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Polimorfizmi u promotoru gena za matriksnu metaloproteinazu 9 i status acetilacije c-Jun
kao potencijalni prognosticki markeri papilarnog tiroidnog karcinoma kod ¢oveka

Sazetak

Papilarni tiroidni karcinom (PTK) je najces¢i karcinom Stitaste zlezde, ¢ija je incidenca u
stalnom porastu. lako je uglavnom indolentan tumor, sa visokom stopom prezivljavanja i niskom
rekurencom, odreden broj pacijenata razvije agresivnu formu koja moze dovesti do smrtnog ishoda.
Trenutno raspolozivi prognosti¢ki markeri u tiroidnoj patologiji su podlozni subjektivnoj proceni,
zahtevaju invazivno uzorkovanje i nedovoljno su precizni za stratifikaciju, te se tezi pronalasku
novih, poboljsanih performansi.

Matriksna metaloproteinaza 9 (MMP9) je protein koji ima ulogu u svim fazama progresije
tumora. Metodama gPCR, imunohistohemija i in situ zimografija, ispitivana je ekspresija i aktivnost
MMP9 i njen potencijal u predikciji agresivnog ponasanja PTK na uzorcima malignog tkiva Stitaste
zlezde. Metodama PCR i imunohistohemija, ispitivani su polimorfizmi -1562 C/T i -131 (CA)n u
promotoru gena za MMP9, i ekspresija transkripcionog faktora c-Jun i njegove forme acetilovane
na Lys271 u korelaciji sa ekspresijom MMP9 i nepovoljnim tokom bolesti.

Rezultati pokazuju da su vec¢ina uzoraka heterozigoti za CA ponovke. Prisustvo T alela je u
vezi sa enzimskom aktivno$¢u koja prati nivo proteina MMP9. Ekspresija acetilovanog c-Jun
povezana je sa ekspresijom MMP9. Znacajno je visa ekspresia MMP9 na iRNK nivou u
tumorskom nego u susednom zdravom tkivu, dok nivo proteina znacajno prati nivo iRNK MMP9 u
tumorskom tkivu. Prisustvo T alela i poviSena ekspresija ukupne i aktivne MMP9 i acetilovanog c-
Jun je u vezi sa klini¢kopatoloskim parametrima povezanim sa agresivnom formom tumora.

Ukupni rezultati ukazuju da bi utvrdivanje prisustva T alela na poziciji -1562 i odredivanje
nivoa proteina MMP9 i acetilovanog c-Jun moglo biti korisno za prognosti¢ku stratifikaciju
pacijenata sa PTK.

Kljuéne reci: papilarni tiroidni karcinom, MMP9, c-Jun, polimorfizmi, prognosticki markeri
Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Biologija ¢elija i tkiva



Polymorphisms in the promoter of the gene for matrix metalloproteinase 9 and the acetylation
status of c-Jun as potential prognostic markers for papillary thyroid carcinoma in humans

Abstract

Papillary thyroid carcinoma (PTC) is the most common thyroid malignancy, with its
incidence continually rising. Although it is usually an indolent tumor, with a high survival rate and
low recurrence, a certain portion of patients develops a more aggressive form of disease that can
lead to fatal outcomes. Currently available prognostic markers in thyroid pathology are prone to
subjective assessment, require invasive sampling, and are insufficiently precise for stratification,
leading to the pursuit of new markers with improved capabilities.

Matrix metalloproteinase 9 (MMP9) is a protein involved in all stages of tumor progression.
Using qPCR, immunohistochemistry, and in situ zymography, the expression and activity of MMP9
were examined, as well as its potential in predicting aggressive behavior of PTC in malignant
thyroid tissue samples. Using PCR and immunohistochemistry, the polymorphisms -1562 C/T and -
131 (CA)n in the promoter region of the MMP9 gene were investigated as well as the expression of
the transcription factor c-Jun and its acetylated form at Lys271, were examined in correlation with
MMP9 expression and disease progression.

