnosti da degradiraju
kolagen tipa IV, kao najve¢u komponentu bazalne membrane (Devarajan i sar.,
1992), koja odvaja epidermis od dermisa i predstavlja prvu barijeru za invaziju

tumorskih ¢elija (Thomas i sar., 1999).

1.5.2.1. Matriks metaloproteinaza 9 (MMP- 9)

MMP-9 (Zelatinaza B) je inducibilan enzim iz podgrupe Zelatinaza. Aktivira
se uklanjanjem prodomena (~10 kD) koji biva odvojen delovanjem MMP-2,-3,-13
ili plazmina (Mandal i sar., 2003), mada se MMP-3 izdvaja kao naj¢es¢i aktivator
(Goldberg i sar., 1992). MMP-9 je ukljucena u razgradnju Zelatina, kolagena (IV, V,
XI, XVII) i elastina (Ito i sar., 2005).
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Gen za Zelatinazu B (MMP-9) nalazi se na hromozomu 20q11.2-q13.1 i ima
13 egzona (Huhtala i sar., 1991).

Ekspresija Zelatinaze B je uglavnom ograni¢ena na neutrofile, ali se
detektuje u razliitim Celijama povezanim sa tumorskim metastazama.
Inflamatorna stimulacija, odnosno citokini kao Sto su TNF-alpha i IL-18 indukuju
ekspresiju MMP-9 u mnogim c¢elijama ukljucujuc¢i endotelijalne ¢elije, makrofage,
fibroblaste, koronarne arterije i glatkim misi¢nim celijama (Galis i sar., 1994;
Coussens i sar., 2000; Schwingshackl i sar., 1999; Yao i sar., 1997), Slika 21. MMP-9
ucestvuje i u angiogenezi koja je ukljuena u razvoj tumora (Bergers i sar., 2000),
mada ima izveStaja koji ukazuju na njen antiangiogenetski efekat (Heljasvaara i
sar., 2005). Takode, prisutna je u malim koli¢inama u zdravim plu¢ima odraslih, ali

je mnogo izrazajnija u nekim plu¢nim bolestima (Atkinson, 2003).

Meutrophil Macrophage Chemotactic Epithelial cells
TIMP1-4 MMP-8; MMP-9 MMP-1; MMP-2 peptides MMP-g

/ \ N NU /
MMP inhibitors: batimastal,

marimastat, selective Elaslm collagen rbronec in etc.
inhibitors {MMP-] sparing) l

COPD

Slika 21. Ekspresija MMP-9 u razlicitim tipovima Celija

preuzeto: Barnes, 2002.
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1.5.2.2. Polimorfizam u genu za matriks metaloproteinazu 9

(-1562 C/T, rs3918242)

Studija Zhanga i saradnika (1999) je pokazala da polimorfizam (-1562 C/T)
u promotorskom regionu MMP-9 gena ima funkcionalne efekte na transkripciju i
da je povezan sa tezinom ateroskleroze kod pacijenata sa koronarnom arterijskom
boleS¢u. Podstaknuti time oni su katalogizirali varijante sekvenci u 2.2 kb
promotorske sekvence i svih 13 egzona (ukupno 3.3 kb) MMP-9 gena.
Identifikovali su ukupno 10 varijabilnih mesta: 4 u promotorskom regionu, 5 u
kodiraju¢em regionu i 1 u 3’ netranslatiranoj sekvenci. Analiza sekvenci ukazuje da

bi neke varijante mogle imati uticaja na nivo ekspresije ili na enzimatsku aktivnost.

Polimorfizmi u promotoru MMP-9 gena su dovedeni u vezu sa izmenjenom
genskom ekspresijom i sklonoS¢u ka razliitim oboljenjima. Dve od pet
identifikovanih varijanti sekvence su funkcionalno relevantne: SNP na -1562 bp
(C/T) i jedan (CA)n mikrosatelit na poziciji -131 bp. C/T supstitucija na poziciji -
1562 rezultuje gubitkom vezivanja jedarnog proteina i pove¢anjem transkripcione
aktivnosti kod makrofaga (Van den Steen i sar., 2002). Slicno tome, najviSa
aktivnost promotora je primecena kod reporter - konstrukta koji sadrze 21 ili 23
(CA) ponovaka, Sto nagoveStava da broj ponovaka oblikuje transkripcionu

aktivnost (Van den Steen i sar., 2002).

Pored nekoliko polimorfnih promena u regulatornom regionu gena (Zhang i
sar., 1995), -1562 C/T polimorfizam dovodi do povecanja promotorske aktivnosti
ovog gena (Zhang i sar., 1999) i do izmenjene transkripcije. Pokazano je da ovaj
polimorfizam igra znacajnu ulogu u razvoju ateroskleroze (Zhang i sar., 1999), kao
i da je povezan sa emfizemom kod pacijenata sa hronicnom opstruktivnom boleS¢u
pluca (Ito i sar., 2005). Pored ovih bolesti, povec¢ana ekspresija i aktivnost MMP-9
je zapaZena i kod akutnog respiratornog distres sindroma (ARDS)(Ricou i sar.,
1996), poliomiozitisa, dermatomiozitisa, reumatoidnog artritisa (Jackson i sar.,
2001), Alchajmerove bolesti (Asahina i sar., 2001) i drugih neurodegenerativnih

bolesti (Ilzecka i sar., 2001), kao i u raznim malignitetima (Mandal i sar., 2003).
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1.6. FAKTORI UKLJUCENI U KONTROLU CELIJSKE
PROLIFERACIJE, DIFERENCIJACIJE I SMRTI

1.6.1. APOPTOZA, programirana smrt Celije

Apoptoza ili programirana Ccelijska smrt je kljutan proces ukljuen u

normalan razvoj, odrzavanje tkivne homeostaze i imunog odgovora. To je geneticki

determinisan proces koji ima ulogu u regulaciji broja celija u tkivu tokom

morfogeneze i u odstranjivanju inficiranih ili ¢elija sa oSteenjem potencijalno

opasnim po ceo organizam. Pravilan tok apoptotskih procesa kljucan je za pravilan

embrionalni razvoj, ali se nastavlja i nakon rodenja, pa tako na primer, keratinocite
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Slika 22. Dva mehanizma indukcije apoptoze

preuzeto: Baskic i sar., 2002.

pri migraciji iz dubljih slojeva kozZe
do njene povrSine podlezu apoptozi
pretvarajuci se u spoljasnji, zaStitni
sloj odumrlih (¢elija. Poremecaji
apoptoze vezani su za patogenezu
bolesti kao S$to su tumori, neke

autoimune bolesti, razlic¢iti

degenerativni procesi, itd.

Apoptozu  mogu inicirati
razliiti stimulusi kao S$to su UV i
jonizujuce

zraCenje,  hipoksija,

hemioterapeutici, nedostatak

faktora rasta, ali i aktivacija
takozvanih aporeceptora. U osnovi,
bez obzira na pocetni stimulus,
postoje dva mehanizma indukcije

apoptoze (Slika 22):
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1) pozitivna indukcija ili spoljasnji put, nakon vezivanja liganda za
membranske aporeceptore,

2) negativna indukcija ili unutrasnji put, zbog prestanka supresije

Oba puta dovode do aktivacije cistein proteaza (kaspaza) odgovornih za

kontrolisanu razgradnju celije.

Pozitivna indukcija apoptoze podrazumeva aktivaciju membranskih
aporeceptora iz superfamilije faktora nekroze tumora (TNF). Ligandi i receptori
ukljuceni u indukciju apoptoze nazivaju se i ligandi i receptori smrti. Vezivanje
aporeceptora i liganda dovodi do angaZovanja adaptorskih proteina i posledi¢ne
aktivacije prokaspaze 8, prve u nishodnoj kaskadi kaspaza, koja preko kaspaze 3

aktivira proces apoptoze (Kroemer i sar., 1998).

Sa druge strane, ostarele ili oSteene cCelije veoma cesto krecu u pravcu
samoubistva bez prethodne aktivacije aporeceptora. U ovom modelu negativne
indukcije apoptoze glavnu ulogu igraju Ccelijske organele, na prvom mestu
mitohondrije, koje imaju funkciju pojacala koje amplifikuje pocetni apoptoti¢ni
signal (Green, 1998). Nakon prijema ovog signala integritet mitohondrijalne
membrane se menja tako da dolazi do pada transmembranskog potencijala,
povecanja koncentracije kalcijuma u mitohondrijama i disrupcije transportnog
lanca elektrona. Porast nivoa kalcijuma dovodi do otvaranja tranzitornih pora
mitohondrija i oslobadanja niskomolekularnih proteina kao $to je citohrom c u
citoplazmu, ¢ime se preko kaspaze 9, a zatim i kaspaze 3, pokrece nishodna

kaskada kaspaza.

U regulaciji apoptoze ucestvuju proapoptoti¢ni i antiapoptoticni proteini

ove familije (Reed, 1997).
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1.6.2. PROTEINI INHIBITORI APOPTOZE

Proteini inhibitori apoptoze (eng. Inhibitors of Apoptosis Proteins, IAP) su
porodica funkcionalno i strukturno srodnih proteina, endogenih inhibitora
apoptoze. Trenutno je poznato ukupno 8 takvih proteina (c-IAP1, c-IAP2, XIAP,
NAIP, Survivin, Apollon, ML-IAP livin, ILP-2 (Reed, 1997)). Za njih je zajednicko da
sadrZe tzv. BIR domen (Baculovirus IAP Repeat ~70 amino kiselina dug motiv) u
jednoj do tri kopije, koji je neophodan za antiapoptoticnu aktivnost IAPs-a, jer
upravo interakcija izmedu BIR domena i kaspaza (-3, -7, -8, -9) inhibira njihovu
aktivnost. Takode sadrze i na C-terminusu RING motiv ili tzv. CARD domen (eng.

Caspase Activation Recruitment Domain).

Pojacana aktivnost ovih proteina dovodi se u vezu s tumorskom
rezistencijom jer onemogucavaju realizaciju apototskog programa u celijama sa
oStecenjima naslednog materijala i ujedno promovisu nekontrolisanu proliferaciju

transformisanih celija (Oltvai i sar., 1993).

1.6.2.1. SURVIVIN

Survivin je bifunkcionalni 16,5 kD protein, najmanji je ¢lan proteinske
familije inhibitora apoptoze i regulator Celijskog ciklusa (podstiCe deobu celije time
Sto stimuliSe prelaz Celije iz G2 u M fazu; Salvesen, 2002). Prisutan je i u jedrima i u
citoplazmi Celija i pretpostavlja se da citoplazmatski survivin ima antiapoptotsku
ulogu, dok onaj u jedrima celija je zaduZen za kontrolu deoba celija. Za razliku od
svih ostalih protein IAP familije, ima samo jedan BIR domen i ne poseduje RING

motiv.

Gen za survivin (eng. Baculoviral Inhibitor of apoptosis Repeat Containig 5-
BIRC5) je lociran na hromozomu 17 (17q25) i Cine ga 4 egzona i 3 introna.
Alternativnim iskrajanjem primarnog transkripta dobija se nekoliko izoformi

survivina (Caldas i sar., 2005), Slika 23:
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Slika 23. Razlicite izoforme survivina

preuzeto: Altieri, 2003.

* Survivin 2B: sadrzZi alternativni egzon 2B

» Survivin AEx3: bez egzona 3. Isklju¢ivanjem egzona 3 dolazi do vanfazne
mutacije kojom se generiSe jedinstveni COOH terminus sa novom funkcijom
koja podrazumeva signal za jedarnu i mitohondrijsku lokalizaciju

* Survivin 3B: sadrzi alternativni egzon 3B

*  Survivin 2a: ima, kao i izoforma survivin 2B, proapoptotsku funkciju za

razliku od wt, 3B i AEx3 varijante.

Putevi kojima survivin blokira apoptozu nisu do kraja jasni, pretpostavlja se
da svoju antiapoptotsku funkciju obavlja inhibiraju¢i kaspaze 3, 7 i 9 (Banks i sar.,
2000; Shin i sar.,, 2001). U to je ukljuCena i inhibicija apoptoze zavisne od

mitohondrija (i citohroma C), preko AEx3 varijante, uz ucesce jos nekih proteina.

Survivin se eksprimira u toku embrionalnog razvica i u razli¢itim kancerima
omogucavajuci ¢elijama kancera izbegavanje apoptoze i mitozu (Salvesen, 2002; Li,
2005). Kao posledica toga, povetana ekspresija survivina je povezana sa
progresijom Kkancera, skracenim vremenom preZivljavanja pacijenata, loSijom
progonozom i rezistencijom na terapiju (Grabowski i sar., 2003; Ito i sar., 2000;
Javle i sar., 2004; Altieri, 2003) kod mnogih tipova kancera, ali postoje i suprotni
rezultati (Lehner i sar., 2002; Kennedy i sar., 2003; Trieb i sar., 2003). U
normalnim, diferenciranim celijama i tkivima ga nema (Ambrosini i sar., 1997),

osim u malim koli¢inama u timusu, bazalnom epitelu debelog creva, CD34+*
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Celijama kosne srzi, u Kkeratinocitama bazalnih ¢elija normalnog epidermisa
(Altieri, 2001). Muzio i saradnici su pokazali ekspresiju survivina u 100%

metastaza, dok u normalnom oralnom epitelijumu nije uocena ekspresija.

[ako mehanizam kojim survivin reguliSe cCelijski ciklus nije u potpunosti
razjaSnjen, njegova lokalizacija tokom mitoze kao i vezivanje za komponente
mitotskog aparata - centrozom, mikrotubule metafaznog i anafaznog deobnog

vretena, upucuju na njegovu ulogu u ovim procesima.

Kod tumorskih celija koje su nokaut za survivin (inaktiviraju ga), dolazi do
poremecaja u organizaciji mikrotubula $to na kraju dovodi do poliploidije i

masovne apoptoze.

Regulacija njegove ekspresije je prilicno kompleksna. Ona moze biti (Slika

24):

a. zavisna od faze celijskog ciklusa (eng. cell-cycle-dependent), i to:

* na nivou transkripcije (Sto ukljuCuje tzv. CDE/CHR regulatorne
elemente u promotorskom regionu), ekspresija survivina je najveca
tokom G2 /M faze. Ovaj mehanizam regulacije podrzava i nalaz da je
survivin poli-ubikvitiniziran i degradovan proteazomima tokom
interfaze Celijskog ciklusa (Altieri, 2003), a kolokalizovan je sa
komponentama deobnog vretena tokom metafaze i anafaze mitoze.
JoS jedan vid kontrole ekspresije survivina na transkripcionom
nivou je interakcija izmedu proteina TP53 i promotorskog regiona
survivina u kome su pronadena dva TP53 vezuju¢a mesta. Ovom
interakcijom TP53 vrsi inhibiciju transkripcije survivina.

* na posttranskripcionom nivou, ostvarena modifikacijom tipa
fosforilacije Thr 34, koja povecava stabilnost proteina u G2/M fazi
Celijskog ciklusa (Altieri, 2003). Fosforilacija survivina dovodi do
inhibicije apoptoze i do Celijske deobe.

b. nezavisna od faze ¢elijskog ciklusa (odredeni citokini)
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a. zavisna od faze éel.ciklusa

na nivou na posttranskripcionom
transkripcije .. nivou
B3 Sinvivin

CDE/CHR boxes

b. nezavisna od faze éel.ciklusa

cD34+ l
stem cells

CS Endothelial cells

Slika 24. Regulacija ekspresije survivina

preuzeto: Altieri, 2003. modifikovano

1.6.2.2. Polimorfizam u genu za survivin (-31 G/C, rs9904341)

Do danas je identifikovano 199 SNP-ova u BIRC5 genu kod ljudi. Medu
svima njima svakako su najinteresantniji oni u promotorskom regionu ovog gena (-
644 T/C, -625 G/C, -241 T/C, -31 G/C). CDE/CHR deo promotora gena za survivin,
veoma je vazan za regulaciju njegove ekspresije i zato je jedan od najispitavanijih
polimorfizama na poziciji - 31, kod koga je pokazano da mutacija G/C dovodi do
povecane ekspresije survivina pa i do povecanja rizika od oboljevanja od razlic¢itih
tipova kancera, kao Sto su kancer pluca, dojke, debelog creva, pankreasa, Zeluca,
jednjaka, materice, jajnika, zatim je povecana ekspresija uocena i u leukemijama,
neuroblastomima, melanomima i nemelanomskim tipovima kancera (Ambrosini i

sar., 1997; Altieri, 2001).

Gotovo da ne postoje studije asocijacije ovog polimorfizma sa

bazocelularnim karcinomom, ali postoje podaci o asocijaciji ekspresije survivina i
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razli¢itim tipovima kancera. Survivin je izrazito eksprimiran u skvamocelularnim
karcinomima, ali prakti¢no izostaje u bazocelularnim. Medutim, rezultati studije
Al-Khalaf i Aboussekhra (2012) su pokazali povecanu ekspresiju u starijim
¢elijama i organima, odnosno povecanu ekspresiju survivina sa godinama Zivota u
fibroblastima koZe, $to ide u prilog asocijacije sa bazocelularnim karcinomom, s

obzirom da je on daleko ucestaliji u starijoj populaciji.
1.6.3. TUMOR PROTEIN 53

Klju¢ni dogadaj u transformaciji premaligne Celije u malignu je inaktivacija
negativnih regulatora Celijske proliferacije - tumor supresorskih gena tackastim

mutacijama, delecijama i rearanZmanima gena ili hipermetilacijom.

TP53 (Tumor protein 53, p53) je jedan od najbolje proucenih tumor
supresor gena sa klju¢nom ulogom u genezi humanih kancera (Ruddon, 2007).
Mutacije tumor supresorskog gena TP53 najucestalije su geneticke alteracije u
humanom kanceru koje pogadaju specificni gen (Olivier i sar., 2009; Petitjean i sar.,

2007).

Gen koji kodira za TP53 lociran je na hromozomu 17 (17p13.1)(Isobe i
sar., 1986) i €ini ga 11 egzona i 10 introna, s tim Sto je egzon 1 nekodirajuci (Slika
19). 0d ovog gena kodira se humani TP53 protein, sac¢injen od 393 aminokiseline
koji obavlja brojne antiproliferativne funkcije kroz kontrolu transkripcije razlicitih
cilinih gena i kroz protein-protein interakcije. PoSto ima vaznu ulogu u regulaciji
¢elijskog ciklusa i oCuvanju stabilnosti genoma sprecavanjem mutacija, Cesto se
naziva i “¢uvarem genoma” (Matlashewski i sar., 1984). Ova zaStitna funkcija se
ogleda u zaustavljanju replikacije oStecene DNK. Ako je DNK oStecena, tada se
TP53 akumulira i zaustavlja replikaciju DNK i deobu celije za vreme dok se DNK ne
reparira. Ako su reparacioni mehanizmi neuspeSni, TP53 okida apoptoti¢ni
odgovor, a konacan rezultat je smrt Celije. Ali, ako je TP53 izgubljen ili je mutirao,
Celija replikuje leziju na DNK. Ovakve Ccelije su geneticki manje stabilne,
akumuliraju mutacije i dovode do generisanja malignog stanja koje se zatim jos
pojacava, Sto se ogleda u progresiji tumora (Frebourg i sar.,1992; Levine, 1993;

Agarwal i sar., 1995;).
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Protein TP53 poseduje 5 domena svaki sa specificnom funkcijom (Slika 25):

1. Amino terminalni deo od 1-42 amino Kkiseline (AK), sadrzi Kkiseli
transaktivacioni domen i MDM2 vezujuce mesto. Takode sadrzi visoko
konzervirani domen I (eng. Highly Conserved Domain, HCDI);

2. Region od 40-92 AK, sadrzi niz ponovljenih prolinskih ostataka
konzerviranih kod ve¢ine TP53; kao i drugi transaktivacioni domen;

3. Centralni region od 101-306 AK, sadrZi DNK vezuju¢i domen. 90% mutacija
u TP53 koje se javljaju u humanim kancerima je u ovom regionu. On sadrZzi
HCD od II-V;

4. Oligomerizacioni domen (307-355 AK, TET), sadrzi -lanac koji interaguje
sa drugim TP53 monomerom formiraju¢i dimer, dok a-lanac omogucéava
dimerizaciju dva TP53 u formu tetramera. Jedarni signal za izvoz (NES)
lokalizovan je u ovom oligomerizacionom domenu;

5. Karboksilni kraj TP53 od 356-393 AK, sadrZi tri jedarna lokalizaciona
signala (NLS) i nespecificni DNK vezuju¢i domen koji se vezuje za oStecenu
DNK. Ovaj region je ukljuen u nizvodnu regulaciju vezivanja centralnog

domena za DNK.

(126186 | [zs281| [20733] 37.393 |
I [l 1] v ¥
N-terminal Domain Central Domain C-terminal Domain
Transcriptonal Sequence-specific Megative
Prolne-rich Tetramesization
Chomainy Domain

[[] coding region of 7P53 gene (exons 2 to 11)
UTR region (uniranstated region)

1-393 aminoacids residues (represented al each exon)

Slika 25. Strukturna organizacija TP53 gena i proteina

preuzeto:http://www.stjude.org/stjude/v/index.jsp?vgnextoid=ed17ca796f775310VgnVCM10000
0290115acRCRD&vgnextchannel=d645ff98a6775310VgnVCM100000290115acRCRD
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Mutacije koje inaktiviraju TP53 u kancerima se obi¢no odigravaju u
centralnom regionu. Vecina ovih mutacija onemogucava proteinu da se veZe za
cilinpu DNK sekvencu i stoga sprecava transkripcionu aktivaciju tih gena.
Karakteristicno je da su ovi visokokonzervirani domeni najceS¢e pogodeni
mutacijama, Sto ukazuje na to da imaju posebno znacajnu ulogu u regulatornim

funkcijama TP53.

