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Efekat mutacije genaVHL na nivo ekspresije proteina mTOR signalnog puta u

svetlocelijskom karcinomu bubrega

REZIME

Sporadéni svetlc&elijski karcinomi bubrega asocirani su sa mutacgatumor
supresorskog gendHL kod 60-80 % pacijenata. U odsustvu funkcionalnogtgina
VHL dolazi do akumulacije faktora indukovanih higgkm koji reguliSu ekspresiju
gena ukljgenih u procese angiogeneze, eritropoezelijskog metabolizma |
prezivljavanja. Pored specifiog genetikog profila i poviSenog nivoa HIFe2
svetlaelijske karcinome bubrega karakteriSe glikokii metabolEki put i poviSena
aktivnost mTOR signalnog puta. Nepovoljan energessiitus i hipoksija blokiraju

aktivnost mTOR signalnog puta preko proteina AMAREDD1.

Ova studija imala je za cilj da utvrdi maagasocijaciju mutacionog statusa gena
VHL sa patohistoloSkim parametrima, nivoom HERNK i nivoom proteina HIF-@,
MTOR, TSC1, TSC2, elF4E-BP1, p70S6K1, AMPK, REDIPDK3 u svetléelijskom

karcinomu bubrega.

Studija je obuhvatala 47 pacijenata kojima jeiara totalna nefrektomija zbog
prisustva svetléelijskog karcinoma bubrega. Genomska DNK izolovanaizoraka
venske krvi i somatska DNK izolovana iz uzoraka duskog i neizmenjenog tkiva
bubrega upotrebljene su za atlvanje mutacionog statusa genéHL i gubitka
heterozigotnosti 3p lokusa sekvenciranjem, metodamplifikacije viSestruko ligiranih
proba i fragmentnom analizom mikrosatelitnih masakevletilacioni status promotora
genaVHL ispitan je metil speciéhom PCR reakcijom nakon bisulfitne modifikacije
DNK. Kvantitativni RT-PCR primenjen je za relativikwantifikaciju HIF-2x iRNK u
tumorskom i neizmenjenog tkivu bubrega. Kvantitafika ekspresije proteina HiFx2
MTOR, TSC1, elF4E-BP1, p70S6K1, AMPK, REDD1 i PDi8rdena je Western blot
metodom. Semikvantitativna imunohistohemijska aaakori€ena je za utvivanje

nivoa ekpresije proteina TSC2.



Alteracija u genuVHL i/ili 3p regionu detektovana je kod 37/47 (78.7 %)
analiziranih uzoraka tumorskog tkiva. Monoalelnakiivacija genaVHL (prisustvo
intragenske mutacije ili gubitak heterozigotnogti IBkusa) detektovana je kod 10/47
(21.3 %) pacijenata. Bialelna inaktivacija gevielL utvrdena je kod 27/47 (57.4 %)
pacijenata, odnosno 27/31 (87.1 %) nosioca intrsigemutacije. Uzorci tumorskog
tkiva sa wtVHL genom imali su zriajno vei gradus u odnosu na tumore sa
monoalelnom i bialelnom inaktivacijom gendHL. U naSoj studiji, pokazana je
asocijacija nivoa ekspresije proteina TSC1, REDOADK3 sa mutacionim statusom

genaVHL.

Ovo je prva studija ena na uzorcima svetielijskog karcinoma bubrega u
kojoj je ispitivana ekspresija i pokazana asodgiganivoa proteina PDK3 sa mutacionim
statusom gen®HL. Rezultati ove studije pokazali su #au opravdanost, jer pruzaju
informacije koje se odnose na nivo ekspresije kampata mTOR signalnog puta u
zavisnosti od mutacionog statusa gertdlL, Sto doprinosi potpunijem razumevanju

molekularnih mehanizama koji su ukigni u proces onkogeneze bubreznog tkiva.

Klju ¢ne recti: svetlaelijski karcinom bubrega, geviHL, mTOR signalni put¢elijski
metabolizam.

Nauéna oblast: Biologija

UZa nauna oblast: Biohemija i molekularna biologija

UDK broj: 616-006.6:[575.224.2:[577.112:612.46]](043.3)



The effect of VHL gene mutation on the expression levels of mTOR sigling

pathway proteins in clear cell renal cell carcinoma

Abstract

Sporadic clear cell renal carcinoma is associatiéa mutations of th&HL gene
in 60-80 % patients. The absence of a functional \rbtein leads to accumulation of
hypoxia-inducible factors which regulate expressibigenes involved in angiogenesis,
erythropoiesis, cell metabolism and survival. Sfecigenetic background,
overexpression of HIFe2 transcription factor as well as glycolytic metabol and
upregulated activity of mTOR pathway are the mdiaracteristics of clear cell renal
carcinoma. The lack of energy and hypoxia inhiblt®R signaling through activity of
AMPK and REDD1 proteins.

The aim of present study was to determine assoniati VHL gene mutational
status with pathohistological parameters, expressevel of mRNA HIF-2 and
expression levels of mTOR, TSC1, TSC2, elF4E-BRDS6K1, AMPK, REDD1 and

PDKS3 proteins in clear cell renal carcinoma.

The study included 47 patients who underwent rddiegphrectomy due to
unilateral kidney tumor. DNA was extracted fromipkeral venous blood, tumorous
and corresponding healthy renal tissue. ThéL gene mutational status and loss of
heterozigosity of 3p loci were detected using DNe§jieencing, MLPA and analysis of
microsatellite markers. ThéHL gene promoter methylation analysis was examined by
MS-PCR after bisulphite modification of DNA. Qudative real time PCR was
performed for relative quantification of HIF-2 alpmRNA. Expression levels of HIF-
20, MTOR, TSC1, elF4E-BP1, p70S6K1, AMPK, REDD1 arfdKB proteins was
determined using Western blot method. Immunohistotktry was performed for semi-
guantitative analysis of TSC2 protein.

Alteration of VHL gene and/or changes of 3p loci were detected M73(78.7
%) analysed tumorous samples. Monoallelic inadtvatof VHL gene (intragenic

mutation or loss of heterozygosity of 3p loci) oced in 10/47 (21.3 %) tumorous



samples. Biallelic inactivation o¥HL gene were found in 27/47 (57.4 %) tumorous
samples or 27/31 (87.1 %) samples with mutatioWHL gene. Tumors with wwHL
gene have shown significantly higher Furhman’s eaichrade in comparison to tumors
with monoallelic and biallelic inactivation o¥HL gene. This study has shown
association o¥/HL gene mutational status with expression levelsS€T, REDD1, and
PDKS3 proteins.

To our knowledge, this was the first study perfodnon clear cell renal cell
carcinoma that has examined the expression levBlDi{3 protein and its association
with VHL gene mutational status. Scientific rationale far study was results that
provide information about the expression levels mTOR signaling pathway
components according to mutational statu¥ldf. gene and contribute to better insights

into molecular mechanisms involved in oncogenekismal tissue.

Keywords: clear cell renal cell carcinomd/HL gene, mTOR signaling pathway,
cellular metabolism.

Scientific field: Biology

Special topic: Molecular biology

UDC number: 616-006.6:[575.224.2:[577.112:612.46]](043.3)
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1. UVOD

1.1. Epidemiologija, etiologija i klasifikacija karcinoma bubrega

Karcinom bubrega (endrenal Cell CarcinomaRCC) predstavlja neoplaziju
epitelijalnih¢elija proksimalnih tubula bubregéni preko 90% tumora bubrega i 2-3 %
svih karcinoma sa najgem incidencom u razvijenim zemljama. U protekle dve
decenije godisnji porast incidence renalnih kanciaau zemljama Evrope iznosio je 2
% (Ljunberg et al. 2014). Prema podacima Instia#tgavno zdravlje Srbije ,Dr Milan
Jovanowt Batut“ u nasSoj populaciji prisutan je trend posadiroja obolelih od
karcinoma bubrega (Cancer Registry of Central &erb012). Karcinom bubrega se
nage&e javlja kod osoba iznde 60 i 70 godina starosti, sa¢een westalogu kod
muskaraca (1.5:1). Faktori rizika za pojavu karomaobubrega su pusenje, gojaznost,
hipertenzija, kao i porotina anamneza. Za razliku od spotadh, familijarni karcinom
bubrega sa sindromskom ili nesindromskom prezgotaanastaje u ranoj Zivotnoj dobi
(Ljunberg et al. 2014). Identifikovani su geni ksji odgovorni za razvoj hereditarnih
sindroma u kojim participira tumor bubrega: von p#p Lindau sindrom (VHL),
hereditarni papilarni renalni karcinom (HPRC), Bi#ttgg Dubé sindrom (BHD),
hereditarni lejomiomatozni renalni karcinom, tulmra skleroza i familijarni
onkocitom (Tabela 1) (Beltran et al. 2006; Bodmeale2002).

Tumori bubrega se prema klasifikaciji Svetske zdraene organizacije (eng.
World Health OrganizationyWHO) iz 2004. godine zasnovanoj na patohistoloSkim
genettkim karakteristikama dele na: familijarne karcinorbebrega i sporadine
tumore bubrega u koje spadaju maligni (eRgnal Cell CarcinomaRCC) i benigni
tumori bubrega, metanefki tumori, meSoviti mezenhimalni i epitelijalni tum,

nefroblasttki tumori, neuroendokrini i drugi tumori (Tabela @eltran et al. 2006).



Tabela 1. Familijarni RCC sa sindromskom i nesindromskom prgéacijom (Beltran et al. 2006)

Sindrom Gen Tip tumora
Von Hippel-Lindau (VHL) VHL (3p25) svetloéelijski

angiomiolipom,
Tuberozna skleroza TSC1, TSC2

svetlaelijski, drugi

Konstitutivna translokacija

nije identifikovan* svetldelijski
hromozoma 3
Familijarni karcinom o N o
nije identifikovan svetléelijski
bubrega
Hereditarni PRCC c-MET papilarni tip 1
Birt-Hogg-Dubbe (BHD) BHD hromofobni**
o _ parcijalni gubitak razditih _
Familijarni onkocitom onkocitom
hromozoma
Hereditarni lejomiom-RCC FH papilarni tip 2

* GenVHL mutiran je u pojedinim familijama

** Renalni onkocitomi, hibridni onkocitomi i svetelijski karcinomi




Tabela 2.  Klasifikacija tumora bubrega prema Svetskoj zdneetsbj organizaciji (Beltran et al. 2006)

Familijarni karcinom bubrega
Tumori bubrega

Maligni tumori Benigni tumori
Svetlocelijski karcinom bubrega Papilarni adenom
Multilokularni svetlocelijski karcinom bubrega Onkocitom

Papilarni karcinom bubrega
Hromofobni karcinom bubrega
Karcinom sabirnih kanalica
Medularni karcinom bubrega
Karcinom bubrega asociran sa Xpl Itranslokacijom
Karcinom asociran sa neuroblastomom
Karcinom mucinoznih, tubularnih 1 vretenastih celija
Neklasifikovani karcinom bubrega
Metanefricki tumori
Metanefricki adenom
Metanefricki adenofibrom
Metanefricki stromalni tumor
Mesoviti mezenhimalni i epitelijalni tumori
Cisticni nefrom
Mesoviti epitelijalni 1 stromalni tumor
Sinovijalni sarkom
Nefroblasticni tumori
Nefrogeni ostatak
Nefroblastom
Cistiéni parcijalno diferentovani nefroblastom
Neuroendokrini tumori
Karcinoid
Neuroendokrini karcinom
Primitivni neuroektodermalni tumor
Neuroblastom
Feohromocitom
Ostali tumori
Mezenhimalni tumor
Hematopoetski 1 limfoidni tumori
Tumori germinalnih celija
Metastatski tumori




1.2. Svetlocelijski karcinom bubrega

Svetlaelijski karcinom bubrega (englear cell Renal Cell CarcinomacRCC)
je solitarni, nasundno distribuirani i dobro vaskularizovan tumor kobeibrega
izgraden od c¢elija sa svetlom eozinofilnom citoplazmom. Makrogkki, ccRCC je
zlatno zute boje koja pée od bogatog sadrzaja holesterola, neutralnih dipid
fosfolipida. U okviru tumora prisutne su ciste, r@kne i hemoragine zone, kao i
zone kalcifikacije. Svi karcinomi bubrega své#bjskog tipa smatraju se malignim,
nezavisno od valine, metastaziraju n&@se u pliéa i limfne zlezde i indukuju slab

inflamatorni odgovor (Algaba et al. 2011).

Svetlatelijski karcinom bubrega javlja se u okviru VHL dnema i u
sporadénoj formi kao posledica germinativne, odnosno sgk®imnutacije jednog alela
tumor supresorskog gendL i somatske inaktivacije drugogit (eng.wild type alela
(Kim i Kaelin 2004; Kaelin i Maher 1998; Nordstro@jBrien et al. 2010; Banks et al.
2006; Knudson 2001; Maher i Kaelin 1997; Maher let2811). Somatska bialelna
inaktivacija genaVHL podrazumeva prisustvo mutacije/gubitka heteroziggtinna
drugom alelu ili njegovo transkripciono utiSavargpigenettkim mehanizmom -
hipermetilacijomCpG ostrvaca u okviru promotora (Herman et al. 199%ffdtd et al.
1998). Nastanak svetlelijskog karcinoma bubrega asociran je i sa ddeq
hromozoma 3p, 64, 8p, 9p, 14q i duplikacijama hroomoa 5922 (Beltran et al. 2006;
Linehan et al. 2010).

1.2.1. TNM sistem klasifikacije svetlaéelijskog karcinoma bubrega

Stepen napredovanja bolesti atire se kori&enjem TNM sistema klasifikacije
(eng. Tumour Node Metastasi$NM) kojim se opisuju vetina primarnog tumora (T),
prisustvo metastaza u regionalnim limfnim ZlezdgMgi prisustvo udaljenih metastaza
(M). Za odrdivanje stadijuma karcinoma bubrega pregaje se UICC (engThe
Union for International Cancer ContrpITNM sistem klasifikacije iz 2010. godine
(Tabela 3) (Ljunberg et al. 2014).



Tabela 3. TNM klasifikacija svetl@elijskog karcinoma bubredajunberg et al. 2014)

T Primarni tumor

TOx - primarni tumor nije detektabilan

T1 - tumor vetine do 7 cm, ogratéen na bubreg

T1la - tumor valine do 4 cm, ogratén na bubreg

T1b - tumor >4 cm, ali 7 cm

T2 -tumor > 7 cm, ograein na bubreg

T2a - tumor >4 cm, afi10 cm

T2b - tumor > 10 cm, ogra&en na bubreg

T3 - tumor zahvata glavne vene, meraino masno tkivo, ali ne i ipsilateral
nadbubreznu zlezdu

T3a - tumor zahvata renalnu venu ili njgmane, perirenalno tkivo i/ili renalni
sinus, ali ne probija Gerota fasciju

T3b - tumor zahvata venu kavu ispod digfe

T3c - tumor zahvata venu kavu ili njen zdad dijafragme

T4 - tumor probija Gerota fasciju i ipseralnu nadbubreznu Zlezdu

N Regionalne limfne Zlezde

Nx - metastaze u regionalnim limfnimzdama nisu detektabilne
NO - metastaze u regionalnim limfnimzzlama nisu prisutne
N1 - metastaze su prisutne u jedndjionzlezdi

N2 - metastaze su prisutne u viSe ddgdimfne Zlezde

M Udaljene metastaze

MO - metastaze u udaljenim organima pissutne

M1 - metastaze su prisutne u udaljeniganima

1.2.2. Furmanov nuklearni gradus kao sistem klasifikacijesvetlocelijskog

karcinoma bubrega

Furmanov nuklearni gradus predstavlja sistem kiasifje svetl@elijskog
karcinoma bubrega zasnovan na morfoloskim karaitikaima nukleusa i nukleolusa

(Tabela 4) i pored TNM Klasifikacije najz¢ggniji je prognositki parametar. Furmanov



gradus odréuje se mikroskopskom analizom své#btjkog karcinoma bubrega
primenom malog uv@nja mikroskopa (10x) (Fuhrman et al. 1982).

Tabela 4. Furmanov nuklearni gradyModifikovano Fuhrman et al. 1982)

Gradus 1
okrugli hiperhromatski nukleusi (< 10 um), nuklesilaisu vidljivi;

Gradus 2

nukleusi (10-15 um) sa fino granuliranim "otvorehihromatinom, nukleolusi su
prisutni, slabo vidljivi;
Gradus 3

nukleusi ovalnog oblika (20 um) sa grubo granuliran hromatinom, izrazeni

nukleolusi;

Gradus 4

pleomorfni nukleusi sa "otvorenim" hromatinom, pes/o jednog ili vise

makronukleolusa;

1.3. Strukturna organizacija genaVHL

Gen VHL mapiran je na ki@em kraku tréeg hromozoma (3p25-26), obuhvata
region duzine od oko 10 kb i sastoji se od tri l@mizana egzona (Slika 1).
Transkripcioni produkt gensHL je 4.7 kb duga informaciona ribonukleinska kisalin
(IRNK) koja je eksprimirana u fetalnim i adultnikitima. Pomenuta iRNK sadrzi dva
otvorena okviraitanja (eng.open reading frameORF), AUG start mesta (kodon 1 i
54) i kodira dve proteinske izoforme, pVHL30 (218iao kiselina, 24-30 kDa) koja je
predominantno lokalizovana u citoplazmi i pVHL1%Qlamino kiselina, 19 kDa) sa
nukleusnom i citoplazmatskom lokalizacijom, Sto eqige da u oddenim uslovima
ove izoforme mogu eksprimirati ragle funkcije (Richards 2001; Robinson i Ohh
2014). Funkcionalnim analizama pokazano je da dwfoime ispoljavaju tumor

supresorski efekatin vivo uslovima (Gossage 2014).
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Slika 1. Struktura gen&HL i proteina VHL (Modifikovano Richards 2001)

1.4. Struktura i funkcija proteina VHL

Protein VHL (pVHL) je multifunkcionalni adaptersknolekul koji ostvaruje
tumor supresorski efekat na viSe nivoa (Slika 2¢qker et al. 1997). pVHL sadrzi
vezujute mesto -« domen i aminokiselinsku sekvencu za prepoznavsupstrata £
domen (Slika 1).

Protein VHL formira multiproteinski kompleks sa epnom B i C, kulinom 2 i
Rbx-1 koji ispoljava E3 ubikvitin ligaznu aktivnost ucestvuje u promovisanju
degradacije razlitih proteina (Maher 2011; Lisztwan et al. 1999;eLet al. 2005;
Kuznetsova et al. 2003). Direktnim vezivanjem za&agirotein fibronektin i kolagen 1V
a2 (COL42) podpomaze organizovanje ekstracelularnog matriga je u pVHL"
negativnim tumorimaiotena poviSena sekrecija fibronektina, uz deficitageina, Sto
naruSava arhitekturu ekstracelularnog matriksak&dva infiltraciju nove mreze krvnih

sudova (Ohh et al. 1998; Kurban et al. 2008). pViria sposobnost vezivanja za



mikrotubule ¢ime inhibira njihovu depolimerizaciju, posredno Waéi na odrzavanje
oblika i polaritetacelije, formiranje cilija i mitotskog vretena. Polkamw je da pVHL
kolokalizuje sa komponentama deobnog vretena i @sgon gubitak indukuje
hromozomsku nestabilnost (Thoma et al. 2009). @Guhitlija adultnih bubreznikelija
jedna je od prvih morfoloSkih promena koja prethfmimiranju renalnih cista, koje su
indikacija prekanceroznog patoloskog stanja.

Promene u regulaciji | Inhibirana stabilizacija p53 | |

transkripcije

& | Uticaj mutacijau VHL |

genu na patogenezu
ccRCC

i !

Akumulacija HIF-«

Regulacija apoptoze

Inhibirana E3 ubikvitin

Narusena struktura
ligazna aktivnost

ekstracelularnog matriksa
pVHL interaguje indirektmo
sa kolagenom IV i direkino
sa fibronektinom

Gubitak primarnih cilija
Promene u dinamici
mikrotubula

Povisen invazivni
potencijal tumora

Renalne ciste

Angiogeneza Deown regulacija E-

VEGF, PDGF-p
Metabolizam glukoze

GLUT], fostofiuktokinaza |

Organizacija
ekstracelularnog matriksa
Matrils metaloproteinaza 1

Hemotaksa
Stromal cell derived factor 1

kadherina
Abnormalne intercelularne
veze
Gubitak ¢éelijske
adhezivnost

Tranzicija epitelijalnil
karakteristika celija ka

mezenhimskim

CXC chemokine receptor 4
Proliferacijai
prezivljavanje
TGF-a, EGFR

Slika 2. Uticaj mutacija u genWHL na patogenezu svetldlijskog karcinoma bubrega (Modifikovano
Gossage et al., 2010)

Protein VHL ukljuwten je ucelijski odgovor na DNK oStenja (eng.DNA
damage respon¥emodulaciju aktivnosti regulatora apoptoze, deae celije u stanje
“quiescent-a”, regulaciju plazminogen aktivirégg sistema urokinaznog tipa i
inhibiciju invazije indukovanu hepactocitnim fakéon rasta u karcinomima bubrega
(Roe et al. 2011; Metcalf et al. 2014; Robertsle2@09; Yang et al. 2007; preuzeto sa

http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/VHLID132Ihtm



1.5. Uloga proteina VHL u regulaciji faktora indukovanih

hipoksijom

Familija faktora indukovanih hipoksijom (enddypoxia-inducible factors
HIFs), ima izuzetno z@ajnu ulogu u procesu tumorigeneze bubreznog tkkael{n
2008; Gunaratnam i Bonventre 2009).