The results show that most samples were heterozygous for CA repeats. The presence of the
T allele was found to be associated with enzymatic activity that mirrored to the level of MMP9
protein. Expression of acetylated c-Jun was linked to the expression of MMP9. The expression of
MMP9 at the mRNA level is significantly higher in tumor tissue compared to adjacent healthy
tissue, and protein levels closely follow mRNA levels in the tumor tissue. The presence of the T
allele, along with elevated expression of both total and active MMP9 and acetylated c-Jun, were
associated with clinicopathological parameters linked to aggressive tumor forms.

Overall, the results suggest that determining the presence of the T allele at position -1562
and assessing the levels of MMP9 protein and acetylated c-Jun could be useful for the prognostic
stratification of patients with papillary thyroid carcinoma.

Keywords: papillary thyroid carcinoma, MMP9, c-Jun, polymorphisms, prognostic markers
Scientific field: Biology

Scientific subfield: Cell and tissue biology
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ABC Avidin-biotin kompleks sa kuplovanom peroksidazom
ac c-Jun acetilovani c-Jun

AJCC Americki zdruzeni komitet za rak

AP-1 aktivacioni protein 1

bp bazni par

C citozin

CA citozin-adenin ponovak

CRE element koji odgovara na cikli¢ni adenozin monofosfat
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DI dubina infiltracije tumora
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MAPK proteinska kinaza aktivirana mitogenom
MCF-7 ¢elijska linija kancera dojke
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MR magnetna rezonanca

NF-£B nuklearni faktor kappa B

PBS fosfatom puferisan fizioloski rastvor

PCR metoda lancane reakcije polimeraze

PTK papilarni tiroidni karcinom

gPCR kvantitativna PCR

RFLP analiza polimorfizma restrikcionih fragmenata
RT reverzna transkripcija

sar. saradnici

Ser serin

SNP polimorfizam pojedinacnog nukleotida

Sp-1 specifi¢ni protein 1*
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T timin
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T4 tiroksin
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Thr treonin
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limfnim ¢vorovima (N) 1 udaljenih metastaza (M)
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1.1 Stitasta Zlezda — anatomske, histolo$ke i funkcionalne odlike

Stitasta Zlezda (titna Zlezda, tiroidna Zlezda, tiroidea, lat. glandula thyroidea) je najveci
endokrini organ u telu. Kod odraslih, zdravih osoba, masa ove Zlezde iznosi u proseku 15 do 30
grama. Na Slici 1.1. dat je prikaz anatomske pozicije i histoloske grade Stitaste zlezde. Ova zlezda
se nalazi u prednjem delu vrata, ispred i oko dusnika i ima oblik $tita. Sastoji se od dva lobusa
povezana tkivnim mostom, istmusom. Dimenzije svakog lobusa su prose¢no 4 cm x 2 cm x 4 cm.
Sa spoljasnje strane, prema okolnim strukturama vrata, Stitastu zelzdu okruzuje vezivno-tkivna
kapsula koja zalazi u unutras$njost organa dele¢i ga na lobuluse. Svaki od lobulusa je snabdeven
jednom arterijom i sadrzi u proseku 20-40 folikula koji predstavljaju osnovnu strukturnu jedinicu
Stitaste zlezde (Stathatos, 2019). Folikul je struktura ovoidnog oblika koja se u fiziolo§kim uslovima
sastoji od jednog reda epitelnih folikularnih ¢elija, tirocita, koje okruzuju koloid. Tirocite leZze na
podepitelskoj lamini folikula dok je njihova apikalna povrsina u kontaktu sa koloidom u kome se
nalazi tiroglobulin (Tg), veliki jodirani glikoprotein koji je prekursor tiroidnih hormona, kao i
neaktivna uskladiStena forma samih hormona (T3 i T4). Izgled folikula je u sprezi sa stepenom
aktivnosti zlezde. Ukoliko je Zlezda aktivnija, folikuli su manjeg promera i tirocite su izduzene sa
bazalno postavljenim jedrima, dok su kod smanjene aktivnosti zlezde folikuli veci, sa vise koloida a
tirocite spljostene sa vrlo malo citoplazme (Havelka 1 Tati¢, 2003). Parafolikularne ¢elije (C-Celije)
su ¢elije ektodermalnog porekla koje produkuju kalcitonin i1 reguliSu metabolizam kalcijuma u
organizmu i mogu se naci u zidu folikula i u intersticijumu, izmedu folikula kao $to se vidi na Slici
1.1. desno (Das i sar., 2017).