TP53 se aktivira u odgovoru na mnostvo razlicitih tipova stresa, koji mogu
ukljucivati DNK oStec¢enje indukovano UV zracCenjem ili hemijskim agensima,
oksidativni stres, osmotski Sok, neregulisanu ekspresiju onkogena i druge

raznovrsne vidove stresa.

Do prevodenja latentne u aktivnu formu TP53 dolazi fosforilacijom,
acetilacijom ili glikozilacijom C-terminalnog domena. Fosforilaciju katalizuju S i
G2/M ciklin-zavisne kinaze koje uticu na odabir ciljne sekvence na DNK za koju ¢e
se vezati TP53 ¢ime moduliraju aktivaciju TP53 ciljnog gena (Rodier i sar., 2007).
Protein kinaze koje fosforiliSu aminokiseline u N terminusu mogu se podeliti u dve
grupe. Prva grupa protein kinaza pripada MAPK familiji (JNK1-3, ERK, p38 MAPK)
za koju se zna da odgovara na nekoliko razlic¢itih tipova stresa, kao $to je oStecenje
Celijske membrane, oksidativni stres, osmotski Sok i dr. Druga grupa protein kinaza
(ATR, ATM, CHK1 i CHK2, DNA-PK, CAK) je uklju¢ena u molekularnu kaskadu koja
detektuje i odgovara na nekoliko tipova DNK oSteéenja prouzrokovanih
genotoksi¢nim stresom. Onkogeni takode mogu stimulisati aktivnost TP53,
posredstvom proteina p14ARF (eng. Alternative Reading Frame) koji interaguje sa
MDM?2, ¢ime ga inaktivira i omogucava aktivaciju TP53 (Kaelin, 1999). wt TP53 u
fizioloSkim uslovima ima veoma kratak period polu-zZivota od 4-5 minuta, a kao
odgovor na stres biva stabilizovan fosforilacijom N-terminusa (Giaccia, 1998).
Ovim post-translacionim modifikacijama vreme poluzivota stabilizovanog TP53 je
produZeno na nekoliko Casova. Mutirane forme TP53 su znacajno stabilnije, sa

vremenom poluZivota od 6 Casova.

U normalnim ¢elijama TP53 se odrZava na niskom nivou kroz neprekidnu

degradaciju. Protein HDM2, humani homolog MDM2 (lociran na mouse double
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minute 2 hromozomu) onkogena, je negativni regulator TP53, koji se vezuje za N-
terminalni kraj TP53, ¢ime inhibira traskripcionu aktivnost TP53 proteina. Takode,
MDM?2 funkcioniSe kao ubikvitin ligaza i kovalentno vezuje ubikvtin za TP53, ¢ime
obeleZava TP53 za degradaciju u proteazomima. Medutim, vezivanje ubikvitina za
TP53 je reverzibilno. Ubikvitin specificna proteaza USP7 moZe da ukloni ubikvitin
sa TP53, Stiteci ga pritom od degradacije u proteazomima. Ovo je jedan nacin kojim

se TP53 stabilizuje u odgovoru na onkogeni “napad”.

Aktivirani TP53 se vezuje za DNK i reguliSe ekspresiju nekoliko gena.
Izmedu ostalog, TP53 funkcionise kao transkripcioni aktivator gena za protein p21
(ciklin-zavisni inhibitor kinaze, CDK1), koji je kodiran WAF1/CIP genom (eng. Wild
Type p53 Activated Fragment 1/cdk Interacting Protein). Protein p21 se vezuje za
G1-S/CDK (CDK2) i S/CDK komplekse (molekule vazne za prelazak iz G1 u S fazu
Celiskog ciklusa) inhibirajuci njihovu aktivnost (el-Deiry i sar., 1998). Kada je p21 u
kompleksu sa CDK2, ¢elija ne moZe preci u sledecu fazu celijske deobe. Medutim,
ukoliko je protein TP53 mutiran, izostaje sinteza proteina p21, a samim tim
izostaje i njegova uloga stop-signala za Celijsku deobu, pa Ce se Celije nekontolisano

deliti i formirati tumore.

Generalno je prihvaéeno stanoviste da se tumor supresorska funkcija TP53

ostvaruje putem niza mehanizama u kojima ucestvuje TP53:

1) TP53 blokira ¢elijsku deobu na prelazu iz G1 u S fazu celijskog ciklusa,
2) stimuliSe popravak oStecenja DNK i

3) indukuje apoptozu

Zaustavljanjem cCelijskog ciklusa TP53 omoguc¢ava vreme da se
reparacionim mehanizmima uklone osStecenja pre replikacije DNK (S faze),
aktivacijom integriSe razlic¢ite signale stresa, nakon cega inicira ili prolazno
zaustavljanje Celijskog ciklusa, ili trajno zaustavljanje celijskog ciklusa ili inicira
apoptozu, u zavisnosti od stepena oStecenja Celije. U slucaju gubitka funkcije TP53
dolazi do akumulacije mutacija i kancera (Rodier i sar., 2007). Nakon aktivacije, u
zavisnosti od signala stresa, obrasca posttranslacionih modifikacija i Celijskog

konteksta, TP53 deluje kao aktivator/represor transkripcije velikog broja gena.
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Translokacijom u mitohondrije TP53 inicira mitohondrijalnu apoptotsku kaskadu,
a osobina da preko C-terminusa prepoznaje jednolancane prekide DNK, dovodi do
lokalizacije TP53 na lezijama DNK i regrutovanja reparacionih mehanizama

(Rodieri sar., 2007).

Celijska senescenca i starenje tkiva vazne su bioloske posledice aktivacije
TP53 genotoksi¢nim stresom i znacajno doprinose njegovoj tumor-supresorskoj
aktivnosti. Kod TP53 +/m miSeva, ekspresija mutantnog alela sa delecijom prvih 6
egzona TP53 i skratenim mutantnim proteinskim produktom dovela je do
redukcije broja spontanih tumora, ali je indukovala ubrzano starenje ovih miSeva u
odnosu na one koji nose divlji tip gena (Tyner i sar., 2002). Ovakav fenotip
posledica je permanentne aktivacije TP53 koja nastaje kao rezultat interakcije
mutantnog i normalnog TP53. U ispitivanju celijskog odgovora na inflamaciju
indukovanu donorima azot oksida, utvrdeno je da TP53 inicira senescencu preko
nishodnog efektora mikroRNA miR-34a. Pojac¢ana ekspresija miR-34a zaustavlja

Celijski rast i replikaciju i dovodi do starenja tkiva (Hussain i Harris, 2007).

1.6.3.1. Polimorfizmi u genu za TP53
(Pro47Ser, PIN3 Ins 16bp - rs17878362)

U naucnoj literaturi opisano je preko 27.000 mutacija u TP53 genu. Mutacije
su pronadene u gotovo svim tipovima kancera sa razli¢itom ucestalo$¢u javljanja i
po svojoj prirodi su veoma raznovrsne. Dogadaju se rano u kancerogenezi i
otkrivaju cCesto u premalignim lezijama, pogotovo kad postoji izloZenost
kancerogenima iz sredine. IstraZivanja kancera jetre i ezofagusa pokazala su da se
TP53 mutacije mogu desiti na samom pocetku prirodnog toka ovih maligniteta
(Olivier i sar., 2004). Mutacije TP53 nemaju presudni znacaj za samu inicijaciju
kancerogeneze, ve¢ dozvole Celijama da prevazidu ogranicenje deobe koje postoji u
stanju distresa, tj. da ignoriSu odgovor na signale koji alterisane celije vode u
apoptozu ili zastoj ciklusa. Tako je celijama sa oSte¢enom DNK na kratko

omogucena proliferacija, Sto konacno povecava rizik za progresiju kancera.

Generalno, identifikovan je veliki broj polimorfizama TP53 gena i u

kodiraju¢im i u nekodiraju¢im regionima (Costa i sar., 2008). Najucestalije izmene
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TP53 gena u humanim malignim neoplazmama su tackaste (eng. point) mutacije u
vidu supstitucije jednog nukleotida koje dovode do sinteze mutantnog proteina
koji se od produkta divljeg alela razlikuje u jednoj aminokiselini (eng. missense
mutacije) Slika 26. To obicno uzrokuje izmenu tercijarne strukture molekula ili
onemogucava vezivanje za DNK usled zamene argininskih ostataka u DNK-
vezujucem domenu TP53 molekula koji direktno interaguju sa DNK (Joerger i sar.,

2006), te izostaje transkripciona aktivacija ciljnih gena.

n Non-sense (7.7%)
Bl other (23%)
|| silent(43%)
1 splice (19%)

:_ _| Frameshift (91%)
n Missense [/4%)

Slika 26. Najucestalije izmene TP53 gena u malignim neoplazmama

preuzeto: Brosh i Rotter, 2009.

Do danas, kako je evidentirano u bazi podataka medunarodne agencije za
istraZivanje kancera (the International Agency for Research on Cancer TP53
Mutation Database: http://www-p53.iarc.fr/PolymorphismView.asp), opisano je
85 SNP-ova TP53 gena od kojih je viSe od 80% u nekodiraju¢im sekvencama i kao
takvi nisu dovedeni u asocijaciju sa pojavom i razvojem kancera. Medutim del/ins
polimorfizam u intronu 3, insercija 16bp (TP53PIN3 Ins 16bp) je istrazivan od
strane velikog broja autora i povezan je sa pojavom razlicitih tipova kancera,
posebno dojke, pluéa i Kkolorektalnim kancerom. Utvrdeno je da je ovaj

polimorfizam asociran sa pove¢anom incidencom metastaza limfnih ¢vorova.

Sto se ti¢e kodiraju¢ih regiona TP53 gena, dva polimorfizma privlace
najvecu paznju naucnika: Arg72Pro i Pro47Ser, oba locirana na egzonu 4. To su
ujedno i najbolje prouceni polimorfizmi TP53 gena. Utvrdeno je da polimorfizam
na kodonu 47, egzona 4 smanjuje sposobnost TP53 da indukuje apoptozu. Kodon
47 kodira prolin (CCG) kod wild type varijante TP53, ali kod malog broja ljudi moze
da kodira i serin (TCG), Sto su prvi identifikovali Felley-Bosco i saradnici (1993).

Ser 47 varijanta je vrlo retka, sa alelskom ucestaloS¢u manjom od 5% u

52



Uvod

populacijama Africkog porekla (Pietsch i sar., 2006; Whibley i sar., 2009), dok je u
populaciji Kavkazijanaca 0%. Da bi istraZili posledicu ove aminokiselinske zamene
konstruisana je cDNK koja je sadrzala mutaciju, i konstrukt je unet u
adenokarcinomsku ¢elijsku liniju (Calu-6) koja ne eksprimira p53. Rezultati su

pokazali da ovaj polimorfizam ne bi trebalo da uti¢e na supresorsku aktivnost p53.

IstraZivanja koja se odnose na regulaciju apoptoze su posebno interesantna
buduéi da su poremecaji na ovom nivou jedan od klju¢nih mehanizama nastanka
tumora. Pokazano je da fosforilacija N-terminalnog domena p53 reguliSe njegova
transaktivaciona svojstva. P38 i HIPK2 (eng. Homeodomain-Interacting Protein
Kinase 2) fosforiliSu Ser46, Sto pojacava transkripciju apoptotski povezanih gena i
prema tome promoviSe p53 posredovanu apoptozu. Ove dve kinaze su usmerene
da fosforiliSu mesta prolinskih rezidua u okolini Ser46. Stoga bi se ocekivalo da
zamena Pro47, koja se deSava u Pro47Ser polimorfizmu smanjuje fosforilaciju u
Ser46, smanjujuci samim tim i transaktivaciju proapoptotskih ciljnih gena Sto bi
potencijalno povecalo rizik za nastanak kancera (Feng i sar., 2006; Kurihara i sar.,

2007).

Lii sar. (2005) su uocili u ¢elijskim linijama ¢oveka transfeciranim sa p53-
Ser47 varijantom da smanjenje fosforilacije Ser46 u p53 proteinu smanjuje
sposobnost indukcije dva p53 ciljna proapoptotska gena P53AIP1 (eng. p53-
regulated apoptosis-inducing protein 1) i BBC3 (eng. BCLZ binding component 3), i
smanjuje apoptozu. Oni su pokazali da se Ser47 i wt protein ne razlikuju po
sposobnosti vezivanja za DNK, prenosu u mitohondrije, ili regulaciji ekspresije
veCine p53 ciljnih gena. Medutim, funkcionalni dokazi wu razli¢itim
eksperimentalnim sistemima pokazuju neusaglaSenost. U miSevima, blokiranje
Ser46 fosforilacije ima samo skromne fenotipske posledice (Toledo i Wahl, 2006).
Moguce je da ovaj SNP utice na p53 funkciju samo pod specificnim stresnim
uslovima (Olivier i sar., 2010). Preostaje da se uticaj ovog polimorfizma na

predispoziciju za razvoj kancera dalje prouci.

Vrlo interesantnu povezanost su pokazale studije molekularne

epidemiologije TP53 mutacija izmedu ekspozicije specificnim karcinogenima i
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karakteristicne sheme mutacija u razvoju odredenih neoplazmi (Soussi i sar., 2006;
Harris, 1993). Najmarkantniji je primer tandem mutacija koje se Cesto srecu u
bazocelularnom i skvamocelularnom karcinomu koZe, dok je njihova pojava u
drugim neoplazmama izuzetno retka (Brash, 1998). U ovim tumorima registrovana
je visoka ucestalost C/T tranzicija na dipirimidinskim mestima (CC), te se smatra
da je mutacija indukovana ekspozicijom ultravioletnom zracenju. Za karcinom
pluc¢a, rak jednjaka i tumore glave i vrata karakteristiCna je visoka ucestalost
transverzija G/T (Cak 65% za kancere glave i vrata). Transverzija G u T na
kodonima 157, 158, 248 i 273 javlja se u karcinomu plu¢a u 30% slucajeva, a u
drugim tumorima u manje od 10% i smatra se posledicom izloZenosti duvanskom

dimu, odnosno mutagenom dejstvu benzopirena (Denissenko i sar., 1996).
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Ciljevi rada

Predmet doktorske disertacije je analiza funkcionalnih polimorfizama
nukleotidne sekvence u genu za TNF alpha, TNF-R1, TNF-R2, MMP-9, SURVIVIN i
TP-53, odnosno analiza njihove povezanosti sa patoloSkim karakteristikama
bazocelularnog karcinoma, ishodom bolesti, kao i wutvrdivanje postojanja
asocijacije izmedu odredenih genotipova ispitivanih polimorfizama i nastanka

ovog karcinoma. Iz ovoga proisti¢u zadaci istrazivanja:

» Utvrdivanje starosne strukture pacijenata s obzirom da je bazocelularni
karcinom ocekivano ¢e$¢i medu starijim delom populacije

» Genotipizacija i utvrdivanje ucestalosti alela gena za TNF alpha, TNF-R1,
TNF-R2, MMP-9, SURVIVIN i TP-53 u grupi pacijenata sa bazocelularnim
karcinomom i u kontrolnoj grupi;

» Utvrdivanje povezanosti polimorfizama navedenih gena i rizika za pojavu
bazocelularnog karcinoma, kao i klinicko-patoloskih karakteristika tumora
(stadijum bolesti, veli¢ina tumora) i ishoda bolesti;

= [spitivanje postojanja asocijacije izmedu etioloSkih faktora i genotipova

ispitivanih gena, kao i njihove veze sa ishodom i tokom bolesti.

HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

» Prisustvo specificnih genotipova u okviru ispitivanih polimorfizama (TNF
alpha, TNF-R1, TNF-R2, MMP-9, SURVIVIN i TP-53) moze da se pokaZe kao
faktor rizika (ili alternativno kao protektivni faktor) u patogenezi

bazocelularnog karcinoma.
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Materijal i metode

Ova studija je odobrena od strane Etickog komiteta Stomatoloskog

Fakulteta Univerziteta u Beogradu.

3.1. PACIJENTI I BIOLOSKI MATERIJAL

U eksperimentalnom radu koris¢ena je DNK izolovana iz krvi ili briseva
bukalne sluzokoZe zdravih osoba (kontrolna grupa) i genomska DNK pacijenata
lecenih na Klinici za Maksilofacijalnu hirurgiju StomatoloSkog fakulteta
Univerziteta u Beogradu, izolovana iz tkiva histoloSki negativnih margina nakon

hirruSkog odstranjivanja bazocelularnog karcinoma kozZe glave i vrata.

Molekulano geneticko istraZivanje je izvrSeno u Laboratoriji za Genetiku
StomatoloSkog fakulteta u Beogradu. Grupa pacijenata je obuhvatala 36 muskaraca
i 44 Zene, starosti od 33 do 90, prosecna starost 69.89 godina, medijana 71 godina.
Specijalista patologije je obavio disekciju tumorskog tkiva i izvrSio TMN
klasifikaciju. Kontrolnu grupu Ccinilo je 80 zdravih osoba, dobrovoljnih davaoca

krvi, koji i prema polu i starosti odgovaraju grupi ispitanika.

3.2. METODE

3.2.1. Izolacija DNK iz limfocita periferne krvi

Genomska DNK je izolovana iz limfocita periferne krvi zdravih osoba,
pripadnika kontrolne grupe metodom cija je osnovna karakteristika hemijska liza
Celije i provodenje DNK u vodenu fazu kao i hemijsko uklanjanje proteina i RNK
molekula iz izolata. Mnogobrojni koraci centrifugiranja imaju za svrhu
odstranjivanje membrane liziranih c¢elija krvi i membrane jedara razbijenih
leukocita. Tretman smeSe razli¢itim jonskim deterdZentima, kao Sto je SDS, ima

dvojaku ulogu:

a) omogucava da se izvrSi denaturacija proteina, tj.da se DNK oslobodi iz

nukleoprteinskog kompleksa i

b) da se inaktivira enzim DNK-aza (denaturacijom enzima), tako da se

izolacija moZze vrsiti na sobnoj temperaturi.
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Celokupan metodoloski proces izolacije DNK iz limfocita periferne krvi, po

danima, je opisan u tekstu koji sledi.

Prvi dan

Uzorak od 5mL venske krvi sa antikoagulansima (Na-citrat,EDTA) se
pomesa istom koli¢inom pufera za lizu 15 do 20 min na +4°C. Dobro se

resuspenduje i drzi 10 -15 min na ledu.

Uzorak se potom centrifugira 15 min na 2000 obrtaja (2000kpm), nakon
Cega se supernatant odbacuje, a talog se resuspenduje u 5mL fizio-pufera

(fizioloSkog rastvora).

Uzorak se potom centrifugira 15 min na 2000 obrtaja, a ovaj postupak

“ispiranja” se ponavlja 2 - 3 puta dok talog ne pobeli.

Nakon poslednjeg ispiranja supernatant se odbaci, a talog se rastvori u 3mL
pufera A, pa se doda 200 uL 10% SDS (Na-dodecisulfat) i 20 pL proteinaze K
(finalne koncentracije 200pg/mL).

Uzorak se dobro resuspenduje i inkubira preko no¢i na 372C u termostatu.

Drugi dan

Slede¢eg dana dodaje se 1mL 6M NaCl (saturisanog) i dobro promucka 15
sec. Ovo finalno dodavanje NaCl ima za posledicu povecanje rastvorljivosti DNK.

Precipitirani denaturisani proteini se taloZe centrifugiranjem na 3000 rpm 15 min.

Supernatant, u kome se nalazi rastvorena DNK, se prenosi u Ciste epruvete i

centrifugira 15 min na 3000 rpm.

Supernatant se preliva u graduisanu epruvetu, a zatim se dodaje isit

volumen izopropanola, koji omogucéava precipitaciju molekula DNK.

Pazljivim muckanjem izdvaja se DNK u vidu beli¢astog koncica.
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Koncic¢ se hvata Pasterovom pipetom i potapa 30 sec u 70% etanol da bi se

uklonio visak soli.

DNK se suSi na vazduhu 30 sec i zatim se rastvara u 100 puL TE-pufera ili
redestilovane vode, zatim se koncentracija DNK odreduje spektrofotometrijski na

talasnoj duzini 260/280 nm.

Pufer za lizu: Pufer A:
e (,32M SAHAROZA e 10 mM TRIS HCI, pH8
e 10 mM TRIS HC], pH 7.5 e 400ml NaCl
e 1% TRITON x 100 e 2mMEDTA
e 5mM MgCl,

Autoklavirati i ¢uvati na +4°C

FiziolosKi pufer: TE pufer:

e 0.075M NaCl
e 0.025MEDTA, pH 8

e 10 mM TRIS HCI
e 1mMEDTA

3.2.2. Izolacija DNK iz tumorskog tkiva

[z tumorskog tkiva pacijenata sa dijagnostikovanim BCK-om, DNK je

izolovana metodom koja je detaljnije opisana u narednom tekstu.