Faktori indukovani hipoksijom pripadaju familijiamskripcionih regulatora sa
bHLH (eng.basic helix-loop-helixpHLH) i PAS (PER-ARNT-SIM) domenima Kkoji
vezivanjem za regulatorne sekvence HRE (dfigpoxia Response ElementsRE)
indukuju ekspresiju gena ukfianih u regulaciju procesa angiogeneze, eritropoeze,
proliferacije tumorskihcelija, progresije metastaza, apoptoze i metaboliglokoze u
hipoksinim i pseudohipokghim uslovima. Transkripciono funkcionalan HIF je
heterodimerni molekul izgd@n od subjedinica (izoforme HIF-Li, HIF-2u ili HIF-3a)

I B (HIF-1B/Arnt, eng.aryl hydrocarbon receptor nuclear translocataopforme Arntl,
Arnt2 i Arnt3) (Slika 3) (Gunaratnam i Bonventre 08). Subjedinice HIF: i
pokazuju zn&jan stepen strukturne homologije. Subjedinjtaje konstitutivho
eksprimirana, dok je subjedinica okarakterisana izrazito kratkim vremenom
poluzivota, izuzev u uslovima hipoksije ili pseugmiksije (Wang et al. 1995; Semenza
et al. 1995; Semenza 2001; Dayan et al. 2006; il 007; Tanaka et al. 2009).

pa02 pses 803

HIF1a Um—.u— & | pas B'.

opD
pacs psa NE4T
|
HIF2a EHLH A| PAS| B
QDD
ARNT

Slika 3. Strukturna organizacija faktora indukovanih higfks HIF-o/p (Modifikovano Gunaratnam et
al. 2009)



U normoksénim uslovima, sposobnost transkripcionog regulatbi&-o da
indukuje transkripciju onemogdana je hidroksilacijom prolinskih ostataka u okviru
degradacionog domena zavisnog od kiseonika (Exygen Dependent Degradation
domain ODD). Hidroksilacija ODD domena ostvaruje se akti&u enzima prolil
hidroksilaza (eng Prolyl hydroxylases1-4, PHDs), koje pripadaju familiji 2-
oksoglutarat- i Fe-zavisnih dioksigenaza (KaelirD24) Bruick i McKnight 2001).
Prolil hidroksilaze vrSe hidroksilaciju prolinskitaminokiselinskih ostataka na
pozicijama 402 i 564 subjedinice HIlkslodnosno 405 i 531 subjedinice HIk-2
(Smirnova et al. 2012; Appelhoff et al. 2004; SeraeB004). pVHL, kao komponenta
ECV kompleksa preko svo@-domena ostvaruje interakciju sa ODD domenom
hidroksilirane HIFe subjedinice, Sto rezultira njenom polikubikvitifjam i brzom

proteazomalnom degradacijom (Slika 4) (Maxwelllel899; Salceda et al. 1997).

NORMOXIA Pro%&s | HYPOXIA
HIF-a HIF-u
Degradation [| | HIF-a Stabilization

] No
Hydroxylation Hydroxylation
(PHD) (PHO)
-Pro®e4
Pro%s
-I HIF-a
VHL 'l_ HIF-g | HIF-B VHL
ﬂPnly-Ub
Proteasome Nucleus
VEGF GLUT-1 TGF-a

w1

Autocrine growth
stimulation

| Angiogenesis ” Glycolysis I

Slika 4. Uloga pVHL i HIF-o u normoksinim i hipoks&nim uslovima (Modifikovano Linehan et al.
2010)
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U hipoksenim uslovima, kao i u slaju odsustva ili haploinsuficijencije
funkcionalnog pVHL, takde dolazi do stabilizacije subjedinice HiSlika 4). VHL
nezavisna stabilizacija HIk- deSava se u pseudohipaksm uslovima kada
akumulirani fumarat ili sukcinat inaktiviraju prblihidroksilazu. Akumulacija
intermedijera Krebsovog ciklusa posledica je entskeneaktivnosti fumarat hidrataze
ili sukcinat dehidrogenaze indukovane mutacijamgowedraj¢ih gena EH ili SDHB
(Bratslavsky et al. 2007; Bardella et al. 2011; ¢épdiménez et al. 2010). Subjedinice
HIF-1a i HIF-20 se iz citoplazme translociraju u nukleus gde dalazdimerizacije sa
subjedinicom HIF-B. Formirani heterodimerski komleks regrutuje koektore p300 i
CREB-vezujédi protein (CBP), vezuje se za konsenzus HRE elemeénndukuje
transkripciju ciljnih gena. Dodatno, regulacijaasvaruje i faktorom FIH1 (endactor
inhibiting HIF-1, FIH-1) koji u uslovima umerene hipoksije dovodi dairoksilacije
konzerviranog asparaginskog ostatka u blizini C-TAdgionac¢ime je onemogéena
interakcija sa koaktivatorom p300 i CBP proteindvo(ris et al. 2004; Mahon et al.
2001). U odsustvu kiseonika, katalka aktivnost FIH-a je inhibiranagime je
omogueno uspostavljanja stabilnije interakcije iztadaktora indukovanih hipoksijom

I promotora ciljnih gena (Lando et al. 2002; Senze?@03).

Pored regulacije ekspresije istih gena, izoform&-ml i HIF-2a ispoljavaju i
potpuno suprotne efekte u regulaciji onkoproteiamor supresora kao sto su MYC
MTOR i p53 (Keith et al. 2011). Pokazano je daetlséelijskim karcinomima bubrega
HIF-1a inhibira rast tumora ispoljavaju tumor supresorsku aktivnost, dok Hlk-2

svojim snaznim onkogenim potencijalom stimuliSe tamora (Raval et al. 2005).

1.6. Uloga mTOR signalnog puta u patogenezi svettelijskog

karcinoma bubrega

Svetlatelijski karcinom bubrega karakteriSe povisSena adst mTOR
signalnog puta koji reguliSe uspostavljanje balamsaaiu katabolékih i anabolékih
procesa, omodavajti celijsko prezivljavanje, rast i proliferaciju u uslma
promenljive raspolozivosti hranljivih materija i engije. Promene u regulaciji mTOR
signalnog puta karakteri8tie su za razlita patoloska stanja, ukiujuc¢i karcinom,
dijabetes, gojaznost i neurodegenerativne promiesqgdnte i Sabatini 2012).

11



1.6.1. Strukturna organizacija i funkcija kompleksa mMTORC1 i mTORC2

Protein mTOR (engnammalian Target of RapamycimTOR) je serin/treonin
kinaza koja svoju funkciju ostvaruje u okviru dwwvolutivno konzervirana
multiproteinska kompleksa mTORC1 i mTORC2 (Slikglsgplante i Sabatini 2012).

mTORC1

Slika 5. Strukturna organizacija kompleksa mTORC1 i mTORK2difikovano Laplante i Sabatini
2012)

Identifikovani su u kvascu na osnovu raité senzitivnosti na dejstvo fungicida
rapamicina koji inhibira aktivnost mTORC1 (Li et.a2014). Produzeno dejstvo
rapamicina ispoljava inhibitorni efekat i na mTOR(&arbassov et al. 2006). mTORC1
kao glavni senzor mitogenih signala, energetskawitritivnog statusa destvuje u
regulaciji ¢elijskog rasta, proliferacije i prezivljavanja aptzujuéi aktivnost razikitih
celularnin procesa koji uklfwju sintezu proteina, biogenezu ribozoma, lipida i
organela, autofagiju i metabolizam (Slika 6) (Laypai Sabatini 2012; Guertin i
Sabatini 2001; Wullschleger et al. 2006). mTORCRudken je u regulaciju organizacije

aktinskog citoskeletadelijskog prezivljavanja (Zinzalla et al. 2011).

e ) G 0 ama
(i) L v &=

— mTORC1 mTORC2
rapamicin —
¥ \l metabolizam I/ ¢ “~ Eell,.]sko ’
biosinteza \ prezivljavanje
[maklr(:iiolekula] J_ x organiacija
citoskeleta
celijski ciklus

Slika 6. Funkcija kompleksa mTORC1 i mTORC2 (Modifikovanaglante i Sabatini 2012)
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1.6.1.1. Strukturne komponente kompleksa mMTORC1

Funkcionalni kompleks mTORC1 prisutan je u formimumimera koji je
konstituisan od sledén subjedinica: proteina mTOR, pozitivnih regulaoraptora
(eng. regulatory associated protein oM TOR raptor) i proteina mLST8 (eng.
mammalian lethal with Sec thirteen proteim®,ST8) i negativnih regulatora, PRAS40
(eng.proline-rich Akt substratd0 kDa, PRAS40) i DEPTOR (enBEP domain TOR-
binding protein DEPTOR) (Slika 5) (Laplante i Sabatini 2012; Zhdduang 2010).

Multidomenski molekul mMTOR poznat kao FRAP (edBP12-rapamycin-
associated proteinFRAP), RAPT 1 (engRapamycin Target, RAPT 1) ili SEP (eng.
Sirolimus Effector ProteinSEP), predstavlja atigmu serin/treonin kinazu molekulske
mase od 289 kDa koja pripada superfamiliji PIKKdia (engphosphatidylinositol 3-
kinase (P13K)kinase-related kinasePIKK) (Populo et al. 2012; Gingras et al. 2001;
Bai i Jiang 2010).

Raptor je konstitutivha subjedinica koja reguli&éanost kompleksa mTORC1
u odgovoru na insulin, nutritivni i energetski si&tEestvuje u regrutovanju supstrata i
njihovom pozicioniranju uz Kkataliki domen molekula mTOR, omogavajli
fosforilaciju nishodnih efektornih molekula, p70&6aze 1 (engribosomal protein S6
kinase,p70S6K1) i vezujteg proteina eukariotskog inicijacionog faktora $lanije
(eng.eykariotic translation initiation factor 4E bindinprotein 1,elF4E-BP1). Raptor
eksprimira efekat pozitivnog ili negativhog regol@ kompleksa mTORC1, u
zavisnosti od fosforilacionog statusa. U uslovimeergetskog stresa, AMPK (eng.
AMP-activated protein kina¥e posredovanom fosforilacijom serinskih ostataka
S722/792 raptora dolazi do supresije mMTORC1 akstinb zaustavljanjaéelijskog
ciklusa. Suprotan efekat na aktivhost mTORC1 igpalj fosforilacija raptora na
pozicijama S719/721/722 od strane p90 ribozomalS;h kinaza (RSK) tokom

stimulacije mitogenim faktorima (Hara et al. 2002).

MLST8 subjedinica ostvaruje interakciju sa kinaznmimmenom mTOR-a i
stimuliSe njegovu kinaznu aktivnhost (Hara et al020 Prema podacima odenih

autora mLST8 je neophodan za interakciju raptomalOR-a (Kim et al. 2003), dok
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drugi smatraju da je mLST8 primarno odgovoran zpuleeiju aktivnosti kompleksa
MTORC2 kao posrednik u ostvarivanju interakcije édm riktora i mTOR-a
(Tchevkina i Komelkov 2012).

Aktivnost PRAS40 subjedinice modulisana je fostmijom serina na razitim
pozicijama od strane Akt/PKB kinaza (efRKB, Protein kinase B 14-3-3 vezujteg
proteina i kompleksa mTORC1. U uslovima energetskieficita povéan je nivo
ekspresije PRAS40 i njegove asocijacije sa mTORGMndeksom preko raptora
(Oshiro et al. 2007; Wang et al. 2007), pemu je inhibirana aktivnost mTORC1.
UtiSavanje ekspresije PRAS40 redukuje fosforila@eK stimulisanu insulinom, Sto
ulogu PRAS40 u regulaciji aktivnosti mTORGCIhi kompleksnijom (Bai i Jiang 2010).

DEPTOR deluje inhibitorno na aktivnost mTORC1 i nfRCR signalnih puteva.
Poveanje nivoa ekspresije DEPTOR-a indukuje aktiva€élj@K puta i paradoksalno,
MTORC2 zavisnih Akt kinaza (Peterson et al. 2009).

1.6.1.2. Strukturne komponente kompleksa mTORC2

Kompleks mTORC2 pored subjedinica mTOR, mLST8 i DBER, sadrZi riktor
(eng. rapamycin-insensitive companion of mTOR,origt mSinl (eng. mammalian
stress-activated protein kinase (SAPK)-interactprgtein 1, mSinl) i protor (eng.
protein observed with rictor) (Slika 5) (Laplant8abatini 2012).

Riktor je mTOR asocirani protein kojcestvuje u modulaciji fosforilacije Akt-
a, PKGy, fokalnih adhezionih proteina i malih GTP-aza,2zika¢i na ulogu mTORC2 u
¢elijskoj migraciji i prezivljavanju (Sarbassov ét 2005; Zhou i Huang 2011).

Subjedinica mSinl odgovorna je za formiranje i astehje integriteta
kompleksa mTORC2. U odsustvu mSinl, naruSena graktija izméu riktora i
MTOR-a (Yang i Guan 2007; Frias et al. 2006).

Protor ostvaruje kontakt sa mTOR-om posredstvomnondk ne utie na integritet

I kataliticku aktivnost mTORC2. Stabilnost protora zavisi oklspgesije ostalih
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komponenata kompleksa mTORC1 (Tchevkinai Komelk@%2). Funkcionalni zriaj
protora joS uvek nije poznat (Woo et al. 2007; @edhet al. 2004).

1.6.2. Regulacija kompleksa mTORC1

Aktivnost kompleksa mTORC1 kontrolisana je ushodngignalima Kkoji
ukljucuju faktore rasta, ATP, nutrijente i ragte tipove stresora (Laplante i Sabatini
2012).

1.6.2.1. Regulacija kompleksa mTORC1 mitogenim faktorima

Regulacija kompleksa mTORC1 mitogenim faktorimavasije se aktivacijom
PI3K/Akt signalnog puta vezivanjem liganada zaziinokinazne receptore, indukcijom
aktivnosti G proteinskih receptora ili Ras onkogéskka 7) (Memmott i Dennis 2009).

Aktivirani receptori iniciraju intracelularnu sigima kaskadu, koja pinje
fosforilacijom supstrata insulinskog receptora (dR$1-4 insulin receptor substratgs
src- i SHC (eng. Src homologousand collager) adaptorskih proteina koji potom
aktiviraju fosfatidilinozitol-3 kinazni (PI13K) sigaini put. Negativni regulator PI3K puta
je tumor supresorski protein PTEN (enghosphatase and tensin homolog on
chromosome tenPTEN) koji uz koordinisanu aktivnhost kinaza PDKPDK2 (eng.
phosphoinositide-dependent kinps€estvuje u potpunoj aktivaciji Akt-a/PKB (eng.
protein kinaseB), fosforilacijom amino kiselina T308 i S473 (Soeigal. 2005; Vara et
al. 2004; Frenke 2008).

PDK1, ILK (eng. integrin-linked kinasg DNA-PK (eng. DNA-dependent
protein kinasg i mMTORC2 takde imaju sposobnost fosforilacije S473 Akt-a. Akt u
MTOR signalnom putu ima dvostruku ulogu, kao sapstikao efektor (Memmott i
Dennis 2009). PI3K signalni put i Akt su pozitivregulatori mTORC1, koji mogu
indukovati aktivnost pomenutog signalnog puta na d&ina. Prvo, supresijom GAP
(eng. GTP-ase activating protejnaktivnosti heterodimernog tuberozno skleroznog
kompleksa TSC1/TSC2, fosforilacijom GAP domena TS@8@teina na pozicijama
S939 i T1462¢ime je zaustavljena hidroliza GTP-a u GDP i konyarRheb-a (eng.

Ras homolog enriched in brgiriz aktivne u neaktivhu formu. Rheb je pozitivni
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regulator aktivnosti mTORC1 kompleksa. TSC2 u kakpl sa TSC1 indukuje
hidrolizu GTP-a vezanog za Rheb i na tatinanhibira aktivnost mTORCL1 signalnog
puta (Inoki et al. 2002; Manning et al. 2002). feogdcija TSC2 proteina koja dovodi
do disocijacije TSC1/TSC2 kompleksa i konsekverdkivacije mTORCL1 signalnog
puta mogda je stimulacijom ERK1/2 kinaza (ergxtracellular-signal-regulated kinase
1/2, ERK1/2) i p90S6K1 kinaze (en®SK1, ribosomal S6 kinas@ Ma et al. 2005;
Roux et al. 2004). Alternativni put u aktivaciji ®RC1, nezavisno od TSC2, ostvaruje
se fosforilacijom PRAS40, od strane Akt-a ili sam@od OR-a,cime je suprimiran
njegov inhibitorni efekat na mMTORC1 kompleks (Kowacet al. 2003; Sancak et al.
2007; Vander Haar et al. 2007). Akt nezavisna akija mTOR signalnog puta koja
ukljucuje mitogene signale ostvaruje se posredstvom R&S/EFRK puta,

fosforilacijom i inaktivacijom TSC2 (Yang i Guan @D).

mitogeni PI{4,5)P,
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PI(3,4,5)P;
PIG4)P, \
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—
l ias CRictor
“
m m
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%—
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mTORC1 mTORC2

Slika 7. Regulacija mTOR aktivnosti posredstvom PI3K/Algreilnog puta (Modifikovano Memmott i
Dennis 2009)
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1.6.2.1.1. Struktura i funkcija kompleksa TSC1/TSC2

Tuberozno sklerozni kompleks (TSC1/TSC2) u odgovmauraziéite ushodne
signale deluje inhibitorno na aktivnost mMTORC1 kdekpa (Slika 8).
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Slika 8. Signalni putevi u kojimadestvuje kompleks TSC1/TSC2 (Modifikovano Huang inviisg
2008)

Geni TSC1i TSC2kodiraju za proteine hamartin (TSC1, 140 kDa) betin
(TSC2, 200 kDa) bez mtasobno homologih regiona. U okviru kompleksa, TSC2
predstavlja funkcionalnu subjedinicu sa GAP (er@TPase-activating prote)n
aktivnogu, koja ubrzava hidrolizu GTP-a vezanog za malir@gn Rheb (engRas
homolog enriched in bra)n konvertuj¢i ga iz aktivnog GTP-vezanog u neaktivho
GDP-vezano stanje (Tchevkina i Komelkov 2012). TS&@gstvuje u stabilizaciji
kompleksa i supresiji ubikvitin zavisne degradaci&C2 proteina (Hoogeveen-
Westerveld et al. 2011; Benvenuto et al. 2000;1gh&opera et al. 2006).
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1.6.2.2. Regulacija kompleksa mTORC1 u zavisnosti od energgtog
statusacelije

Regulacija mTORC1 u zavisnosti od intracelularnogergetskog statusa
ostvaruje se posredstvom visoko konzerviranog bgterernog proteina AMPK, koji
se sastoji od katalike o i regulatornihp i y subjedinica (Hardie et al. 2003). U
uslovima energetskog deficita (nizak odnos ATP/AMBKB1 kinaza (eng.Liver
Kinase B1,LKB1) fosforilacijom amino kiseline T172 aktivirAMPK kinazu, koja
potom fosforiliSe TSC2 na pozicijama T1227 i S1348ukujti konverziju Rheb-GTP
u Rheb-GDP Sto rezultuje inaktivacijom mTORC1 (Inek al. 2003; Shackelford i
Shaw 2009; Carling 2004). TSC2 nezavisni mehanizarhibicije mTORC1
podrazumeva direktnu fosforilaciju raptora na visdonzerviranim reziduama amino
kiselina S722 i S792 Sto indukuje vezivanje 14-BfBteina i posledno supresiju
MTORCL1 kinazne aktivnosti (Gwinn et al. 2008). UouBna visoke intracelularne
koncentracije ATP-a, Akt stimuliSe aktivnost mTOR#rdibicijom AMPK kinaze i
direktnom fosforilacijom TSC2 (Hahn-WindgassenleR805; Inoki et al. 2002).

1.6.2.3. Regulacija kompleksa mTORCL1 u hipokstnim uslovima

Supresija mTORC1 u hipoKsiim uslovima indukovana je HIF zavisnom
ekspresijom genREDDY koji kodira citoplazmatski protein REDD1 molekk#smase
~ 34 kDa (eng.Regulated in Development and DNA damage respor®eBD1)
(Shoshani et al. 2002; Schneider et al. 2008).dfakdsta i optimalni energetski status
¢elije indukuju aktivnost mTORC1 fosforilacijom TS@kt kinazom koja promovise
formiranje kompleksa TSC2/14-3-3 i inhibiciju koregsa TSC1/TSC2. U hipoksiim
uslovima, REDD1 ostvaruje interakciju sa 14-3-3t@irmom, Sto rezultuje disocijacijom
TSC2/14-3-3, aktivacijom TSC1/TSC2 kompleksa i liiwainhibicijom mTORC1¢ak i
u prisustvu konstitutivno aktivne Akt kinaze (Sli®a(DeYoung et al. 2008; Brugarolas
et al. 2004). Predstavljeni mehanizam REDD1 zavisopresije mTORC1 ostaje
predmet spekulacija, nakon strukturnih analiza kejpliciraju da REDD1 i 14-3-3 ne
mogu ostvariti direktan kontakt (Vega-Rubin-de-€eli al. 2010).
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Slika 9. Shematski prikaz REDD1 zavisne regulacije aktitinm§ ORC1 kompleksa (Modifikovano
DeYoung et al. 2008)

Znxaj molekula REDD1 kao supresora progresije tumat@rgen je brojnim
studijama, méutim ispitivanja mehanizama regulacije ekspresifeDIR1 u uslovima
prolongirane hipoksije pruzaju ogree rezultate (Sofer et al. 2005; Corradetti et al.
2005). Odrdeni autori sugeriSu da je supresorska funkcija REProteina zavisna od
ekspresije AMPK, dok prema drugima REDD1 i AMPK wjel potpuno nezavisno u
modulaciji mMTORC1 aktivnosti (Schneider et al. 20@ugarolas et al. 2004).
Dodatno, hipoksija suprimira mTORC1 signalni putsmgalstvom molekula koji
ostvaruju interakciju sa mTOR-om i Rheb-om, kao sioPML (eng.promyelocytic
leukaemia tumour suppres$arBNIP3 (eng.BCL2/adenovirus E1B 19 kDgarotein-
interacting protein 3(Bernardi et al. 2006; Li et al. 2007).

1.6.3. Efektorni molekuli kompleksa mTORCL1

Jedna od osnovnih uloga mTOR signalnog puta jekicigubiosinteze proteina

koja je precizno regulisana fosforilacijom efekibrmolekula p70S6K1 i 4E-BP1.

Protein p70S6K1 je kinaza ribozomalnog proteina iS@&ominantno je

lokalizovana u citoplazmi. Ima primarnu ulogu uuksgiji ¢elijskog rasta i proliferaciji.
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MTORCL1 i p70S6K1 u zavisnosti od ekstra- i intralzehih stimulusa kontroliSu
aktivaciju i inhibiciju eukariotskog inicijacionogfaktora elF3 koji predstavlja
komponentu translacionog inicijacionog kompleksandaktivnoj formi S6K1 je vezan
za elF3 kompleks, dok u aktivnoj fosforilisanoj rfar disocira sa kompleksa i
promoviSe inicijaciju translacije, fosforilacijomranslacionih ciljnih molekula,
ukljucujuci 40S ribozomalni protein S6, faktor inicijacijeatrslacije elF4B, kinazu
elongacionog faktora eEF2K i protein PDCD4. mTOR{$&luje inhibitorno na eEF2
kinazu direktnom fosforilacijom ili fosforilacijonpreko p70S6K. Aktivacijom eEF2,
MTORC1 «estvuje u regulaciji elongacije translacije. Pore/edenog, mTORC1
doprinosi regulaciji produkcije tRNK, promociji $aze rRNK i biogeneze ribozoma,
aktivirgjui TFIIC i promoviSiei asocijaciju transkripcionog inicijacionog faktota i
polimeraze | (Martineau et al. 2013; Showkat ef@ll4; Laplante i Sabatini 2013).