Gornja tiroidna \\Q e
arterija i vena —a§} Tiroidna

hrskavica

Folikul

Stitasta
Zlezda

Donja tiroidna

arterija Istmus

Koloid

Donja tiroidna
vena

Dusnik

Slika 1.1. Prikaz anatomske pozicije i histoloske grade Stitaste Zlezde. Preuzeto i modifikovano sa:
https://healthjade.com/thyroid-gland/

Tirocite su poreklom od endoderma prednjeg Zdrela. Ove celije su morfoloski 1
funkcionalno polarizovane, tj. apikalni i bazalni pol ¢éelije imaju svoju specifi¢nu gradu i funkciju
koja se odnosi na sintezu tiroidnih hormona i njihovo oslobadanje. Sastavni deo ¢elijske membrane
u bazalnom regionu tirocita su receptori za tirotropin (tireostimuliSu¢i hormon hipofize, TSH),
faktore rasta i druge biomolekule vazne za funkciju Stitaste Zlezde te se ovde, pored primanja
stimulusa, odvija 1 preuzimanje joda i izlu¢ivanje tiroidnih hormona. Na apikalnom delu tirocita
nalazi se mnoStvo mikrovila razli¢itih duZina koji se pruZaju ka koloidu i neki zalaze duboko u
lumen (pregledno prikazano u Bidey i Tomlinson, 1988). Na ¢elijskoj membrani apikalnog regiona
se deSava glavni ¢in sinteze tiroidnih hormona (Slika 1.2.).
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Slika 1.2. Sematski prikaz sinteze tiroidnih hormona. Preuzeto i modifikovano iz: Hall, 2015.

Kao S§to je vec¢ re€eno, sinteza hormona se deSava u razli¢itim delovima tirocite 1 odvija u
nekoliko faza. Proces zapocinje na membrani bazalne strane ¢éelije preuzimanjem jodida aktivnim
transportom radom natrijum/jodid simportera. Nakon ulaska u c¢eliju, jodid se prenosi kroz
citoplazmu i ispusta kroz apikalnu membranu u lumen folikula. Tg, koji se sintetisao u tirocitama se
takode izlucuje u koloid. Na spoljasnjoj strani apikalne membrane tirocita, u lumenu folikula, dolazi
do oksidacije jodida u jod koja je katalizovana tiroidnom peroksidazom (TPO). Jod se zatim
inkorporira u tirozinske ostatke Tg ¢ime nastaju monojodtirozin (MIT) 1 dijodtirozin (DIT). Zatim,
delovanjem TPO, dolazi do kuplovanja dva jodirana tirozinska ostatka koji su blisko pozicionirani
¢ime nastaju trijodtironin (T3) i tetrajodtironin (tiroksin, T4) i takav Tg ostaje u lumenu folikula gde
sluzi kao depo ovih hormona. Nakon stimulacije folikularne c¢elije od strane TSH, dolazi do
vrac¢anja Tg u tirocitu procesom endocitoze, njegove proteolize ¢ime se oslobadaju T3 1 T4 koji se
zatim sa druge strane, kroz membranu na bazalnom polu ¢elije, otpustaju u cirkulaciju. Tokom
proteolize Tg oslobadaju se i MIT 1 DIT koji se zatim dejodiraju, a oslobodeni jod se ponovo moze
koristiti za sintezu novih hormona (Barret i sar., 2010).

Receptori za hormone Stitaste Zlezde se nalaze u skoro svim ¢elijama u organizmu. Tiroidni
hormoni, vezujuéi se za intracelularne receptore, aktiviraju sintezu proteina koji pojac¢avaju bazalni
metabolizam ¢elije i vazni su za normalan rast i razvoj organizma (Gayton i Hall, 2006).