Tumorsko tkivo macerirati i dodati 500 pL NE pufera.

Uzorak se potom centrifugira 2 min na 13 000 obrtaja, nakon Cega se
supernatant odbacuje i dodaje se 500 uL NE pufera, 10 pL 10% SDS (Na-
dodecisulfat) i 20 uL proteinaze K ( konc. 10 mg/mL). Zatim sledi Sejkiranje, a onda

i inkubacija 24h na 50 2C u termostatu.
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Nakon isparavanja etanola ¢elijski materijal tretiran je digestivnim TNE
puferom sa proteinazom K u finalnoj koncentraciji 200pg/mL i SDS u finalnoj
koncentraciji 1%. Celijski talog je preko no¢i inkubiran na 37°C. Ovim postupkom

se razbijaju cCelijske i jedarne membrane.

Tretman fenol/hloroform/izoamil alkoholom ekstrahuje i prevodi DNK, iz
organske u vodenu fazu. DNK je precipitirana u apsolutnom etanolu sa 3M Na-
acetatom, a zatim je talog opran u 70% etanolu sa ciljem da se uklone soli. Suv

talog DNK rastvoren je u dH>0.

Koncentracija DNK odredena je spektrofotometrijski.

NE pufer: TNE pufer:

e 100 mM NaCl
e 150 mM NaCl

e 10 mM TRIS HCl pH 8.0
e 25mMEDTA

e 25mMEDTA

3.2.3. Odredivanje koncentracije DNK u uzorku

Na spektrofotometru (Gene Quant, Pharmacia LKB, Svedska) su merene

apsorbance na 260 i 280 nm. Koncentracije DNK su izracunate po formuli:

c(ug/ul) = (Azé0x Rx Fx OP)/1 000,

gde je Azeéo - apsorbanca uzorka na 260 nm, R - razblazenje (R=100, 5 pL uzorka
rastvoreno sa 495 pL sterilne redestilovane vode), F - faktor konverzije za
dvolancanu DNK, (F=50), a OP - opticki put svetlosti (OP=1 cm). Odreden je odnos
apsorbanci R=Az60/Azs0, gde je na osnovu odnosa apsorbanci na 260nm i 280 nm

odredivana Cisto¢a uzorka, odnosno kontaminacija proteinima.

61



Materijal i metode

3.2.4. Lanc¢ana reakcija polimeraze (PCR metoda)

Lancana reakcija polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR) je in
vitro amplifikacija definisane DNK sekvence i predstavlja imitaciju procesa DNK
replikacije. Sinteza DNK je katalizovana termostabilnom Taq DNK polimerazom.
Ponavljanje ciklusa, od kojih se svaki sastoji od denaturacije DNK, hibridizacije
prajmera i ekstenzije hibridizovanih prajmera od strane termostabilne DNK

polimeraze, rezultuje u eksponencijalnoj amplifikaciji specificnog DNK fragmenta.

PCR se izvodi u mikrotubi zapremine 25uL, gde se u PCR aparatima
podvrgava preciznim, ciklicnim promenama temperature. Reakcija se odvija u 35

ponovljenih ciklusa DNK sinteze.
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3.2.4.1. PCR reakcija u analizi polimorfizma gena za TNF-alpha

Za PCR reakciju koris¢eni su prajmeri Cije su sekvence prikazane u Tabeli 6,

proizvodaca ,Metabion“, kao i uslovi pod kojima se odvijala PCR reakcija.

Tabela 6: Sekvence prajmera i uslovi PCR reakcije za TNF alpha

Velic¢ina
PCR
Gen Sekvence prajmera
produkta
TNF alpha Fw: 5- AGG CAATAG GTT TTG AGG GCC AT -3’ 117 bp
Rv: 5’- ACA CTC CCC ATC CTCCCT GCT -3’
35 CIKLUSA
IniCiialna Denaturaciia HlbrldlzaCI]a Elongacija Finalna
denaturacija ekstenzija
3 minuta 1 minut 1 minut 1 minut 7 minuta
94 0(C 940C 590 C 72°C 720°C

Reakcionu smesu u ukupnoj zapremini od 25 pL su Ccinile sledece

komponente prikazane u Tabeli 7:

Tabela 7: Reakciona smesa za PCR reakciju TNF alpha

MgCl: (25 mM) 2,0 pL

10 x PCR pufer 2,5 uL
dNTP ( 10mM) 1,0 pL
prajmer F 0,25 pL
prajmer R 0,25 pL
ddHz20 18,0 pL
Taq polimeraza 0,15 pL
DNK uzorak (¢ =200 pg/ pL) 1 pL
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3.2.4.2. PCR reakcija u analizi polimorfizma gena za TNF-R1

Za PCR reakciju koriséeni su prajmeri Cije su sekvence prikazane u Tabeli 8,

proizvodaca ,Metabion“, kao i uslovi pod kojima se odvijala PCR reakcija.

Tabela 8: Sekvence prajmera i uslovi PCR reakcije za TNF-R1

Veli€ina
PCR
Gen Sekvence prajmera
produkta
Fw: 5’-GAC CCC AAA TGG GGG AGT GAG AGG -3’
TNF R1 Rv: 5’- ACC AGG CCC GGG CAG GAG AG -3 183 bp
35 CIKLUSA

Inicijalna Denaturacija Hibridizacija Elongacija Finalna
denaturacija ekstenzija
3 minuta 1 minut 1 minut 1 minut 7 minuta

95°C 940(C 65°C 72°C 720C

Reakcionu smesu u ukupnoj zapremini od 25 pL su Ccinile sledece

komponente prikazane u Tabeli 9:

Tabela 9: Reakciona smesa za PCR reakciju TNF-R1

MgCl: (25 mM) 0,5 uL
10 x PCR pufer 2,5 pL
dNTP ( 10mM) 0,5 pL
prajmer F 0,15 pL
prajmer R 0,15 pL
ddHz20 20,1 pL
Taq polimeraza 0,1 pL
DNK uzorak (¢ =200 pg/ pL) 1L
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3.2.4.3. PCR reakcija u analizi polimorfizma gena za TNF-R2

Za PCR reakciju kori$¢eni su prajmeri Cije su sekvence prikazane u Tabeli

10, proizvodaca ,Metabion*, kao i uslovi pod kojima se odvijala PCR reakcija.

Tabela 10: Sekvence prajmera i uslovi PCR reakcije za TNF-R2

Veli¢ina
PCR
Gen Sekvence prajmera
produkta
Fw: 5’- TTC TGG AGT TGG CTG CGT GT - 3’
TNF R2 Rv: 5’- ACT CTC CTATCC TGC CTG CT -3’ 242 bp
35 CIKLUSA
Inicijalna Denaturacija Hibridizacija Elongacija Finalna
denaturacija ekstenzija
3 minuta 1 minut 1 minut 1 minut 7 minuta
950C 940(C 58°C 720C 720C

Reakcionu smesu u ukupnoj zapremini od 25 pL su Ccinile sledece

komponente prikazane u Tabeli 11:

Tabela 11: Reakciona smesa za PCR reakciju TNF-R2

MgCl: (25 mM) 3,5 uL

10 x PCR pufer 2,5 pL
dNTP ( 10mM) 1,0 puL
prajmer F 0,25 pL
prajmer R 0,25 pL
ddHz20 16,3 pL
Taq polimeraza 0,15 pL
DNK uzorak (¢ =200 pg/ pL) 1 pL
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3.2.4.4. PCR reakcija u analizi polimorfizma gena za MMP-9

Za PCR reakciju koris¢eni su prajmeri Cije su sekvence prikazane u Tabeli

12, proizvodaca ,Metabion*, kao i uslovi pod kojima se odvijala PCR reakcija.

Tabela 12: Sekvence prajmera i uslovi PCR reakcije za MMP 9

Veli¢ina
PCR
Gen Sekvence prajmera
produkta
Fw: 5’- AAG AGG GCG TGC GCT CCC GACA-3’
Rv: 5’- GAG ATG CGG TGG TCC TTG AGA AA -3’

MMP 9 35 CIKLUSA 151 hn

Inicijalna Denaturacija Hibridizacija Elongacija Finalna
denaturacija ekstenzija
4 minuta 45 sec 45 sec 1 minut 10 minuta

950°C 95°C 60°C 720C 720C

Reakcionu smesu u ukupnoj zapremini od 25 pL su Ccinile sledece

komponente prikazane u Tabeli 13:

Tabela 13: Reakciona smesa za PCR reakciju MMP-9

MgCl: (25 mM) 3,0 uL

10 x PCR pufer 2,5 pL
dNTP ( 10mM) 0,5 pL
prajmer F 0,2 pL
prajmer R 0,2 pL
ddH:0 16,6 pL
Taq polimeraza 0,2 pL
DNK uzorak (¢ =200 pg/ pL) 2 uL
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3.2.4.5. PCR reakcija u analizi polimorfizma gena za survivin

Za PCR reakciju koris$¢eni su prajmeri cije su sekvence prikazane u Tabeli

14, proizvodaca ,Metabion®, kao i uslovi pod kojima se odvijala PCR reakcija.

Tabela 14: Sekvence prajmera i uslovi PCR reakcije za SURVIVIN

Velic¢ina
Gen
PCR
Sekvence prajmera
produkta
Fw: 5’- AAG AGG GCG TGC GCT CCC GACA-3’
Rv: 5’- GAG ATG CGG TGG TCC TTG AGA AA -3’

SURVIVIN 35 CIKLUSA 151 bp

Inicijalna Denaturacija Hibridizacija Elongacija Finalna
denaturacija ekstenzija
4 minuta 45 sec 45 sec 1 minut 10 minuta

950°C 95°C 60°C 720C 72°C

Reakcionu smeSu u ukupnoj zapremini od 25 pL su Ccinile sledece

komponente prikazane u Tabeli 15:

Tabela 15: Reakciona smesa za PCR reakciju SURVIVINA

MgCl: (25 mM) 3,0 pL

10 x PCR pufer 2,5 puL
dNTP ( 10mM) 0,5 pL
prajmer F 0,2 pL
prajmer R 0,2 pL
ddHz20 16,6 pL
Taq polimeraza 0,2 pL
DNK uzorak (¢ =200 pg/ pL) 2 uL
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3.2.4.6. PCR reakcija u analizi polimorfizma TP53 gena

Za PCR reakciju koris¢eni su prajmeri Cije su sekvence prikazane u Tabeli

16, proizvodaca ,Metabion“, kao i uslovi pod kojima se odvijala PCR reakcija.

Tabela 16: Sekvence prajmera i uslovi PCR reakcije za TP 53

Veli¢ina
PCR
Gen Sekvence prajmera
produkta
A-Fw: 5’- CTG GTA AGG ACA AGG GTT GG -3’
TP 53 A-Rv: 5" - TCA TCT GGA CCT GGG TCT TC -3 201 bp/
B-Fw: 5’- GAA GAC CCA GGT CCA GAT GA -3’
185 bp
B-Rv: 5’ -CTG CCC TGG TAG GTT TTC TG - 3’
35 CIKLUSA
Inicijalna Denaturacija Hibridizacija Elongacija Finalna
denaturacija ekstenzija
5 minuta 30 sec 30 sec 1 sec 5 minuta
94°C 94°C 60°C 60°C 72°C

Reakcionu smeSu u ukupnoj zapremini od 25 pL su Ccinile sledece

komponente prikazane u Tabeli 17:

Tabela 17: Reakciona smesa za PCR reakciju TP 53

MgCl: (25 mM)

10 x PCR pufer

dNTP ( 10mM)

prajmer F

prajmer R

ddH:0

Taq polimeraza

DNK uzorak (¢ =200 pg/ pL)

1,0 pL
2,5 uL
0,5 pL
0,15 pL
0,15 pL
18,6 pL
0,15 pL
2 pL
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3.2.5. Poliakrilamidna gel elektroforeza (PAGE)

Gel elektroforeza je metoda koja koristi razlike koje postoje izmedu
biomakromolekula u njihovoj pokretljivosti u gelu kada se nadu u elektricnom
polju. Razlike u pokretljivosti pocivaju na razlikama u molekulskim masama,
prostornoj konformaciji, kolicini i iznad svega u naelektrisanju koje je presudno za
smer kretanja makromolekula u elektricnom polju. Zbog ovih razlika oni imaju
razli¢itu pokretljivost u gelu pod uticajem elektricne struje, pri ¢emu manji
molekuli putuju brZe kroz gel u elektricnom polju nego veci. U slucaju DNK, koja je
zahvaljujuéi prisustvu velikog broja fosfatnih grupa koje su na fizioloSkom pH u
jonizovanom stanju, tj.negativno naelektrisane, kretanje ovog makromolekula je od

katode (negativne elektrode) ka anodi (pozitivnoj elektrodi).

PCR produkti su analizirani vertikalnom elektroforezom na
poliakrilamidnom gelu. Poliakrilamidni gel se dobija meSanjem akrilamida i bis-
akrilamida uz koriS¢enje adekvatnih katalizatora. Polimerizacijom monomera
akrilamida nastaju dugacki lanci polimera. Bis-akrilamid formira poprectne veze,
kojima se povezuju polimeri akrilamida, te se na taj nacin dobija mreZasta
struktura. Kao inicijatori i katalizatori procesa polimerizacije akrilamida dodaju se
Amonijum persulfat (APS) i TEMED (N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamin).
Zahvaljujudi brzini kojom se izvodi i visokoj rezoluciji, PAGE je jedna od najboljih

metoda koja se koristi za razdvajanje i vizuelizaciju nukleinskih kiselina.

Tabela 18: 8% poliakrilamidni gel

ddHz20 3,6 mL

5 x TBE 1,2 mL

AKkrilamid / Bis-akrilamid 40 % 1,2 mL
APS 10% 42 pL

TEMED 7,8 uL

Elektoforeza je vrSena na 8% gel u 1xTBE puferu, pri konstantnom naponu

struje od 220 V u trajanju od 60 minuta.
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Za vizuelizaciju fragmenata DNK koriscen je etidium bromid, supstanca koja
se interkalira izmedu lanaca DNK molekula i koja fluorescira kada se osvetli UV

svetlom na transiluminatoru.

3.2.6. Restrikciona digestija PCR produkata i analiza duZine restrikcionih
fragmenata (RFLP)

Restrikciona analiza zasniva se na koris¢enju restrikcionih endonukleaza,
koje imaju sposobnost da prepoznaju specificne sekvence na dsDNK, duzine 4-6

bp, i da iseku DNK molekul u okviru ili veoma blizu tih specifi¢nih sekvenci.

Restrikciona analiza ima primenu u detekciji RFLP-ova, odnosno
polimorfizama restikcionih mesta, kao genetickih markera u genealoSkim
istrazivanjima. Ovi polimorfizmi javljaju se zbog razlika medu individuama u broju
restrikcionih mesta u okviru ispitivanog DNK fragmenta. Savremeni pristup u

restrikcionoj analizi podrazumeva:

» amplifikaciju specificne sekvence (PCR) u kojoj se odigrala mutacija tipa
nukleotidne zamene, potom,
» restrikcionu digestiju amplifikovanih fragmenata i na kraju

= proveru veli¢ine produkata digestije na PAA gelu.

Prisustvo ili odsustvo restrikcionog mesta je signal za prisustvo ili odsustvo
mutacije. Prednost ove metode je u njenoj jednostavnosti, dostupnosti i

mogucnosti da se analizira veci broj uzoraka.

3.2.6.1. RFLP u analizi polimorfizma gena za TNF alpha -308 G/A

Restrikcija PCR produkata duZine 117bp vrSena restrikcionim enzimom
Nco I (Fermentas). Enzim prepoznaje specifi¢cnu sekvencu 5°...C 4 CATG G...3". U
slucaju odsustva mutacije, enzim prepoznaje navedeni niz nukleotida i iseca PCR
produkt ¢ime ga deli na dva fragmenta: od 97bp i 20bp. Restrikcija enzimom Nco I
se odvija u restrikcionoj smesi prikazanoj u Tabeli 19. Inkubacija se odvija preko

noci na temperaturi od 37°C.
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Tabela 19: Komponente smese za digestiju TNF-alpha i njihove zapremine

Komponente smese: Zapremina (ukupno 20,2uL):
Voda 5 uL
Pufer 2 pL
Enzim Nco | 0,2 pL
PCR amplifikat 13 pL

Analiza produkata digestije vrSena je elektroforezom na 8% PAA gelu. U
okviru amplifikovanog fragmenta postoji jedno restrikciono mesto za enzim Nco I,
a mutacija G/A ukida restrikciono mesto, genotipovi obolelih i zdravih osoba mogu

biti (Slika 27):

e Homozigoti bez mutacije - divlji tip (eng.wild type, WT) (genotipa G/G)
poseduju dva fragmenta duzine 97bp i 20bp;
o Heterozigoti (HT) za mutaciju (genotipa G/A) poseduju tri fragmenta

duzine 117bp, 97bp i 20bp;

e Homozigoti za mutaciju (MUT - genotipa A/A) poseduju jedan fragment,

duZine 117bp.

Slika 27: Prikaz PCR produkata (levo) i digestije (desno)
na PAA gelu za TNF alpha

S obzirom da je fragment od 20bp mali i samim tim brzo putuje kroz gel,
nakon sat vremena odvijanja elektroforeze nece se vizuelizovati na gelu. Ipak, ovo
ne predstavlja problem, s obzirom da postojanje traka od 117bp i 97bp svakako

uslovljava postojanje i trake od 20bp.
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3.2.6.2. RFLP u analizi polimorfizma TNF-R1 gena za +36 A/G

Restrikcija PCR produkata duZine 183bp vrSena restrikcionim enzimom
MspA1l. Enzim prepoznaje specificnu sekvencu 5’...CACGd, CGTG...3". U slucaju
prisustva mutacije, za razliku od prethodnog polimorfizma, enzim prepoznaje
navedeni niz nukleotida i iseca PCR produkt ¢ime ga deli na dva fragmenta: od
108bp i 75bp. Restrikcija enzimom MspA 1I se odvija u restrikcionoj smesi

prikazanoj u Tabeli 20. Inkubacija traje 3 sata na temperature od 37°C.

Tabela 20: Komponente smese za digestiju TNF-R1 i njihove zapremine

Komponente smese: Zapremina (ukupno 20,4 pL):
Voda 5 uL
Multicor Pufer 2 uL
BSA 0,2 pL
Enzim MspA 11 0,2 pL
PCR amplifikat 13 pL

Analiza produkata digestije vrSena je elektroforezom na 8% PAA gelu. Ovde
je situacija drugacija od prethodnog polimorfizma. Prisustvo mutacije A/G dovodi

do isecanja PCR produkta,pa genotipovi obolelih i zdravih osoba mogu biti:

e Homozigoti bez mutacije - WT, (genotipa G/G) poseduju jedan fragment
duZzine 183bp;

e Heterozigoti (HT) za mutaciju (genotipa A/G) poseduju tri fragmenta
duZzine 183bp, 108bp i 75bp;

e Homozigoti za mutaciju (MUT - genotipa A/A) poseduju dva fragmenta

duZzine 108bp i 75bp.
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3.2.6.3. RFLP u analizi polimorfizma TNF-R2 gena za +676 T/G

Restrikcija PCR produkata duZine 242bp vrSena restrikcionim enzimom
Hin 1II. Enzim prepoznaje specificnu sekvencu 5'...CATGV ...3". Restrikcija
enzimom Hin 1II se odvija u restrikcionoj smesi prikazanoj u Tabeli 21. Reakcija

inkubacije traje 12 sati na temperature od 37°C.

Tabela 21: Komponente smese za digestiju TNF-RZ2 i njihove zapremine

Komponente smese: Zapremina (ukupno 20,3 pL):
Voda 3 uL
Pufer 2 pL
Enzim Hin 111 0,3 pL
PCR amplifikat 15 pL

Analiza produkata digestije vrSena je elektroforezom na 8% PAA gelu. Kod
ovog polimorfizma prisustvo mutacije T/G ukida restrikciono mesto, pa

genotipovi mogu biti (Slika 28):

e Homozigoti bez mutacije - wild type (WT) (genotipa T/T) poseduju dva
fragmenta duZine 134bp i 108bp;

e Heterozigoti (HT) za mutaciju (genotipa T/G) poseduju tri fragmenta,
duZine 242bp, 134bp i 108bp;

e Homozigoti za mutaciju (MUT - genotipa G/G) poseduju jedan fragment

duZine 242bp.

