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

krupnodelijskim limfomima Coveka

Rezime

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

UDK broj: 577.21: 616-006.44 (043.3)



Prognostic significance of aberrant CpG islands methylation in human follicular and

diffuse large B-cell lymphoma

Abstract

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

UDC number: 577.21: 616-006.44 (043.3)



SKRACENICE

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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



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

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

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

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

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

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

EtOH: etanol (eng. ethyl alcohol, EtOH)

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

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

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

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

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

Hb, hemoglobin (eng. hemoglobin, Hb)

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

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

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

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

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

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

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

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

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



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

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

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

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

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

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

m, metilovan (eng. methylated, m)

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

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

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

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

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

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

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

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

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

n, nemetilovan (eng. unmethylated, u)

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

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

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

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

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

PAA, poliakrilamid (eng. polyacrylamide, PAA)

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

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

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

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

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

Rb, retinoblastoma (eng. retinoblastoma, Rb)

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

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

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

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

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

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

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

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

TEMED, tetrametiletilendiamin (eng. tetramethylethylenediamine, TEMED)

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

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

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

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

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

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

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

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

1.1. Nehockinovi limfomi

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

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

/u—-E% 2..%20/_0...—-—"""”_1%

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

Burkitt-ov limfom, BL

Slika 1.1. Zastupljenost razlicitih tipova NHL prema klasifikaciji SZO

1.2. Difuzni B-krupnocelijski limfom

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

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

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

1sar., 2002).

1.3. Folikularni limfom

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

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



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

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

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

1.4. Patogeneza B-NHL limfoma

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

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



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

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

1.4.1. Geneticke karakteristike DBKL

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

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

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

1.4.2. Geneti¢ke karakteristike FL

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

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

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

(Hoglund i sar., 2004).

1.5. Epigenetic¢ki mehanizmi kancerogeneze

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

ekspresije (Esteller i sar., 2001b).

1.5.1. Metilacija DNK

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

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

2000).

1.5.1.1. Mehanizam metilacije DNK

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

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

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

- SAM-CH c_' €
7 v 37 S

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



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

sar., 2009).

1.5.1.2. Metilacija DNK i regulacija transkripcije

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

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

ATP-driven
nucleosome

Aktivna transkripcija Inhibirana transkripcija

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

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



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

1.4.).

Aktivan gen Epigeneticki utiSan gen
- Hiperacetilovani histonski repovi

H

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

-Metilovana DNK i
histonski repovi

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

3

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

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

faktore (Jiang i Pugh, 2009).



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

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

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

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

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

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

1.5.1.3. Uloga metilacije DNK u funkcionisanju normalne celije

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

genoma (Robertson, 2001).

1.5.1.4. Uloga metilacije DNK u kancerogenezi

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

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

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

1.5.1.5. Uzroci i mehanizmi aberantne metilacije DNK u kancerogenezi

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

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

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

posvetiti veca paznja.

1.5.1.6. Geni koji podlezu hipermetilaciji u kancerogenezi

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

Pojava epigenetickih lezija je cesto rani dogadaj u kancerogenezi, mada

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

da bude klju¢ni dogadaj u njegovoj inicijaciji.

1.6. Epigneticke promene kod DBKL i FL.

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

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

1.6.1. p16 gen

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

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

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

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

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