Funkcija Stitaste zlezde je pod kontrolom povratne sprege u kojoj ucestvuju hormoni
hipotalamusa, hipofize i Stitaste Zlezde (Slika 1.3.). Hipotalamus sintetiSe i otpuSta tirotropin-
oslobadajuc¢i hormon (TRH) koji se vezuje za receptore tirotropnih ¢elija prednjeg reznja hipofize
koja zatim sekretuje TSH. Vezivanjem TSH za Celijsku membranu u bazalnom regionu tirocita
dolazi do stimulacije ovih ¢elija. PoviSen nivo tiroidnih hormona negativno uti¢e na otpustanje
hormona hipotalamusa i hipofize (Vander i sar., 2001).
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Slika 1.3. Sematski prikaz kontrole sekrecije tiroidnih hormona. Preuzeto i modifikovano iz: Naveed i sar.,
2023.

1.2 Tumori Stitaste zlezde

Primarni tumori Stitaste Zlezde su najées$¢i endokrini tumori i predstavljaju oko 3% svih
karcinoma u svetu. Prema GLOBOCAN (Ferlay i sar., 2024), u 2022. godini, tiroidni karcinom je
svrstan na sedmo mesto po zastupljenosti u svetu sa registrovanih 821 214 slucajeva i1 njegova
incidenca je u stalnom porastu u poslednje tri decenije u skoro svim delovima sveta (Slika 1.4.).

Tiroidni karcinom

I 76321 [ nema podataka |
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2347

1.0-28
0.0-1.0

Slika 1.4. Incidenca tiroidnog karcinoma u 2022. godini standardizovana prema godinama Zivota pacijenata
(broj novih sluc¢ajeva na 100 000). Preuzeto i modifikovano sa: https://gco.iarc.fr/today/en/dataviz/maps-
heatmap?mode=population&cancers=32

Ucestalost tiroidnih tumora je tri puta veca kod Zena nego kod muskaraca, sa tendencijom
porasta kod starijih osoba, a maksimalna incidenca se dostize posle Cetvrte decenije Zivota.
Poredenja radi, globalno, incidenca za Zene standardizovana prema godinama zivota pacijenata je
2012. godine iznosila 6,1 sluc¢aj na 100 000 osoba, dok je 2022. procenjeno da iznosi 13,6 slucajeva
na 100 000 Zena. Isti je slucaj 1 sa muSkarcima, gde je, globalno, incidenca standardizovana prema
godinama zivota pacijenata, 2012. godine iznosila 1,9 dok se 2022. godine ovaj broj popeo na 4,6
slu¢ajeva na 100 000 muskaraca (Ferlay i sar., 2013; Bray i sar., 2024). Ovaj trend prati i Srbija gde
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incidenca za zene standardizovana prema godinama zivota pacijenata iznosi 5,2 dok je za muskarce
to 1,7 slucajeva na 100 000 (Ferlay i sar., 2024). Najveci porast inicidence za oba pola je prijavljen
u isto¢noj Aziji, gde je stopa obolelih od karcinoma Stitaste zlezde dva puta veca nego u Severnoj
Americi koja je na drugom mestu. Ipak, mortalitet ne prati incidencu, §tavise u nekim delovima
sveta ¢ak 1 opada. Prema GLOBOCAN podacima, procenjeno je da je 2022. godine, od posledica
karcinoma Stitaste zlezde preminulo 30 266 Zena i 17 241 muskarac $to je slicno 2012. godini kada
je do smrtnog ishoda doslo kod 40 000 ljudi Sirom sveta (Ferlay i sar., 2024) (Slika 1.5.).

Tiroidni karcinom
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Slika 1.5. Mortalitet tiroidnog karcinoma u 2022. godini standardizovan prema godinama Zivota pacijenata
(broj smrtnih ishoda bolesti na 100 000). Preuzeto i modifikovano sa:
https://gco.iarc.fr/today/en/dataviz/maps-heatmap?mode=population&cancers=32&types=1

Naime, primeceno je da je kod oba pola, incidenca tiroidnog karcinoma ¢ak pet puta veca u
zemljama koje su socio-ekonomski razvijenije dok je stopa mortaliteta slicna medu razli¢itim
regionima, nezavisno od razvijenosti tog regiona i dostupnosti medicinske nege (Bray i sar., 2024).
Ovaj porast broja obolelih od tiroidnog karcinoma je najverovatnije posledica povecanog obima
preventivnog skrininga pri kom se otkrivaju tumori kod ljudi koji ne pokazuju simptome oboljenja i
mozda nikad ne bi razvili klini¢ku sliku. U analizi podataka dobijenih iz 25 zemalja, pokazano je da
se porast ucestalosti tiroidnog karcinoma odnosi u najve¢em broju slucajeva na papilarni histoloski
tip 1 to najcesc¢e tumore ¢iji je promer manji od 2 cm, koji su uglavnom indolentni i ne bi izazvali
nikakve simptome. Medutim, pored malih, primefen je 1 porast ucestalosti velikih tumora
(Vaccarella i sar., 2016; Miranda-Filho i sar., 2021).