Slika 28: Prikaz PCR produkata (levo) i digestije (desno) na PAA gelu za TNF-R2
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3.2.6.4. RFLP u analizi polimorfizma MMP-9 gena za -1562 C/T

Restrikcija PCR produkata je vrSena restrikcionim enzimom Sph I. Enzim
prepoznaje niz nukleotida 5°... GCATG  C...3" i u slucaju postojanja mutacije vrsi
zasecanje DNK lanca na mestu T, ¢ime PCR produkt veli¢ine 442bp deli na dva
fragmenta: od 264bp i 178bp (Slika 29). Restrikcija enzimom Sph [ se odvija u

restrikcionoj smesi koja sadrzi:

Tabela 22: Komponente smese za digestiju MMP-9 i njihove zapremine

Komponente smeSe: Zapremina (18 pL):
Voda 4,5 pL
Pufer 2 pL
Enzim Hin 111 1,5 uL
PCR amplifikat 10 pL

Inkubacija restrikcione smese je trajala 16 sati na 372C. Analiza produkata

digestije je usledila nakon elektroforeze u 8% PAA gelu, imajuci u vidu da:

e Homozigoti bez mutacije - wild type (WT) (genotipa C/C) poseduju jedan
fragment duzine 442bp;

o Heterozigoti (HT) za mutaciju (genotipa C/T) poseduju tri fragmenta,
duZine 442bp, 264bp i 178bp;

e Homozigoti za mutaciju (MUT - genotipa T/T) poseduju dva fragmenta,

duZzine 264bp i 178bp.
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L WT HT WT HT WT

Slika 29: Prikaz PCR produkata (gore) i digestije (dole) na PAA gelu za MMP-9

3.2.6.5. RFLP u analizi polimorfizma gena za SURVIVIN za -31 G/C

Restrikcija PCR produkata duZine 151bp vrSena restrikcionim enzimom
Msp I (Fermentas). Enzim prepoznaje specificnu sekvencu 5’... C 4 CG G...3’, i vrsi
zasecanje DNK lanca na mestu C. U slucaju odsustva mutacije, enzim prepoznaje
navedeni niz nukleotida i iseca PCR produkt ¢ime ga deli na dva fragmenta: od
90bp i 61bp. Restrikcija enzimom Msp I se odvija u restrikcionoj smesi prikazanoj

u Tabeli 23.

Tabela 23: Komponente smese za digestiju SURVIVINA i njihove zapremine

Komponente smeSe: Zapremina (ukupno 20 pL):
Voda 6 uL
Pufer 2 uL
Enzim Mspl 1 pL
PCR amplifikat 11 pL

Analiza produkata digestije vrSena je elektroforezom na 8% PAA gelu. PoSto

u okviru amplifikovanog fragmenta postoji jedno restrikciono mesto za enzim
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Mspl, a mutacija -31 G/C ukida restrikciono mesto, genotipovi obolelih i zdravih

osoba mogu biti (Slika 30):

e Homozigoti bez mutacije - wild type (WT) (genotipa C/C) poseduju dva
fragmenta, duZine 90bp i 61bp ;

e Heterozigoti (HT) za mutaciju (genotipa G/C poseduju tri fragmenta,
duZzine 151bp, 90bp i 61bp;

e Homozigoti za mutaciju (MUT - genotipa G/G) poseduju jedan fragment,

duZzine 151bp.

HT WT MUT

200 bp

151bp 151bp 151bp

100 bp
90bp 90bp 90bp

61bp 61bp 61bp

Slika 30: Prikaz PCR produkata (gore) i digestije (dole) na PAA gelu za SURVIVIN

3.2.6.6. RFLP u analizi polimorfizma TP53 gena (Pro47Ser, PIN3 Ins 16bp)

Restrikcija PCR produkata je vrSena restrikcionim enzimom Msp I
(Fermentas). U okviru amplifikovanog fragmenta postoji jedno restrikciono mesto
za enzim Msp I, kod wt alela dolazi do seCenja u okviru datog restrikcionog mesta i
i PCR produkt se deli na dva fragmenta od 156/140bp i 45bp. Mutacija C/T u

okviru restrikcionog mesta ukida dato restrikciono mesto i stoga ne dolazi do
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seCenja. Razlike u duZini duzeg fragmenta su posledica moguceg prisustva insercije
od 16bp, pri cemu originalna sekvenca od 185bp posle sefenja daje fragment od
140bp, a usled prisustva polimorfizma PIN3 Ins16bp uoCava se duZina fragmenta

od 156 bp.

Tabela 24: Komponente smese za digestiju TP53 i njihove zapremine

Komponente smeSe: Zapremina (ukupno 20 pL):
Voda 7,5 pL
Pufer 2 uL
Enzim Mspl 0,5 uL
PCR amplifikat 10 pL

Inkubacija restrikcione smese je trajala 3 sata na 372C. Analiza produkata digestije
je usledila nakon elektroforeze u 8% PAA gelu (Slika 31). Mogu¢i genotipovi

zdravih i obolelih osoba su :

e Homozigoti genotipa TP-53 C/C (bez mutacije - wt) poseduju dva
fragmenta razli¢ite duzine 156 ili 140bp i 45bp;

e Heterozigoti za mutaciju (HT), genotipa C/T, poseduju tri fragmenata
201 ili 185bp, 156 ili 140bp i 45bp.

e Homozigoti za mutaciju, genotipa T/T, poseduju jedan fragment 201 ili

185bp.

200 hp

wT WT "WYY HT - HT WT WT HT WT

:..!I_II} bp
185bp 185bp 185bp 185bp

150 bp
140bp  140bp 140bp 140bp

100 bp

Slika 31: Prikaz PCR produkata (gore) i digestije (dole) na PAA gelu za TP53
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Insercioni polimorfizam TP 53 gena

Medu polimorfizmima identifikovanim u intronima, polimorfizam introna 3
PIN3 Inslé6bp gde dolazi do insercije 16bp je privukao najvecu paznju. U
slucajevima izostanka ove insercije, imamo homozigote A1/A1, a na gelu
uoCavamo samo jednu traku od 185bp, ako je insercija prisutna na samo jednom
alelu dobijamo heterozigote A1/A2 i uotavamo dve trake od 185 i 201bp, a u
slucaju prisustva na oba alela, homozigote A2/A2 i opet se uocava jedna traka, ali

visine 201bp.

3.2.7. Statisticka analiza

Statisticka obrada podataka uradena je uz pomo¢ nekoliko testova: Hi
kvadrat (x2?) test za utvrdivanje razlika u distribuciji ucestalosti razlicitih alela i
genotipova u grupama obolelih od bazocelularnog karcinoma i kontrolnoj grupi.
FiSerovim testom egzaktne verovatnoce (eng. Fisher Exact Probability Test) su
testirane razlike u sluaju da se radi o uzorku manjem od 5. Logistickom
regresionom analizom racunat je odnos verovatnoca (eng. Odds Ratio) za
utvrdivanje rizika oboljevanja od bazocelularnog karcinoma, sa intervalom
poverenja (eng. Confidence Interval, CI) od 95%. Sve vrednosti p smatrale su se
statisti¢ki znacajnim ako su bile manje od 0.05. Dobijeni rezultati su obradeni

statistickim programom SPSS (verzija 13.0, IBM SPSS Inc.).
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Rezultati

Poglavlje rezultati je podeljeno u 4 dela. U prva tri dela su detaljnije
predstavljene karakteristike grupe pacijenata sa dijagnostifikovanim BCK-om:
prema starosti (4.1.), lokaciji tumora (4.2.) i veli¢ini tumora (4.3.). Poslednje,
Cetvrto poglavlje (4.4.) obuhvata analizu genetickih rezultata, odnosno povezanosti

ispitivanih polimorfizama sa razvojem bazocelularnog karcinoma.

4.1.Distribucija pacijenata prema godinama starosti

Analizom je obuhvaceno 160 ispitanika, od toga 80 pacijenata obolelih od
bazocelularnog karcinoma leCenih na Klinici za Maksilofacijalnu hirurgiju
StomatoloSkog Fakulteta Univerziteta u Beogradu. Kontrolnu grupu c¢inilo je 80
zdravih osoba, dobrovoljnih davaoca krvi, koji i prema polu i starosti odgovaraju
grupi ispitanika. Grupa pacijenata je obuhvatala muskarace i Zene, starosti od 33
do 90, prose¢na starost 69.89 godina, medijana 71 godina (Slika 32). Prema
podacima u literaturi, 5-15% obolelih su izmedu 20 i 40 godina, dok je ¢ak 70%
starosti do 70 godina. U odnosu na navedene podatke moZemo reci da nasa studija
ima svega 1.25% obolelih izmedu 20 i 40 godina, a najveci broj pacijenata su stariji
od 60 godina (84%) , sa maksimumom na kategoriji izmedu 70 i 79 godina (Slika
33). NaSi rezultati potvrduju da je BCK ceS¢i u starijem delu populacije i da se

incidenca njegovog nastanka povecava sa godinama.

100

ta

Zivo

Godine

10

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Broj pacijenata

Slika 32: Prikaz odnosa broja pacijenata sa BCK-om u odnosu na godine Zivota
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Grupu pacijenata sa bazocelularnim karcinomom ¢inilo je 36 muskarca i 44
7ene, pri ¢emu je odnos medu polovima M:Z=1:1.2. Ranije je pomenuto da je
incidenca oboljevanja od BCK-a veca u muskoj populaciji, ako se posmatraju svi
delovi tela. U naSem uzorku Zene su neznatno brojnije (Slika 33), ali je nasa analiza
obuhvatila samo BCK regiona glave i vrata, gde je odnos polova oko 1:1, Sto znaci

da se nasa populacija uklapa u svetske podatke.

25 4

15 -

10 -

Broj pacijenata

<40 40_49 50_59 60_69 70_79 »80

Godine Zivota

Slika 33: Prikaz odnosa broja pacijenata sa BCK-om u odnosu na godine Zivota i pol

4.2. Lokacija tumora

U Tabeli 25 su prikazane lokacije bazocelularnog karcinoma u regionu glave
sa njihovim procentualnim zastupljenostima, dok Slika 34 prikazuje njihovu
zastupljenost u odnosu na pol. Vecina bazocelularnih karcinoma je locirana u
samom srediStu lica. Najveci procenat obuhvata region nosa, ¢ak 26%, Sto se u

potpunosti poklapa sa podacima iz literature, s obzirom da je to najistureniji deo
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glave. Takode, treba napomenuti da je neSto veéa zastupljenost na ovoj lokacji kod
Zenskog pola. Odmah za njim sledi o¢ni region (21,9%). Razlika medu polovima je
manja nego u regionu nosa, dok je na svim ostalim delovima lica bazocelularni

karcinom ravnomerno rasporeden u odnosu na polove (Slika 34).

Tabela 25: Procentualna zastupljenost bazocelularnog karcinoma

u regionu glave i vrata

Red.br. Lokacija tumora %
1 Occipitalis (potiljak) 2,7
2 Frontalis (¢elo) 8,2
3 Frontotemporalis (spoj cela i slepoocnice) 1,4
4 Temporalis (slepoocnica) 4,1
5 Dorsi nasi (koren nosa) 16,4
6 Alae nasi (nosno krilce) 9,6
7 Canthi medialis (unut.ugao oka) 5,5
8 Palpebrae inferioris (donji o¢ni kapak) 2,7
9 Orbitae (o¢ne duplje) 1,4
10 Infraorbitalis (ispod o¢ne duplje) 10,9
11 Lateroorbitalis (spolj.strana o¢ne duplje) 1,4
12 Zygomatica (jagodice) 5,5
13 Buccae (obrazi) 9,6
14 Sulci nasolabialis (od nozdrva do usana) 2,7
15 Labi oris superioris (gornja usna) 6,8
16 Arotidomassterica (od zgloba donje vilice do ugla donje vilice) 1,4
17 Preauricularis (pre usne Skoljke) 5,5
18 Auriculae (usi) 4,1
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Slika 34: Prikaz odnosa broja pacijenata sa BCK-om u odnosu na delove glave i lica

4.3. Velic¢ina tumora i proteklo vreme od uocavanja prve

promene

Veli¢ina tumora iznosila je od 5 do 80mm. Veéina tumora bila je manja od
10mm (42.25%), sledec¢i po zastupljenosti bili su tumori veliCine 11-20mm
(38.03%), a samo 19.72% tumora bilo je ve¢e od 20mm i klasifikovano kao T2

prema TNM Klasifikaciji predloZenoj od strane American Joint Commite (Slika 35).

35

30 -

25 -

20 -

15 -

Broj pacijenata

10 -

0 1.10mm 11.20mm 21 30mm 31.40mm 41 50mm 51_60+ mm

Slika 35: Prikaz odnosa broja pacijenata i veli¢ine tumora (crvenom bojom oznacen

tumor manji od 20mm, plavom vecéi od 20mm)
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Kada analiziramo vreme koje je proteklo od kako je pacijent uocio prvu
promenu na koZi do trenutka operacije, opseg se krece od minimalnih mesec dana
do maksimalnih 25 godina. Najveci broj pacijenata, ¢ak 49% su oni koji su
reagovali odmah u prvoj godini nakon uocene prve promene na kozi, a odmah za
njima po zastupljenosti, su pacijenti koji su se javili lekaru tokom druge godine od
trenutka uocavanja prve promene (21%). Vazno je napomenuti da broj pacijenata
koji su duze od 10 godina nosili promene na koZi pre nego $to su se obratili lekaru

u nasem uzorku iznosi svega oko 10% (Slika 36).

40 -
35 A
30 -
25 A
20 -

15 -

1 2 3 4 5 10 13 15 20 25

Vreme prikazano godinama

Broj pacijenata

Slika 36: Prikaz odnosa broja pacijenata i proteklog vremena od uocavanja prve promene

na koZi do trenutka operacije
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4.4. Analiza genetickih rezultata

4.4.1. Analiza polimorfizma u genu za TNF-alpha

Distribucija ucestalosti genotipova i alela, kao rezultat mutacije u
promotorskom regionu gena za TNF-alpha na poziciji -308, odnosno supstitucije

guanina u adenin, prikazani su u Tabeli 26.

Tabela 26: Distribucija ucestalosti genotipova i alela u ispitivanim grupama
u analizi polimorfizma gena za TNF-alpha

Gen/SNP Genotip BCK K X2 p
N N
GG 29 39
GA 21 21 0.57 0.452
= ]
50 AA / /
T oS .
B ® Aleli
Z 3
F
: G 79 99 0.62 0.512
A 21 21

N-broj ispitanika, K-kontrolna grupa, x2-hi-kvadrat vrednost, p-Pirsonov (Pearson’s) koeficijent

U grupi obolelih od bazocelularnog karcinoma od ukupno 50 ispitanika 29
ima GG genotip (58%), GA genotip 21 ispitanik (42%), a nema ni jednog
mutiranog homozigota. U kontrolnoj grupi od 60 ispitanika, 39 ima GG genotip
(65%), 21 GA genotip (35%), a takode izostaje mutirani homozigot (Tabela 27,
Slika 37). 1z ucestalosti genotipova slede ucestalosti alela. Wild type alel G je
zastupljen sa 79% u grupi ispitanika oboleloj od BCK-a, dok je u kontrolnoj grupi
neSto veca i iznosi 82.5%, a mutirani alel je znatno manje zastupljen u obe

ispitivane grupe, sa 21% 1 17.5% redom.

Hi-kvadrat test je pokazao da nema statisticki znacajnih razlika (p>0.05) u
ucestalostima ispitivanih alela i genotipova gena za TNF alpha izmedu grupe
pacijenata i kontrolne grupe (Tabela 26). Takode, kada su testirane medusobno

uporedene grupe odgovarajuce starosti, nije dobijena znacajna razlika.
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Rezultati prikazani u Tabeli 27, ukazuju da nosioci alela A imaju 25%
(OR=1.25, 95%(CI=0.64-2.46) ve(i rizik oboljevanja od BCK-a. Kod heterozigotnih
osoba je taj rizik povecan na 34% (OR=1.34, 95%CI=0.62-2.91), dok mutirane
homozigote nismo nasli ni u jednoj od ispitivanih grupa. Nijedna vrednost nije

statisticki znacCajna (Tabela 27).
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H BCC & kontrole
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20
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0
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Slika 37: Procentualna zastupljenost
genotipova u ispitivanim grupama

Tabela 27: Polimorfizam u genu za TNF-alpha i rizik za nastanak
bazocelularnog karcinoma - crude Odds Ratio

Gen/Genotip BCK K Crude OR p
N % N % (95% CI)

< o GG 29 58.0 39 65.0 1.00 Ref.
E. g GA 21 42.0 21 35.0 1.34(0.62-2.91) 0.452
cé % AA / 0.0 / 0.0 0.00(0.00-0.00) 1.000

&
GA+AA 21 42.0 21 35.0 1.34(0.62-291) 0.452
Aleli

G 79 79.0 99 82.5 1.00 Ref.

A 21 21.0 21 17.5 1.25(0.64-2.46) 0.512

N-broj ispitanika, K-kontrolna grupa, OR-Odds Ratio, CI-Confidence Interval (interval poverenja),
p-probability (verovatnoca)
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Ako u analizu uklju¢imo podatke o ispitanicima vezane za njihove godine,
pol, konzumiranje cigareta i alkohola i izraCunamo tzv. Adjusted OR (Tabela 28),
vidimo da heterozigoti GA genotipa imaju 1.51 puta veci rizik za oboljevanje od

BCK-a u poredenju sa wild type homozigotima, GG genotipa.

Tabela 28: Polimorfizam u genu za TNF-alpha i rizik za nastanak
bazocelularnog karcinoma - Adjusted Odds Ratio

BCK K Adjusted OR
Gen/Genotip N % N % (95% CI)
GG 29 58.0 39 65.0 1.00 Ref.

g3
E. g GA 21 42.0 21 35.0 1.51(0.66-3.45) 0.326
=
=2 M /00 /00 0.00(0.00-0.00) 1.000
=

S GA+AA 21 420 21 350 1.51(0.66-3.45) 0.326

N-broj ispitanika, K-kontrolna grupa, OR-Odds Ratio, CI-Confidence Interval (interval poverenja),
p-probability (verovatnoca)

4.4.2. Analiza polimorfizma u genu za TNF-R1

Tabela 29: Distribucija ucestalosti genotipova i alela u ispitivanim grupama
u analizi polimorfizma gena za TNF-R1

Gen/SNP Genotip BCK K X2 p

N N
AA 19 21

2.88 0.237
- % AG 29 31
= @ GG 2 8

~
=N Aleli

- L A 67 73 0.65 0.343

G 33 47

N-broj ispitanika, K-kontrolna grupa, y2-hi-kvadrat vrednost, p-Pirsonov (Pearson’s) koeficijent

U Tabeli 29 prikazane su ucestalosti genotipova i alela u grupi ispitanika
oboloelih od BCK-a i u kontrolnoj grupi, za polimorfizam u egzonu 1, na poziciji

+36 gena za TNF-R1. Analiza ucestalosti genotipova je pokazala da je u grupi
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pacijenata najzastupljeniji AG genotip sa 58%, potom wt homozigot, AA sa 38%, a
onda i mutirani homozigot, GG sa 4%. U kontrolnoj grupi redosled genotipova
prema zastupljenosti je isti kao i u grupi pacijenata, sa vrednostima: AG genotip
51.6 %, AA genotip 35%, GG genotip sa 13.4%. Ucestalost mutiranog homozigota je

veca u kontrolnoj grupi, ali nema statisticki znacajne razlike (Tabela 30, Slika 38).

100 H BCC M kontrole

_)
o o o

% zastupljenost

o

AA AG GG

Slika 38: Procentualna zastupljenost
genotipova u ispitivanim grupama

Na osnovu ucestalosti genotipova izraCunate su i ucestalosti alela, A (wild
type) i mutiranog G alela. Razlike u njihovim ucestalostima u dve ispitivane grupe

nisu statisticki znacajne (X2=0.65, p=0.343), Tabela 29.

U cilju utvrdivanja postojanja asocijacije izmedu odredenog genotipa gena
za TNF-R1 i rizika za razvoj BCK-a, raCunat je Crude Odds Ratio logistiCkom
regresionom analizom (Tabela 30). Rezultati prikazani u Tabeli 30 ukazuju da alel
G ispoljava 1,3 puta manji rizik za oboljevanje od BCK-a u odnosu na alel A
(OR=0.76, 95%CI=0.44-1.33), ali ta vrednost nije statisticki znacajna. Takode,
heterozigoti AG genotipa ne iskazuju rizik za nastanak BCK-a, dok mutirani

homozigoti genotipa GG pokazuju ¢ak 3.7 puta manji rizik za oboljevanje od BCK-a
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(OR=0.27, 95%CI=0.05-1.47), Tabela 30. Medutim, kada u logisticku regresionu
analizu uklju¢imo godine, pol i podatke vezane za konzumiranje alkohola i cigerata
ispitanika, dobijamo Adjusted OR (Tabela 31), koji pokazuje da je rizik za
oboljevanje od BCK-a 1.32 puta veci kod heterozigota AG genotipa u odnosu na AA

genotip, dok se vrednost za GG genotip nije znacajno promenila.