4E-BP predstavlja familiju proteina represora tlacige koja obuhvata 4E-BP1,
4E-BP2 i 4E-BP3 proteine. 4E-BP1 je represor tawishog inicijacionog faktora
elF4E. Hipofosforilisani 4E-BP1 ostvarujgrstu vezu sa elF4E, sg@avajlwi njegovu
interakciju sa elF4G i inicijaciju 5cap zavisne translacije iRNK. U odgovoru na
faktore rasta i dostupnost nutrijenata, moze logfdrilisano Sest aminokiselinskih
ostataka 4E-BP1, uklgwmjuc¢i T37, T46, S65, T70, S83 i S112, nakéega 4E-BP1
disocira iz kompleksa sa elF4E, ostavlgajga slobodnim za uspostavljanje interakcije
sa elF4G za koji se tale vezuju i ostali inicijacioni faktori. Fosforilgai 4E-BP1
omoguwava adekvatno pozicioniranje 40S subjedinice ribmezoi kompleksa
inicijacionin faktora na 5 kraj IRNK, kako bi zapeo proces sinteze proteina
(Tchevkina i Komelkov 2012).

1.6.4. Regulacija kompleksa mTORC2

Kompleks mTORC2 regulisan je PI3K signalnim putenea razliku od
MTORCL1 kompleksa, neosetljiv je na promene nutrdty i energetskog statusalije
(Alessi et al. 2009). Pored uloge u organizacifoskeleta i celularnoj polarizaciji,
potvideno je njegovo ¢e&e u regulacijicelijskog prezivljavanja, progresifielijskog
ciklusa i anabotikih procesa fosforilacijom enzima koji pripadajunidiji AGC kinaza,

kao Sto su Akt, SGK (engerum and glucocorticoid-induced protein kinaS&K) i
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PKC. Aktivnost mTORC2 je direktno ili indirektno gelisana faktorima rasta koji
transmituju signale preko AGC kinaza i kompleksaO@RIC1 (Zhou i Huang 2010;
Zoncu et al. 2011; Laplante i Sabatini 2009).

1.6.5. Efektorni molekuli kompleksa mTORC2

Kompleks mTORC2 reguliSe celularne procese modolacifosforilacionog
nivoa, stabilnosti i aktivnosti odienih AGC kinaza kojima pripadaju Akt, PKC i
SGK1 (Slika 10).Clanovi familije AGC kinaza imaju sihu strukturnu organizaciju,
koja podrazumeva prisustvo fosforilacionog mestakwiru hidrofobnog motiva i
aktivacionu petlju u blizini ili u okviru katalitkog domena. Pored modulacije
hidrofobnog motiva protein kinaze C i Akt-a, mTOR@&uliSe i fosforilacioni nivo

TM motiva (engturn motifs,TM) (Treins i Downward 2010).

mTORC2
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Slika 10. Efektorni molekuli mMTORC2 kompleksa (Modifikovaioeins i Downward 2010)
1.7. Uloga kompleksa mTORCL1 u regulaciji¢eliiskog metabolizma

Jedna od osnovnih razlika izthe tumorskih i zdravihéelija je regulacija
metabolizma glukoze (Vander Heiden et al. 2009)odBkcija energije zdravih
diferenciranin¢elija je zasnovana na mitohondrijalnoj oksidativfogforilaciji, dok je u
sluicaju tumorskihéelija ovaj put zn&ajno redukovan, a metabolizam glukoze usmeren

ka aerobnoj glikolizi (Warburg-ov efekat). Aerobgékoliza omogdava tumorskim
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¢elijama prednost u uslovima intermitentne hipoksgbezbduju¢i energiju (ATP) i
gradivne blokove za ubrzani rast i proliferacijuefres i Manning 2011). Metabdki
~Switch” ka aerobnoj glikolizi omogten je indukcijom ekspresije gena koji kodiraju

glikoliti cke enzime (Altenberg et al. 2004).

FizioloSka ili patoloSka aktivacijia mTORC1 promaiSekspresiju gena
uklju¢eninh u regulaciju preuzimanje glukoze i proces djidle posredstvom
transkripcionih regulatornih proteina Hlkt1 c-Myc (Semenza et al. 1994; Hudson et
al. 2002; Duvel et al. 2010; West et al. 1998; @ardt al. 2007). Glikolitki program
tumorskih¢elija podrazumeva preusmeravanje krajnjeg prodgkkalize, piruvata ka
konverziji u laktat uz katalitku aktivnost enzima laktat dehidrogenaze indukovanu
faktorom HIF-1u (eng.Lactate dehydrogenase UDH1) i kinaze piruvat dehidrogenaze
(eng.Pyruvate dehydrogenase kinaB8)K). Enzim PDK inhibira konverziju piruvata u
acetil-CoA, fosforilacijom i inhibicijom piruvat dedrogenaze (eng.Pyruvate
dehydrogenase PDH). U tumorskintelijama inhibicija piruvat dehidrogenaze dovodi
do preusmeravanja metalitke aktivnosti sa mitohondrijalne respiracije ka

citoplazmatskoj glikolizi (Slika 11).

Odreiene studije sugeriSu da je izoforma kinaze pirdedtidrogenaze PDK3
ukljucena u metabalki ,switch” indukovan hipoksijom (Chun-Wun et al.021).
Izoforma PDKS3 pokazuje ve katalitcku aktivnost u odnosu na preostale tri izoforme i
ima visok vezujai afinitet za piruvat dehidrogenazu (Bowker-Kinley al. 1998;
Tuganova et al. 2002). Take, enzimska aktivnost izoforme PDKS3 je neosetlna
koncentraciju piruvata, za razliku od izoformi PDRKL 4¢ija je aktivnost inhibirana sa
porastom koncentracije piruvata (Baker et al. 2000)
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Slika 11. MetabolEki putevi proliferiSiéih ¢elija (Modifikovano Heiden et al. 2009)

Pored promovisanja sinteze proteina i inhibicij¢ofagije, mTORC1 stimuliSe
intracelularno preuzimanje glukoze i konverzijulukpzo 6-fosfat (G6P), metaboki
fluks ka glikolizi i pentozo fosfatnom putu. mTORGIimuliSe sintezu sterola i lipida
indukcijom produkcije citosolnog acetil-CoA (Slik&) (Yecies i Manning 2011).

Aktivacija kompleksne mreZe signalnih puteva u ikajiparticipra mTOR uzrok
je ograntene efikasnosti mTOR inhibitora (rapamicin i angloevrolimus i
temsirolimus) koji se primenjuju u terapiji svethdjskog karcinoma bubrega. Studije
su pokazale da analozi rapamicina samo parcijalhibiraju mTORC1 i da dovode do
aktivacije PI3K-Akt signalnog puta blokiranjem mTOR zavisnih feedback

mehanizama (Yecies i Manning 2011).
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2. CILJEVI RADA

U cilju ispitivanja veze izmidu mutacionog statusa gewalL i aktivnosti mTOR
signalnog puta u svettelijskom karcinomu bubrega, definisani su stedeosebni

cilievi ovog istrazivanja:

1. Ispitati mutacioni status gendHL, metilacioni status promotorskog regiona gena
VHL i gubitak heterozigotnosti 3p lokusa u tumorskommeizmenjenom tkivu
bubrega.

2. Utvrditi moguwu asocijaciju mutacionog statusa geNdL sa vrednostima

patohistoloskih parametara u tumorskom tkivu buéireg

3. lIspitati nivo HIF-21 iIRNK i proteina u tumorskom i neizmenjenom tkivubloega i

utvrditi mogwu korelaciju sa mutacionim statusom gé&fél.
4. lIspitati nivo proteinskih komponenata mTOR signglpata: mTOR, TSC1, TSC2,
elF4E-BP1, p70S6K1, AMPK i REDD1 u tumorskom i meenjenom tkivu

bubrega i utvrditi mogtu korelaciju sa mutacionim statusom g&fiél_.

5. Ispitati nivo proteina PDK3 u tumorskom i neizmemgen tkivu bubrega i utvrditi

mogutu korelaciju sa mutacionim statusom gé&firdl.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Materijal

Studijom je bilo obuhwgeno 47 (33 musSkaraca/l4 Zena) bolesnika koji su
operisani zbog karcinoma bubrega u Kilinici za ugglg Klinickog centra Srbije u
Beogradu. Ispitanici su potvrdilicage u studiji potpisivanjem informisanog pristanka.
Ispitivanja su odobrena od stranecktig komiteta Klinékog centra Srbije.

Neposredno nakon totalne nefrektomije, uzeti su raizdaumorskog i
neizmenjenog tkiva bubrega (~ 10 Mnod kojih je deo (~ 5 mi stavljan u tube sa 1
ml reagensa za prezervaciju RNIRNALater RNA Stabilization Reagemiagen
Gilden, Nemaka). Uzorci renalnog tkiva stiuvani na temperaturi od - 8tC. Od
pacijenata je uzorkovano i po 5 ml periferne k®D(Vacutainer 9NC, 0.109M, Buff.
Nag Citrate, BD, Plymouth, UKkoja jecuvana na - 26C. Kontrolnu grupuinilo je 20
uzoraka periferne krvi zdravih osoba kojima nisjagtostikovani karcinom bubrega i
VHL sindrom.

3.2. Metode

3.2.1. Izolacija genomske DNK iz uzoraka pune periferne kvi i tkiva

bubrega

Genomska DNK izolovana je iz periferne krvi primen@IlAampDNA Blood

Mini Kit (Qiagen, Hilden, Nent&a) prema uputstvima proizéata, na sled@& nacin:

1. U tube od 1.5 ml dodavano je 200 ul periferne K20@i,ul Proteinaze K i 200 pl AL
pufera.

2. Smesa je vorteksovana 15 s (Reax control, Heid®pmaka) i inkubirana 10 min
na temperaturi od 56 0C (Thermomixer comfort, Eploefy Nemaka).

3. Posle inkubacije uzorci su centrifugirani 15 Geftrifuge 5417C Eppendorf
Nemaka), a zatim je dodato 200 pl 96-100 % etanola.
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10.

Uzorci su vorteksovani 15 s i centrifugirani na 80Pm (engyrotation ger nminute)

1 minut i potom prel#eni u kolonice.

Kolonice su centrifugirane na 8000 rpm 1 minut, &im smeStane u novu
kolektorsku tubu.

U kolonice je dodavano je 500 pl AW1 pufera, a po&u centrifugirane na 8000
rpm 1 minut.

Kolonice su smeStane u nove kolektorske tube iupadt je ponovljen dodavanjem
AW?2 pufera uz centrifugiranje na 14 000 rpm tri oten

Kolonice su smeStane u nove kolektorske tube iridegirane bez dodavanja
reagenasa na 14000 rpm 1 minut.

Kolonice su prebgene u tube od 1.5 ml i DNK je eluirana sa 50 pl él&cionog
pufera.

Nakon inkubacije od 5 minuta na sobnoj temperatkolonice sa tubama su
centrifugirane na 8 000 rpm 1 min.

Za izolaciju DNK iz wuzoraka tumorskog neizmenjendigiva bubrega

upotrebljen je standardni protokol za fenol-hlorafazoamilalkoholnu izolaciju
(Modifikovano Ausubel et al. 1995):

1.

U tubu od 1.5 ml dodavano je 30 mg tkiva, 400 gedtionog pufera (100 mM
NaCl, 10 mM Tris-HCI, 25 mM EDTA, pH8), 30 pl SD$30 ul proteinaze K
(Proteinase K Solutio80 mg/m| Applied Biosystemtoster City SAD).

2. Smesa je inkubirana prekodima 37°C.

Smesi je dodavano 30 pl proteinaze K, a zatim elbirana 60 minuta na 5& i
potom preko né na 37°C.

U uzorke je dodavano 490 ul smeSe fenol-hlorofaraamilalkohol u razmeri
25:24:1.

5. Uzorci su vorteksovani 15 s i centrifugirani na 60pm 5 min.

Gornja faza je prelkana u novu tubu od 1.5 ml i dodavano je 490 pl smes
hloroforma-izoamilalkohol u odnosu 24:1.

Uzorci su vorteksovani 15 s i centrifugirani na 60pm 5 min.
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8. Gornja faza je preldana u novu tubu od 1.5 ml i dodavani su natrijurteice
finalnoj koncentraciji od 0.3 M i 2.2 volumena 96e¥anola, zatim su ostavljani na -
20°C preko néi.

9. Uzorci su centrifugirani na 10000 rpm 15 minuta4ig.

10.Precipitat DNK je ispiran dodavanjem 500 pl 70 %nela, a smeSa je zatim
centrifugirana na 10000 rpm 5min.

11.Etanol je odlivan i tube sa DNK su ostavljane nbrngg temperaturi do potpunog
isparavanja t&osti.

12.DNK je resuspendovana u TE puferu (pH 7.5) (10 mifis-HCI, 1 mM EDTA,
pH8) ili u dejonizovanoj vodi i inkubirana na 3Z preko néi.

DNK je kvantifikovana kori&enjem spektrofotometra, merenjem apsorbance na
talasnoj duZini od 260 nnGeneQuantGE Helthcare Svedska) éuvana na - 28C.

3.2.2. Umnozavanje fragmenata DNK larfanom reakcijom polimeraze

Umnozavanje fragmenata molekula DNK od interesaenoSje metodom
lancane reakcije polimeraze (enBolymerase Chain Reactio,CR) (Romac et al.
1999; Innis i Gelfand 1990). PCR reakcija kéeisa je zain vitro amplifikaciju
kodirajuih regiona gend&HL (egzoni 1, 2 i 3). Izwdena je u mikrotubama od 0.5 ml u
finalnom volumenu od 50 pl reakcione smeSe u kejulgdavano po 250 ng DNK.
Komponente reakcione smeSe i njihove finalne kotmaeije predstavljene su u tabeli 5,
a temperaturni profili PCR reakcija u tabeli 6. @mhkce prajmera i duzine

amplifikovanih fragmenata prikazane su u tabeli 7.
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Tabela5. Komponente reakcione smeSe za amplifikaciju egpemaVHL

Finalna _
B Finalna
Komponente koncentracija _ _
. . zapremina  Proizvoda¢
reakcione smeSe egzon egzon egzon
(50 pi)
1 2
Fermentas (Thermo
10X TaqBuffer o
. 5 Scientific,Carlsbad,
with (NH4)2804
SAD)
Fermentas (Thermo
25 mM MgCb 15 3.5 3 5 Scientific, Carlsbad,
SAD)
Fermentas (Thermo
10 mM dNTPs 0.2 mM 1 Scientific, Carlsbad,
SAD)
25 uM Fw prajmer 0.4 uM 0.8 Thermo Scientific,
. Invitrogen, Carlsbad,
25 uM Rv prajmer 0.4 uM 0.8
SAD
TagDNA Fermentas (Thermo
Polymerase 1.5 U/ul 0.4 Scientific, Carlsbad,
(5U/ul) SAD)
_ Qiagen (Hilden,
5x Q-solution 1x / 10 / gen (
Germany)
Fermentas (Thermo
Nuclease-free o
do 25 pl Scientific, Carlsbad,

water

SAD)
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Tabela 6. Temperaturni uslovi PCR reakcije

A) Egzon 1
Broj ciklusa
1 35 1
95°C /30 s
95°C/5smin  62°C/30s  72°C/10 min
72°C /80 s
B) Egzon 2
Broj ciklusa
1 35 1
95°C /30 s
95°C/5smin  58°C/30s  72°C/10 min
72°C /45 s
C) Egzon 3
Broj ciklusa
1 35 1
95°C /30 s
95°C/smin 60°C/30s  72°C/10 min
72°C /60 s
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Tabela 7.  Sekvence prajmera koé&nih za amplifikaciju egzona gel&iL (Thermo Scientific,
Invitrogen, CarlshadSAD)

. Duzina
Egzon Sekvenca prajmera
fragmenta (bp)

L Fw  5-GAGCGCGTTCCATCCTCTAC-3' 530
Rv  5-GGGCTTCAGACCGTGCTATC-3'

) Fw  5-CGGTGTGGCTCTTTAACAACC-3' -
Rv  5-CAAGTGGTCTATCCTGTACTT-3'

Fw  5-GCAAAGCCTCTTGTTCGTTC-3' 431
3
Rv  5-GCCCCTAAACATCACAATGC-3'

Uspesnost reakcije je proveravana eloktroforezo@ % agaroznom gelu sa
etidijum-bromidom (EtBr) i vizuelnom inspekcijom afifikata izlaganjem gela UV
svetlu u transiluminatoru (Vilber Lourmat, FrancBuzina amplifikovanih fragmenata
je proveravana ponéa markeraO’'Gene Rulel™ 50 bp DNA LadderFermentas,
Thermo Fisher ScientifiSAD).

3.2.3. Detekcija germinativnih i somatskih mutacija genaVHL metodom

automatskog sekvenciranja

Metoda automatskog sekvenciranja (“metoda termji@aainteze lanca”,
“dideoksi metoda”) je kortena za ututivanje redosleda nukleotida kodirail regiona
gena VHL. U reakcionoj smeSi zain vitro sintezu DNK se pored
dezoksiribonukleozidtrifosfata (ANTPs) nalaze i Z-didezoksiribonukleozidtrifosfati
(ddNTPs) obelezeni fluorescentnim bojama, koji zloalgustva 3’ hidroksilne grupe
onemogudavaju formiranje fosfodiestarske veze sa stedenukleotidom. Ugradnjom
ddNTP-a u rasiti DNK lanac dolazi do terminacije sinteze DNK. Hmaprodukti
reakcije predstavljaju smeSu fragmenata koji seius@bno razlikuju prema duzini,
odnosno broju inkorporiranih nukleotida. Palmautomatskog sekvenatora moégye
izvrsiti elektroforetsku separaciju amplifikataja se duzina razlikuje za po jedan

nukleotid i aitavanje sekvence Zeljenog fragmenta (Dostupno n&L:U
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https://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mappsrt/documents/generaldocu
ments/cms_041003.pdf).

Pre sekvenciranja umnozenih DNK fragmenata, prod®R reakcije se
prediS¢avaju, odnosno oslotiaju od visSka prajmera i nukleotida koji su prisutrsmesi
i mogu ometati reakciju sekvenciranffistoéa i koncentracija DNK matrice su osnovni
uslovi za dobijanje kvalitetnih sekvenci u reak@gkvenicranja (Dostupno na URL:
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/mangats/ 081527.pdf).

Za presidtavanje PCR produkata upotrebljenQeAquick’ PCR Purification Kit
(Qiagen Hilden, Nema&ka), prema protokolu proizdaca:

1. 45 ul PCR proizvoda pomeSano je sa 323°B pufera i preb#&no u kolonice sa
kolektorskim tubama.

2. Kolonice su centrifugirane na 13000 rpm 1 minugadm je iz kolektorskih tuba
odlivan sadrzaj.

3. U kolonice je dodavano 750 PE pufera i centrifugirano na 13000 rpm 1 min;

4. Nakon odlivanja sadrzaja iz kolektorskih tuba, kiade su centrifugirane joS
jednom na 13000 rpm, 1 minut.

5. Kolonice su preh#ne u tube od 1.5 ml i pfiéceni amplifikati su eluirani sa 20 pl
EB pufera. Kolonice su inkubirane 5 minuta na s@bt@mnperaturi, a zatim

centrifugirane na 13000 rpm 1 minut.

Koncentracija i kvalitet praséenih produkata PCR reakcije su proveravani
pomau spektrofotometra merenjem apsorbance na talodogjni od 260 nm i
utvrdivanjem odnosa apsorbancielAzso. Vrednosti Asd/Azgo Nize od 1.7-1.9 ukazuju
na kontaminaciju amplifikata proteinima i organskimemikalijama. Pr&sceni

amplifikati suguvani na - 20C.

Priprema pré&scenih PCR proizvoda za sekvenciranje obavljena j&¢enjem
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kapplied Biosistemd-oster City SAD)
u PCR masini (Thermocycler T3008jometra Nemaka). Komponente reakcione

smesSe i temperaturni profil reakcije predstavignu tabelama 8 i 9.
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Tabela 8. Komponente reakcione smese

Komponente reakcione smeSe Zapremina (pl)

Ready Reaction Premix 4
BigDye Sequencing Buffer 2
Prajmer (1.6 pmol) 1.6
PCR produkt (3-10 ng) 2
Dejonizovana voda 104

Tabela 9. Temperaturni uslovi PCR reakcije

Broj ciklusa
1 30 1
96°C/10 s
96°C/1 min  50°C/5s 4°Clo
60°C/4 min

Nakon pripreme, amplifikovani fragmenti DNK su {iggeni od ostatka
ddNTP-a precipitacijom ponéa EDTA, amonijum acetata i etanola, prema slede

protokolu:

1. U smeSu nakon reakcije dodavano jgl 3likogena, 5ul 7.5 M amonijum acetata i
5ul 125 mM EDTA;

Smesa je vorteksovana i centrifugirana na 140001

U smeSu je dodavano @096 % etanola, a zatim centrifugirano na 14000 ffns;
Smesa je hizena na - 26C 2¢asa, a zatim centrifugirana na 14000 rpm 45 minuta;
Supernatant je odlivan i talogu je dodavanqu/®0% etanola;

Uzorci su centrifugirani na 14000 rpm 15 min.

Supernatant je odlivan, a talog je suSen na sdbnggperaturi 10 minuta;

© N o 0o B~ WD

Talogu je dodavano 2@l Hi-Di ™ formamida Applied BiosystemsFoster City,
SAD), nakorcega su uzorci vorteksovani;

9. Smesa je inkubirana 5 min na %5, a zatim kratko higena na - 26C;
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Pripremljeni uzorci nalivani su u bunéi na pléi i sekvencirani u
automatskomietvorokapilarnom sekvenatoruABI PRISM 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems-oster City, SAD). Elektroforetska separacijgfrenata vrSena je
na polimeru 3130 POPY (Applied Biosystems-oster City, SAD) u kapilarama duZine
50 cm (3130 & 310@wvant Capillary Array Applied Biosystemd-oster City, SAD).
Digitalni zapisi dobijeni tokom elektroforeze obineani su pomou softvera
Sequencing Analysis v5(Applied BiosistemsFoster City, SAD). Dobijene sekvence
su poréene sa referentnom sekvencWidL gena koja je preuzeta sa URL:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000003.12stm¢=genbank&from=1014163
5&t0=10153670.