Tumori Stitaste zlezde mogu biti nodularna, najcesée solitarna, uvecanja Stitaste Zlezde.
Obi¢no su ove lezije benigne, ali 7-15% ovih promena se pokaze kao maligno (Haugen 1 sar., 2016).
Benigni tumori se odlikuju izuzetno sporim lokalizovanim rastom, bez Sirenja na okolno tkivo, van
Stitaste Zlezde. Maligni tumori, sa druge strane se odlikuju nekontrolisanim rastom 1 proliferacijom
¢elija. Prema preporukama Svetske zdravstvene organizacije (SZO) za endokrine i neuroendokrine
tumore (IARC, 2022), pri klasifikaciji tiroidnih tumora u obzir se uzimaju poreklo maligne celije,
patoloske karakteristike (citopatoloske i histopatoloSke), molekularni profil i biolosSko ponasanje.
Vise od 90% tiroidnih tumora vodi poreklo od folikularnih epitelnih ¢elija (folikularni tumori), dok
manji broj poti¢e od C-¢elija (medularni tumori). Osim ove dve glavne grupe, navedeno je joS 6
grupa izuzetno retkih neoplazija (Baloch i sar., 2022). Tumori folikularnog porekla, prema ovoj
rizika, dok od malignih tumora najvecu ucestalost ima papilarni tiroidni karcinom (papilarni
karcinom Stitaste zlezde, PTK).
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1.2.1 Papilarni tiroidni karcinom

Papilarni karcinom S$titaste zlezde nastaje transformacijom folikularnih ¢elija i obuhvata oko
80% svih dijagnostikovanih neoplazija tiroidee (Cramer i sar., 2010). Ceice se javlja kod Zena i u
podruc¢jima sa visokim sadrzajem joda, retko je familijaran i pokazuje asocijaciju sa prethodnim
zracenjem vrata (LiVolsi, 2011). Leci se hirurSkim otklanjanjem cele Stitaste zlezde (tiroidektomija)
ili njenog zahvacenog lobusa (lobektomija), nakon ¢ega se primenjuje terapija radioaktivnim jodom
(Haugen i sar., 2016). Ukoliko se pravilno le¢i ima odli¢nu prognozu. U slucajevima kada je
malignitet ostao lokalizovan i nije zahvatio okolne strukture vrata, petogodiSnje prezivljavanje
iznosi skoro 100%. U sluc¢ajevima kada je karcinom lokoregionalno uznapredovao i prosirio se na
okolne limfne ¢vorove, petogodisnje prezivljavanje je i dalje veoma visoko, dostizu¢i 99% (SEER
database, 2023).

PTK se definiSe kao nodus sa slabo definisanom granicom, ¢vrste konzistencije, obi¢no bele
boje, Cesto sa kalcifikacijama i invazivnim fenotipom. Moze se pojaviti na bilo kom mestu u zZlezdi.
Nodus je uglavnom palpabilan tj. opipljiv, ali moZe biti i neopipljiv i takvi se sluajno otkriju na
ultrazvuc¢nom ili pregledu magnetnom rezonancom kao i kompjuterizovanom tomografijom
(pregledno prikazano u Al-Brahim i Asa, 2006). Veli¢ina PTK veoma varira i ide od karcinoma koji
su manji od 1 cm u precniku pa do velikih tumora od 10 cm, ponekad i vise. Konacnu
patohistoloSku dijagnozu PTK postavlja patolog mikroskopskim pregledom hirurski odstranjenog
tkiva, a na osnovu jedinstvenih citoloskih i histoloskih karakteristika. Mikroskopska identifikacija
PTK zavisi od prepoznavanja osobenosti koje, same za sebe nisu specificne za PTK, ali
kombinovane predstavljaju osnov za dijagnozu.