Tabela 30: Polimorfizam u genu za TNF-R1 i rizik za nastanak
bazocelularnog karcinoma - crude Odds Ratio

BCK K Crude OR (95%
Gen/Genotip N % N % CI) P

" AA 19 38.0 21 35.0 1.00 Ref.
E,‘ E AG 29 58.0 31 51.6 1.03 (0.46-2.30) 0.920
E E GG 2 4.0 8 13.4 0.27 (0.05-1.47) 0.110*
= AG+GG 31 62.0 39 65.0 0.88(0.40-1.91) 0.740

Aleli
A 67 67.0 73 60.8 1.00 Ref.
G 33 33.0 47 39.2 0.76 (0.44-1.33) 0.343

N-broj ispitanika, K-kontrolna grupa, OR-Odds Ratio, CI-Confidence Interval (interval poverenja),
p-probability (verovatnoca), *-Fisher Exact Probability Test

Tabela 31: Polimorfizam u genu za TNF-R1 i rizik za nastanak
bazocelularnog karcinoma - Adjusted Odds Ratio

BCK K Adjusted OR
Gen/Genotip N % N % (95% CI) P
AA 19 380 21 350 1.00 Ref.
= g AG 29 580 31 516 132(056-3.12) 0.526
E Y GG 2 40 8 134 0.28(0.05-1.57) 0.149*
T OAGHG g3y g 39 650 1.06(0.46-2.42) 0.887

G

N-broj ispitanika, K-kontrolna grupa, OR-Odds Ratio, CI-Confidence Interval (interval poverenja),
p-probability (verovatnoca), *-Fisher Exact Probability Test
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4.4.3. Analiza polimorfizma u genu za TNF-R2

Analizom polimorfizama u egzonu 6, na poziciji +676 gena za TNF-R2

dobijene su distribucije ucestalosti genotipova i alela, prikazane u Tabeli 32

Tabela 32: Distribucija ucestalosti genotipova i alela u ispitivanim grupama
u analizi polimorfizma gena za TNF-R2

Gen/SNP Genotip BCK K X2 p
N
) > 13.61 0.001*
“ § TG 25 : :
& GG 3
= 3 Aleli
=
2 T 89 5.72 0.011*
G 31

N-broj ispitanika, K-kontrolna grupa, x2-hi-kvadrat vrednost, p-Pirsonov (Pearson’s) koeficijent,
* - statisticka znacajnost (p<0.05)

Najzastupljeniji genotip u grupi ispitanika obolelih od BCK-a je heterozigot,

TG sa 76%, a za njim homozigot wild type sa 20% i na kraju mutirani homozigot,

100
HBCC W kontrole

80 76

% zastupljenost
S S

5

TT TG GG

Slika 39: Procentualna zastupljenost
genotipova u ispitivanim grupama

GG 4%. U  kontrolnoj grupi
najzastupljeniji je wt homozigot sa
53.4%, zatim heterozigot sa 41.6%, a
onda i GG genotip sa 5% (Slika 39). 1z
ovih vrednosti izracunate su i ucestalosti
alela u obe analizirane grupe (Tabela 32,
Slika 40). Hi-kvadrat testom je utvrdeno
da postoji statisticki znacajna razlika u
distribuciji ucCestalosti ispitivanih
genotipova (x2=13.61, p=0.001) i alela
(x2=5.72, p=0.011), Tabela 32, izmedu
grupe pacijenata sa bazocelularnim
karcinomom i kontrolne grupe u genu za

TNF-R2.
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a

b

Slika 40: Procentualna zastupljenost alela TNF-R2 gena
u grupi ispitanika i kontrolnoj grupi a) uzorci b) kontrole

Tabela 33: Polimorfizam u genu za TNF-RZ2 i rizik za nastanak

bazocelularnog karcinoma - crude Odds Ratio

BCK Crude OR
Gen/Genotip N % N % (95% CI) P
N TT 10 200 32 534 1.00 Ref.
23 TG 38 760 25 416 4.86(2.03-11.62) «<0.001"
m \©
z S GG 2 40 3 50 213(0.31-1462) 0.379°
7]
" TG+GG 40 80.0 28  46.6 4.57(1.94-10.79) <0.001*
Aleli
T 58 580 89 742 1.00 Ref.
G 42 420 31 258 2.08(L17-3.67) 0.011"

N-broj ispitanika, K-kontrolna grupa, OR-Odds Ratio, CI-Confidence Interval (interval poverenja), p-
probability (verovatnoca), * -Fisher Exact Probability Test, *-statisticka znacajnost (p<0.05)

Rezultati dati u Tabeli 33 pokazuju da alel G nosi ¢ak 2.08 puta veci rizik za

oboljevanje od BCK-a nego wild type alel T (OR=2.08, 95%CI=1.17-3.67) i ova

vrednost je statisticki znacajna, p<0.05 i iznosi p=0.011. Najveci rizik za oboljevanje

od BCK-a imaju heterozigotne osobe genotipa TG, ¢ak 4.86 puta veci u poredenju

sa wild type homozigotima TT (OR=4.86, 95%CI=2.03-11.62). Ova vrednost

pokazuje statisticku znacajnost manjuiod 0.01, Tabela 33.

91



Rezultati

Tabela 34: Polimorfizam u genu za TNF-RZ i rizik za nastanak
bazocelularnog karcinoma - Adjusted Odds Ratio

BCK K Adjusted OR
Gen/Genotip N % N % (95% CI)

. TT 10 20.0 32 534 1.00 Ref.
2o TG 38 760 25 416 628(2.43-16.25) 0.000"
E é GG 2 40 3 50 226(031-1655) 0.422'

%

TG+GG 40  80.0 28 46.6 5.76.2.27-14.63) 0.000"

N-broj ispitanika, K-kontrolna grupa, OR-Odds Ratio, CI-Confidence Interval (interval poverenja),
p-probability (verovatnoca), * -Fisher Exact Probability Test, *-statisticka znacajnost (p<0.05)

Nakon izracunavanja Adjusted OR (Tabela 34), kada se u analizu ukljuce
podaci o godinama ispitanika, njihovom polu i konzumaciji alkohola i cigareta, rizik
za oboljevanje od BCK-a se joS dodatno povecava. Heterozigoti imaju c¢ak 6.28 puta
veci rizik za oboljevanje od ovog tipa karcinoma u odnosu na osobe sa wild type

genotipom, a kod mutiranih homozigota ovaj rizik jeste uvecan, ali neznatno.

4.4.4. Analiza polimorfizma u genu za MMP-9

U Tabeli 35 prikazane su ucCestalosti genotipova i alela u grupi ispitanika
oboloelih od BCK-a i u kontrolnoj grupi, koji su posledica C/T supstitucije na
poziciji -1562 promotorskog regiona gena za MMP-9. Najzastupljeniji genotip u
obe ispitivane grupe je wild type homozigot, CC sa 81.4% u kontrolnoj i 72.9% u
grupi ispitanika, potom sledi heterozigot genotipa CT sa 15.7% u kontrolnoj i
27.1% u grupi ispitanika sa BCK-om, dok mutirani homozigot u grupi ispitanika
izostaje, a u kontrolnoj je zastupljen sa 2.9% (Slika 41). Hi-kvadrat testom je
utvrdeno da nema statisticki znacajne razlike u distribuciji ucestalosti analiziranih

genotipova (x2=1.46, p=0.227), Tabela 35.
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Tabela 35: Distribucija ucestalosti genotipova i alela u ispitivanim grupama
u analizi polimorfizma gena za TNF-R2

Gen/SNP Genotip BCC K X2 p
N N
cC 51 57
S
2 & TT / 2
= X Aleli
= o
4 C 121 125 0.30 0.462
T 19 15

N-broj ispitanika, K-kontrolna grupa, x2-hi-kvadrat vrednost, p-Pirsonov (Pearson’s) koeficijent

U tabeli 35 prikazane su i ucestalosti alela, izracunate na osnovu ucestalosti

genotipova. Ova vrednost nije statisticki znacajna (x2=0.30, p=0.462).
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Slika 41: Procentualna zastupljenost
genotipova u ispitivanim grupama

Rezultati prikazani u Tabeli 36 ukazuju da alel T ispoljava 1.31 puta veci
rizik za oboljevanje od BCK-a u odnosu na alel C (OR=1.31, 95%CI=0.63-2.69), ali
ta vrednost nije statisticki znacCajna. Takode, heterozigoti CT genotipa iskazuju 1.93

puta veci rizik za oboljevanje od BCK-a (OR=1.93, 95%CI=0.84-4.44), Tabela 36.
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Tabela 36: Polimorfizam u genu za MMP-9 i rizik za nastanak
bazocelularnog karcinoma - crude Odds Ratio

BCK K Crude OR
Gen/Genotip N % N % (95% CI) P
CC 51 72.9 57 81.4 1.00 Ref.
23 cT 19 271 11 157 1.93(0.84-444) 0.118
=g TT /00 2 29 0.00(0.00-0.00) 0285
cé CT+TT 19 27.1 13 18.6 1.63(0.73-3.64) 0.227
Aleli
C 121 864 125 89.3 1.00 Ref.
T 19 13.6 15 10.7 1.31(0.63-2.69) 0.462

N-broj ispitanika, K-kontrolna grupa, OR-Odds Ratio, CI-Confidence Interval (interval poverenja),
p-probability (verovatnoca), * -Fisher Exact Probability Test

Rezultat logistiCke regresione analize sa ukljuCenim podacima o
ispitanicima o konzumaciji alkohola i cigaretama, Adjusted OR, njihovim godinama i
polu pokazuje neznatno smanjenje rizika za oboljevanje od BCK-a u odnosu na

Crude OR (Tabela 37).

Tabela 37: Polimorfizam u genu za MMP-9 i rizik za nastanak
bazocelularnog karcinoma - Adjusted Odds Ratio

BCK K Adjusted OR p
Gen/Genotip N % N % (95% CI)
CcC 51 729 57 81.4 1.00 Ref.
o E CT 19 2741 11 15.7 1.81(0.76-4.29) 0.177
% % TT / 0.0 2 29 0.00(0.00-0.00)  0.999
7]
= CT+TT 19 2741 13 18.6 1.60(0.70-3.67)  0.269

N-broj ispitanika, K-kontrolna grupa, OR-Odds Ratio, CI-Confidence Interval (interval poverenja),
p-probability (verovatnoca)
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4.4.5. Analiza polimorfizma u genu za survivin

Mutacija u promotorskom regionu na poziciji -31 gena za survivin dovodi
do supstitucije citozina guaninom. Kao posledica te supstitucije u populaciji se
mogu naci osobe sa tri razliCita genotipa: CC (wild type), GC heterozigot i GG

mutirani homozigot.

Raspodela genotipova po ispitivanim grupama je slede¢a: u grupi obolelih
od bazocelularnog karcinoma od ukupno 70 ispitanika 9 ima CC genotip (13%), GC
genotip 25 ispitanika (36%), 36 ima GG genotip (51%). U kontrolnoj grupi od
takode 70 ispitanika, 8 ima CC genotip (11%), 34 GC genotip (49%) i 28 ima GG
genotip (40%), Tabela 38, Slika 42.

Na osnovu ucestalosti genotipova izra¢unate su i ucestalosti alela C i G gena
za survivin i njihove vrednosti su: za alel C 35.7% u kontrolnoj i 30.7% u grupi

ispitanika oboleloj od BCK-a, za mutirani alel G, 64.3% i 69.3% respektivno.

Tabela 38: Distribucija ucestalosti genotipova i alela u ispitivanim grupama
u analizi polimorfizma gena za survivin

Gen/SNP Genotip BCK K X2 p
N N
cC 9 8
- GC 25 34 2.43 0.150
s
S g GG 36 28
2 Aleli
Z
72)
— ¢ 43 >0 0.58 0.374
G 97 90

N-broj ispitanika, K-kontrolna grupa, yx2-hi-kvadrat vrednost, p-Pirsonov (Pearson’s) koeficijent

Hi-kvadrat testom je utvrdeno da nema statisticki znacajnih razlika
(p>0,05) u ucestalostima ispitivanih alela i genotipova gena za survivin medu

ispitivanim grupama (Tabela 38).
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Slika 42: Procentualna zastupljenost
genotipova u ispitivanim grupama

U cilju ispitivanja postojanja asocijacije izmedu odredenog genotipa i rizika

za razvoj BCK-a, racunat je Crude Odds Ratio logistickom regresionom analizom

(Tabela 39).
Tabela 39: Polimorfizam u genu za survivin i rizik za nastanak
bazocelularnog karcinoma - crude Odds Ratio
BCK K Crude OR

Gen/Genotip N % N % (95% CI) P

CcC 9 12.9 8 114 0.87(0.30-2.56)  0.807
- E GC 25 35.7 34 486 0.57(0.28-1.17)  0.125
:é § GG 36 51.4 28  40.0 1.00 Ref.
c% ?’ CC+GC 34 48.6 42 60.0 0.63(0.32-1.23) 0.175

Aleli
C 43 30.7 50 35.7 0.79(0.48-1.31) 0.374
G 97 69.3 90 64.3 1.00 Ref.

N-broj ispitanika, K-kontrolna grupa, OR-0Odds Ratio, CI-Confidence Interval (interval poverenja),

p-probability (verovatnoca)

96



Rezultati

Tabela 40: Polimorfizam u genu za survivin i rizik za nastanak
bazocelularnog karcinoma - Adjusted Odds Ratio

BCK K Adjusted OR
Gen/Genotip N % N % (95% CI) P
CC 9 12.9 8 11.4 0.73 (0.24-2.28) 0.591
_3 G 25 357 34 486 0.46(0.21-0.99) 0.047"
E § GG 36 51.4 28 40.0 1.00 Ref.
E % CC+CG 34 48.6 42 60.0 0.55(0.27-1.13) 0.102

N-broj ispitanika, K-kontrolna grupa, OR-Odds Ratio, CI-Confidence Interval (interval poverenja),
p-probability (verovatnoca), *-statisticka znacajnost (p<0.05)

Na osnovu rezultata iz Tabele 39 se vidi da nosioci alela C imaju 1.26 puta
manji rizik za oboljevanje od bazocelularnog karcinoma u odnosu na G alel
(OR=0.79, 95%CI=0.48-1.31). Genotipovi CC i CG takode imaju manji rizik
oboljevanja od BCK-a u odnosu na GG genotip, ali vrednosti nisu statisticki
znacajne. Medutim, Adjusted Odds Ratio kombinovan sa podacima o godinama,
polu, konzumiranju alkohola i puSenju pokazao statisticki znac¢ajan smanjen rizik
za oboljevanje od BCK-a kod heterozigota CG u odnosu na homozigote GG

(OR=0.46, 95%CI=0.21-0.99, p=0.047), Tabela 40.

4.4.6. Analiza polimorfizma u TP53 genu

Kodon 47 u okviru egzona 4 kodira prolin (CCG) kod wild type varijante, ali
kod malog broja ljudi, usled mutacije C/T, moZe da kodira i serin (TCG). Ser47
varijanta u populacijama je vrlo retka. U nasem uzorku populacije pokazalo se da
ova varijanta u potpunosti izostaje u obe ispitivane grupe, odnosno da se u nasoj
populaciji srecu samo wild type homozigoti sa 100% u obe analizirane grupe. Kao
posledica toga, ne postoji statisticki znacajna razlika u ucestalostima genotipova i

alelela u grupi ispitanika u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 41, Slika 43).

97



Rezultati

Tabela 41: Distribucija ucestalosti genotipova i alela u ispitivanim grupama

u analizi polimorfizma Pro47Ser TP53 gena

Gen/SNP Genotip BCK K X P

N N
cc 70 70

] o / / 0.00 1.000
o 9 TT / /

e E Aleli

A C 140 140 0.00 1.000

T / /

N-broj ispitanika, K-kontrolna grupa, x?-hi-kvadrat vrednost, p-Pirsonov (Pearson’s) koeficijent

100

70 70

% zastupljenost
-~
)

CcC

E BCC  kontrole 100 EBCC & Kkontrole

79

% zastupljenost
N o
=) =)

N
(=}

CT TT
A1/A1 A1/A2 A2/A2

TP53PIN3 Ins 16bp

Slika 43: Procentualna zastupljenost genotipova u ispitivanim grupama za polimorfizam

Pro47Ser (levo) i TP53PIN3 Ins 16bp (desno)

U Tabeli 42 prikazani su rezultati polimorfizma TP53PIN3 Ins 16bp, u

intronu 3 TP53 gena, insercije 16bp. U odsustvu insercije, genotip je A1/A1. Ako je

na jednom alelu prisutna insercija, a na drugom nije genotip je A1/A2, dok se

prisustvo insercije na oba alela oznacava kao A2/A2 genotip. U grupi ispitanika

obolelih od BCK-a najzastupljeniji su homozigoti bez pomenute insercije (A1/A1),

sa 62.9%, a za njima heterozigoti sa 35.7%. Svega 1.4% Cine homozigoti sa
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insercijom od 16bp na oba alela. U kontrolnoj grupi takode su najzastupljeniji
homozigoti bez insercije, ali je njihova ucestalost ovde veca i iznosi 78.6%, slede
heterozigoti sa manjom zastupljenoS¢u u odnosu na prethodnu grupu sa 18.6% i
na kraju homozigoti sa insercijom, 2.8%. Hi-kvadrat test je pokazao da medu
uCestalostima genotipova postoji statisticki znacajna razlika (x2=6.30, p=0.043),

dok nije uocena (p>0.05) pri analizi ucestalosti alela (Tabela 42).

Tabela 42: Distribucija ucestalosti genotipova i alela u ispitivanim grupama
u analizi polimorfizma PIN3 Ins 16bp TP53 gena

BCK K

Gen/SNP Genotip x? p
N N
A1/A1 44 55
N A1/A2 25 13 6.30 0.043"
n @ A2/A2 1 2
FEE
E Q@ Aleli
i
2 Al 113 123 2.18 0.100
A2 27 17

N-broj ispitanika, K-kontrolna grupa, x2-hi-kvadrat vrednost, p-Pirsonov (Pearson’s) koeficijent,
*- statisticka znacajnost

Tabela 43 prikazuje rezultate logistiCke regresione analize koja je radena u
cilju ispitivanja postojanja asocijacije izmedu odredenog genotipa i rizika za razvoj
BCK-a, racunat je Crude Odds Ratio, za polimorfizam PIN3 Ins 16bp TP53 gena. Za
Pro47Ser polimorfizam ova analiza nije radena, jer je u obe ispitivane grupe
prisutan samo wild type homozigot. Ova analiza je pokazala da prisustvo insercije
od 16bp u ovom polimorfizmu, nosi 1.73 puta veci rizik za oboljevanje od BCK-a, u
odnosu na alel bez ove insercije, ova vrednost nije statisticki znacajna, ali je veoma
blizu znacajnosti (Tabela 43). Heterozigoti nose c¢ak 2.40 puta vedéi rizik za
oboljevanje od BCK-a u poredenju sa homozigotima bez insercije (OR=2.40,
95%CI=1.10-5.24), kao i udruZeni heterozigoti sa homozigotima sa insercijom
(OR=2.16, 95%CI=1.02-4.58), Tabela 43. Ove vrednosti su statisticki znacajne
(p=0.0251i p=0.041).
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Tabela 43: Polimorfizam PIN3 Ins 16bp u TP53 genu i rizik za nastanak
bazocelularnog karcinoma - crude Odds Ratio

BCK K Crude OR
Gen/Genotip N % N % (95% CI) P
Al1/A1 44 62.9 55 78.6 1.00 Ref.
AN
© A1/A2 25 35.7 13 186 2.40(1.10-5.24) 0.027*
S
& 'é A2/A2 1 1.4 2 28 063(0.05-7.12) 0.588"
i
s A1/A2 ) "
A2/A2 26 37.1 15 214 2.16(1.02-4.58) 0.041
Aleli
Al 113 80.7 123 879 1.00 Ref.
A2 27 19.3 17 121  1.73(0.90-3.34) 0.069

N-broj ispitanika, K-kontrolna grupa, OR-Odds Ratio, CI-Confidence Interval (interval poverenja),
p-probability (verovatnoca), *-Fisher Exact Probability Test, **-statisticka znacajnost

Adjusted Odds Ratio, prikazan u Tabeli 44, pokazuje da kada u analizu

uklju¢imo podatke o godinama, polu, konzumaciji alkohola i cigareta, rizik za

oboljevanje od BCK-a je manji nego u analizi Crude OR.

Tabela 44: Polimorfizam u genu za survivin i rizik za nastanak
bazocelularnog karcinoma - Adjusted Odds Ratio

BCK K Adjusted OR p

Gen/Genotip N % N % (95% CI)
A1/A1 44 629 55  78.6 1.00 Ref.
g A1/A2 25 357 13 186 2.00(0.87-457)  0.100
S% E A2/A2 1 14 2 28 0.99(0.08-12.04) 0.999
= “X{f‘f{ 26 371 15 214 1.89(0.85-419) 0.118

N-broj ispitanika, K-kontrolna grupa, OR-Odds Ratio, CI-Confidence Interval (interval poverenja),

p-probability (verovatnoca)
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Diskusija

Bazocelularni karcinom predstavlja najces¢i oblik karcinoma koze kod ljudi
i njegova ucestalost je u konstantnom porastu. Veoma retko metastazira, ali
invazijom okolnih tkiva moZe da dovede do njihovog oStecenja. Rizik za nastanak
bazocelularnog karcinoma povezan je sa mnogim endogenim i egzogenim
faktorima, ali UV zracenje se izdvaja kao najznacajniji etioloski faktor za nastanak
BCK-a. Zbog toga se ovaj karcinom najceS¢e pojavljuje na kozi koja je izloZena
Suncu, posebno u regionu glave i vrata, a nesto rede na trupu i ekstremitetima.
TaCan mehanizam nastanka bazocelularnog karcinoma koZe nije u potpunosti
razjaSnjen, ali se pretpostavlja da postoji geneticka predispozicija u sprezi sa
faktorima sredine. Verovatnoca razvijanja ovog karcinoma raste sa godinama

Zivota.