3.2.4. Detekcija germinativnih i somatskih mutacija genaVHL metodom

amplifikacije viSestruko ligiranih proba

Detekcija velikih delecija i duplikacija gendHL i1 susednih lokusa u okviru
regiona 3p25 urena je metodom amplifikacije viSestruko ligiranih prolang
Multiplex Ligation-dependent Probe AmplificatigdLPA), kori&enjemSALSA MLPA
probemix P016-C2 VHLkita (MRC-Holland Amsterdam, Holandija). Miks proba
sadrzi 9 proba komplementarnih r&zlm regionima gena/HL (dve ili viSe proba za
svaki egzon), 6 proba za gene koji su locirani poseednoj bliziniVHL gena:
FANCD2 BRKZ1 C3orflQ HSPC300 IRAK2 i GHRL, 2 probe komplementarne
telomernom i centromernom regionu hromozoma 3 i réferentnih proba koje

odgovaraju regionima na ostalim hromozomima (Preeugza URL.:

http://mww.mlpa.com/WebForms/WebFormProductDetadpx?Tag=tz2fAPIAupKyM
jaDR\EMt9bmuxqglhe/Lgqfk8Hkjuss|&ProductOID=P3G8NHil;

https://mlpa.com/WebForms/WebFormMain.aspx?Tag=BloDUyAt3KF3EWRZhN
WLtcfvOpVItHIIM\fa9FWO8KMgctOGlogYwxaGFY).
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MLPA reakcija je izvdena prema uputstvima proiziea i obuhvata
denaturaciju molekula DNK , hibridizaciju MLPA prap reakciju ligacije i PCR
reakciju (Slika 13) (Preuzeto sa URL: https://mtpa/).

1. Denaturation and Hybridization

PCR primer sequence X PCR primer sequence Y
Hybridization sequence (left) Hybridization sequence {right)
2. Ligation

' : . f

3. PCR with universal primers X and Y
axponential amplification of igaied probes only

X ¥
— |
——————————— ——
——————
—————————— ]
4. Fragment analysis

'-‘_H. L] .|._'_| I

Slika 13.Postupak izvdenja MLPA analize
(preuzeto sa URL: https://mlpa.com/)

1. U tube je dodvano 100 ng DNK koja je rastvaranal 9E pufera. Na svakih 5
ispitivanih DNK izolovanih iz tumorskog tkiva koti8na je DNK izolovana iz
PBMC zdravih kontrola. Analizirana je i reakciomaesa bez DNK uzorka kako bi
se utvrdilo eventualno prisustvo nespeécdiin fragmenata kao posledica
kontaminacije. Uzorci su denaturisani na’@85 minuta, a zatim hini do 25C
(Thermocycler T300(Biometrg Nemaka).

2. U uzorke je dodavano 18 MLPA bufferi 1.5 ul miksa proba. Uzorci su inkubirani
na 95°C 1 minuta, a zatim na 6C 16-20¢asova.

3. Narednog dana, program je nastavljen inkubacijooraka na 52C. Po dostizanju

zadate temperature dodavano jeuBprethodno napravljenog master miksa. Master
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miks je za svaki uzorak sadrzapldigase buffer A3 pul ligase buffer B25ul dH,O
I 1 yl ligaze-65enzymeZatim je reakcija nastavljena inkubacijom u tngjaod 15
minuta na 52C (ligacija), koja je bila prgena inkubacijom od 5 minuta na°@s
Potom je temperatura spustena n2C15

4. U novu tubu dodavano jaildSALSA PCR buffer26 ul dH,O po uzorku, a zatim 10
ul ligata. Nakon toga je pripremljen novi master sikoji je za svaku reakciju
sadrzao 2ul SALSA PCR prajmera, 7.7l dH,O i 0.5 ul SALSA Polymerase i
ostavljen na ledu. Tube su potom premesStene u P&$mi program je nastavljen
do 60°C. Na ovoj tempreraturi, dok su tube bile u termairbloku, dodavano je po
10 ul prethodno napravljenog master miksa. Program genz nastavljen u 35
ciklusa: 30 sekundi na 9, 30 sekundi na 68C i jedan minut na 7Z. Potom je
usledila inkubacija na 72C u trajanju od 20 minuta, nakd®ga je temperatura

spustana na 1%.

Nakon amplifikacije ligiranih proba, 0,3 pl uzorkpripremano je za
elektroforetsku separaciju na automatskom geketi analizatortABlI PRISM 3130
denaturacijom u 9,6 pl Hi-DY' formamida 5 min na 88C u koji je dodavano 0,2 pl
GeneScalt- 500 LIZM Sizestandarda. Velina fragmenata je odivana pordenjem
sa internalnimGeneScal"- 500 LIZM Size standardom Applied BiosistemsFoster
City, SAD).

Digitalni zapis obrdivan je pomdu softvera GeneMappéet v3.7 (Applied
Biosistems Foster City, SAD). Rezultati su analizirani primen softvera
Coffalyser.Net (MRC-Holland Amsterdam, Holandija). Intenzitet signala je
proporcionalan koncentraciji amplifikovanih prolfaora&unavanjem odnosa intenziteta
signala svake pojeditiae probe kontrolne i obolele osobe demo je prisustvo
delecije/duplikacije , prtemu su vrednosti manje od 0,7 bile indikovane Zsuptvo

delecije, a vée od 1.3 za prisustvo duplikacije.

3.2.5. Analiza metilacionog statusa promotorskog regionagnaVHL

Transkripciona inaktivacija gen&HL kao posledica hipermetilacije CpG

ostrvaca u okviru promotorskog regiona (Bird 198&,d 1992) ispitivana je metil
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specifcnim PCR-om nakon bisulfitne modifikacije DNK (Hermaet al. 1996;
Zeschnigk et al. 2003; Choi CC et al. 2007). lztggaDNK bisulfitnom tretmanu
dovodi do konverzije citozina u uracil, dok je n@iani citozin (5-metilcitozin)
rezistentan na ovu modifikaciju i ostaje u neizreeom obliku. Primenom
odgovarajdih prajmer parova u reakciji metil spe¢riog PCR-a moze se &b

distinkcija izme&u metilovane i nemetilovane DNK (Herman et al. 1996

Bisulfitna modifikacija DNK vrSena je prema sléden protokolu (Zeschnigk et
al. 2003):

1. 5pug DNK resuspendovano je u 4b5dejonizovane vode, a zatim je dodavanpl 5
sveze pripremljenog 3M NaOH (finalno 0,3M NaOH).

2. Smesa je inkubirana 15 minuta na’87 a zatim 1 minut na 9 i stavljana na led;

3. U smesu je dodavano 5Q0sveze pripremljenog bisulfithog rastvora.

4. Smesa je inkubirana 16-F8sova na 55C.

DNK je nakon bisulfithog tretmana pigéavana poméu Wizard® DNA Clean-
Up sistemgPromega, WisconsjiSAD) prema uputstvu proizdeca:

1. U uzorak DNK dodavano je 1 ridVizard® DNA Clean-Up Resireagensa.

2. SmeSa je preldana u cilindar Sprica od 3 ml koji je prethodnocpricen za
Wizard® minikolonu.

3. Sadrzaj je propusten kroz minikolonu laganim pkiis klipa Sprica.

4. Minikolona je ispirana dodavanjem 2 ml 80 % izo@opla u cilindar Sprica.

5. Minikolona je odvajana od cilindra Sprica i stamgau tubu od 1,5 ml, a zatim
centrifugirana na 14000 rpm 2 minuta.

6. Minikolona je stavljana u novu tubu od 1,5 ml, dealao je 50ul dejonizovane
vode zagrejane na 65-70.

7. Nakon inkubacije od 1 min na sobnoj temperaturi,KD)¢ eluirana sa kolone

centrifugiranjem na 14000 rpm, 1 minut.
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U uzorak preiscene modifikovane DNK dodavano je 1il3M NaOH, a zatim
je smesa inkubirana na 8C 15 minuta. Smesa je neutralisana dodavanjenutl&®l
NH4OAc. DNK je precipitirana standardnom etanolskoracpdurom, nakorkega je
resuspendovana u 4{Ql dejonizovane vode. Koncentracija DNK merena je na

spektrofotometru.

Tabela 10. Sekvenca prajmera (Thermo Scientific, Invitrogearl€bad, SAD) korig&nih u metil
specifénoj PCR reakciji (Herman et al. 1996);

(Razlike u sekvenci iznd& modifikovanih prajmera i nemodifikovane DNK pré&idjene su slovima
tamnije boje, a razlike izndet metilovanih/modifikovanih i nemetilovanih /modifivanih predstavljene

su podvidenim slovima)

Prajmeri  Sekvenca prajmera Duzina amplifikata (bp)
VHL-M Fw: 5-TGGAGGATITTTTTGCGTACGC-3' 158

Rv: 5'-GAACCGAACGCCGCGAA -3
VHL-U Fw: 5- GTTGGAGGATTTTTTTGIGTATIGT -3 165

Rv: 5'-CCQAAA CCAAACACCACAAA -3’

Tabela 11. Komponente reakcione smeSe MS-PCR reakcije

Komponente reakcione smeseFinalna koncentracija Finalna zapremina

(20 pi)

10X TaqgBuffer with (NH,),SQ, 1X
25 mM MgCh 5 4
100 mM dNTPs 5 1
25 uM Fw prajmer M/U 0,8 1
25 uM Rv prajmer M/U 0,8
TaqDNA Polymerase (5U/ul)  1U 0,2
Nuclease-free voda

do 20
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Tabela 12. Temperaturni uslovi MS-PCR reakcije

Broj ciklusa
1 35 1
96°C/30 s
95°%C/5min  58°C/30s  72°C/10 min
72°Cl45 s

3.2.6. Analiza gubitka heterozigotnosti 3p lokusaeng. Loss of
Heterozigosity, LOH)

Sest polimorfnih mikrosatelitnin markera (tabela) ¥ji okruzuju genVHL
(slika 14) istovremeno je amplifikovano primeno@IAGEN® Multiplex PCR kita
(Qiagen Nemaka). Komponente reakcione smeSe, temperaturni lprefikcije i
sekvenca prajmera predstavljeni su u tabelama4lB1% (Banks et al. 2006):

Tabela 13. Komponente reakcione smesSe multipleks PCR reakcije

Finalna _
. . . Zapremina (ul)
Reakciona smeSa koncentracija
DNK 100 ng
2x QIAGEN Multiplex PCR Mastéix 1x 12,5 pl
prajmer miks (2 UM svakog prajmera) 0,2 uM
Rnase-free voda do 25 pl

Tabela 14. Temperaturni uslovi multipleks PCR reakcije

Broj ciklusa
1 35 1
95°C/30's
95°C/5 min 55,8°C /90 s 72°C/10 min
72°C /60 s
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Tabela 15. Sekvencgrajmera kori€enih za amplifikaciju mikrosatelitnih markera

Duzina
Marker Sekvenca prajmera amplifikata
(bp)

D351038 Fw: 5'-TCCAGTAAGAGGCTTCCTAG-3'

Dinukleotidni 115
Rv: 5'-AAAGGGGTTCAGGAAACCTG-3'

ponovak

D351435 Fw: 5-TGGATACATTAGTATACTGAATT-3

Dinukleotidni 154
Rv: 5-TAAGACGGAAGCAAGGAAGG-3'

ponovak

D3S1317 Fw: 5'-TACAAGTTCAGTGGAGAACC-3'

Dinukleotidni 159
Rv: 5'-CCTCCAGGCCATACACAGTCA-3

ponovak

D351597 Fw: 5'-~AGTACAAATACACACAAATGTCTC-3

Dinukleotidni 171
Rv: 5'-GCAAATCGTTCATTGCT-3

ponovak

D3S3691 Fw: 5'-TCTCAGCAATAGCAAACATCAGG-3'

Dinukleotidni 250
Rv: 5'-TTGAAACCAGGGTGACAAATACATC-3'

ponovak

D351537 Fw: 5-CTATAAAATGGCTATACCCAG-3'

Tetranukleotidni 212
Rv: 5'-CTATTTTTGGACCCAGTAACC-3'

ponovak

Amplifikovani fragmenti su elektroforetski razdvajena ABI PRISM 3130
genettkom analizatoru. DuZina fragmenata je ddma pordenjem sa internalnim
GeneScalt- 500 LIZM Size standardom. Intenzitet signala (visina pikova) PCR
produkata za svaki pojedir@a marker tumorskog tkiva je paten sa intenzitetom
signala svakog pojeditaog markera zdravog tkiva, a gubitak heterozigdtnjes
odreifivan izraunavanjem AIR (engAllelic Imbalance Ratip AIR), prema sledmj

formuli:
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AIR= (T1/T2)/(N1/N2)

T1, T2- intenzitet signala alela (1 i 2) u tumonskikivu
N1, N2- intenzitet signala alela (1 i 2) u neiznegrgm tkivu

Kod uzoraka sa vrednostima AIR < 0.8 za bar jeddnspitivanih markera

potvrden je gubitak heterozigotnosti.

p26 p22.1
{1 probe) {1 probe)

L i
(3] QL TENTLT TCIITHIM

9.0 10.0 11.0

[ ' L _ F — . - [ w T I N
D3S1537 D3S3691 D3S1597 FANCDZ™ \smu"-- D351038
(<3) D351435
D3S1317
IRAK2
VHL
[N
L Exon 1 [Exon 2] Exon3
I il 1

Slika 14. Shematski prikaz lokalizacije gendL, mikrosatelitnih markera koignih za LOH analizu i
MLPA proba u okviru 3p25.3 hromozoma (dva mikrobata markera su pozicionirana u centromernom
3p26 i telomernom regionu 3p22.1) (Modifikovano Bsuet al. 2006)

3.2.7. Analiza nivoa HIF-2a iIRNK metodom kvantitativnog RT-PCR u

realnom vremenu

Metoda kvantitativnog RT PCR u realnom vremenu (éQgantitative Real
Time — PCR@RT-PCR) korigena je za relativhu kvantifikaciju ekspresije gétig-2a
u tumorskom i neizmenjenom tkivu bubrega pémaightCyclef’ 480 instrumenta.
Metoda se zasniva na odreanju intenziteta signala koji pég od FRET (eng.
fluorescence ergy tansfer,FRET ) hidrolizacionih proba posle svakog ciklusaR?
a, a koji korelira sa koncentracijom/brojem kopgpitivane DNK. Proba je na 5’- kraju

obelezena donorskom fluoroforom (engeporter), a na 3- kraju akceptorskom

41



fluroforom (eng.quenche) koje se nalaze na bliskoj distanci Sto akceptmogitava
supresiju fluorescentnog signala koji getod donora. Na 3’- kraju proba je foforilisana
Sto onemogéava ekstenziju lanca. Tokom PCR reakcije, 5-nukhean aktivno&u
polimeraze dolazi do isecanja hidrolizacione pralddanjanja fragmenata sa targeta i
medusobnog odvajanja akceptorske i donorske fluorofB@nor viSe nije suprimiran
akceptorom tako da nakon ekscitacije emituje flasceatni signatiji intenzitet se meri

u detektorskom kanalu instrumenta. R@rge intenziteta fluorescentnog signala
korelira sa kollinom oslobdene reporterske fluorofore, odnosno &olom PCR
produkta (Preuzeto sa URL:
http://plantbio.okstate.edu/resources/PCR_Core/dRbalTime%20PCR%20Applicat
ion%20Manual.pdf).

Kvantifikovanje nivoa genske ekspresije obuhvajalsledée stadijume:

1. lzolacija RNK iz tumorskog i neizmenjenog renalrbkiga

2. Tretman DNKazom

3. Konverzija RNK u komplementarni molekul DNK (cDNK)reverznom
transkripcijom

4. qRT-PCR

Izolacija RNK iz tkiva bubrega vrSena je pofudRNeasy® Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Nem&ka) prema protokolu proizvdaca:

U 600 pl RLT pufera dodavano je 10 [itmerkaptoetanola i smeSa je ddaa

na ledu tokom merenja i &nja tkiva.

1. Odmah nakon uzimanja tkiva iz tube BMNALaterom odmereno je 30 mg i
usitnjeno skalpelom na ledu.

2. Tkivo je preb&eno u tube od 2 ml i dodato je 600 pul smeSe RLTenguf f-
merkaptoetanola, a zatim homogenizovarixdm.

3. Smesa je ostavljena na -2D 20 minuta, a zatim pretenau QIAshreddefQiagen,
Hilden, Nema&ka) kolonice koje su stavljane u kolektorske tulbe 2 ml i

centrifugirana na 14000 rpm 2 minuta.
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4. Lizat je centrifugiran na 14000 rpm 3 minuta.

5. Supernatant je preben pipetom u tubu od 1,5 ml i dodavano je 600 pl%0
etanola.

6. Smesa je preltana uRNeasykolonice i centrifugirana na 10000 rpm 15 sekundi.

7. Nakon odlivanja sadrzaja iz kolektorskih tubaRkMNeasykolonice je dodavano 700
I RW1 pufera.

8. RNeasykolonice su centrifugirane na 10000 rpm 15 sekursdidrzaj je odlivan iz
kolektorskih tuba.

9. U RNeasykolonice je dodavano 500 ul RPE pufera i centitaugp na 10000 rpm
15 sekundi, sadrzaj iz kolektorskih tuba je uklanja

10.U RNeasykolonice je dodavano 500 ul RPE pufera centrifugirna 10000 rpm 2
minuta.

11.RNeasyolonica je stavljana u tubu od 2 ml i centrifgia na 14000 rpm 1 minut.

12.RNeasykolonica je stavljana u tubu od 1.5 ml i dodav@@®0 plnuclease-free
vode (Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD), &éimge centrifugirana na 10000

rpom 1 min.

Koncentracija molekula RNK je merena na spektrof@tyu na talasnoj duzini
od 260 nm, a zatim je iztanavana ukupna masa RNK u zapremini od 29 pl, prema

formuli;
Menk (NG) = Gk (NG/RDXV (29 pl);

Protokol za uklanjanje genomske DNK iz uzoraka RNK:
Genomska DNK je uklanjana iz uzoraka RNK upotrebemzima DNAse I,
RNase- fredThermo Fisher Scientific, WaltharBAD). Komponente reakcione smese

prikazane su u tabeli 16.

1. Smesa je inkubirana na 3¢ 30 minuta.

2. Dodavana je 1/10 volumena 25 mM EDTA i sme$a jaufiilana na 65C 10
minuta.

3. Nakon inkubacije u uzorke je dodavano 300 pl smeSe

fenol : hloroform : izoamilalkohol (25:24:1).
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4. Uzorci su vorteksovani 10-15 sekundi i centrifugiraa 14000 rpm,
5 minuta na 4C.

5. Gornja faza je prekkana u tubu od 1,5 ml, a zatim je dodavano 300 pdSem
hloroform:izoamilalkohol (24:1), vorteksovano 10-$Bkundi | centrifugirano na
14000 rpm, 5 minuta na’c.

6. Gornja faza je preldana u tubu od 1,5 ml u koju je dodavano: 1/10 va@oan3M
natrijum acetata i 2.2 volumena 96 % etanola.

7. Smesa je blago vorteksovana i ostavljena na’C2reko néi.

8. Uzorci su centrifugirani na 14000 rpm, 45 minuta 4©8C, a zatim je odlivan
supernatant.

9. U uzorke je dodavano 200 pl 70 % etanola, a potomrestrifugirani 14000 rpm, 2
minuta na #C. Supernatant je odlivan.

10.Uzorci RNK su nakon suSenja na sobnoj temperatutiajanju od 10 minuta,
rastvarani u 20 UDEPC-treatedvode.

11.Uzorci su inkubirani na sobnoj temperaturi 10 manuilago vorteksovani, nakon
cega je merena koncentracija RNK; Kvalitet RNK jeasran zadovoljavajim za

vrednosti Aeo2go~ 2.

Tabela 16. Komponente reakcione smese

Reakciona smeSa Zapremina (ul)
RNK 1-2 ug

10x reaction buffer with

MgCl, ala
DEPC-treated Water do 9 ul

Dnase |, Rnase-free (1 u/ul) 1-2 ul

In vitro sinteza komplementarne DNK vrSena je kigigemFirst Strand cDNA

Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, Walth&AD) prema uputstvu proizvdaca:

1. 0.5 pg ukupne RNK je konvertovano u cDNK u tubi @ ml; Komponente

reakcione smeSe su dodavane prema redosledu pridwaaatabeli 17.
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2. Smesa je blago vorteksovana i centrifugirana n® $pt, 10 sekundi.
3. Smesa je inkubirana na 3¢, 60 minuta, a zatim na 7, 5 minuta. Uzorci cDNK

su¢uvani na - 80C.

Za izvaienje qRT-PCR reakcije kotin jeLightCyclef’ 480 Probes Mastekit
(Roche, MannheimNemaka). Sekvence prajmera i proba, komponente rea&cion
smesSe i temperaturni profil reakcije su predstavljetabelama 20, 21 i 22. Uz svaku
seriju uzoraka preddenih za analizu, istim reakcionim uslovima izlagajo pet
razblaZzenja standarda poznatih koncentracija ithegakontrola. Reakcije su izdene
u triplikatu za svaki uzorak. Sa svakim ciklusomRPf@akcije produkt je umnozen po
formuli N=N x (E)", gde N predstavlja koliinu amplifikata na peetku reakcije, E je
amplifikaciona efikasnost i iznosi 80-90 % , n jeojbciklusa i N je koltina
amplifikovanih molekula. Nakon odtenog broja ciklusa PCR reakcije, umnozZava se
kolic¢ina standarda i uzorka proporcionalno ekspresijagsto se u@va pojavom krive
iz tzv. backgrounda. Momenat detekcije signala peam pojavom krive naziva se
“Crossing point, (Cp vrednost). Nakon zavrSene ogakkonstruiSe se standardna kriva,
pri ¢emu su na X osi predstavljene logaritmovane vretiascentracije standarda
(amol), a na Y osi srednja Cp vrednost triplikabgedina&nog razblazenja standarda. 1z
jedn&ine prave (y = ax + b) se préwmmava ekspresija ispitivanog gena, gde y
predstavlja Cp vrednost ispitivanog uzorka, a Xgaja koncentraciju izrazenu u
logaritmovanoj vrednosti koncentracije (logamol)ntdogaritmovanjem X vrednosti
dobija se koncentracija uzorka (amol), a zatim ssrgunava poug RNK koja je
koris¢ena za sintezu cDNK. Kao endogena kontrola kenSje p-aktin i njegova
ekspresija je takie ispitivana za svaki uzorak. Relativna kvantifikage vrSena
odrafivanjem odnosa ekspresije cDNK za HI&-2 p-actin u ispitivanom uzorku
tumorskog odnosno neizmenjenog tkiva bubrega (am@lpo pg RNK/ amo}.axin PO
ug RNK).
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Tabela 17. Komponente reakcione smeSe za sintezu cDNK

Reakciona smeSa

RNK 0,5 ug
oligo (dT)g prajmer 1l
voda, nuclease-free do 11 pl
5x Reaction Buffer 4 ul
RiboLock RNase Inhibitd20 U/ul) 1l

10 mM dNTP Miks 2 pl

M-MuLV Reverse Transcriptase (20 U/ul) 2 ul

Totalna zapremina 20 pl

Tabela 18 Komponente reakcione smese za gRT-PCR reakciju

Finaina Zapremina (ul)
Reakciona smeSa koncentracija P H
cDNK
1

LightCycle® 480 Probes Master 2X conc. 1x 12.5
prajmer Fw 0.25 mM 0.1
prajmer Rv 0.25 mM 0.1
proba 0.05 pM 0.2
LightCyclerUracil-DNA Glycosylase 0.2

do 20

voda, PCR-grade




Tabela 19. Temperaturni uslovi qRT-PCR reakcije za A) Hl&iB) p-aktin

A Broj ciklusa
Denaturacija 95C/5 min 1
95°C /30 s
Amplifikacija 58°C /30 s 40
72°C/60 s
Hladenje 40°C/10 s 1
B Broj ciklusa
Denaturacija 95C/5 min 1
95°C /30 s
Amplifikacija 60°C /30 s 40
72°C/60 s
Hladenje 40°C/10 s 1

Tabela 20.Sekvencarajmera i probaliib MolBiol, Berlin, Nem&ka) kori&enih u qRT-PCR reakciji

Sekvenca prajmera  Sekvenca prajmera

Gen Sekvenca probe
(Fw) (Rv)
HIE 5 5 5'- 6FAM -
) TGCTCCACGCCCAAT TCCAGCTCATTGAAATCC CATTGGTCCTTGGCCTCTGT
o
AGC -3' GTC -3 GTCC - BBQ -3'
5. 5'- FAM -
B- 5- CTGGTGCCTGGGGCG -
» AGCCTCGCCTTTGCC 2 CCGCCGCCCGTCCACACCCG
aktin '
GA -3' CC-BBQ -3

3.2.8. Analiza nivoa proteina HIF-2a, mTOR, TSC1, elF4E-BP1, p70S6K1,
AMPK, REDD1 i PDK3 Western Blot metodom

Western blot metoda kotiéna je za kvantitativhu analizu proteina izolovaaih

tumorskog i neizmenjenog tkiva bubrega.