U ovoj doktorskoj disertaciji analizirana je asocijacija nekoliko
polimorfizama u razliitim genima sa rizikom za nastanak bazocelularnog
karcinoma. Uvidom u dostupnu literaturu, nisu pronadeni podaci o slicnim
analizama za naSu populaciju, a vrlo su oskudni i podaci o asocijaciji ovih

polimorfizama sa bazocelularnim karcinomom u drugim svetskim populacijama.
5.1. Polimorfizam u genu za TNF-alpha, rs1800629

Citokini su mali sekretorni proteini ili proteini koji se vezuju za membranu i
njihova je uloga u regulaciji imuniteta, posredovanju tokom inflamacije ili u
hematopoezi. Multifunkcionalni citokin faktor nekroze tumora alfa (TNF-alpha)
igra znacajnu ulogu u patogenezi inflamatornih, autoimunih i malignih oboljenja.
Ima Sirok spektar aktivnosti, ukljuCuju¢i anti-kancerogene i pro-kancerogene
efekte. Produkovan od strane makrofaga, TNF-alpha ima vaznu ulogu u regulaciji
imunog odgovora i njegova povecana sekrecija nakon povrede indukuje citokinsku
kaskadu koja rezultuje u aktivaciji, proliferaciji i hipertrofiji mononukleusnih i
fagocitnih Celija. Ovakav sled dogadaja impliciran je u patogenezu i progresiju

odredenih maligniteta.

UVB zracenje na koZi izaziva imunosupresiju koja moZe dovesti do razvoja
karcinoma koZe. Mehanizam te imunomodulacije josS uvek nije u potpunosti

razjasnjen, ali se pretpostavlja da TNF-alpha ima centralnu ulogu u tom procesu
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(Skov i sar., 2003). Pored toga Sto UVB zracenje indukuje oslobadanje TNF-alpha
(Skov i sar., 1998), pokazano je i da samo ubrizgavanje TNF-alpha u koZu misa
izaziva imunosupresivne efekte slicne onim izazvanim UVB zracCenjem. Takode je
pokazano da ovi negativni efekti na koZu miSa mogu biti blokirani TNF-alpha
antitelima (Kurimoto i Streilein, 1992; Hajeer i Hutchinson, 2000). S obzirom da je
poznato da je UVB zracenje jedan od glavnih etioloSkih faktora u nastanku
bazocelularnog karcinoma, delimi¢no i preko povecanja koncentracije TNF-alpha,
nasa studija imala je za cilj da ispita asocijaciju funkcionalnog polimorfizma u genu

za TNF-alpha sa razvojem bazocelularnog karcinoma.

Najinteresantnija zapaZanja ticu se polimorfizama u promotorskom regionu
za koje je pokazano da su odgovorni za povecanu transkripciju TNF-alpha gena
(Magalhaes i sar., 2010), u koje spada i SNP na poziciji -308. Ovaj polimorfizam
povezan je sa velikom podloZznoS¢u razli¢itim karcinomima: oralnom
skvamocelularnom karcinomu (Liu i sar, 2005; Gupta i sar, 2008),
nazofaringealnom karcinomu (Sousa i sar., 2011), karcinomu Zeluca (Lu PH i sar.,
2010) itd. Guanin na poziciji -308 definiSe TNF1 (G) alel, a adenin, manje
zastupljen, TNF2 (A) alel koji je povezan sa visokom ekspresijom TNF-alpha
(Bouma i sar., 1996; Louis i sar., 1998). DosadaSnja populaciona istrazivanja su
pokazala da je oko 60-70% zdrave populacije Kavkazijanaca G/G genotipa za TNF-
alpha, 30-40% su heterozigotne osobe G/A genotipa, a 1.5-3% su A/A homozigoti
(Demeter i sar., 1997; Lauten i sar., 2002). G/G genotip je dominantan u mnogim
populacijama, ali njegove ucestalosti dosta variraju: Velika Britanija 52%
(Kirkpatrick i sar., 2004), Indija 91% (Kohar i sar.2007), Svajcarska 83.3%
(Ivanson i sar., 2008), Meksiko 94.5% (Zuniga i sar., 2001), Kina 90.8% (Liu i sar.,
2010).

U nasoj studiji u grupi obolelih od bazocelularnog karcinoma ucestalost
genotipa G/G bila je 58%, G/A genotipa 42%, dok uopste nije zabeleZeno prisustvo
osoba sa A/A genotipom. U kontrolnoj grupi 65% ispitanika bilo je sa G/G
genotipom, 35% sa G/A genotipom, a takode su izostali mutirani homozigoti.
Distribucija genotipova i alela u naSoj studijskoj grupi je u saglasnosti sa

dostupnim literaturnim podacima za populaciju Kavkazijanaca. Nasi rezultati nisu
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ukazali na postojanje znacajne razlike medu ispitivanim grupama, ali je pokazano
da nosioci alela A (osobe genotipa G/A i A/A) imaju blago povecan rizik (1.34) za

nastanak bazocelularnog karcinoma u odnosu na osobe sa G/G genotipom.

[ako naSom studijom nije utvrdena znacajna povezanost proucavanog
polimorfizma TNF-alpha gena sa nastankom bazocelularnog karcinoma, treba

napomenuti da su ovakvi rezultati u skladu sa podacima iz dostupne literature

ey, o |
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=
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-

Slika 44: Ucestalost genotipova u analizi polimorfizma rs1800629 gena za TNF-alpha
u razli¢itim delovima sveta; A/A narandZasto, G/A zeleno, G/G plavo obojeno; prvi red
CEU se odnosi na Evropski kontinent

preuzeto: http://www.snpedia.com/index.php/Rs1800629

(Slika 44), i gotovo su identic¢ni rezultatima dosadaSnjih istraZivanja za Evropski
kontinent. Na Slici 44 se uocava da u udaljenijim populacijama sveta, u Japanu, Kini,
Meksiku, itd. takode nije zabeleZeno prisustvo genotipa A/A, ali su distribucije G/A
i G/G genotipa drugacije od rezultata naSe studije. JoS od vremena kada je ovaj
polimorfizam prvi put opisan (Wilson i sar., 1992) do danas, utvrdeno je da je G
alel zastupljeniji, Sto je slucaj i sa naSom populacijom, odnosno prisutan je sa 79%
u grupi pacijenata sa BCK-om i 82.5% u kontrolnoj grupi. Studija Skov i sar. (2003),
kojom je ispitivana povezanost polimorfizma u genu za TNF-alpha na poziciji -308 i
koncentracija oslobodenog TNF-alpha sa razvojem BCK-a, je pokazala odsustvo
asocijacije ovog polimorfizma i BCK-a u populaciji Kavkazijanaca, ali da je
bazocelularni karcinom povezan sa poveéanom Koncentracijom ovog citokina.

Pored navedenog, u istoimenoj studiji je ispitivana povezanost ovog polimorfizma i
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sklonost ka UVB indukovanoj imunosupresiji kod zdravih osoba (volontera) gde je
takode zabeleZeno odsustvo asocijacije. Interesantno je da su Hajeer i sar. (2000),
grupu pacijenata obolelih od BCK-a podelili u 4 grupe: (1) sa samo jednim BCK-om,
(2) sa 2-5 BCK-a, (3) 6-10 BCK-a i (4) pacijenti sa viSe od 10 BCK-a i nisu pronasli
povezanost sa navedenim polimorfizmom i rizikom za nastanak BCK-a, ali je
utvrdena asocijacija izmedu mikrosatelitskih polimorfizama i bazocelularnog
karcinoma koze, kao i da su osobe sa ve¢im brojem BCK-a bile GG genotipa. Sli¢cna
studija, Ramachandran i sar. (2001), pokazala je da su osobe sa ve¢im brojem BCK-
a bile uglavnom GG genotipa i te vrednosti su bile statisticki znacajne. To ih je
navelo na zakljucak da pacijenti koji su imali barem jedan BCK nose povecan rizik
za nastanak novih BCK-a i da je TNF-alpha izuzetno vaZan medijator u razvoju
BCK-a i kao takav opravdava sva buduca istraZivanja. Jos ranije, Kahn i sar. (1998)
su zakljucili da pacijenti sa istorijom nekog od nemelanomskih karcinoma koze

imaju povecan rizik za nastanak nekih drugih maligniteta, posebno limfoma.

Cilj studije Gambichler-a i saradnika (2006) bio je da se ispita nivo
ekspresije iRNK TNF-alpha u delovima koZe sa lezijama i bez lezija kod pacijenata
sa bazocelularnim karcinomom, kao i u kontrolnoj grupi i nisu pronadene
povezanosti, odnosno razlike u delovima koZe sa lezijama, odnosno bez njih i
poredenju sa kontrolnom grupom. Nedavno sprovedena studija Rizzato i saradnika
(2011), koji su ispitivali povezanost polimorfizma TNF-alpha -308 sa rizikom za
razvoj BCK-a utvrdila je da postoji asocijacija, ali u zavisnosti od stepena
izloZenosti koZe Sun¢evom zracenju. U grupi osoba koje su imale opekotine na koZi
od Sunca, zdruZeni genotipovi G/A i A/A pokazuju cak 2.4 puta vedi rizik za
nastanak BCK-a u poredenju sa homozigotima G/G. U drugoj grupi, sa manjom
izloZenosti koZe Suncevom zracenju, taj rizik je manji i iznosi 1.18 puta, dok u
trecoj grupi pacijenata koji svoju kozu nisu izlagali suncevom zracenju u vecoj meri
imaju ¢ak 1.1 puta manji rizik za oboljevanje od ovog tipa karcinoma. Sa druge
strane, Marleen i saradnici (2011) nisu nasli asocijaciju TNF-308 polimorfizma sa
nemelanomskim karcinomima koZe, a dobijene ucestalosti genotipova su vrlo
slicne ucestalostima dobijenim u nasoj studiji. U navedenom istraZivanju, osobe sa

AA genotipom su zastupljene sa 1.9% u grupi pacijenata i 2.7% u kontrolnoj, dok
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kod nas u potpunosti izostaju. Medutim, u ranije sprovedenim studijama je
utvrdeno postojanje asocijacije navedenog polimorfizma i skvamocelularnog
karcinoma oralne regije. Tako u okviru Azijske populacije, na Tajvanu, kod
pacijenata le¢enih od oralnog skvamocelularnog karcinoma (OSCK) dobijeni su
prvi podaci o vezi izmedu polimorfizma TNF-alpha -308 i rizika za nastanak OSCK.
Uporedna studija asocijacije Vairaktaris-a i sar. (2008), na belcima nemacke i grc¢ke
nacionalnosti, tokom koje su ispitane potencijalne interakcije izmedu sedam
polimorfizama u genima za citokine i njihov kombinovani efekat na OSC
kancerogenezu je pokazala da u svim modelima TNF-alpha ima jako bitan

doprinos.

Studija Magalhaes i saradnika (2010) na Brazilskoj populaciji ispitivala je
asocijaciju ovog polimorfizma sa rizikom za razvoj psorijaze, jer je ta veza
prethodno u nekim populacijama uocena (Kavkazijanci), dok u drugima nije (u
Azijskoj populaciji). Poznato je da je psorijaza kozno inflamatorno oboljenje sa vrlo
sloZzenom imunoloskom osnovom, koja ukljuCuje hiperproliferaciju keratinocita i
aberantnu diferencijaciju epidermisa i kao takva je u interakciji sa mnogim
proinflamatornim citokinima pa i TNF-alpha. Rezultati navedene studije su
pokazali da asocijacija ne postoji. Dobijene ucestalosti alela u pomenutoj studiji,
slicne su ucestalostima alela u nasSoj populaciji (u nasoj kontrolnoj grupi alel G
zastupljen je sa 82.5%, a u brazilskoj kontrolnoj grupi sa 87.9%, dok je ucCestalost

alela A iznosila u nasoj populaciji 17.5%, u brazilskoj 12.1%).

U literaturi postoji jako puno podataka o odsustvu asocijacije polimorfizma
TNF-alpha -308 sa mnogim bolestima i malignitetima, tako da naSa studija
apsolutno nije izuzetak. Na primer, nema statisticki znacajne asocijacije izmedu
TNF haplotipa i klinickog ishoda kod dece sa limfoblasnom leukemijom (Takeuchi i
sar.,, 2002). U studiji koja je ukljucivala 96 pacijenata sa karcinomom prostate,
polimorfizam u promotorskom regionu TNF gena, na poziciji -308 ne korelira sa
incidencom kancera (Wu i sar., 2004). Studija koja je obuhvatila stanovnike
Severne Evrope, ukazuje na nepostojanje asocijacije izmedu podloZnosti kanceru
dojke i polimorfizma -308 gena za TNF-alpha (Azmy i sar.2004). Ahirwar i

saradnici (2008) u Indiji istpitivali su doprinos polimorfizama u genima za IL4, IL6

106



Diskusija

i TNF (-308) riziku za razvoj karcinoma besike i utvrdili su izostanak asocijacije
izmedu prisustva TNF-308 A varijante gena i rizika od kancerogeneze. Ho i
saradnici (2006) nisu wuocili asocijaciju izmedu ovog polimorfizma i
nazofaringealnog karcinoma. Njihov zakljucak je bio da se alelske forme promotora
TNF-alfa gena ne mogu koristiti kao biomarkeri za podloZnost nazofaringealnom

karcinomu.

Sem ispitivanja TNF-alpha polimorfizma u tumorima glave i vrata brojne
studije su se bavile i povezanoS¢u ovog SNP-a sa raznim drugim malignitetima i
nemalignim oboljenjima, kao i razli¢itim klinickim parametrima kao Sto su uspeh
terapije, stopa preZivljavanja, period preZivljavanja bez progresije bolesti itd. Tako
su npr. Warzocha i saradnici (1998) ustanovili da je visoko produktivni alel -308
TNF alpha polimorfizma (A) povezan sa brZzim recidivom i progresijom kod
pacijenata sa Non Hockinovim limfomom. Prisustvo TNF2 alela (A/A homozigot) je
takode povezano sa povecanom susceptibilnos¢u i tezom klinickom slikom kod
oboljenja kao Sto su reumatoidni artritis, sistemski lupus eritematozus,
Alchajmerova bolest, cerebralna malarija, itd. (Oppenhim, 2001). Duarte i sar.
(2005) su utvrdili povezanost ovog polimorfizma i sa rizikom za invazivni kancer
cerviksa (IKC) i utvrdili su da je kod Zena nosilaca A alela ovaj rizik uvecan dva
puta. Povecan rizik za oboljevanje od hepatocelularnog karcinoma (Ho i sar.,
2004), kao i karcinoma bubrega (Bastiirk i sar., 2005) takode se mogu dovesti u

vezu sa ovim polimorfizmom u TNF-alpha genu.

U literaturi takode postoji jako puno podataka o odsustvu asocijacije
izmedu polimorfizma TNF-alpha -308 i razlic¢itih maligniteta, tako da nasa studija
ne predstavlja izuzetak. Na primer, nema statisticki znacajne asocijacije izmedu
TNF haplotipa i klinickog ishoda kod dece sa limfoblastnom leukemijom (Takeuchi
i sar.,, 2002). U studiji koja je ukljucivala 96 pacijenata sa karcinomom prostate,
polimorfizam u promotorskom regionu TNF gena, na poziciji -308 ne korelira sa
incidencom kancera (Wu i sar., 2004). Studija koja je obuhvatila stanovnike
Severne Evrope, ukazuje na nepostojanje asocijacije izmedu podloZnosti kanceru
dojke i polimorfizma -308 gena za TNF-alpha (Azmy i sar., 2004). Ahirwar i

saradnici (Indija) istpitivali su doprinos polimorfizama u genima za IL4, IL6 i TNF
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(-308) riziku za razvoj karcinoma besike i utvrdili su izostanak asocijacije izmedu
prisustva TNF-308 A varijante gena i rizika od kancerogeneze. Ho i saradnici nisu
uoCili asocijaciju izmedu ovog polimorfizma i nazofaringealnog karcinoma. Njihov
zakljucak je bio da se alelske forme promotora TNF-alfa gena ne mogu koristiti kao

biomarkeri za podloZnost nazofaringealnom karcinomu.

Na osnovu gore iznetih rezultata razlic¢itih studija asocijacije, jasno je da
polimorfizam - 308 G/A u genu za TNF-alpha moze uticati na rizik oboljevanja od
razlic¢itih tipova kancera. S obzirom da ovaj polimorfizam dovodi do povecane
transkripcije TNF gena, na ovaj nacin uvecana produkcija TNF-alpha svakako
indukuje potencijalno patoloske procese u organizmu. S obzirom da je glavni
sredinski faktor koji doprinosi patogenezi u sluc¢aju bazocelularnog karcinoma UV-
zraCenje, izvestan je kombinovani efekat genotipa i sredine u patogenezi ovog
karcinoma. Buduca istrazivanja na naSoj populaciji bi mogla da obuhvate i analizu
ekspresije TNF-alpha gena. Takode, bitno je prouciti i postojanje interakcije
izmedu gena, postojanje neravnoteze vezanosti i interakcije genotipa i sredinskih

faktora, kao Sto je npr. fotoeksponiranost.

5.2. Polimorfizmi u genima za TNF receptore: TNF-R1,

rs767455 i TNF-R2,rs1061622

Familija TNF receptora obuhvata TNF-R1 receptor koji je prisutan na svim
¢elijama izuzev eritrocita i nestimulisanih limfocita i pripada grupi receptora koji
poseduju domen smrti (engl Death Domain, DD). Receptori koji poseduju
unutarcelijski domen smrti (DD), adaptorni molekul, imaju sposobnost direktne
aktivacije apoptoze i Ccelijske proliferacije (Agrawal, 2003). Nijedan od ovih
receptora ne pokazuje enzimsku aktivnost ve¢ se signal prenosi kroz ukljucivanje
viSe razlic¢itih proteina, koji iniciraju signalnu kaskadu, koja vodi aktivaciji

efektornih proteina kaspaza i protein kinaza.

Brojni eksperimenti dokazali su da je upravo TNF-R1 odgovoran za najveci
deo bioloskih aktivnosti TNF-alpha. U prvom egzonu TNF-R1 gena, na poziciji 36,

nalazi se polimorfizam nastao tranzicijom adenina u guanin. Ovaj polimorfizam
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predstavlja tihu mutaciju u kodonu 12 (CCA>CCG) nazvan Pro12Pro (Pitts, 1998) i

ne utiCe direktno na funkciju receptora (Tabor i sar., 2002).

Nasi rezultati pokazuju da u grupi zdravih osoba ucestalost alela A iznosi
60.8%, a G alela 39.2% Sto je u skladu sa podacima dobijenim u britanskoj
populaciji (Barton i sar., 2001) i Sto je takode u saglasnosti (sa manjim
odstupanjima) sa studijom Pitts-a i saradnika (1998) koji su utvrdili ucestalost
alela A od 54% i alela G od 46% u sluc¢ajno odabranoj populaciji belaca. Kada
posmatramo ucestalosti genotipova u kontrolnoj grupi i uporedimo ih sa podacima
iz literature, moZemo zakljucCiti da su oni podudarni sa podacima za Evropski
kontinent (Slika 45), A/A 35%, A/G 51.6% i G/G 13.4%, sa malo vecom razlikom u
ucestalosti G/G genotipa. Kada je re¢ o studiji asocijacije izmedu Prol2Pro
polimorfizma i rizika za nastanak BCK, rezultati naSeg istraZivanja nisu pokazali
znacajne razlike ucestalosti genotipova izmedu pacijenata i kontrolne grupe, pa
samim tim ni postojanje asocijacije izmedu polimorfizma rs767455 u genu za TNF-
R1 i pojave BCK-a. Slika 45 pokazuje da je ovaj polimorfizam slabo proucavan sa
aspekta asocijacije sa kancerom. Pored podataka za Evropsku populaciju, prikazani
su samo joS$ rezultati za populacije Kine i Japana. Odsustvo ucestalosti genotipova
za druge populacije moZe da znaci da ovaj polimorfizam nije ispitivan u tim
populacijama, ili da HapMap-a nije aZurirana do ovog trenutka. Svakako, to samo

potvrduje znacaj naSih rezultata.
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Slika 45: Ucestalost genotipova u analizi polimorfizma rs767455 gena za TNF-R1
u razli¢itim delovima sveta; A/A narandZasto, A/G zeleno, G/G plavo obojeno;
prvired CEU se odnosi na Evropski kontinent

preuzeto: http://www.snpedia.com/index.php/Rs767455
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TNF-R2 receptor prisutan je na imunskim celijama, pre svega na limfocitima
i pripada grupi receptora koji ne poseduju domen smrti, ali ipak moZe indukovati
apoptozu preko receptor-interaktivnog proteina (RIP). Neoplasticne B Ccelije i
aktivisani normalni B limfociti eksprimiraju TNF receptore na svojoj povrSini
(Eriksen i sar., 1991). Izolovani iz periferne krvi i tonzila, B limfociti nakon
aktivacije eksprimiraju viSe TNF- R2 u odnosu na TNF-R1 (Heilig i sar., 1991).
Polimorfizam +676T/G karakteriSe se zamenom timina guaninom Sto dovodi do
zamene aminokiseline metionina u poloZaju 196 argininom (M196R) i kao takav
utiCe na strukturu receptora u regionu CRD4, ekstracelijskog dela TNF-R2, ali ne i
na vezivanje TNF. ViSe razlicitih egzona TNF-R2 gena kodira ekstracelijski
funkcionalni domen ovog receptora, a egzon 6 kodira deo transmembranskog
regiona na kojem se nalazi proteoliticCko mesto odgovorno za oslobadanje
rastvorljive forme receptora (Beltinger i sar., 1996). Varijabilnost gena za TNF-R2
utiCe na ekspresiju samog receptora i smatra se da ima ulogu u patogenezi velikog
broja metabolickih sindroma, kao S$to su hipertenzija, gojaznost, insulinska
rezistencija, familijarna hiperlipidemija i koronarna arterijska bolest (Glenn i sar.,

2000).

Rezultati dobijeni u nasem istraZivanju pokazuju da ucestalost T alela
iznosi 58% kod obolelih od BCK-a i 74.2% u kontrolnoj grupi, G alela 42% kod
pacijenata sa BCK-om i 25.8% u kontrolnoj grupi. Ove razlike u ucestalostima su
statisticki znacajne. Takode je pokazano da nosioci G alela imaju c¢ak 2 puta veci

rizik za nastanak BCK-a u poredenju sa osobama nosiocima T alela.

Ispitivanjem ucestalosti T/T genotipa utvrdeno je da je u kontrolnoj grupi
zastupljen sa 53.4%, a kod pacijenata sa 20%. Mutirani G/G genotip je naden u
kontrolnoj grupi sa ucestalo$¢u od 5%, a u grupi obolelih sa ucestalo$¢u od 4%.
Heterozigoti T/G genotipa prisutni su sa ucestalos¢u od 76% u grupi pacijenata, u
odnosu na 41.6% u grupi zdravih ispitanika, a logisticka regresiona analiza je
pokazala da heterozigoti T/G iskazuju znacajno povecan rizik za razvoj BCK-a.

Dobijeni rezultati su time pokazali da ovaj polimorfizam moZe biti jedan od
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markera za razvoj BCK-a. Statisticki znacajan povecan rizik za razvoj BCK-a imaju
nosioci G alela, medutim, modifikovanom logistickom regresijom, ova znacajnost
se dodatno uvecava, Sto nam ukazuje da faktori sredine, kao $to su puSenje,

konzumacija alkohola, starost ispitanika mogu imati uticaja na povecanje rizika.

Kada uporedimo dobijene ucestalosti genotipova sa ucestalostima iz
razlicitih studija na Evropskom kontinentu, moZemo da konstatujemo da su one
prilicno usaglaSene (http://snpedia.com/index.php/Rs1061622) Slika 46, gotovo
identi¢ne. Slika 46 prikazuje raznovrsnost u ucestalostima genotipova za navedeni
polimorfizam u zavisnosti od regiona sveta, Sto je joS jedna potvrda da postoje

razlike u ucestalostima alela i genotipova u zavisnosti od geografske odnosno
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Slika 46: Ucestalost genotipova u analizi polimorfizma rs1061622 gena za TNF-R2
u razli¢itim delovima sveta; G/G narandZasto, T/G zeleno, T/T plavo obojeno;
prvi red CEU se odnosi na Evropski kontinent

preuzeto: http://www.snpedia.com/index.php/Rs1061622

etnicke pripadnosti.

U literaturi nema studije asocijacije navedenih polimorfizama u genima za
receptore TNF-alpha sa BCK-om, ali postoje potvrde o ascocijaciji sa drugim
bolestima. Iste polimorfizme analizirali su Kammoun-Krichen i saradnici (2008) na
tunizanskoj populaciji i njihovu povezanost sa autoimunim tireoidnim oboljenjem,
ukljucujuci i Gravesov sindrom i ustanovili da polimorfizam u genu za TNF-R1 nije
pokazao znacajnost, dok u genu za TNF-R2 postoji znacajna razlika izmedu grupe

pacijenata i kontrola. Medutim, bitno je naglasiti za TNF-R1 kada su analizirani
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haplotipovi sa mikrosatelitskim polimorfizmom, dva haplotipa su pokazala

povezanost sa ovim bolestima $to potvrduje znacaj i snagu haplotipskih analiza.

Studija koja je ispitivala znacaj TNF-R2 polimorfizma u leukemijama,
ukazala je na Cinjenicu da kod pacijenata obolelih od akutne mijeloidne leukemije
(AML) heterozigotni genotip T/G ima uticaja na preZivljavanje obolelih (Bazzoni i

sar., 2000).

Ovakvi rezultati ukazuju da polimorfizmi rs767455 i rs1061622 u
receptorima TNF-R1 i TNF-R2 mogu da modulisu rizik oboljevanja od razlic¢itih
maligniteta, pa i bazocelularnog karcinoma. U budu¢nosti bilo bi dobro prouciti
interakcije izmedu ova dva gena i postojanje neravnoteZe vezanosti uvodenjem
haplotipske analize. Analizom polimorfizma u genu za TNF-R2 je pokazano da
faktori sredine uvecavaju rizik za razvoj bazocelularnog karcinoma, tako da bi bilo
dobro ispitati uticaj joS nekih sredinskih faktora, kao Sto je npr. izloZenost Suncu,

zato Sto je ve¢ potvrden njegov uticaj na razvoj bazocelularnog karcinoma.
5.3. Polimorfizam u genu za MMP-9, rs3918242

Matriks metaloproteinaze (MMPs) predstavljaju grupu proteina koji igraju
vaznu ulogu u degradaciji i remodeliranju ekstracelijskog matriksa i bazalne
membrane, stoga moduliSu deobu c¢elija, migraciju, angiogenezu i tumorsku
invaziju (Cotignola i sar., 2007). Za neke polimorfizme je pokazano da imaju uticaja
na gensku ekspresiju, aktivnost proteina, stabilnost, razlicite meduproteinske
interakcije, a povezane su sa tumorskim fenotipom i pove¢anim rizikom za progres

kancera i drugih bolesti.

Poznato je da funkcionalna C/T supstitucija locirana u regionu promotora
na poziciji -1562 uti¢e na transkripciju. Redi T alel uslovljava dvostruko viSu
ekspresiju MMP-9 gena nego C alel. Ucestalost T alela u populaciji belaca i Azijata
iznosi oko 12-15%. U naSoj studiji ucestalost ovog alela je 10.3% u kontrolnoj
grupi i nije znacajno razli¢ita u odnosu na grupu pacijenata sa BCK-om (13%).

Ucestalosti genotipova u obe analizirane grupe takode nisu pokazale znacajnu
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razliku, ali je utvrdeno da osobe C/T genotipa (heterozigoti) imaju 1.9 puta veci

rizik za oboljevanje od BCK-a u poredenju sa CC genotipom.

Studija Zhang-a i saradnika (2012) na kineskoj populaciji koja je obuhvatila
4124 pacijenta obolelih od razliCitih tipova kancera i 4728 kontrola ispitivala je
navedeni polimorfizam u MMP-9 genu i njegovu povezanost sa malignitetima, ali
nije utvrdeno postojanje asocijacije navedenog polimorfizma sa nekim od glavnih

tipova kancera.

Kada su u pitanju karcinomi koZe, Cotignola i saradnici (2007) su ispitivali
razliCite polimorfizme u genu za MMP-9, izmedu ostalog i rs3918242 i njihovu
povezanost sa malignim melanomom. Studija je obuhvatila 1002 pacijenta sa
dijagnistifikovanim malignim karcinomom koZe, a od toga 96% pripadalo je
populaciji Kavkazijanca. Ustanovili su da je redi alel T bio prisutniji kod pacijenata
koji su imali opekotine usled dugotrajnog izlaganja Suncu, imali porodi¢nu istoriju
ove bolesti i viSi melanomski stadijum, ali bez statisticke znacajnosti. Pored ovih,
postoje i studije u kojima je analizirana ekspresija MMP-9 i njena uloga u razvoju
melanoma. Ukazano je da Celije invazivnog melanoma pokazuju viSu ekspresiju
MMP-9 u poredenju sa neinvazivnim tipom tumora (Zhao i sar., 2001; Shellman i
sar., 2006). Isto tako i serumski nivoi MMP-9 mogu biti korisni u predvidanju toka
bolesti kod pacijenata sa ovim oblikom karcinoma koZe (Zucker i sar., 1999;
Makowski i Ramsby, 2003; Nikkola i sar., 2005; Jung i sar., 2005). Ovakvi nalazi
dobijeni za maligni melanom, ukazuju da bi proucavanje ekspresije MMP-9 gena
kod bazocelularnih karcinoma dodatno rasvetlelo znacaj prisustva ralicitih alelskih

varijanti -1562 C/T MMP-9 polimorfizma.

Najnovija studija Fu-a i saradnika (2012), koji su ispitivali ekspresiju MMP-
9 u nemelanomskim Kkarcinomima koZe pokazala je da ova matriksna
metaloproteinaza moZe imati znacajnu ulogu u razvoju, progresiji, invaziji i
metastazama i skvamocelularnog i bazocelularnog karcinoma kozZe. Takode, studija
iz okruZenja, Zlatarova-e i saradnika (2011) na bazocelularnim karcinomima o¢nih

kapaka, utvrdila je da je poviSen nivo ekspresije MMP-9 povezan sa loSijom
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prognozom ovog tipa karcinoma i da ekspresija MMP-9 moZe posluZziti kao

prognosticki marker za ranu invazivnost tumora.

U analizama oralnog skvamocelularnog karcinoma znacajno veca ucestalost
T alela je primetena medu pacijentima puSac¢ima, ali mali broj nepusaca medu
pacijentima ne dozvoljava donoSenje zakljucaka o kombinovanom efektu
duvanskog dima i visokih nivoa MMP-9. Sinergisticki efekat pusenja i prekomernog
konzumiranja alkohola je znac¢ajno bio udruzZen sa vecom ucestalo$¢u T alela, mada
je ova grupa pacijenata bila brojno ogranicena. Ispitivani MMP-9 polimorfizam je u
jakoj asocijaciji sa poveéanim rizikom za razvoj oralnog kancera. Cinjenica da
nosioci T alela imaju povecani sklonost ka razvoju oralnog karcinoma samo u
inicijalnim stadijumima, ali ne i u odmaklim, moZe se objasniti u¢eS¢em MMP-9 u
inhibiciji angiogeneze produkcijom angiostatina iz plazminogena (Vairaktaris i
sar., 2008). InacCe, koncentracije MMP-9 kod osoba koje puSe su znacajno viSe nego

kod nepusaca i povezane su sa duzinom pusackog staza (Nakamura i sar., 1998).

Bez obzira na neosporan znac¢aj MMP-9 kao pokazatelja patoloskih procesa
koji se dogadaju u organizmu, relativno je mali broj studija koje se bave
polimorfizmom u ovom genu, a posebno u bazocelularnim karcinomima.
Prekomerna ekspresija MMP-9 je detektovana u 39.5% ispitivanih pacijenata sa
oralnim skvamocelularnim karcinomom u studiji Nagpal-a i Das-a (2003), dok je u
studiji Tu-a i saradnika (2007) pokazano da ne postoji asocijacija ovog
polimorfizma sa oralnim skvamocelularnim karcinomom, ali da postoje neke
razlike medu pacijentima zavisno kom starosnom dobu pripadaju. Takode, jedna
grcka studija (Vairaktaris i sar., 2007) jasno pokazuje vezu ovog polimorfizma sa
skvamocelularnim karcinomom usne regije. Takode, MMP-9 aktivnost je znacajno
povecana kod pacijenata sa laringealnim i orofaringealnim kancerom u poredenju
sa kontrolnom grupom. PribliZzno 78% pacijenata sa karcinomom larinksa i 85%
pacijenata sa malignim tumorima orofarinksa su pokazali visoke vrednosti ovog
enzima, dok ucestalost kod zdravih osoba sa visokim vrednostima ne prelazi 20%
(Ranuncolo i sar., 2002 ). Nasa analiza genotipova ljudi obolelih od bazocelularnog
karcinoma je iskljucila asocijaciju polimorfizma -1562 C/T sa ovim karcinomom.

Ovakvi konfliktni rezultati o ulozi MMP-9 polimorfizma u razli¢itim oboljenjima
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mogu biti rezultat etnickih varijacija ucestalosti -1562T alela. Prethodno izneti
podaci ukazuju da polimorfizam -1562C/T MMP-9 gena mozZe da moduliSe rizik
oboljevanja od nekih maligniteta, pa i bazocelularnog karcinoma. Takode bitna je i
sprega faktora sredine (duvanski dim, alkohol) sa ovim SNP. Sledi da u
kancerogenezi, MMP-9 polimorfizam predstavlja paradigmu interakcije genotipa i

sredine.

5.4. Polimorfizam u genu za survivin, rs9904341

Survivin, c¢lan familije inhibitora apoptoze, eksprimiran je tokom
embrionalnog razviéa dok kasnije izostaje u vecini normalnih tkiva adultnih
individua. Njegova prekomerna ekspresija javlja se u veem broju malignih i
benignih tumora (Altieri, 2006, 2010, Andri¢, 2012). Sa stanoviSta problematike
ove disertacije, jako bitan podatak je da je survivin prisutan u manjim koli¢inama u
keratinocitama bazalnih celija normalnog epidermisa. Zanimljivi su i najnoviji
rezultati Al-Khalaf-a i Abussekharra-e (2012) koji su pokazali povecanu ekspresiju
survivina u starijim Celijama i organima, odnosno povecenje ekspresije survivina
tokom procesa starenja. Ovo je veoma znacajan podatak s obzirom da incidenca

malignih tumora, pa i bazocelularnog karcinoma takode raste sa godinama Zivota.

Polimorfizam u genu za survivin, smesSten na poziciji -31 u promotorskom
regionu, predstavlja supstituciju guanina citozinom. Ovaj deo promotorskog
regiona vazan je za regulaciju ekspresije survivina, na nacin zavistan od faze
Celijskog ciklusa. Zato se danas sve viSe ispituju razli¢iti polimorfizmi upravo u
ovom regionu. Za ovaj polimorfizam je pokazano da doprinosi povecanju rizika
oboljevanja od razliCitih tipova kancera, jer dovodi do derepresije, tj. povecane

ekspresije survivina.

Prema naSem saznanju, u dostupnoj literaturi ne postoje podaci o
povezanosti polimorfizma -31G/C sa bazocelularnim karcinomom, ali ih ima u vezi
sa drugim tipovima kancera. Cheng i saradnici (2008) su utvrdili da su ucestalosti

-31C alela i C/C genotipa znacajno visi kod osoba obolelih od karcinoma Zeluca,
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nego kod zdravih osoba, ali da s druge strane prekomerno eksprimirana iRNK za
survivin u tumorskim tkivima ne pokazuje znacajne razlike u odnosu na pojedine
genotipove. Yang i sar. (2009) su, ispitujuci takode kinesku populaciju, ustanovili
da nema statisticki znacajne veze izmedu karcinoma Zeluca i varijantnih
genotipova (G/G+G/C). U sluCaju urotelijalnog karcinoma u jednoj tajvanskoj
populaciji, pokazano je da C/C i C/G genotipovi u poredenju sa G/G genotipom viSe
doprinose nastanku, kao i napredovanju ovog tipa tumora (Wang i sar., 2009). Han
i sar. (2009) su utvrdili da genotip C/C u odnosu na G/G viSe doprinosi (ali bez
statisti¢ke znacajnosti) ranijem oboljevanju (u mladoj Zivotnoj dobi) od primarnog
epitelijalnog karcinoma ovarijuma. U slucaju ezofagealnog skvamocelularnog
karcinoma, Yang i sar. (2009) su proucavali viSe polimorfizama u genu za survivin,
medu njima i -31G/C, i utvrdili da alel -31C povecava rizik od oboljevanja, a da se
alel -31G ponasa kao protektivni alel. Jang i sar. su ustanovili da G/G i C/G
genotipovi u odnosu na C/C genotip pokazuju niZi rizik od oboljevanja od kancera
pluc¢a. Borbely i sar. (2008) su ispitivali vezu izmedu ovog polimorfizma i razvoja
karcinoma grliéa materice u populaciji Madarske i rezultati nisu ukazali na

postojanje veze.

S obzirom da se radi o kanceru koji obuhvata region glave i vrata, studija
Upadhyay i saradnika (2011) je bila vrlo interesantna. Oni su se bavili ispitivanjem
ovog polimorfizma i njegovom povezanoséu sa kancerom jednjaka u populaciji
severne Indije. Analiza je ukazala na vezu C/C genotipa i povecanog rizika za
oboljevanje od kancera jednjaka. Takode, pored indijske i u kineskoj populaciji, je
pokazana asocijacija izmedu skvamocelularnog karcinoma jednjaka i ovog SNP. U
tajvanskoj populaciji je ve¢ ranije pokazano da je oralni kancer uglavnom uslovljen
faktorima sredine, kao Sto je Zvakanje duvana, a analiza Weng i sar. (2012), na 439
pacijenata i 424 kontrole koje su ukljucivale samo pripadnike musSkog pola
ustanovila je i znacaj polimorfizma u survivinu kao faktora rizika. Nasli su da -
31GG homozigoti pokazuju statisti¢ki znacajno visi rizik za oboljevanje od ovog
kancera, kao i da je -31G alel prisutniji u grupi pacijenata u odnosu na kontrolnu

grupu.
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Studija Andri¢a i saradnika (2012) ispitivala je povezanost rs9904341
polimorfizma sa razvojem keratocisticnih odontogenih tumora (KCOT) i utvrdila je
postojanje asocijacije. U njihovoj studiji G alel je zastupljeniji u grupi pacijenata sa
KCOT u poredenju sa kontrolnom grupom, a C/G heterozigoti imaju manji rizik za
razvoj ovog tumora u poredenju sa G/G genotipom. Isto je potvrdeno i za C/G+C/C
u poredenju sa G/G genotipom. Zakljucak je da G/G genotip moze biti faktor rizika

za razvoj keratocisti¢nih odontogenih tumora u populaciji Srbije.

Nasa studija je pokazala da nosioci C alela imaju manji rizik za oboljevanje
od bazocelularnog karcinoma u poredenju sa nosiocima G alela, kao i da C/Ci C/G
genotipovi u odnosu na G/G genotip imaju manji rizik za oboljevanje od ovog tipa
karcinoma, Sto je u skladu sa rezultatima prethodno pomenute studije, ali te
vrednosti nisu pokazale statistiCku znacajnost. Medutim, kada se podaci ucestalosti
genotipova kombinuju sa podacima o starosti ispitanika, polu, konzumaciji
alkohola i cigareta, heterozigoti C/G genotipa ispoljavaju statisticki znacajno
smanjen rizik za oboljevanje od BCK-a u odnosu na homozigote G/G (p=0.047), kao
i u prethodno pomenutoj studiji. U nasSoj studiji u kontrolnoj grupi C/C genotip je
zastupljen sa 11.4%, C/G 48.6%, a G/G sa 40%. Sumirane studije o ovom
polimorfizmu i njegovim ucestalostima genotipova na Evropskom kontinentu dale
su skoro identi¢ne rezultate: C/C oko 10%, C/G oko 40%, G/G oko 50%, dok
sumirane vrednosti svih studija u svetu imaju drugaciju raspodelu: C/C oko 20%,
C/G 45%, G/G 35%. Na dalekom istoku, u Kini i Japanu, te vrednosti daleko su
drugacije: C/C oko 30%, C/G oko 55%, a G/G oko 15% kao najmanje zastupljen
genotip. Ovi podaci jasno govore o velikim etnickim varijacijama ucestalosti alela,
pa tako ne iznenaduju Cesto vrlo kontradiktorni podaci o znacaju pojedinih
polimorfizama i njihovoj povezanosti sa razli¢itim patologijama. Rezultati naSe
studije uklapaju se u podatke koji postoje za razlicite Evropske populacije u

pogledu ucestalosti alela i genotipova.
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Slika 47: Ucestalost genotipova u analizi polimorfizma rs9904341 gena za survivin
u razli¢itim delovima sveta; C/C narandZasto, C/G zeleno, G/G plavo obojeno; prvi
red CEU se odnosi na Evropski kontinent

preuzeto: http://www.snpedia.com/index.php/Rs9904341

Meta-analiza Weng-a i sar. iz 2012. godine, na 3485 pacijenata obolelih od
razlicitih tipova kancera i 3964 kontrole pokazala je da ovaj polimorfizam ima
znacajnu ulogu u razvoju kancera, posebno u Azijskoj populaciji. Kada se analiza
uradi prema tipovima kancera gubi se statisticka znacajnost. Zbog svega
navedenog, Wang i sar. su zakljucili da polimorfizam gena za survivin na poziciji -
31 moZe da varira u svojoj ulozi zavisno od tipa kancera, ali i da zavisi od rase kao
faktora za predispoziciju razvoja kancera. Svakako, dalje proSirivanje ove studije bi
trebalo da ukljuci ispitivanje ekspresije gena za survivin, kao i uticaj joS nekih

sredinskih faktora i interakciju genotipa i sredine.