Protokol za izolaciju proteina iz tkiva:
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1. Odmereno je 30 mg tkiva i usitnjeno na ledu. TKe@rebg&eno u tubu od 2 ml, a
zatim je dodavano 1 ml radnog RIPA pufera (Tabdla sa koktelom proteaznih
inhibitora cOmplete EDTA-free(Protease Inhibitor Cocktail TabletsRoche
Mannheim Nemaka).

2. Uzorci su ostavljeni na - AT 30 minuta.

3. Uzorci su sonifikovani 3x10 sekundi sa pauzom odlpminut izméu svakog
ciklusa sonifikacije, a zatim ostavljeni na - ZD30 minuta.

4. Uzorci su centrifugirani na 11000 rpm, 20 minutadig.

5. Supernatant koji sadrzi ukupne proteine je pazlijpvacen pipetom Euvan na - 80
°C.

Tabela 21. Receptura za RIPA pufer

RIPA pufer

10 mM TRIS-HCI (pH 7,5-8)
1 mM EDTA

0.1 % SDS

0.1 % deoksiholat

1 % Triton X-100

1 mM PMSF

Koncentracija proteina je odhwana Bradford-ovom metodom (Bradford 1976)
koris¢enjem Bio-Rad Protein AssayeagensaBio-Rad Laboratories Inc., Hercules
SAD). Nakon merenja apsorbanci raiih razblazenja BSA (engBovine serume
albumine BSA) poznatih koncentracija na 595 nm konstmasge standardna kriva.
Spektrofotometrijski je merena apsorbanca uzorakatema, a Kkori&njem

zakrivljenosti standardne krive odreana je koncentracija analiziranih proteina.

Priprema uzoraka za SDS-PAGE elektroforezu (engliufo Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE):

1. U tube je dodavano 1Q@y proteina, 2.5 WNUPAGE® LDS Sample Buffeéx), 1 pl
NuPAGE’ Reducing Agent (10x)3dH,O do finalne zapremine od 10 pl.

48



2. Smesa je inkubirana na 90 10 minuta.

Uzorci i markeri MagicMark! Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher
Scientific Baltics UAB, Vilnius, Litvanija) i PageRer ™ Prestained Protein Ladder
(Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, Vilnius, M#nija ) nalivani su u bunae
NuPAGE® Bis-Tris Mini gela za razdvajanje proteina moledke mase od 1-200 kDa i
razdvajani koriSenjem XCell SureLock Mini-Cell sistema za elektroforezu, pri
konstantnoj voltazi od 200 V, 40 minuta. Unutraskgenora elektroforetskog sistema
ispunjavana je sa 200 ml 1X NuPABB®OPS SDS Running Buffer u koji je dodato
500 pl NUPAGE Antioxidant, a spoljasna komora je ispunjavana66@ ml istog
pufera bez dodavanja antioksidansa (Preuzeto sa URL

http://pro.unibz.it/staff2/sbenini/documents/laliorg_and_safety/nupage_tech_man.pdf)

Proteini molekulske mase od 36-400 kDa i gore partienarkeri razdvajani su
naNuPAGE’ Novex Tris-Acetatgelu pri konstantnoj voltaZi od 150 V,&as. Komore
elektroforetskog sistema ispunjavane su saNLIRAGE’ Tris Acetate Running Buffer,

pri ¢emu je u unutrasnju komoru dodavar@i® pl antioksidansa.

Elektroforetski transfer proteina s&NUPAGE® Bis-Tris Mini gela na
nitroceluloznu membranwNftrocellulose Membrane, Filter Paper Sandwich,4m
size (Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, Vilnius, latija), odnosno séN\uPAGE
Novex Tris-Acetatgela na PVDF (engoolyvinylidene difluoride membranu RVDF
Membrane, Filter Paper Sandwich, 0,45 um sizeermo Fisher Scientific Baltics UAB,
Vilnius, Litvanijg,vréen je poméu XCell II™ Blot Modulesistema Thermo Fisher
Scientific Baltics UAB, Vilnius, Litvanijgri naponu od 25 V 90 minuta. Receptura za
pripremu pufera koji je koréen za transfer proteina, prikazana je u tabeli 22.
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Tabela 22. Komponente pufera za transfer proteina

Komponente transfer pufera Zapremina (ml)
NuPAGE Transfer Buffer (20X) 50

NuPAGE’ Antioxidant 1

Metanol 200
Dejonizovana voda 849

PVDF membrana je inkubirana u metanolu 30 sekuspdrana dejonizovanom
vodom, a zatim natopljena transfer puferom na nk#&olminuta. Suderi i
nitrocelulozna membrane su tdeo ostavljani u posudi sa transfer puferom.
Komponente kori&ne prilikom transfera proteina sa gela na membsameStane su u

XCell II™ Blot Modulesistem.

Nakon transfera, membrane su blokirane u 5 % rastwbranog mileka
(LumiLighfYS Western Blotting KjtBasel, Svajcarska) u PBS-u 60 minuta, a zatim su
inkubirane u odgovarajem razblaZenju primarnog antitela prek@inma 4°C (Tabela
23). Membrane su ispirane tri puta od po 10 minuf@BS-u, a potom inkubirane sa
odgovarajgim sekundarnim HRP — konjugovanim antitelom (ertgprseradish

peroxidaseHRP) 90 minuta na sobnoj temperaturi i ispiraoeqvo u PBS-u.

f1US Wwestern

Detekcija ispitivanih proteina vrSena je késgem Lumi-Ligh
Blotting Kit (Mouse/Rabbif)prema uputstvu proizdaca. Membrane su inkubirane u
smesi jednakih zapremiraumi-Lighf"Y® Enhanceri Lumi-Lighf""® Stable Peroxide
Solution(0,5 mi/cnf membrane) 5 minuta, a zatim su smestane u kageito(Cassete
13x18, Hans O. Mahn & CO. Hamburg, Nefka. Na membrane je u mfiaoj komori
stavljan fotografski film Qrtho, CP-GU, Medical X-ray film 13x18, AGFMortsel,
Belgija). Ekspozicija je prilagtavana u zavisnosti od gae hemiluminescentnog
signala i antitela kojim je vrSena detekcija pnoteiFilm je razvijan u aparaliGFA
Classic EOSAGFA Mortsel, Belgija). Detektovani protein ¢evan je kao diskretna
traka na odgovarajoj poziciji na filmu. Proteini su kvantifikovani kig¢enjem

softvera ImageQuant B-aktin korien je kao interna (endogena) kontrola za
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normalizaciju ekspresionog nivoa ispitivanih protei Membrane su oslobene
primarnog i sekundarnog antitela, ,stripovane“ub&cijom u 0,2M NaOH 15 minuta
na sobnoj temperaturi uz blagu agitaciju, a zatimpremane za detekciju drugim

antitelom, prema prethodno objaSnjenoj proceduri.

Tabela 23. Antitela kori€ena za detekciju i kvantifikaciju proteina Westbtot metodom

Primarno MW KataloSki , Sekundarno L
_ _ Proizvoda¢ _ Razblazenje
antitelo (kDa) broj antitelo
Santa Cruz
EPAS-1 (H-310) 115 sc-28706 Biotechnology, anti-rabbit 1:200
Inc. Dallas SAD
Abcam, ) .
mTOR 289 ab2732 ] anti-rabbit 1:1000
Cambridge UK
Hamartin Abcam, ) .
160 ab32936 ] anti-rabbit 1:500
(TSC1) Cambridge UK
Abcam,
elFAE-BP1 20-25 ab2606 ] anti-rabbit 1:1000
Cambridge UK
Abcam, ) .
p70S6K1 70 ab9366 ] anti-rabbit 1:1000
Cambridge UK
AMPK alpha 1 + Abcam, ]
~ 60 ab80039 ] anti-mouse 1:500
AMPK alpha 2 Cambridge UK
Santa Cruz
REDD-1 (H-110) 34 sc:-67051 Biotechnology, anti-rabbit 1:500
Inc. Dallas SAD
Life Span
PDK-3 47 LS-C111083 Biosciences, Inc.  anti-rabbit 1:1000
Seattle SAD
Abcam, ]
ACTNO5 (C4) 42 ab3280 ] anti-mouse 1:1000
Cambridge UK
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3.2.9. Analiza nivoa proteina TSC2 metodom imunohistohemg

Imunohistohemijska metoda katéha je za semikvantitativno udiwanje nivoa
ekspresije proteina TSC2 na uzorcima sveligskog karcinoma i neizmenjenog tkiva

bubrega.

Parafinski preseci debljineufn su deparafinisani i rehidratisani. lzdoe
inkubacija u speciénim rasrvorima tokom imunohistohemijske reakcij@cme su
ispirane u rastvoru 0,1 M PBS. Demaskiranje anagaseno je u citratnom puferu (10
mmol/L, pH6, Epitope Retrieval Solution, Dak&lostrup, Denmark), inkubacijom na
95°C , u trajanju od 21 minuta. Nakon toga, presegp@stepeno htieni i ispirani u
tekutoj, a potom i destilovanoj vodi. Aktivhost endogeperoksidaze inhibirana je
inkubacijom uzoraka u 3 % rastvoru vodonik pero&diokom 10 minuta. Nespedifia
imunoreaktivnost je blokirana rastvordPeptide Blocking SolutiofDako, Glostrup,
Denmark) tokom 30 minuta. Preseci su potom inkubird0 minuta u rastvoru
primarnog poliklonskog anti-TSC2 antitelu (&/ml, ab128021Abcam,Cambridge,
UK) na sobnoj temperaturi. Vizuelizacija kompleksatigen-antitelo je vrSena
koris¢enjemDAKO Universal LSAB+/HRKita (DAKO K0679) sa hromogenom 3,3'-
diaminobenzedinom (DAB + Substrate Chromogen SysBaRko, Glostrup, Denmark).
Uzorci su kontrastiranMayerovimhematoksilinom i pokriveni Aquatex-om (Merck,
Darmstadt, Germany). Svaki uzorak tumorskog tkigargien u duplikatu. Kod
negativnih kontrola u proceduri je izostavljencaganje rastvoru primarnog antitela.
Kao pozitivna kontrola koréeni su uzorci tkiva mozga (hipokampusa)dastog mista

pacova.

Analiza preparata dena je na mikroskopu Olympus BX-41 sa Olympus XC50
digitalnom kamerom i Cell softverom (Olympus, Tokytapan). Procena ekspresije
TSC2 proteina kena je brojanjem imunoreaktivnih struktueije (jedro, citoplazma
ili membrana) u pet reprezentativnih zona svakagsgka tumorskog i neizmenjenog
tkiva bubrega. Intenzitet reakcije je definisan kegativan 0, slab 1+, umeren 2+ i jak
3+. Rezultat je izrazavan u vidu nukleusnog, caapiatskog i membranskog skora
imunoreaktivnosti (0, 1, 2 i 3) na 100 izbrojadélija (Markovic-Lipkovski et al. 1995;

BraSanac et al. 1996).
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3.2.10.Statisti¢éka obrada rezultata

Rezultati analiza predstavljeni su kao srednje mostl + standardna greSka
(SE). U zavisnosti od distribucije dobijenih reatdt, primenjeni su jednosmerna analiza
varijanse (ANOVA) sapost hoc Bonferronikorekcijom za testiranje statidtie
zn&ajnosti razlika izméu ispitivanih grupa iliKruskal Wallis neparametrijski test
praéen Mann Whitneytestom. J&na i smer linearne povezanosti dve varijable &ésyat
je odretivanjem Pearsonovog koeficijenta korealacije slitaju normalne distribucije
podataka iliSpearmanovog koeficijenta korelackada najmanje jedna varijabla nije
imala normalnu distribuciju. Vrednodtl < 0.05 su smatrane statéli znatajnim. Za
opisivanje odnosa varijabli kotiéne su multipla i prosta regresiona analiza. Sva
izratunavanja su obavljena kofeénjem statistkog programa SPSS Statistic 17.0
Microsoft WindowgSpss. Ing Chicago, IL,SAD).
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4. REZULTATI

Studijom je bilo obuhwgeno 47 pacijenata (14 zena / 33 muskarca) sa tumoro
bubrega, kod kojih je patohistoloSkom analizom tuskog tkiva potwiena dijagnoza
svetlaelijskog karcinoma. U analiziranoj grupi pacijenat@reien je stadijum tumora
prema vazéem sistemu TNM klasifikacije i gradus tumora prefugmanovom sistemu
klasifikacije (Tabela 25).

4.1. Rezultati analize mutacionog statusa gengHL

Analizom DNK izolovane iz tumorskog tkiva bubregetektovane su promene u
okviru genavHL i/ili 3p lokusa kod 37/47 (78.7 %) pacijenata.

4.1.1. Rezultati analize mutacionog statusa gengHL metodom

automatskog sekvenciranja

U analiziranoj grupi pacijenata sekvenciranjem gé&ftdl genomske DNK
izolovane iz periferne krvi nisu detektovane gemivme mutacije. Analizom DNK
izolovane iz tumorskog tkiva bubrega detektovanes@matske mutacije u gentHL
kod 31/47 (65.9 %) pacijenta sa svédlyskim karcinomom bubrega.

Sekvenciranjem gen¥HL detektovano je 19 somatskih mutacija (19/31; 61.3
%) (tabela 25), od kojih 12 (12/19; 63.2 %) pripaga frame shiftmutacija, 5 (5/19;
26.3 %)missensenutacijama (1 SNP, 8plice sitemutacije, Slike 15, 16 i1 17) i &
framedelecijama (2/19; 10.5 %).
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p.Gly114Cys p-His115Tyr

Slika 15. Elektroforegramski prikagplice sitemutacija p.Gly114Cys i p.His115Tyr

p.Trp88Leu

L7

Slika 16. Elektroforegramski prikamissensenutacije p.Trp88Leu

p- Pro25Leu

l

LA a AAllnalaa AT Al Lom

ot AL A

Slika 17. Elektroforegramski prikaz gengkie varijante rs35460768 (p.Pro25Leu)

Na slici 18 predstavljene su pozicije somatskih anij detektovanih u
uzorcima tumorskog tkiva. Analizom gendHL neizmenjenog tkiva bubrega nisu

detektovane mutacije ni u jednom ispitivanom uzorku
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VHL Nucleotide number

GENE 1 340 341 463 464 642
—| 5UTR | Exon1 I—ﬁ'— Exon2 [—ff— Exon 3 | 3WUTR |—
7/ N / / \
/ \ / 7/ \
rs N Vs 1/ A Y
rd N v A Y
VHL
PROTEIN {REEERS L

188 193 204 213
Codon number

B
p.Pro25 pArgss P-Argé4 p.Ser72 p.Pro8é PN

p.Glyl114 pHis115 p.Asp121 pAspi26 pPPhe136 p.lie147

p-Arg177 p.Val87

Slika 18. Shematski prikaz gendHL, proteina VHL i pozicije detektovanih mutacija

4.1.2. Rezultati analize mutacionog statusa gengHL metodom

amplifikacije viSestruko ligiranih proba

DNK izolovana iz tumorskog i neizmenjenog tkiva bedm pacijenata kod kojih
nisu detektovane mutacije sekvenciranjem g€kt analizirana je MLPA metodom.
Kod 12 (12/31; 38.7 %) pacijenata uteno prisustvo velikih delecija (11) i duplikacija
(1) u okviru genavHL (Slike 20 i 21). Rezultat dobijen analizom DNK laeane iz

periferne krvi zdrave kontrolne osobe MLPA metodarkazan je slikom 19.

Z ] a 25—
kontrola

& & & & & & © 5 =

g &8 8 5 8

- 184nt
FANCD2-35 - 2830t
FANCD2-43 - 310nt

0int
Reference” -

e
2
=
2
T
(4

BRK1-2- 384nt

I I

CNTNG-1
GHRL6-

Ratio

05—

9|
0
0]
0
0
0]
0
0
0
0]
0
0]
0]
0|
0]
0
0
0]
0]
0|
0
0
0
0
0
0
0-
0
0-

101.10864

:::::
,,,,,,,,
S 8 8 &8 8 8 '8 '8 8 & @ 868 8 & 8 388 8 &6 F=

Slika 19. Prikaz rezultata dobijenih analizom DNK izolovameperiferne krvi zdrave kontrolne osobe
MLPA metodom. Crnim kruZima predstavljene su vrednosti AIR~1koje ne ukazogu prisustvo

delecija/duplikacija ispitivanih regiona DNK.
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Slika 20. Prikaz delecije dela gendHL i susednih regiona u okviru 3p25 lokusa detekteviRi.PA
metodom u uzorku tumorskog tkiva i neizmenjeno dkbubrega. Crvenim krudima predstavijene su
vrednosti AIR < 0.7 regiona DNK koji su indikovara prisustvo delecije. Crnim krié#na predstavljene
su vrednosti 0.7 < AIR < 1.3 koje ne ukazuju naystvo delecije/duplikacije ispitivanih regiona DNK
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Slika 21. Prikaz duplikacije dela prvog egzona geviblL detektovane MLPA metodom u uzorku
tumorskog tkiva i neizmenjeno tkivo bubrega. Plavijubi¢astim kruztima predstavljene su vrednosti
AIR > 1.3 koje su indikovane za prisustvo duplikaciCrnim kruzZtima predstavljene su vrednosti 0.7 <
AIR < 1.3 koje ne ukazuju na prisustvo delecijelikgzije ispitivanih regiona DNK.
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4.1.3. Rezultati analize metilacionog statusa promotorskogegiona gena
VHL

Supresija transkripcije metilacijom promotora gafdlL nije detektovana ni u
jednom uzorku tumorskog tkiva (Slika 22).

Slika 22. Prikaz produkata MS-PCR reakcije nakon elektrdfkeg razdvajanja na 2,5 % agaroznom
gelu; Levo- standardni marker koji je kdw®h za proveru duzine amplifikovanih fragmenata
(O'GeneRuler™ DNA ladderd hermo Fisher Scientific, SAD); ZT- neizmenjetivd, TT- tumorsko
tkivo, U- nemetilovani prajmeri koji su koti8ni u PCR reakciji, M- metilovani prajmeri koji &oris¢eni

u PCR reakciji. MS-PCR produkti tavaju se u vidu traka duzine 165 bp i dobijeni @@ primenom

nemetilovanih prajmera; Nespec¢ife trake od ~ 50 bp predstavljaju dimere prajmera.

4.1.4. Rezultati analize gubitka heterozigotnosti 3p lokua

Analizom Sest mikrosatelitnih markera koji okruzugen VHL utvrden je
gubitak heterozigotnosti u uzorcima tumorskog tkB8& pacijenata (33/47; 70.2 %)
(Slika 23).
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Slika 23. Elektroforegramski prikaz LOH analize u tumorskomnéizmenjenom tkivu bubrega.
Uzorak neizmenjenog tkiva je heterozigot za markBX@S1537 (221/230 bp), D3S3691 (256/260 bp),
D3S1597 (169/172 bp), D3S1435 (176/181 bp), D3S1A32/133 bp) i homozigot za D3S1317 (166
bp). U tumorskom tkivu prisutan je LOH Sto secaroa potpunim gubitkom jednog alela za markere
D3S1537 (221 bp), D3S3691 (260 bp), D3S1435 (1§1MPS1038 (112 bp) ili vrednostima AB,7 za
marker D3S1597 (169/172 bp). Marker D3S1317 (166nGp informativan.
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4.1.5. Klasifikacija uzoraka tumorskog tkiva u odnosu na nutacioni status
genaVHL

Analizirani uzorci tumorskog tkiva grupisani su i@ mutacionom statusu gena
VHL na uzorke sa neizmenjenim gendidL (wt VHL), sa monoalelnom inaktivacijom

genaVHL i bialelnom inaktivacijom gengHL.

Nemutirani genwtVHL detektovan je kod 10 (10/47; 21.3 %) pacijenata sa
svetlaelijskim karcinomom bubrega. Monoalelska inaktiyagenaVHL detektovana
je kod 10 (10/47; 21.3 %) pacijenata (4/10 sa gtisam intragenskih mutacija ViHL
genu i 6/10 sa gubitkom heterozigotnosti). Bialalmaktivacija gena/HL detektovana
je kod 27 (27/47; 57.4 %) pacijenata, odnosno koéd 86 (27/31) pacijenata nosioca

intragenske mutacije (Tabela 24).

Tabela 24. PatohistoloSke karakteristike tumora i mutacioratisd genaVHL (Nomenklatura je
uraiena prema propozicijama HGVBuman Genome Variation Socip8ekvenca gendHL je preuzeta
sa NCBI- The National Center for Biotechnology Imf@ation pod identifikacionim brojem NG_0082123
za gen i L15409 za iRNK); ID-broj uzorka, FG-Furmangradus, TNM-stadijum tumora, cc-
svetlatelijski karcinom, FSrame shiftmutacija, MSmissensemutacija, Spkplice sitemutacija, del-

delecija, IFDin framedelecija, ND-nije determinisano; (Modifikovano Dgmovic et al. 2016)
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MUTACIJA

ID FG  TNM  LOH Metiacia MLPA Promena na nivou Promena na nivou Egzon 1P
transkripta proteina mutacije
1 1 pTINOMO ND - ND - - - -
2 3 pT3aNIMO - - - - - - -
3 3 PT3aNxMO0 - - - - - - -
4 1 pTINOMO + ND ND C.263G>T p.Trp88Leu 1 MS
5 1 pTINOMO + ND ND c.364_366del p.Alal22del 2 IFD
6 2 pT2NOMO + ND ND c.346del p.Leull6Phefs*43 2 FS
7 2 pT3aNOMO + ND ND c.317del p.GlylO6Alafs*53 1 FS
8 3 pT3aNOMO - ND ND c.439del p.llel47Phefs*12 2 FS
9 1 pTINOMO + ND ND C.74C>T p.Pro25Leu 1 MS
10 3 PT3aNIMO + ND ND €.267_292del Asn90Profs*33 1 FS
. p.Arg58Gly;
11 3 pT3aN2Ml + ND ND c.172del;175_177del Pr059Glyfs*8 1 FS
12 3 PT3aNIMO + ND ND ¢.530_531del p.Argl77Thrfs*78 3 FS
13 3 PT3aNIMO - - - - - - -
14 3 PT3aNIMO + - + - - - -
15 3 PT3aNIMO + - - - - - -
16 2 PT3aNIMO + ND ND €.340G>T p.Glyll4Cys 2  Spl/IMS
17 3 pTINIMO - - - - - - -
18 1 pTINOMO + - + - - - -
19 3 pT3aNOMO - - - - - - -
20 2 PT3aNIMO + - - - - - -
21 2 pT3aNOMO + ND ND €.270_281del  p.Asn90_Glu94delinsLysl IFD
22 1 pTINIMO + - - - - -
23 2 pT2NOMO + - + - - - -
24 1 pTINxXMO + ND ND c.189del p.Arg64Alafs*3 1 FS
25 1 pTINOMO + - - - - - -
26 2 PT3aNIMI + - + - - - -
27 1 pTINOMO - - + - - - -
28 2 PT3aNIMO + - - - - - -
29 2 pTINOMO + - - - - - -
30 3 PT3aNIMO - - - - - - -
31 2 PT3aNIMO + ND ND c.258del Vall87Tyrfs*72 3 FS
32 1 pTINOMO + ND ND €.358_359del Aspl21Cysfs*10 2 FS
33 2 PT3aNIMO + ND ND C.343C>T p.His115Tyr 2 Spl/MS
34 2 pT3aNOMO + ND ND c.214T>C p.Ser72Pro 1 MS
35 1 pT2NxMO0 - - + - - - -
36 2 pTINXxMO + - + - - - -
37 3 pT3aN2MI + - + - - - -
38 2 PT3aNIMO + - + - - - -
39 3 PT3aNIMO + - + - - - -
40 3 pT3aNIMO - - - - - - -
41 2 pTINOMO - - - - - - -
42 3 pT3aNOMO - - + - - - -
43 3 PT3aNIMO - - - - - - -
44 3 pT3aNOMO + ND ND c¢.257_258delinsT p.Pro86Leufs*73 1 FS
45 3 PT3bNIMI + ND ND c.376del p.Aspl26Metfs*33 2 FS
46 2 pT3aNIMI + ND ND c.407_410del p.Phel36Cysfs*22 2 FS
47 1 pT1bNOMO + - + - - - -
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4.2. Rezultati analiza asocijacije patohistoloskih pararetara sa

mutacionim statusom gena/HL

U analiziranoj grupi pacijenata nije ¢tena korelacija izm# mutacionog
statusa gena/HL i pola, starosti i stadijuma bolesti (TNMP (> 0.05). Uzorci
tumorskog tkiva satVHL genom imaju signifikantno ¥eFurmanov gradus (2.9 + 0.1)
u odnosu na tumore sa monoalelnom (1.7 £B.2;0.014) i bialelnom (2.0 + 0.B =
0.009) inaktivacijom gen&HL, dok razlike u gradusWHL mutiranih (M/LOH vs.

M+LOH) tumora nisu statistki znatajne.

4.3. Rezultati analiza asocijacije nivoa HIF-2x iIRNK sa mutacionim

statusom genavHL

Ispitivanjem nivoa HIF-2 iIRNK metodom qRT-PCR nismo &b statisticki
zn&ajne razlike izméu analiziranih grupa tumorskih tkiva. Taley nisu detektovane
razlike u nivou IRNK izméu tumora savt VHL genom, monoalelnom i bialelnom

inaktivacijom gena/HL i neizmenjenog tkiva bubrega (Slika 24).
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Slika 24. Histogramski prikaz nivoa HIFe2IRNK u uzorcima tumorskog tkiva sa raaim mutacionim
statusom gen®HL i neizmenjenog tkiva bubrega. WN'HL, uzorci tumorskog tkiva kod kojih nije
detektovana promena u gewtiL; M/LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detekana mutacija u
genu VHL ili gubitak heterozigotnosti; M+LOH, uzorci tumég tkiva kod kojih je detektovana
mutacija u genu VHL i gubitak heterozigotnosti; C, neizmenjeno tkivo ublega;

(Modifikovano Damjanovic et al. 2016)
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4.4. Rezultati analiza nivoa proteina HIF-20, mTOR, TSC1, elF4E-
BP1, p70S6K1, AMPK, REDD1 i PDK3 Western Blot metodm

4.4.1. Rezultati analiza asocijacije nivoa proteina HIF-2Z, sa mutacionim

statusom genavHL

Analizom nivoa transkripcionog regulatora HIk-2isu detektovane razlike
izmedu tumorskih tkiva sa ragiitim mutacionim statusom gen#HL, kao ni razlike u

odnosu na neizmenjeno tkivo bubrega (Slika 25).
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Slika 25. A- Prikaz nivoa proteina HIFe2detektovanog Western blot metodom; C1-C5, neizaren;
tkivo; T1-T5, tumorsko tkivo; WT VHL, uzorci tumdkeg tkiva kod kojih nije detektovana promena u
genuVHL; M/LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detekina mutacija u genvHL ili gubitak
heterozigotnosti; M+LOH, uzorci tumorskog tkiva k&djih je detektovana mutacija u geMHL i
gubitak heterozigotnosti; C, neizmenjeno tkivo laga; Normalizacija je udgna u odnosu naktin; B

- Histogramski prikaz nivoa proteina HIlfe-21 uzorcima tumorskog tkiva sa r&#iim mutacionim

statusom gen®HL i uzorcima neizmenjenog tkiva (Modifikovano Dangait et al. 2016)
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4.4.2. Rezultati analiza asocijacije nivoa proteina mTORsa mutacionim

statusom genavHL

Analizom nivoa proteina mTOR nisu ¢ene razlike izméu tumora sa wvHL
genom, mono- i bialelnom inaktivacijom geNadlL. Takaie, nisu udene statistki
zna&ajne promene u nivou ekspresije proteina mTOR wtuma sa wiVHL genom i
tumorima sa monoalelnom inaktivacijom gevidL u odnosu na neizmenjeno tkivo. U
tumorima sa bialelnom inaktivacijom gendHL detektovan je zmi@jno nizi nivo

proteina mTOR u odnosu na neizmenjeno tkRe&(0.002) (Slika 26).
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i MLOH M+LOH C
Slika 26. A- Prikaz nivoa proteina mTOR detektovanog Westdat tmetodom; C1-C3, neizmenjeno
tkivo; T1-T3, tumorsko tkivo; WT VHL, uzorci tumdkeg tkiva kod kojih nije detektovana promena u
genuVHL; M/LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detekina mutacija u genuyHL ili gubitak
heterozigotnosti; M+LOH, uzorci tumorskog tkiva kédjih je detektovana mutacija u genHL i
gubitak heterozigotnosti; C, neizmenjeno tkivo laga; Normalizacija je udgna u odnosu ng-aktin;
B- Histogramski prikaz nivoa proteina mTOR u uzoraitumorskog tkiva sa ragiiim mutacionim

(*M+LOltor <  Cntor)

statusom gena VHL i uzorcima neizmenjenog tkiva

(Modifikovano llic et al. 2017)
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4.4.3. Rezultati analiza asocijacije nivoa proteina TSC1la mutacionim

statusom genavHL

Kvantitativnom analizom utdeno je da tumori sa monoalelnom inaktivacijom
gena VHL imaju zn&ajno nizu ekspresiju proteina TSC1 u odnosu na tansa

bialelnom inaktivacijomP = 0.019), kao i u odnosu na neizmenjeno tkivo bgarpP =

0.001) (Slika 27).
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Slika 27. A- Prikaz nivoa proteina TSC1 detektovanog Westdoth imetodom; C1-C6, neizmenjeno
tkivo; T1-T6, tumorsko tkivo; WT VHL, uzorci tumdteg tkiva kod kojih nije detektovana promena u
genuVHL; M/LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detekina mutacija u genuyHL ili gubitak
heterozigotnosti; M+LOH, uzorci tumorskog tkiva k&djih je detektovana mutacija u geMHL i
gubitak heterozigotnosti; C, neizmenjeno tkivo tagar; Normalizacija je udgna u odnosu ngraktin;

B- Histogramski prikaz nivoa proteina TSC1 u uzorcitnanorskog tkiva sa razitim mutacionim
#
statusom gena/HL i uzorcima neizmenjenog tkiva bubrega (*M/L@d; < Crsci: M/LOHqtscy <

M+LOH+sc1 ) (Modifikovano Damjanovic et al. 2016)
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4.4.4. Rezultati analiza asocijacije nivoa proteina elF4EBP1 sa

mutacionim statusom gena/HL

Kvantitativnom analizom utdeno je da je nivo proteina elF4E-BP1 u
tumorskim tkivima sa bialelnom inaktivacijom geN&lL znaajno ve&i u odnosu na
neizmenjeno tkivo bubregd (= 0.002). Nisu detektovane ziagne razlike u nivou
proteina elF4E-BP1 u ostalim grupama tumora (S2i&pa

- C1 T1 C2 T2 C3 T3 C4 T4 C5 T5 C6 T6

oIF4£-BP1 i “
B-aktin M T T

VHL wt  wt Wt MLOH Wt MLOH wi MsLOH Wi M+LOH

B 15-

elF4E-BP1/B-aktin

WT M/LOH M+LOH C

Slika 28. A- Prikaz nivoa proteina elF4E-BP1 detektovanog Vfastblot metodom; C1-C3,
neizmenjeno tkivo; T1-T3, tumorsko tkivo; WT VHLzarci tumorskog tkiva kod kojih nije detektovana
promena u genWHL; M/LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detekana mutacija u genvHL ili
gubitak heterozigotnosti; M+LOH, uzorci tumorskdgva kod kojih je detektovana mutacija u gevidL

i gubitak heterozigotnosti; C, neizmenjeno tkivdbkrga; Normalizacija je uf@na u odnosu ngraktin;

B- Histogramski prikaz nivoa proteina elF4E-BP1 urgitna tumorskog tkiva sa ragiiim mutacionim
statusom genaVHL i uzorcima neizmenjenog tkiva bubrega (*M+LQMFesp: > Corsesp)d

(Modifikovano llic et al. 2017)
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4.4.5. Rezultati analiza asocijacije nivoa proteina p70361 sa mutacionim

statusom genavHL

Kvantitativnom analizom nisu @ene razlike u ekspresiji proteina p70S6K1 u
ispitivanim grupama tumorskih tkiva, kao ni razlikeodnosu na neizmenjeno tkivo

bubrega (Slika 29).
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Slika 29. A- Prikaz nivoa proteina p70S6K1 detektovanog Weastdnt metodom; C1-C3, neizmenjeno
tkivo; T1-T3, tumorsko tkivo; WT VHL, uzorci tumdtsg tkiva kod kojih nije detektovana promena u
genuVHL; M/LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detekina mutacija u genuyHL ili gubitak
heterozigotnosti; M+LOH, uzorci tumorskog tkiva kd&djih je detektovana mutacija u geMHL i
gubitak heterozigotnosti; C, neizmenjeno tkivo laga; Normalizacija je udgna u odnosu ng-aktin;

B- Histogramski prikaz nivoa proteina p70S6K1 u urnectumorskog tkiva sa razitim mutacionim

statusom gen®HL i uzorcima neizmenjenog tkiva.
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4.4.6. Rezultati analiza asocijacije nivoa proteina AMPKsa mutacionim
statusom genavHL

Kvantifikacijom ekspresije proteina AMPK nisu detimkane statistki znatajne
razlike izmeu analiziranih grupa tumorskih tkiva. Tale nisu detektovane promene u
nivou proteina AMPK izméu tumora savt VHL genom, monoalelnom inaktivacijom i
bialelnom inaktivacijom gendgHL i neizmenjenog tkiva bubrega (Slika 30).
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Slika 30. A- Prikaz nivoa proteina AMPK detektovanog Westelat imetodom; C1-C3, neizmenjeno
tkivo; T1-T3, tumorsko tkivo; WT VHL, uzorci tumdteg tkiva kod kojih nije detektovana promena u
genuVHL; M/LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detekina mutacija u genvHL ili gubitak
heterozigotnosti; M+LOH, uzorci tumorskog tkiva k&djih je detektovana mutacija u geMHL i
gubitak heterozigotnosti; C, neizmenjeno tkivo laga; Normalizacija je udgna u odnosu ng-aktin;

B- Histogramski prikaz nivoa proteina AMPK u uzorcintamorskog tkiva sa razitim statusom gena

VHL i uzorcima neizmenjenih tkiva bubrega (Modifikowealtic et al. 2017)
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4.4.7. Rezultati analiza asocijacije nivoa proteina REDDXsa mutacionim

statusom genavHL

U uzorcima tumorskog tkiva sa monoalelnom inakijeaec gena VHL
detektovana je z@ajno niza ekspresija proteina REDD1 u odnosu naotansa
neizmenjenim genoHL (P = 0.042), u odnosu na tumore sa bialelnom inag&tjean
genaVHL (P < 0.005) i u odnosu na neizmenjeno tkivw= 0.004). U tumorima sa
bialelnom inaktivacijom gen®HL detektovan je viSi nivo proteina REDD1 u odnosu na
neizmenjeno tkivoF = 0.008) (Slika 31).
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Slika 31. A- Prikaz nivoa proteina REDD1 detektovanog West#ah metodom; C1-C3, neizmenjeno
tkivo; T1-T3, tumorsko tkivo; WT VHL, uzorci tumdteg tkiva kod kojih nije detektovana promena u
genuVHL; M/LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detekina mutacija u genuyHL ili gubitak
heterozigotnosti; M+LOH, uzorci tumorskog tkiva k&djih je detektovana mutacija u geMHL i
gubitak heterozigotnosti; C, neizmenjeno tkivo taga; Normalizacija je udgna u odnosu ngraktin;
B- Histogramski prikaz nivoa proteina REDD1 u uzomitumorskog tkiva sa razitim mutacionim

statusom gen&HL i uzorcima neizmenjenog tkivE#+M/LOHgepp1 < C repps, WT VHL reppi,
M+LOH REDD1 *M+LOH REDD1 = CREDDI) (Modifikovano llic et al. 2017)
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4.4.8. Rezultati analiza asocijacije nivoa proteina PDK3a mutacionim

statusom genavHL

Western blot analizom @en je statistki znatajno visi nivo proteina PDK3 u
tumorima sa WVHL genom u odnosu na neizmenjeno tkii0=(0.016), kao i u odnosu

na tumorsko tkivo sa bialelnom inaktivacijom gartdL (P = 0.012). (Slika 32).
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Slika 32. A- Prikaz nivoa proteina PDK3 detektovanog Westdot metodom; C1-C3, neizmenjeno
tkivo; T1-T3, tumorsko tkivo; WT VHL, uzorci tumdkeg tkiva kod kojih nije detektovana promena u
genuVHL; M/LOH, uzorci tumorskog tkiva kod kojih je detekina mutacija u genuyHL ili gubitak
heterozigotnosti; M+LOH, uzorci tumorskog tkiva kédjih je detektovana mutacija u genHL i
gubitak heterozigotnosti; C, neizmenjeno tkivo laga; Normalizacija je udgna u odnosu ng-aktin;

B- Histogramski prikaz nivoa proteina PDK3 u uzorairumorskog tkiva sa razitim mutacionim
statusom gend&HL i uzorcima neizmenjenog tkiva bubrega (*wt Viiks > Cepia: Wt VHL ppks >
M+LOHppk3) (Modifikovano llic et al. 2017)
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4.5. Rezultati analize nivoa ekspresije proteina TSC2 nmedom
imunohistohemije i asocijacija sa mutacionim statusm gena
VHL

Imunohistohemijskom analizom uzoraka pozitivha egsia proteina TSC2
detektovana je kod 89 % (31/35) svedljskih karcinoma. Nukleusna
imunoreaktivnost procenjena  je imunoreaktivnim reke 2+ i 3+ , dok je
citoplazmatska ekspresija proteina TSC2 procenjemanoreaktivnim skorom 1+.
Semikvantitativnom procenom totalnog imunoreaktiynskora uden je statistki
zn&ajno nizi nivo ekspresije proteina TSC2 u tumorskekivu u odnosu ha
neizmenjeno tkivo bubreg® (< 0.05). Nisu udene znaajne razlike u nivou ekspresije

proteina TSC2 u odnosu na mutacioni status §#&la(Slika 33).
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Slika 33. Rezultati dobijeni imunohistohemijskom analizo’: - C, ekspresija proteina TSC2 u
neizmenjenom tkivu bubrega nakon primene anti TSDHtela; wt, ekspresija proteina TSC2 u
svetlatelijskom karcinomu bubrega sa neizmenjeniiL genom; M/LOH, ekspresija proteina TSC2 u
svetlatelijskom karcinomu bubrega sa monoalelnom inakfjgat genaVHL; M+LOH, ekspresija TSC2
proteina u svetkelijskom karcinomu bubrega sa bialelnom inaktivaijgenavVHL; B — Grafi¢ki prikaz
nivoa ekspresije proteina TSC2 u uzorcima tumorskog sa razliitim mutacionim statusom gengHL

i uzorcima neizmenjenog tkiva bubregdWT VHLtsc; M/LOHtsc; M+LOHrseo < Grsed
(Modifikovano Damjanovic et al. 2016)
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4.6. Rezultati multiple regresione analize

Utvrdivanje odnosa ispitivanih parametara u uzorcima onskih tkiva sa

razlicitim mutacionim statusom gendHL uraieno je multiplom regresionom analizom.

4.6.1. Rezultati multiple regresione analize za uzorke turorskih tkiva sa
wt genomVHL

4.6.1.1. Rezultati multiple regresione analize sa Furmanovimgradusom

kao zavisnom promenljivom

Regresionim modelom dobijeno je da je varijabiligghdusa tumora sa wt
genomVHL odreien nivoom proteina HIF«2 Procenat varijabiliteta gradusa tumora
predstavljen je koeficijentom determinacije’{Riznosi 96.3 % (Tabela 25). Na osnovu
koeficijenta nagiba (b) uena je negativna korelacija iztheekspresije proteina HIF-
20,1 gradusa tumora(= 0.002).

Tabela 25. Regresioni model kojim se objasnjava varijabil#avisne promenljive (Furmanov gradus)

u uzorcima tumorskih tkiva sa wt genafhiL

_ ) Koeficijent Keoficijent
Nezavisna Regresiona ) o
Model - nagiba SE P determinacije
promenljiva  konstanta N
(B) (R
wtVHL HIF-2a 3.09 -0.084 0.011  0.002 0.936

4.6.1.2. Rezultati multiple regresione analize sa proteinonHIF-2a kao

zavisnom promenljivom

Regresionim modelom dobijeno je da odnos nivoa iRE& HIF-2x u
tumorskom i neizmenjenom tkivu (nivo iIRN€.2, u tumorskom tkivu / nivo iIRNKg-
2¢ U neizmenjenom tkivu) determiniSe varijabilitevoa proteina HIF-2 (96 %) u

tumorskom tkivu sa wt genoWwHL. Uocena je pozitivha korelacija izrie nivoa
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proteina HIF-Z u tumorskom tkivu i odnosa nivoa iRNK za HIk-B tumorskom i
neizmenjenom tkivuR = 0.001) (Tabela 26).

Tabela 26. Regresioni model kojim se objaSnjava varijabilzatisne promenljive (protein HIFe2 u

uzorcima tumorskih tkiva sa wt gendriiL

_ _ o Keoficijent
Nezavisna Regresiona Koeficijent o
Model . _ SE P determinacije
promenljiva  konstanta nagiba (B) R)

IRNK iF-24
wtVHL T/C -2.14 3.007 0.296 0.001 0.963

4.6.1.3. Rezultati multiple regresione analize sa proteinomTSC1 kao

zavisnom promenljivom

Regresionom analizom utieno je da se 88,7 % varijabiliteta nivoa proteina
TSC1 u tumorima sa neizmenjenim gendfkiL moze objasniti nivoom proteina
REDD1, pricemu je udéeno da je pou&nje nivoa ekspresije proteina TSC1derzso
pove&anjem nivoa proteina REDDR (= 0.005) (Tabela 27).

Tabela 27. Regresioni model kojim se objaSnjava procenatabitijeta zavisne promenljive (protein

TSC1) u uzorcima tumorskih tkiva sa wt gengiL

_ . o Keoficijent
Nezavisna Regresiona Koeficijent SE o
Model . _ P determinacije
promenljiva konstanta nagiba (B) (B) (R2)

wtVHL REDD1 - 0.433 2.930 0.522 0.005 0.887
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4.6.1.4. Rezultati multiple regresione analize sa proteinonp70S6K1 kao

zavisnom promenljivom

Regresionom analizom utieéno je da se 87,2 % varijabiliteta nivoa ekspresije
proteina p70S6K1 u tumorima sa neizmenjenim geMitih moZe objasniti novoom
ekspresije proteina TSC1, @emu je udeno da je powanje nivoa ekspresije proteina

TSC1 préeno povéanjem nivoa ekspresije proteina p70S6R1(0.002) (Tabela 28).