5.5. Polimorfizmiu TP53 genu, Pro47Ser irs17878362

Bazocelularni karcinom je najceS¢a neoplazma u populaciji Kavkazijanaca i
uglavnom je uzrokovan UV zracenjem, odnosno akumulacijom mutacija
indukovanih UV zra¢enjem. Celija i njeni procesi opstaju i pored stalne izloZenosti
mutagenim dogadajima, zahvaljuju¢i moguénosti popravke nastalih DNK oSteéenja
kao i mogu¢nosti indukcije apoptoze, kojom se eliminiSu oStecene celije. Zato
mutacije u genima ukljuenim u reparacione mehanizme ili kontrolu celijskog

ciklusa mogu da dovedu do abnormalne ¢elijske proliferacije i razvoja kancera.
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Cinjenica da je gubitak funkcije TP53 gena zabeleZen u vise od polovine
humanih kancera <¢ini vrlo znacajnim razmatranje uloge ovog gena u
kancerogenezi. Mutacije ovog gena su nadene u skoro svim tipovima kancera, a
njihova ucestalost varira medu razliCitim tipovima kancera. Ali, sem promena u
strukturi ovih gena, znacajna je i promena u njihovoj ekspresiji. Utvrdeno je da
preko 80% pacijenata obolelih od bazocelularnog karcinoma imaju prekomernu
ekspresiju p53 proteina (Shea i sar., 1992). Stavi$e, pokazano je da su agresivnije
forme BCK-a znacajno povezane sa povecanom ekspresijom p53 proteina. Analiza
Rajabi-a i saradnika (2006), bazirana na imunohistohemijskim analizama, je
pokazala prekomernu ekspresiju ovog proteina i u netumorskom epidermisu
osoba sa BCK-om, S$to je znacajno asocirano sa izloZeno$¢éu koZe suncevom
zraCenju. Takode, u njihovoj studiji je pokazano da je ekspresija p53 proteina
zavisna od godina starosti pacijenata, tako da bi rana akumulacija ovog proteina
mogla biti jedan od pokazatelja za detekciju nemelanomskog karcinoma koZe.
Treci zakljucak njihove studije je da imunohemijske tehnike ne mogu da detektuju
genomsku nestabilnost ili abnormalnosti nastale u celijskom ciklusu, pa stoga
preporucuju molekularne tehnike za preciznu i ranu detekciju mutacija u TP53

genu.

Nasa analiza je imala za cilj da ispita asocijaciju bazocelularnog karcinoma i
polimorfizama u egzonu 4, kodona 47 koja indukuje zamenu aminokiseline prolin
serinom i u intronu 3, inserciju od 16bp (rs17878362) i nastanak bazocelularnog
karcinoma. Pro47Ser je redak polimorfizam, odnosno Ser47 varijanta vrlo je retka,
sa alelskom ucestalos¢u od 5% u populacijama Africkog porekla, dok je u populaciji
Kavkazijanaca 0%. Pretpostavlja se da ovaj polimorfizam smanjuje transaktivaciju
proapoptotskih ciljnih gena, Sto bi potencijalno povecalo rizik za nastanak kancera
(Feng i sar., 2006; Kurihara i sar., 2007). Medutim, Li i sar. (2005) su pokazali da se
Ser47 i wild type protein ne razlikuju po sposobnosti vezivanja za DNK, prenosu u
mitohondrije, regulaciji ekspresije vecine TP53 ciljnih gena, ali funkcionalni dokazi
u razli¢itim eksperimentalnim sistemima pokazuju neusaglasenost. Studija Toledo
i sar. (2006) na miSevima je pokazala da blokirana Ser46 fosforilacija ima samo

neznatne fenotipske posledice. To je navelo na zakljucak Olivier i sar. (2010) da je
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moguce da ovaj polimorfizam utice na p53 funkciju samo pod specificnim
uslovima. U literaturi se mogu naci razlic¢iti rezultati analize ovog polimorfizma i
njegovog uticaja na razvoj kancera. Jedino je studija Almeida i sar. (2009) pokazala
asocijaciju Ser47 alela sa razvojem ekstra-aksijalnih tumora mozga. Sameer i sar.
(2010) nisu pronasli asocijaciju ovog polimorfizma sa razvojem kolorektalnog
kancera u populaciji iz KaSmira, kao ni Pinto i sar. (2008) koji su ispitivali vezu
izmedu ovog polimorfizma i razvoja glioma u Brazilskoj populaciji. Rezultati naSe
analize su pokazali potpuno odsustvo Ser47 varijante u nasoj populaciji, odnosno u
obe ispitivane grupe bili su prisutni samo wild type homozigoti. [ako nema
asocijacije ovog polimorfizma sa rizikom za nastanak bazocelularnog karcinoma,
ovaj rezultat potvrduje podatke iz literature o ucestalosti ove mutirane alelske
varijante. S obzirom da nema puno studija o ovom polimorfizmu, ostaje da se

njegov uticaj na predispoziciju za razvoj kancera dalje proucava.

Drugi analizirani polimorfizam TP53 gena, je insercioni polimorfizam od
16bp u intronu 3 (TP53PIN3 Ins 16bp), sa alelima koji se oznacavaju kao Al i A2,
pri cemu je alel A2 sa prisutnom insercijom. BioloSki efekti ovog polimorfizma nisu
razjaSnjeni, ali je poznato da polimorfizmi u intronima mogu bitno da utiCu na
kodirajuci region gena i da povecCavaju verovatnocu nastanka Stetnog fenotipa
(Malkinson, 1994). Takode, mutacije u intronskim sekvencama mogu da uti¢u na
regulaciju genske ekspresije i interakcije DNK i proteina (Lozano i Levine, 1991;
Shamsher i Montano, 1996; Avigad i sar., 1997). Meta-analiza Hu i sar. (2010), koja
je obuhvatila 9801 pacijenta obolelih od razlicitih tipova kancera i 10391 kontrola
iz 26 studija, pokazala je povezanost ovog polimorfizma sa povecanim rizikom za
nastanak kancera, Sto ga ¢ini potencijalno vaznim i klinicki relevantnim genetickim

markerom.

Costa i sar. (2008) su utvrdili da Zene sa A2/A2 genotipom imaju povecan
rizik za razvoja kancera dojke, ¢ak i bez familijarne istorije ove bolesti, kao i da je
ovaj polimorfizam povezan sa pojavom metastaza u limfnim ¢vorovima. Takode,
studija sprovedena na populaciji Hrvatske potvrdila je povezanost ovog
polimorfizma i sporadi¢nog kancera dojke kod Zena (Bisof i sar., 2010), kao i

studija Faghani i sar. (2011) na populaciji Irana, gde su Zene heterozigoti A1/A2
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imale povecan rizik za nastanak ovog tipa kancera. Suprotno ovim rezultatima,
Hrtska i sar. (2009) na ¢eskoj populaciji nisu uocili povezanost ovog polimorfizma i
kancera dojke, i pripisuju tu razliku u odnosu na prethodne studije postojanju
geografsko-rasnim razlikama. Medutim, oni su uocili povezanost sa vecom
incidencom metastaza limfnih €vorova, Sto pruza razloge za dalja ispitivanja. Isti
rezultat su dobili i Trifa i sar. (2010) na tunizanskoj populaciji. Khaliq i sar. (2000)
su ispitivali ovaj polimorfizam i njegovu povezanost sa kancerom dojke u 9
etnickih grupa Pakistana i pokazali da =zaista postoje razlike u alelskim
ucestalostima. Odsustvo insercije 16bp bilo je uobicajeno za etnicke grupe na

severu, a najveca ucestalost ove alelske varijante je medu grupom Hazara.

U studiji na populaciji Nemacke, Wang-Gohrke i sar. (1999) su pokazali
povezanost ovog polimorfizma sa povecanim rizikom za kancer ovarijuma, ali ne u
slucaju nosilaca BRCA1 i BRCA2 naslednih mutacija. Do sada je samo jedna studija
pokazala da PIN3 A2 alel smanjuje nivo iRNK i pokazala je mogucu vezu ove alelske

varijante TP53 sa rizikom za kolorektalni kancer (Gemignani i sar., 2004).

Znatno slabija prognoza kod pacijenata sa nesitnocelijskim karcinomom
plu¢a (engl. Non-Small Cell Lung Carcinoma, NSCLC) je takode povezana sa ovim
polimorfizmom (Boldrini i sar.,, 2008). Zbog toga Sto postoji razlika u riziku za
razvoj kancera plu¢a medu razli¢itim etni¢ckim grupama Wu i sar. (2002) su
ispitivali povezanost izmedu pripadnosti odredenoj etnickoj grupi i ovog
polimorfizma sa rizikom za kancer pluc¢a. Takode su ispitivali funkcionalnost TP53
varijanti u apoptozi i DNK reparaciji. Raspodela ucestalosti genotipova i
haplotipova je bila izuzetno zavisna od etnicke grupe, ali u svim etnickim grupama
je PIN3 Ins 16bp polimorfizam bio povezan sa povecanim rizikom za kancer pluca.
Limfoblastoidne celijske linije sa wt alelima su imale znacajno vece apoptotske
indekse i sposobnost za reparaciju DNK nego celijske linije sa jednim mutiranim

alelom.

U literaturi nismo naisli na podatke o asocijaciji ovog polimorfizma TP53
gena sa bazocelularnim karcinomom, Sto dodatno uveava znacaj naSeg

istrazivanja. Rezultati naSe analize su pokazali da heterozigoti nose ¢ak 2.40 puta
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veci rizik za oboljevanje od BCK-a u poredenju sa homozigotima bez duplikacije,
kao i udruzeni heterozigoti sa homozigotima sa insercijom, 2.16 puta veci rizik u
odnosu na homozigote bez insercije. Obe vrednosti su statisticki znacajne, a kao
zaklju¢ak se namece cinjenica da se u naSoj populaciji TP53 PIN3 Ins 16bp
polimorfizam moZe smatrati genetiCkim markerom za razvoj bazocelularnog
karcinoma. Meta-analiza na 26 populacija Hu-a i sar. (2010) je pokazala da alel sa
insercijom A2 nosi povecan rizik za razvoj kancera, posebno kada se analiziraju
zdruZzeno heterozigoti i homozigoti sa insercijom u poredenju sa Al/Al
homozigotima, OR=1.14, Sto znaci da su podaci dobijeni u ovoj studiji u prili¢noj
saglasnosti sa podacima sli¢nih istraZivanja uradenih na razli¢itim tipovima

kancera.

Svakako, kako bi se ovo istrazivanje proSirilo u buduc¢nosti bi bilo dobro
uzeti u razmatranje analizu ekspresije proucavanih gena, kao i uticaj joS nekih

spoljasnjih faktora, npr. izloZenost UV zracenju.
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Zakljucci

Na osnovu dobijenih rezultata ove doktorske disertacije, izvedeni su sledeci

zakljucci:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Najvec¢i broj pacijenata (84%) su stariji od 60 godina, Sto potvrduje
dosadaSnje tvrdnje da je bazocelularni karcinom ceS¢i u starijem delu
populacije i da se incidenca njegovog nastanka povecava sa godinama.
Dobijeni rezultati pokazuju takode da nema razlike medu polovima u
zastupljenosti bazocelularnog karcinoma u regionu glave i vrata.
[stovremeno, najve¢i broj pacijenata je imao tumor na nosu, kao

najisturenijem delu lica.

[zmedu grupe pacijenata sa bazocelularnim karcinomom i kontrolne grupe
nije uoCena statisticki znacajna razlika u ucestalosti alela i genotipova za -
308 G/A promotorski polimorfizam u TNF alpha genu, pa se on ne moZe

smatrati faktorom rizika za nastanak ovog karcinoma.

Nije uoCena statisticki znacajna razlika ni u distribuciji alela i genotipova
izmedu pacijenata i zdravih kontrola za polimorfizam +36 A/G u genu za
TNF-R1, $to znaci da ni ovaj polimorfizam nije modulator rizika za nastanak

bazocelularnog karcinoma u nasoj populaciji.

Analiza polimorfizma +676 T/G gena za TNF-R2 pokazala je statisticki
znacajnu razliku ucestalosti i genotipova i alela izmedu grupe pacijenata sa
bazocelularnim karcinomom i kontrolne grupe. Rezultati logisticke
regresione analize pokazali su postojanje znacajano poveéanog rizika za

oboljevanje od BCK-a kod osoba nosiosa G alela.

Podaci dobijeni analizom ucestalosti alela i genotipova pacijenata sa
bazocelularnim karcinomom koZe, i njihovim poredenjem sa kontrolnom
grupom zdravih individua pokazali su odsustvo asocijacije promotorskog
polimorfizma -1562C/T MMP- 9 gena sa rizikom oboljevanja od ovog tipa

kancera.
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*

[spitivanje polimorfizma -31G/C u genu za survivin je pokazalo da
heterozigoti imaju znacajno smanjen rizik za oboljevanje od bazocelularnog
karcinoma u poredenju sa G/G homozigotima kada su u analizu ukljuceni
podaci o konzumaciji alkohola i cigareta, Sto ukazuje na ja¢inu kombinovanog

efekta genotipa i sredine na krajnji ishod.

Nije uocena razlika u distribuciji alela i genotipova izmedu grupe pacijanata i
kontrolne grupe za polimorfizam Pro47Ser u TP53 genu, pa se tako ovaj
polimorfizam nukleotidne sekvence ne moze smatrati faktorom rizika za

pojavu bazocelularnog karcinoma.

Insercioni polimorfizam u TP53 genu, PIN3 Ins 16bp, pokazao je znacajnu
razliku ucestalosti genotipova u dve analizirane grupe. Heterozigoti A1/A2
pokazuju znacajno smanjen rizik za razvoj bazocelularnog karcinoma u
poredenju sa homozigotima bez insercije, tako da se ovaj polimorfizam
takode mozZe smatrati modulatorom rizika za nastanak bazocelularnog

karcinoma koZe.

[ako je ovo istraZivanje bazirano na analizi polimorfizama nekoliko rezultati
daju dobre smernice za buduca istraZivanja koja bi mogla da obuhvate i
analize ekspresije ovih gena, postojanje njihove interakcije, postojanje

neravnoteze vezanosti i interakcije genotipova i nekih sredinskih faktora.
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9.PRILOZI



Prilozi

Mpwunor 1.

U3jaBa o0 ayTopcTBY

MNotnuncanu-a ___Mapuja Koctuh

6poj nHaeKca 5501/2008

UsjaB/byjem
[a je AOKTOPCKA AMcepTaumja nos Haci0BOM

BapunjabuUaHOCT reHa yK/by4yeHUX Y UHdAamaToOpHEe, UMYHOMOAY/IaTOPHE U anonToTcKe

npouece Kao GpaKkTop pM3nKa 3a HacTaHaK 6asouenynapHor KapumMHoma riase v Bparta

L Pe3ynTaT CoONnCrtBeHor UCTpa*KnMBavKor paaa,

e [a npegjioXKeHa gucepTauumja y LeNVHW HU Yy OeNoBUMA HUje Buna npeanorkeHa 3a
nobujarbe 6uno  Koje aAunaome npema  CTYAWjCKMM  nporpammma  Apyrux
BMCOKOLLKOJICKUX YCTaHOBa,

® N1a Cy pe3ynTat KOPEKTHO HaBeaeHU U

e [a HMCaM KpLUMO/Na ayTopcKa NpaBa M KOPUCTUO WHTENEKTyasiHy CBOjUHY APYrux
nmua.

MoTtnuc aoKTopaHaa

Y beorpagay, 25.10.2012.
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Prilozi

Mpwunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUITAaMMNaHe U
eJIeKTPOHCKe Bep3unje AOKTOPCKOr

paga

NUme u npesnme aytopa ___Mapuja Koctuh

Bpoj nHaekca 5501/2008

CTyamjckm nporpam Buonoruja, moayn FeHeTuka

Hacnos paga BapnjabuUAHOCT reHa YK/byYeHUX Y MHIAaMaTOpHE, UMYHOMOAYIATOPHE WU

anonToTcke npouece Kao GakTop pusmnKa 3a HacTaHak 6a3ouenyaapHOr KApUMHOMA rn1aBe u

BpaTa

MeHTtop _MNpod.ap MapuHa CtameHkoBuh-Paaak, Mpod.ap JeneHa MunawuH

MoTnuncaHa Mapwuja Koctuh

M3jas/byjem aa je WwWTamnaHa Bep3nja MOr JOKTOPCKOr paja MCTOBETHA e/IeKTPOHCKO] Bep3unjn
Kojy cam npegao/na 3a objas/buBarbe Ha nopTany [AurutanHor penosuTopujyma
YHusep3ureta y beorpagy.

[lo3so/baBam fa ce objaBe MOjM IMUYHWM ModaLM Be3aHW 3a Aobujarbe aKaAeMCKOr 3Bakba
[JOKTOpa HayKa, Kao LWTo cy MMe U npesmme, roanHa u mecrto poherba 1 gatym oabpaHe pasa.

OBW NIMYHM NOJALM MOTY ce 06jaBUTM Ha MpPEXHUM CTpaHMUama AuruTanHe 6ubnuoteke, y
e/IeKTPOHCKOM KaTasory vy nybankaumjama YHuBepsuTeTa y beorpagy.

MoTtnuc AoKTOpaHAA

Y beorpagy, 25.10.2012. 4/
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Prilozi

Mpwunor 3.

U3jaBa o0 Kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBep3uTeTcky 6ubanoteky ,Ceetosap Mapkosuh” pa y [Aurutantu
penosuntopujym YHuBsep3suTeTa y beorpagy yHece mojy AOKTOPCKY AMcepTaumjy noa, HaC10BOM:

BaEMiaGMnHOCT reHa YK/by4yeHuX Yy uHdpnamaropHe, MMyHOMOAYNATOPHE W anonToTcKe

npouece Kao GaKTop puUsMKa 3a HacTaHaK 6asouenynapHor KapuMHOMa r1aBe U BpaTa

KOja je Moje ayTOpCKO geno.

[vcepTtaumjy ca cBuMm npuao3vMma npenao/na cam y enekTpoHckom dopmaty norogHom 3a
TPajHO apxuBMpatbe.

Mojy [OKTOpPCKY Aguceprtaunjy noxparbeHy y [AurntanHu penosmtopujym YHusepsuTeta y
beorpasy mory fa KopucTe CBM KOju NowWTyjy oapenbde cagprkaHe y oaabpaHom TmMny anueHue
KpeaTtuneHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4uno/na.

1. AytopcTtBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLMjANHO
@ AyTOpCTBO — HEKOMEpUMjanHO — 6e3 npepase
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjANIHO — Ae/IUTU NOoA, UCTUM YCI0BMMA
5. AytopctBo — 6e3 npepaae
6. AyTOpPCTBO — AENUTU NOA UCTUM YCNOBUMA

(Monvmo fa 3a0KpyKMTe CamMo jedHy oZ WecT NoHyheHWxX NuueHLM, KpaTak OMnuc JMLEHLM
AarT je Ha nonehuHu nucra).

MoTtnuc aoKTopaHAaa

Y Beorpagy, 25.10.2012. _,.*‘4 _,f-
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Prilozi

1. AytopcTBo - [lo3BosbaBaTe yMHOXKaBakbe, AUCTPUOYLMjy M jaBHO caonwTaBake Aena, u
npepage, ako ce HaBege MMe ayTopa Ha HauuMH oapeheH of cTpaHe ayTopa MAM Aasaoua
NIUEHUE, YaK 1 y KomepLumjanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHWja 04 CBUX INLEHLM.

2. AyTOopCcTBO — HeKomepuMjanHo. [o3Bo/baBaTe YMHOXaBake, AUCTPUOYLUM)y M jaBHO
caoniwuTaBarbe Aena, U npepase, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH oppeheH of cTpaHe
ayTopa uau gasaoua nvueHue. OBa nLeHLa He 403BO/baBa KOMepLmjanHy ynotpeby agena.

3. AyTOpCTBO - HEKOMepLMjanHo — 6e3 npepage. [lo3Bos/baBaTe YMHOKaBakbe, ANCTPUOYLNjY U
jaBHO caonwTaBakbe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBara uan ynotpebe gena y csom geny,
aKo ce HaBeje MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH oA CTpaHe ayTopa Wau AaBaoua avueHue. OBa
JIMLLIEHLA He [03BO/baBa KomepumjanHy ynotpeby aena. Y ogHoCy Ha CBe OCTane /vLeHLe,
OBOM JIMLLEHL,OM Ce orpaHu4yaBa Hajsehn obum npasa Kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLMjaAHO — AeNUT Nog, UCTUM yCaoBUMA. [J03B0/baBaTe yMHOXKaBakbe,
ANCTprbyLMjy 1 jaBHO caonliTaBake Aena, U Npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH
ogpeheH of, cTpaHe ayTopa WM AaBaoua JMLEHLE W ako ce npepaga AUCTpubymnpa nog Uctom
UaM camyHom nuueHuom. OBa /iMueHUa He [03B0/baBa KomepuujanHy ynotpeby gena u
npepaaa.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [o3Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe, AUCTPUMOYUMjy W jaBHO
caonwTaBarbe Aena, 6e3 npomeHa, NpeobanKoBara UM ynotpebe aena y cBOM geny, ako ce
HaBege MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa MAM Aasaoua auueHue. OBa
IMUEHUA A03BO/baBa KOMepLMjaaHy ynotpeby gena.

6. AyTOpPCTBO - A€/NUTU NOZL UCTUM ycnoBMMA. [l03BO/baBaTe YMHOMKaBake, AUCTPUbYLMjY U
jaBHO caonwTaBakbe Aena, U Npepage, ako Ce HaBege MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH o
CTpaHe ayTopa WMAM AaBaola /MUEHLE W aKo ce npepagja auctpubympa nog MCTOM WM
ciMyHoM nmueHuom. OBa JMUEHUa A03BO/baBa KomepuujanHy ynoTpeby aena v npepaza.
CnnyHa je codTBEPCKUM NMLEHLaMa, OAHOCHO NLLEHL,AMa OTBOPEHOT KoAa.
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