Tabela 28. Regresioni modeli kojima se objasnjava procenajalaliteta zavisne promenljive (protein

p70S6K1) u uzorcima tumorskih tkiva sa wt gendhiL

Keoficijent

Nezavisna Regresiona Koeficijent SE o
Model P determinacije

romenljiva konstanta nagiba (B B
p j giba (B) (B) (R2)

wtVHL TSC1 0.314 0.515 0.113 0.002 0.872

4.6.1.5. Rezultati multiple regresione analize sa proteinomPDK3 kao

zavisnom promenljivom

Regresionom analizom utieno je da se 77.8 % varijabiliteta nivoa proteina
PDK3 u uzorcima tumorskih tkiva sa neizmenjenimayeVHL moZe objasniti nivoom
ekspresije proteina AMPK, ptemu je udeno da je pouv&nje nivoa AMPK préeno
poveanjem nivoa proteina PDK3 u tumorima sa genorwhit (P = 0.013) (Tabela
29).
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Tabela 29. Regresion model kojim se objaSnjava procenat \liieta zavisne promenljive (protein

PDK3) u uzorcima tumorskih tkiva sa wt gendftidL

_ ) o Keoficijent
Nezavisna Regresiona Koeficijent SE _ .
Model P determinacije

romenljiva konstanta nagiba (B B
p j giba(B) (B) (R?)

wtVHL AMPK 0.285 0.778 0.09 0.013 0.974

4.6.2. Rezultati multiple regresione analize za uzorke turorskih tkiva sa

monoalelnom inaktivacijom genavVHL

4.6.2.1. Rezultati multiple regresione analize sa proteinonHIF-2a kao

zavisnom promenljivom

Regresionom analizom utieno je da se 94.3 % varijabiliteta nivoa ekspresije
proteina HIF-2Z u tumorima sa monoalelnom inaktivacijom gertdL. moze objasniti
nivoom ekspresije proteina PDK3, pféemu je udena pozitivna korelacija iznda
nivoa proteina HIF-2 i PDK3 (P = 0.001) (Tabela 30).

Tabela 30. Regresioni model kojim se objaSnjava varijabilgavisne promenljive (protein HIFeR u

uzorcima tumorskih tkiva sa monoalelnom inaktivaijgenavVHL

_ ) o Keoficijent
Nezavisna Regresiona Koeficijent SE _ .
Model P determinacije

romenljiva konstanta nagiba (B B
p ] giba (B) (B) (R2)

M/LOH PDK3 0.36 0.193 0.021 0.001 0.943
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4.6.2.2. Rezultati multiple regresione analize sa proteinomAMPK kao

zavisnom promenljivom

Regresionom analizom utieéno je da se 74,6 % varijabiliteta nivoa ekspresije
proteina AMPK u tumorima sa monoalelnom inaktivaeij genaVHL mozZe objasniti
nivoom ekspresije proteina TSC1. d¢ma je pozitivha korelacija izrde proteina

AMPK i TSC1 P = 0.006) (Tabela 31).

Tabela 31. Regresion model kojima se objaSnjava procenatakilieta zavisne promenljive (protein

AMPK) u uzorcima tumorskih tkiva sa monoalelnomkitgacijom genavVHL

Keoficijent

Nezavisna Regresiona Koeficijent SE o
Model P determinacije

romenljiva konstanta nagiba (B B
p ] giba (B) (B) (R2)

M/LOH TSC1 - 0.390 7.448 1.775 0.006 0.746

4.6.2.3. Rezultati multiple regresione analize sa proteinomREDD1 kao

zavisnom promenljivom

Regresionom analizom utieno je da se 55,8 % varijabiliteta nivoa ekspresije
proteina REDD1 u tumorima sa monoalelnom inaktijeacigenaVHL moze objasniti
nivoom ekspresije proteina p70S6K1. lztueproteina REDD1 i p70S6K1 tena je
pozitivha korelacijalR = 0.013) (Tabela 32).
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Tabela 32. Regresioni model kojim se objaSnjava procenat afilifeta zavisne promenljive (protein

REDD1) u uzorcima tumorskih tkiva sa monoalelnoakiivacijom gena/HL

_ ) o Keoficijent
Nezavisna Regresiona Koeficijent SE _ .
Model . _ P determinacije
promenljiva konstanta nagiba (B) (B) (R?)

M/LOH  h70S6K1 -0.015 0.137 0.043 0.013 0.558

4.6.3. Rezultati multiple regresione analize za uzorke turorskih tkiva sa
bialelnom inaktivacijom genaVHL

4.6.3.1. Rezultati multiple regresione analize sa proteinomHIF-2a kao

zavisnom promenljivom

Regresionom analizom utieno je da se 71.9 % varijabiliteta nivoa ekspresije
proteina HIF-2 u tumorima sa bialelnom inaktivacijom geNdL moze objasniti
odnosom nivoa proteina elF4E-BP1 u tumorskom imeigenom tkivu (nivo proteina
elF4E-BP1 u tumorskom tkivu / nivo proteina elF4BABu neizmenjenom tkivu).
Pove&anje nivoa proteina elF4E-BP1 u tumorskom u odnoeauneizmenjeno tkivo
prateno je povéanjem nivoa ekspresije proteina HIk-@ uzorcima tumoral = 0.001)
(Tabela 33).

Tabela 33.Regresioni model kojim se objaSnjava procenat awitifeta zavisne promenljive (protein

HIF-20) u uzorcima tumorskih tkiva sa bialelnom inaktiyam genavVHL

_ _ o Keoficijent
Nezavisna Regresiona Koeficijent SE _ .
Model . _ P determinacije
promenljiva konstanta nagiba (B) (B) (R2)

M+LOH elF4EBP1

TIC 1.019 0.026 0.004 0.001 0.719
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5. DISKUSIJA

U odnosu na status gen#HL, mozemo razlikovati tri grupe svetkijskih
karcinoma bubrega: tumore sa neizmenjenim gewdwHL i funkcionalnim proteinom
VHL, tumore sa monoalelskom inaktivacijom geNdL i redukovanom dozom
funkcionalnog proteina VHL i tumore sa bialelskomaktivacijom genaVHL i
potpunim odsustvom funkcionalnog proteina VHL. Ki&acija svetl&elijskih tumora
bubrega prema mutacionom statusu geéh& u potpunosti je opravdargajenicom da
u odrefenim studijama bialelska inaktivacija pomenutogageije detektovana kod ~ 20
% svetl@elijskih renalnih karcinoma, kao dinjenicom da tumori u zavisnosti od
mutacionog statusa gen®HL pokazuju jasne razlike u ekspresionom profilu
komponenata signalnih puteva (Beroukhim et al. 2009

Procentualna zastupljenost somatskih mutacija,i kaalelna inaktivacija gena
VHL u analiziranim uzorcima svetlelijskog karcinoma bubrega je u saglasnosti sa
podacima iz literature (Banks et al. 2006; Gnatral.€1994; Shuin et al. 1994; Whaley
et al. 1994; Kondo et al. 2002). Uzevsi u obzirustgo germinativnih mutacija gena
VHL kod svih pacijenata, ispitivani uzorci sveétdijskog karcinoma su spor&diog

tipa, a ne jedna od manifestacija naslednog vopélipindau sindroma.

Monoalelska inaktivacija uena je kod 23,4 % ispitivanih uzoraka i posledea |
mutacije/gubitka heterozigotnosti u okviru jedndgla dok je drugi alel neizmenjen
(eng.wild type) Haploinsuficijentnim genom smatra se gen kogdnjoj kopiji ne moze
obavljati svoju funkciju na odgovardajunatin. Sve je viSe publikacija koje ukazuju na
zna&aj haploinsuficijencije tumor supresora u procesikogeneze (Macleod 2000;
Berger AH i Pandolfi 2011). GeNHL se smatraggatekeepeitumor supresorom kod
kojeg je gubitak funkcije posledica bialelske ina&tije, meiutim postojanje tumorskih
tkiva sa mutiranim samo jednim alelom implicira grutijalni uticaj dozne zavisnosti
genaVHL na proces onkogeneze. Redukovana koncentracijeipaovVHL bi mogla da
indukuje tumorigenezu, ne samo preko stabilizatljeé-a, ve¢ i gubitkom ostalih
funkcija VHL-a, kao Sto su regulacijeelijskog ciklusa i transkripcije (Uvod, Slika 4)
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(Gossage i Eisen 2010; Roe et al. 2011; Metcalf.€t014; Roberts et al. 2009; Yang et
al. 2007; Kaelin 2008; Hoebeeck 2006). Tddo jedno od modgih objasnjenja
nastanka renalnog karcinoma ucgliu monoalelske inaktivacije gendHL, mogao bi
biti fenomen udruZene haploinsuficijencije (engompound haploinsufficiengy
odnosno haploinsuficijencije ¥eg broja tumor supresora lociranih u bliskom oknjize
(Brugarolas 2013; The Cancer Genome Atlas Resddetvork 2013). Razmatraju

ulogu genaVHL u patogenezi sveiteliiskog karcinoma, trebalo bi uzeti u obzir
epigenettku regulaciju ekspresije, koja ukfuje metilaciju CpG ostrvaca
promotorskog regiona i gensko utiSavanje molekulim@&NK. Prema literaturnim
podacima u 5-10 % svetlelijskog karcinoma disregulacija funkcije proteiléiL
asocirana je sa redukcijom nivoa ekspresije mgblacpromotoravVHL gena (Herman
et al. 1994, Clifford et al. 1998; Nickerson et2008). Analizom promotorskog regiona
gena VHL nismo potvrdili supresiju ekspresije navedenim ametmom, Sto se
delimicno moze objasnitéinjenicom da smo u analizu metilacionog statusgucik
samo one uzorke u kojima je g&fHL neizmenjen. Hipermetilacija promotorskog
regiona koja nije udruzena sa mutacijom g¥ihtl redak je dogdaj i detektovana je u
malom broju sldajeva i u studijama sa frekventnijim prisustvom enipetilovanog
promotora gend/HL (Banks et al. 2006; Young et al. 2009). NovijintraZivanjima
potvirden je direktan kontakt miRNK-155 i miRNK-331 sal3FR regionom iRNK za
VHL, kao i regulatorna funkcija miRNK-92 u ekspiegienaVHL (Kong et al. 2014;
Cao et al. 2015; Valera et al. 2011).

Ni u jednom uzorku sa bialelnom inaktivacijom kaeksndarni mutacioni
dogaiaj nije detektovana intragenskackasta mutacija ili delecija/duplikacija, &e
gubitak heterozigotnosti lokusa koji se nalaze dslea nishodno od gendHL, tako da
bi se mehanizam inaktivacije alela koji je zatera gubitkom heterozigotnosti mogao
objasniti potpunim/delindnim gubitkom kréeg kraka tréeg hromozoma, kao i
promenama na nivosilencera i enhancera koji regulisSu transkripcionu aktivnost gena
VHL.

Osam delecionihin frame mutacija rezultuju prevremenom terminacijom
translacije i sintezom nefunkcionalnog <sleaog proteina sa izmenjenom

aminokiselinskom sekvencom ¢vsi od pozicije mutacije. Sve navedene mutacije su
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pozicionirane u regionu drugog egzona koji kodirao dproteina odgovoran za
uspostavljanje interakcije sa proteinima elongindnC , kulinom i Rbx1, Sto ukazuje
na smanjeni ubikvitinacioni potencijal, kao i sm@aénhibiranu degradaciju i
akumulaciju HIF-1/a2 (Hansen et al. 2002). Sedam od osam navedenihcijauta

udruzene sa gubitkom heterozigotnosti za minimunhange mikrosatelitni marker u

okviru 3p regiona.

Nismo detektovali &kaste mutacije u regionu koji kodira prvih 54 amino
kiselina, a koji je odgovaran za ostvarivanje k&tdasa fibronektinom. TK&kaste
mutacije u okviru navedenog regiona ucaiu svetl@elijskog karcinoma bubrega nisu

do sada prijavljene u literaturi (Banks et al. 2006

Genettka varijanta Pro25Leu (rs35460768) predstavlja n@smnu zamenu
tipa tranzicije (c.74 C > T) koja je prema podaciméterature u populaciji zastupljena
sa frekvencijom véom od 1 % (engSingle Nucleotide PolimorphisrfBSNP). Navedenu
genettku varijantu smo detektovali u konstitutivnoj, kaou tumorskoj DNK. U
dosadasnjim publikacijama nismo pronasli informacip asociranosti navedene
genettke varijante i nastanka ccRCC, tako da se rs354b0¥d@e smatrati neutralnom
varijantom (Leonardi et al. 2011). U istom uzorke jdetektovan gubitak
heterozigotnosti 3p regiona. Tal® nema podataka u vezi uticaja ove geketi
varijante na pov&anje fragilnosti 3p lokusa i gubitka heterozigotnosao i njihovom

udruzenom uticaju na proces onkogeneze bubrezingy tk

Missensemutacije p.Glyl14Cys (c.340 G>T; nesinonimna supsja tipa
transverzije) i p.His115Tyr (c.343 C>T; nesinoninswgostitucija tipa tranzicije) nalaze
se na poetku drugog egzona ge&lL u neposrednoj blizini akceptorskog iskrafagg
mesta i pripadaju tipgplice sitemutacija. Navedene promene menjaju mesto iskiajan]
primarnog transkripta, Sto rezultuje formiranjemmenjene iIRNK i proteina sa

izmenjenom aminokiselinskom sekvencom i funkcijom.

Missense mutacija p.Trp88Leu (c.263 G>T; nesinonimna supsia tipa
transverzije) se nalazi u okviru prvog egzona.prathodno navedene mutacije nalaze

se u okvirup-domena proteina VHL, preko kojeg se ostvarujerakteija saclanovima
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familije protein kinaze C (PK{ PKCL i PKCS) cija je funkcija u regulaciji
fundamentalnihtelijskin procesa (Okuda et al. 1999). Pored uticegaobradu iRNK,
amino kiselina Hi¥® sa Trp® ucestvuje u ostvarivanju interakcije izthe
hidroksiliranog HIF-& i pVHL-a. Strukturnim analizama pokazano je da je
specifinost i stabilnost pVHL-HIFeHyp®®* interakcije omogéena smestanjem
hidroksiprolinskog b&nog lanca u duboki dzep koji formiraju konzerviraamino
kiseline Tri® Tyr’®, Sef'’ His™® i Trp'*’ pvHL-a. U okviru dZepa se formiraju
vodonine veze izméu HIF-aHyp®®* hidroksi grupe Sét'i amino grupe imidazolnog
prstena HiS"™. Supstitucijom navedenih amino kiselina oneniego je uspostavljanje
interakcije izmdu HIF-o i pvHL-a (Miller et al. 2005; Min et al. 2002). R®nute
mutacije prijavljene su u bazi mutacifhe Human Gene Mutation Databggevailable
from: http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php). Kobaouzorka detektovan je gubitak

heterozigotnosti 3p lokusa.

Proces onkogeneze u uzorcima tkiva kod kojih nistektovane promene u
okviru genaVHL, kao i gubitak heterozigotnosti za Sest ispitilamikrosatelitnih
markera 3p lokusa verovatno je asociran sa alfaraaiu drugim genima. Primenom
nove generacije sekvenciranja kompletnog genomavegzidentifikovani su tumor
supresorski geni koji su tale asocirani sa nastanakom sparaith svetl@elijskih
karcinoma bubreg&BRM1(Polybromo 1mutiran u ~ 50 % ccRCCIRBAP1(BRCA 1-
associated protein,Imutiran u ~ 15 % ccRCC)3$ETD2(SET domain-containing
protein 2,~ 15 % ccRCC) (Brugarolas et al. 2013). ®BRM1kodira protein koji je
integralna komponenta ATP zavisnog komplek8g je funkcija remodeliranje
hromatina, prilikom aktivacije ili represije tramghcije odreienih gena, indukovane
nuklearnim hormonskim receptorima. G&AP1 kodira za protein koji pripada
subfamiliji ubikvitin C-terminusnih hidrolaza astvuje u deubikvitinaciji histona H2A
I HCFC1. SETD2kodira protein koji gestvuje u transkripcionoj aktivaciji hromatina
metilovanjem Ly2® ostatka histona H3 (H3K36). Navedeni geni lokaleti su u
okviru krateg kraka tréeg hromozoma (lokus 3p21), u blizini centromernegjona, 50
mb od genavHL (Brugarolas et al. 2013). Mikrosatelitni markerijg&k@mo ispitivali
lokalizovani su u regionu koji obuhvata 20 mb WHL gena, tako da nemamo
informaciju u vezi duvanosti ostatka hromozoma. Sato i saradnici sudogwtVHL
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svetlatelijskog karcinoma detektovali bialelnu inaktivacif CEB1 gena, koji kodira

elongin C. Posledica mutacija u elonginu C je namingst formiranja E3 ligaznog
kompleksa i akumulacija faktora indukovanih hipgisi. Utvrdeno je da prisustvo
mutacija u genuTCEB1 isklju¢uje prisustvo mutacija u gendHL, Sto ukazuje na
shazan selektivni pritisak ka disregulaciji faktamdukovanih hipoksijom u viSe od 95

% svetl@elijskog karcinoma (Sato et al. 2013).

Uprkos kljuénoj ulozi inaktivacije gen&HL u razvoju hereditarnih i spor&dih
svetlaelijskih karcinoma bubrega, ne moze se sa sigdatno&diti da je to per se
uzrok nastanka ovog tipa karcinoma.¢84 frekvencijawt VHL tumora i tumora u
kojima je prisutan mutiranVHL gen u odnosu na stadijum, ukazuje na to da su
mutacije genaVHL verovatno rani dogkj u onkogenezi bubreznog tkiva, Sto je
potvideno i drugim studijama (Lubensky et al. 1996). déwro je da bubrezi pacijenata
sa VHL sindromom sadrze brojne preneopéastilezije sa bialelskom inaktivacijom
genaVHL, od kojih ¢e se samo veoma mali broj razviti u maligne kantiap Sto
sugeriSe da su za malignu transformaciju bubrezkivg pored rane inaktivacije ili
haploinsuficijencije gen&/HL, neophodni i dodatni mutacioni daiggi. U skladu sa
tim, u svetléelijskom karcinomu su detektovane promene kojeudlp gubitak
hromozoma 14q, duplikacije hromozoma 5q, potermgbatogene mutacije u tumor
supresorskim genim@DKN2A TP53 NF2 i PTEN kao i mutacije u we pomenutim

genima koji @gestvuju u remodeliranju hromatina (Kaelin 2012).

VHL zavisni i VHL nezavisni mehanizam u nastankuragresiji svetléelijskog
karcinoma (Bodmer et al. 2002) podrzan je rezuitatiove studije, koji ukazuju na
postojanje razlika u aktivaciji signalnih putevgikieterminiSu specifian metabotiki
profil, kao odgovor i adaptaciju na prisustvo réth genettkih alteracija u tkivu

bubrega.

Analizom nivoa iRNK i proteina HIF<® nismo detektovali ziajne razlike
izmedu ispitivanih grupa tumorskog tkiva, kao ni Zzapne promene u odnosu na
odgovarajde neizmenjeno tkivo bubrega. NaSi rezultati su ladik sa rezultatima
odreienih autora (Nyhan et al. 2011), a razlikuju seemlltata Gordanove istraziske
grupe ucijim studijama prisusustvo HIFe2nije potvideno kodwtVHL tumora (Gordan
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et al 2005). Odsustvo razlika u nivou ekspresije-Bit kod tumora savtVHL genom |
tumora sa monoalelnom i bialelnom inaktivacijom, plitira postojanje VHL
nezavisnog mehanizma regulacije faktora indukovdémgioksijom i moze se objasniti
svojstvima solidnih tumora. Mikrosredina solidriilmora karakteriSe se prisustvom
subregiona sa visokim pritiskom intersticijaln€nesti, niskom ekstracelularnom pH
vrednosu, slabom snabdeveris nutrijentima i hipoksijom (Luoto et al. 2013). U
tumorskom tkivu, hipoksija nastaje usled disbalansmeiu zahteva celije za
potroSnjom kiseonika i njegove dostupnosti. Hetermgt tumorskog tkiva pég od
prisustva regiona koji se nalaze u uslovima akuftihehroni¢ne hipoksije. Tumorske
¢elije koje se nalaze na distanci > 70 um od krvsiuldova izloZzene su hraimioj
hipoksiji, koja indukuje proces nekroze ukoliko eripdu od nekoliko dana ne d¢mdo
reoksigenacije (Vaupel i Harrison 2004). Brojninudifama u kojima je detektovan
nivo oksigenacije tumorskih tkiva primenom raiih metoda, ukljdujuéi pO,
elektrode, pozitronsku emisionu tomografiju i imbrstohemiju, potwieno je da
hipoksija jeste svojstvo solidnih tumora, odnosre sblidni tumori predstavljaju
dinamike strukture u kojima koegzistiraju regioni izlozemkutnoj ili hronnoj
hipoksiji (Kaelin 2005b). NaSom studijom obuldeai su uzorci tumora u
uznapredovalom stadijumu, tako da mozemo smateatsel sastoje od subregiona u
akutnoj i/ili hrongénoj hipoksiji. U uslovima smanjene koncentracijesdadnika
inhibirana je aktivnost prolil hidroksilaza i zaasgljen je proces hidroksilacije (Kaelin
2005a, Kaelin 2005b¥ime prisustvo funkcionalnog proteina VHL postajeleéwvantno
u procesu degradacije faktora indukovanih hipoksij@dsustvo direktne asociranosti
izmedu inaktivacijeVHL-a i ekspresije faktora indukovanih hipoksijom paemo jein
vitro studijama, préenjem ekspresije HIF inducibilninh gena aelijskim linijjama
renalnog karcinoma, 7863HL"* i 786-0VHL™, pri ¢emu je utvdeno da je odien
broj istih gena eksprimiran u olalijska tipa. Pomenuti eksperimenti predstavlj@si |
jednu potvrdu o postojanju VHL zavisnog i VHL nemaog odgovor#elija ccRCC na
hipokskni stres (Lin et al. 2011; Kong et al. 2007; Balges/ et al. 2009). Méutim,
nije poznato da li je aktivacija istih gena u htwj hipoksiji pr&ena i smanjenom
ekspresijom proteina VHL u tumorskom tkivu sa nemenim genomVHL.
Postranslaciona inaktivacija proteina VHL koja mmmmeva ubikvitin zavisnu

degradaciju prenu padom koncentracije VHL proteina, predstavigdny od
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komponenata celularnih adaptacija na hipotesiuslove (Liu et al. 2011) i zapazena je
u specifénim ¢elijskim in vitro modelima. Retki su radovi, ukfujuci i nas, koji
sugeriSu da se mutacioni status geviidL ne moZe smatrati prediktorom nivoa
ekspresije proteina HIk-(Nyhan et al. 2011; Kong et al. 2007; Damjaioet al.
2016).

Odsustvo razlika u nivou iRNK HIFe2u tumorskom tkivu bubrega u odnosu na
korespondirajée neizmenjeno tkivo, sugeri3HL nezavisnu regulaciju gertdlF2A,
kao i postojanje ekvilibrijuma u procesu transkijgc translacije i degradacije
transkripcionog regulatora HIFe25to su pokazali i X. Kong i saradnici (Kong et al.
2007). Navedena grupa autoradstda hronina hipoksija nema signifikantnog efekta

na stabilnost i akumulaciju proteina Hlle-@Kong et al. 2007).

lako nema razlike u nivou proteina Hlk-2zmeiu wtVHL tumorskog i
korespondirajéieg neizmenjenog tkiva, poéa@nje odnosa nivoa HIFe2IRNK izmeiu
tumorskog i neizmenjenog tkiva korelira sa pgagem proteina HIF-2 u tumorskom
tkivu. Dobijeni rezultat verovatno ukazuje na pgatge transkripcionih mehanizama
regulacije ekspresije proteina Hlle-21 pomenutoj grupi tumora (Krieg et al. 2000).
Ovo se moze objasnitinjenicom da protein HIF<® autoregulatornim mehanizmom

pozitivhe povratne sprege, indukuje transkripcgmaHIF2A (Sato et al. 2002).

Kvantitativnom analizom ekspresije ukupnog protemd@OR nismo udili
zn&ajnu razliku izmdu wtVHL tumorskog tkiva i korespondirajeg neizmenjenog
tkiva. Takate smo utvrdili da tumori sa¢avanom funkcijom proteina VHL imaju
zn&ajno vei Fuhrman-ov gradus u odnosu na tumore sa mono4alelbom
inaktivacijom gena/HL. UzevsSi u obzir da Fuhrman-ov gradus na osnovakiaristika
nukleolusa reflektuje metabdke promene i biosintetsku aktivhastlije (Qayyum et
al. 2013; Kucejova et al. 2011), moZzemo zailtjuda ova grupa tumora ima visoku
aktivnost kompleksa mTORC1. PoviSena met&kaliaktivnost karakteristha je za
kasnu G1 fazuelijskog ciklusa u kojoj dolazi do po¥@nja ukupne biomase i rasta
kako bi secelija podelila na dve iderthe potomake celije (Derenzini et al. 2009).
Dostupnost glukoze i amino kiselina omoégua aktivaciju mTORC1 kompleksa,

sintezu proteina i tranzicijéelijskog ciklusa iz G1 u S fazu (Moniz et al. 2014)
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PoviSen nivo kinaze piruvat dehidrogenaze 3 (PDK3Yumorima sa é&ivanom
funkcijom VHL proteina u odnosu na neizmenjeno ¢tksugeriSe smanjenu aktivnost
piruvat dehidrogenaze i glikolizu kao dominantan pa produkciju energije u kasnoj
G1 fazi. Odsustvo razlika u ekspresiji AMPK izioewtVHL tumora i odgovarajieg
neizmenjenog tkiva, moglo bi se objasnitiésim energetskim statusom koji maligna
¢elija postize ubrzanom glikolizom i reduktivnhom keksilacijom uvdenjem
glutamata u Krebsov ciklus (Gwinn et al. 2008; Gaunet al. 2013). Tokom progresije
¢elijskog ciklusa dolazi do naizmeéniog smenjivanja glikolize i oksidativne
fosforilacije, koje je uslovljeno ekspresijom fakdandukovanih hipoksijom (Moniz et
al. 2014). U prilog tum#enju da je glikoliza kod ovih tumora dominantan rgeéski
put ukazuje rezultat regresione analize kojom snterdii da je najvéi deo
varijabilnosti tumorskog gradusa odem nivoom HIF-2, izmeiu kojih postoji
negativna korelacija. Skan rezultat dobijen je eksperimentima na ksenagraft
ccRCC 786-0O, pricemu je potwteno da HIF-&2 stimuliSe proces oksidativne
fosforilacije (Biswas et al. 2010). Tak® smo utvrdili da se veliki deo promena u nivou
PDK3 (97.4 %) moZe objasniti promenama nivoa pnatédMPK. Pozitivha korelacija
izmedu nivoa AMPK i PDK3 reflektuje dualistku prirodu AMPK koja metabalkim
reprogramiranjem ispoljava efekat tumor supreshbrankogena prate faze ¢elijskog
ciklusa. Smanjenje intenziteta oksidativne fosémije pr@eno je aktivacijom AMPK
koja ¢e indukovati preuzimanje i regulisati fluks glukofd¢ao et al. 2010; Wu et al.
2013).

Pokazano je da po¥anje inteziteta glikolize rezultuje padom pH vresino
mikrosredine usled oslobanja vée koncentracije laktata u ekstracelularni prosito,
indukuje translokaciju proteina VHL u nukleoldsne je onemogtena interakcija sa
HIF-om u hipoksinim i normoksénim uslovima (Mekhail et al. 2004). Dinamika
lokalizacije i funkcije proteina VHL moze biti odzuzetnog zn&ja u patogenezi
svetlatelijskih karcinoma sa WHHL genom Cinjenica da VHL moZe da bude lociran u
citoplazmi i jedru ide u prilog postojanja VHL nezenih mehanizma u regulaciji
faktora indukovanih hipoksijom o kojem je d&véilo reci (Mekhail et al. 2004).

Nukleolusna sekvestracija proteina VHL i inhibicijpegove aktivnosti tokom razltih
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faza ¢elijskog ciklusa moglo bi da objasni speaiie patohistoloSkie karakteristike
svetlaelijskog karcinoma, nezavisno od getletig backgrounéa.

Nismo uaili statisticki znaajne razlike u nivou proteina p70S6K1 izine
tumorskog i neizmenjenog tkiva bubrega. &jan procenat varijabiliteta ekspresije
p70S6K1 (92.6 %) odden je promenama nivoa TSC1 u tumorima sdéhiit genom, a
uocena je pozitivna korelacija izrde pomenutih proteina u tumorskom tkivu. Dobijeni
rezultat sugeriSe fizioloSku aktivaciju negativhevgatne sprege i pokuSaj supresije
aktivnosti kompleksa mTORC1. Odeni autori sugeriSu postojanje pozitivhe povratne
sprege izméu aktivnosti mTORC1 i p70S6K1. Naime, uz mTORC1 kteks u
aktivaciji p70S6K1 westvuje i protein kinaza C (PKC), a aktivirani SBK1
fosforilise Thf**9Sef**® u okviru represornog domena mTOR proteina kojulage
aktivnost mTORC1 kompleksa (Holz i Blenis 2005; &tg i Abraham 2005). Dodatno,
nizi nivo proteina TSC2 kod ovih tumora, verovatmkazuje na smanjenu bioloSku
funkciju kompleksa TSC1/TSC2. Gubitak represijekpré SC1/TSC2 kompleksa bio bi
jedan od mehanizama koji dovodi do autonomne a&itnmTORC1 i p70S6K1.
Regulacija proteina p70S6K1, nezavisna od mTORGdkeksa moze predstavljati jos
jedan od razloga ogramne efikasnosti inhibitora mTOR-a u terapiji svétlgskog
karcinoma bubrega.

Poveanju aktivnosti mTORC1 kompleksa wtVHL tumorima doprinosi i
izostanak supresornog efekta proteina REDD1, Stizifazi iz ¢injenice da nismo
zapazili znaajne promene nivoa proteina REDD1 u odnosu na resijgno tkivo.
Dobijeni rezultat u skladu je sa podatkom da jeitgitbfunkcionalnog VHL proteina
neophodan za porast nivoa REDD1 u svetigskim karcinomima bubrega (Kucejova
et al. 2011). Takite smo utvrdili da postoji pozitivha korelacija izdwenivoa proteina
REDD1 i TSC1, kao i da je veliki procenat varijateila ekspresije proteina REDD1
(88.2 %) odréen ekspresijom TSC1. Rezultati naBevivo studije su konzistentni sa
rezultatimain vitro eksperimenata, kojima je utieno da je za efikasnu inhibiciju
MTORC1 kompleksa REDD1 proteinom neophodan funkdiom @duvan TSC1/TSC2
kompleks (Brugarolas et al 2004; Sofer et al. 20Q@)sustvo razlike u ekspresiji TSC1
proteina, kao i niza ekspresija TSC2 proteina uosdma neizmenjeno tkivo bubrega,
sugeriSe slabiji supresorski efekat pomenutog kekga na mTORC1, Sto podwju i
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rezultati istrazivnja prema kojima je i umereno seaje ekspresije TSC2 dovoljno da
blokira inhibiciju mMTORC1 kompleksa indukovanu m@otom REDD1 (Brugarolas et al
2004; Tan et al. 2013).

Tumori sa monoalelnom inaktivacijom obuhvataju tuensa mutacijom u genu
VHL i tumore sa gubitkom heterozigotnosti koji potgaoo moze da dovede do
inaktivacije susednih tumor supresorskih gena ur&gonu. Heterogenost genskih
promena u ovoj grupi uzoraka moglo bi da bude olpgege varijabilne ekspresije
PDK3 i nemogtnosti tumg&enja dozne zavisnosti proteina VHL u tumorskom ukiv
Sto predstavlja z@ajnu razliku izmédu in vivo i in vitro studija sa indukovanom
mutagenezom. Z@ajan procenat varijabiliteta nivoa HIFtZ94.1 %) determinisan je
nivoom PDKS3, iako nismo nasli razliku u ekspre$tipK3 izmeiu neizmenjenog i
tumorskog tkiva. Pozitivna korelacija izthe HIF-20 i PDK3, koja nije zapazena u
neizmenjenom tkivu ukazuje na postojanje sp&uily mehanizma metabédke
regulacije u tumorima sa haploinsuficijientnim genoWHL. Pored aktivacije
glikoliti ¢kog puta kao dominantnog u produkciji ATP-a (Heid¢ral. 2009), tumorske
¢elije  modifikuju i glutaminski metabolizam kako bbbezbedile efikasniju
iskoristljivost ugljenika u anab@kim procesima (DeBerardinis et al. 2010). Rarge
aktivnosti PDK3 enzima rezultuje padom koncentecgitrata i poslednom
indukcijom reduktivhe karboksilacije koja & obezbediti raspolozivost metali&ih
prekursora za lipidnu sintezun vitro i in vivo eksperimentima n&HL deficijentnim
RCC ¢celijskim linijjama i VHL deficijentnim humanim tumorskim ksenograftima,
potvideno je da reduktivhu karboksilaciju promoviSu hipigk i gubitak VHL-a.
RekonstitucijomVHL-a u VHL deficijentnim RCC¢elijama inhibirana je reduktivha
karboksilacija i reaktivirana oksidacija glukoze.\HL deficijentnim RCC¢elijama,
koje eksprimiraju iskljgivo HIF-20 rezistentan na VHL zavisnu degradaciju (Hie-2
paralog) indukovana je reduktivna karboksilacgak u NEK ¢elijama miSa tu ulogu
preuzima HIF-&. Ovo implicira speciesi c¢elijski specifenu regulaciju reduktivne
karboksilacije (Gameiro et al. 2013). Uzevsi u olsziprotan efekat HIFeli HIF-20 na
promociju svetloelijskin karcinoma (Raval et al. 2005), verovatrdlF-20 ima

dominantnu ulogu u opisanoj komponenti metalkeli adaptacije, Sto podrzavaju i

89



rezultati naSe studije koji se odnose na tumoregneaoalelnom inaktivacijomVVHL

gena.

U tumorima sa monoalelnom inaktivacijom geWalL uccili smo zn&ajno
smanjenje nivoa REDD1 proteina u odnosu naVtL tumore, tumore sa bialelnom
inaktivacijom gena VHL i korespondirajée neizmenjeno tkivo, Sto odgovara
rezultatima dobijenim na Caki-2elijskim linijjama ¢elije svetl@elijskog karcinoma
bubrega) kod kojih je funkcija proteina VHL delitnb ctuvana (Kucejova et al. 2011).
Zn&xajno niza ekspresija REDD1 proteina g@aa je paradoksnim smanjenjem nivoa
TSC1. Objasnjenje za nizi nivo navedenih proteimglmbi da bude prisustvo mutacija
u okviru gena koji kodiraju REDD1 i TSC1. NaSomdifom nije bilo obuhvéeno
odrefivanje mutacionog statusa pomenutih gena, ali prditeraturnim podacima,
somatske mutacije ovih gena predstavljaju redakadiggu svetl@elijskom karcinomu
bubrega (Kucejova et al. 2011). Trebalo bi uzetbair i regulaciju gena posredstvom
mMIiRNK, kojom bi mogla da se objasni redukovana edsifa proteina (Manikandan et
al. 2012). Rezultati studija pokazali su poviSerormiR-221 koja se vezuje za 3-UTR
regionRedd1transkripta kod pacijenata sa svédljskim karcinomom bubrega (Pineau
et al. 2010; Teixeira et al. 2014; Xing i He 2016;et al. 2015). Dodatno, odteni
autori sugeriSu da REDD1 u uslovima hem@ hipoksije viSe ne ispoljava mTORC1
regulatornu funkciju (Brugarolas et al. 2004). KiaaGSK3 (eng.Glycogen Synthase
Kinase #, GSK3) uklju¢ena je u ubikvitin zavisnu degradaciju proteina RHED
TSC1 i TSC2 Sto bi moglo da objasnicaln obrazac ekspresionog nivoa pomenutih
proteina u ovoj grupi tumora (Katiyar et al. 2009y et al. 2008). Takte, GSK3P
fosforilisanjem proteina VHL deluje na njegove HiEzavisne funkcije, tako da bi
trebalo ispitati mogti znataj ove kinaze u patogenezi svédbjskog karcinoma
bubrega (Hergovich et al. 2006). NaSom studijomagak smo da postoji pozitivha
korelacija izmédu ekspresije REDD1 i p70S6K proteina, kao i to dazp&ajan
procenat varijabiliteta ekspresije REDD1 (55.8 deden promenama nivoa p70S6K1.
Navedeni rezultat uz smanjenje nivoa REDD1 sugel#sse regulatorni efekat REDD1
gubi verovatno na dva tiaa: smanjenenjem ekspresije i pojavom rezisteraijeih
molekula na njegovo delovanje. &io je i sa funkcionalnim odnosom izdweTSC1 i
AMPK proteina. Promene u ekspresiji AMPK objasSnjavase velikim delom
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promenama u TSC1 (74.6 %) u tumorima sa monoalelmaktivacijom VHL gena.
Regulacija ekspresije TSC1 i AMPK pozitivnom pow@h spregom sugeriSe prisutan,

ali neefikasan tumor supresorski put.

Patohistoloskom analizom utieno je davVHL *~ tumori imaju zn&ajno niZi
Fuhrman-ov gradus odHL pozitivnih tumora. Glavni regulator biogeneze rbma i
velicine nukleolusa (Fuhrman-ov gradus) je mTORC1. Stegduhrman-ov gradus
koristi kao marker aktivnosti mMTORC1 (Kucejova kt2®11; Tsang et al. 2003). Prema
Fuhrman-ovom gradusu u analiziraniHL 7 tumorima postoji niza aktivnost
MTORC1 u odnosu na WHL tumore. Ovo je pk@no smanjenjem nivoa ukupnog
mTOR proteina ko&/HL * tumora u odnosu na neizmenjeno tkivo.

Takaie smo pokazali da u ovim tumorima postoji pozitikwaelacija izméu
poveanja ekspresije elF4E-BP1 i HIFft2Poznato je da inhibicija samo mTORC1
kompleksa nema efekta na ekspresiju Hif--2a razliku od mTORC2 kompleksa koji
reguliSe njegovu ekspresiju na posttranskripcionamou (Nayak et al. 2013).
Hipoksija potencira vezivanje HlFelza HRE sekvencylE-BP1 gena i indukuje
poveanje ekspresije 4E-BP1, koje dovodi do supresijeviaisti mTORC1 kompleksa
(Azar et al. 2013). Ovo je amio praeno i povéanjem fosforilacije elF4E-BP1 u
razlicitim tipovima karcinoma (Cha et al. 2015; Karlssdral. 2013). Obzirom da je za
efikasnu translaciju HIF®2neophodna slobodna forma elF4E koja postoji saaaa ke
fosforilisan 4E-BP1, modie je da je WHL ™ tumorima porast ekspresije elF4E-BP1
pracen i povéanom fosforilacijom samog proteina. Prisustvo HtF42 tumorskom
tkivu ukazuje na efikasnu fosforilaciju elF4E-BP1prisutnu aktivnost mTORC2
kompleksa. Fosforilaciju 4E-BP1 gage obavlja mTORCZXija je aktivhost u ovim
tumorima smanjena. Objasnjenje za ekspresiju HifFZHL *~ tumorima mogla bi da
bude povéana aktivnost MAP kinaza koje tal® reguliSu fosforilaciju 4E-BP1
(Martineau et al. 2013). Dobijeni rezultat ide ulqg pojaane aktivhosti mTORC2
puta Sto su i drugi autori pokazali (Block et €180).

U tumorskim tkivima sa bialelnom inaktivacijom gevielL prisutno je zné&jno
poveanje nivoa REDD1 u odnosu na odgovaéajmeizmenjeno tkivo bubrega, Sto je

dobijeno i studijama drugih (Kucejova et al. 201PpviSen nivo proteina REDD1
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pracen nizim nivoom proteina mTOR i TSC2, kao i neprajaaim ekspresijom TSC1
u odnosu na neizmenjeno tkivo, sugeriSe ntagpreraspodelu proteina mTOR ka
kompleksu mTORC2.

Ovo je prva studija dena na uzorcima svetielijskog karcinoma bubrega u
kojoj je ispitivana ekspresija | pokazana asodiganivoa proteina PDK3 sa mutacionim
statusom gend/HL. Potvdena je i asocijacija nivoa proteina REDD1 i TSC1 sa
mutacionim statusom gendL. Rezultati ove studije pokazali su gau opravdanost,
jer pruzaju informacije koje se odnose na nivo edsipe komponenata mTOR
signalnog puta u zavisnosti od mutacionog statesegHL, Sto doprinosi potpunijem
razumevanju molekularnih mehanizama koji su uWdpi u proces onkogeneze
bubreznog tkiva. Dalja istraZzivanja mogla bi da rlogsu razvoju novih pristupa u

terapiji svetl@elijskog karcinoma bubrega.
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6. ZAKLJU CCI

Na osnovu rezultata dobijenih analizom mutacionagusa gen&/HL i nivoa
proteina mTOR signalnog puta u svédbjskom karcinomu bubrega, mogu se izvesti

sledei zakljucci:

1. Mutacija genaVHL pratena je gubitkom heterozigotnosti 3p lokusa u 87.1 %

sporadinih svetl@elijskih karcinoma bubrega.

2. Tumorska tkiva sa neizmenjenim genoviHL imaju statiséiki zna&ajno vei
Furmanov gradus u odnosu na tumorska tkiva sa n@noan i bialelnom
inaktivacijom gena/HL.

3. Nivo ekspresije IRNK za HIF&®nezavisan je od mutacionog statusa géra.

4. Nivo ekspresije proteina HIFe2 mTOR, elF4E-BP1, p70S6K i AMPK ne korelira

samutacionim statusom genéL.

5. Nivo ekspresije proteina TSC1, REDD1 i PDK3 korelgamutacionim statusom
genaVHL.
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Mpunor 1.

UsjaBa o0 ayTopcTBY

. me u npesnme aytopa __BojaHa b. Unuh

bpoj nHaekca M3011/2016

UsjaBbyjem
Aa je gokTopcka gucepTauuja nog Hacrnosom

Edbexat myTauuje reHa VHL Ha HuBO ekcnpecuje npotemHa mTOR curHanHor nyTa

y ceetnohenujckom kapumHomy 6ybpera

*® pEe3ynTaT COMCTBEHOr UCTpaXXnBadkor paga;

e [a jucepTtauuja y LENIMHN HU Y AenoBUMa Huje Guna npeanoxera 3a cTvLame
Apyre agunnome rnpema CTyAUCKMM Nporpamuma ApYrux BUCOKOLLKONCKMX
yCTaHOBa;

¢ [1a Cy pe3ynTtaTil KOPEKTHO HaBeaeHn n

* [a Hucam KpLuMo/na ayTopcka npasa WU KOPUCTMO/Na WHTENEKTyarlHy CBOjUHY
Lpyryx nuua.

MNornuc aytopa

Y beorpagy, _29.01.2018.
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Mpwunor 2.

W3jaBa 0 MICTOBETHOCTM WITAMNAHE U eJieKTPOHCKe
Bep3uje JOKTOPCKOr paga

Wme n npesume aytopa __BojaHa B. Mnuh

bpoj nHoekca M3011/2016

Ctyamjckn nporpam _MonekynapHa 6uonorvja, mogyn monekynapHa 6uonoruvija
eykapuoTa

Hacnos paga Edekat mytaumje reHa VHL Ha HMBO ekcripecuje npotenHa mTOR
~curHanHor nyTta y ceetnohenujckom kapuvHomy 6ybpera

MeHTOp npod. ap CeeTosap famjaHosuh, npod. ap MopgaHa MaTtuh

VsjaBrbyjem na je wTamnaHa Bepsusja Mor AOKTOPCKOr pajia UCTOBETHA ENIEKTPOHCKO)
Bep3uju Kkojy cam rnpefao/na pagw noxpakeHa y [UrMTanHom penosutopujymy
YHuBep3uteta y Beorpapgy.

HosBorbaBam fa ce objaBe MoOjU NWYHWM Nojauy BesaHW 3a fobujare akageMckor
Has3nBa AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe U NnpesumMe, roamHa n MecTo pofewa v gatym .
onbpaHe papa.

OBM nnMYHM nojaunm mory ce 06jaBUTW Ha MPEXHUM CcTpaHuLama A[uruTanHe
- bubnuoTeke, y enekTPOHCKOM KaTanory u y nybnvkauvjama YHueepauteTa y beorpaay.
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[Mpwunor 3.
U3jaBa o0 kopuwhemwy
Oenawhyjem YHuBepautetcky oubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y [durutanHu

penosuTopujym YHusepsuteTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy nog
HaCcnoBOM:

Edekat myTauuje reHa VHL Ha HuBO ekcnpecuje npotenHa mTOR curHanHor nyta

y cBeTnohenujckomM kapuuHomy 6ybpera

Koja je moje ayTopcko Aeno.

[ncepTauujy ca cBUM Npunosuma npefao/na cam y enekTpoHCcKom hopmaTy norogHom
3a TPajHO apxuBMpame.

Mojy gokTopcky auceprtauujy noxpaweHy y [uratanHoMm  penosutopujymy
YHuBepanTeta y beorpagy 1 BOCTYMNHY Y OTBOPEHOM MPUCTYMY MOry Aa KopucTe CBU
koju mowwiTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue
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