Najupadljivija osobina, histoloski gledano, je tkivo koje je najcesce organizovano u papile,
mada se ponekad zadrzava folikularna arhitektura tiroidnog tkiva sa izmenjenom veli¢inom i/ili
morfologijom folikula. Papile su izduzene strukture sa dobro organizovanim fibrovaskularnim
jezgrom, oivi¢ene jednim slojem malignih ¢elija kockastog ili cilindricnog oblika (Slika 1.6.) Jedra
malignih ¢elija u PTK su veca i ovalnija u odnosu na jedra normalnih folikularnih ¢elija 1 uglavnom
su prosvetljena zbog nagomilavanja hromatina uz nukleusni ovoj, pa se zbog svog izgleda Cesto
oznacavaju kao “staklasta jedra” (Slika 1.7.). Ova jedra su ¢esto medusobno blisko pozicionirana sa
karakteristicnim pseudoinkluzijama i uvratima nukleusnog ovoja (Lloyd i sar., 2011). Jo$ jedna
karakteristicna osobina PTK su uocljiva ,psamomska telasca“ koja predstavljaju nakupine
kalcijuma nastale zbog nekroze vrhova papila, moguce kao posledica tromboze sitnih krvnih sudova
(Slika 1.8.). Ceste su limfocitne infiltracije u i oko malignog tkiva (Havelka i Tatié, 2003).

et
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Slika 1.6. Mikrografija na kojoj je prikazan papilarni karcinom S§titaste Z1
https://www.pathologyoutlines.com/topic/thyroidpapillaryclassic.html
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Slika 1.7. Mikrografija na kojoj su prikazane karakteristike jedara u PTK. Prikazana jedra su
uvecana, preklapaju se, mogu biti sa invaginacijama jedarnog ovoja (crvena strelica),
citoplazmatskim pseudoinkluzijama (crna strelica) i prosvetljenim hromatinom (plava strelica).
Preuzeto sa: https://www.pathologyoutlines.com/topic/thyroidpapillaryclassic.html

:
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Slika 1.8. Mikrografija PTK na kojoj su prikazana psamomska telasca definisana kao nakupine
kalcijuma. Preuzeto sa: https://www.pathologyoutlines.com/topic/thyroidpapillaryclassic.html

Papilarni karcinom se javlja u vise razli¢itih podtipova. U najnovijem, petom izdanju, SZO
je razvrstala podtipove PTK, ne samo po histoloskim karakteristikama, na kojima je i dalje fokus
ove klasifikacije, ve¢ 1 po molekularnom profilu ovih tumora, nezavisno od veli¢ine tumora (IARC,
2022). Na Slici 1.9. prikazane su reprezentativne mikrografije razli¢itih histoloskih podtipova PTK.
Klasican podtip PTK se odlikuje formiranim papilama koje su oivi¢ene tumorskim c¢elijama, sa
jedrom koje ima sve prethodno pomenute specificne karakteristike. Papile imaju neZnu
fibrovaskularnu stromu i naruSavaju histolosku gradu $titaste Zlezde. Ovo je tip tiroidnog karcinoma
koji se $iri putem limfe na regionalne limfne ¢vorove, a retko dalje. Hematogena invazija je veoma
retka. Postojanje tumorske kaspule u ovom podtipu PTK je povezano sa odlicnom klinickom
prognozom (Lloyd 1 sar., 2011). Infiltrativni folikularni podtip PTK se karakteriSe invazivnim
rastom klasi¢nog PTK ali se odlikuje odsustvom papila. Prisustvo jedara karakteristicnih osobina i
psamomskih telasaca ga svrstavaju u kategoriju PTK (Baloch i sar., 2022). Ostali podtipovi PTK su



redi imogu biti difuzno sklerozni, Warthin-like, solidni, onkociti¢ni, visokocelijski, stubicasti i
¢iodasti podtip PTK.

Slika 1.9. Mikrografije reprezentativnih primera razli¢itih histoloskih podtipova PTK. A. Klasi¢an PTK, B.
Infiltrativni folikularni tip PTK, C. Difuzno-sklerozni podtip PTK, D. Warthin-like podtip PTK, E. Solidni
podtip PTK, F. Onkociti¢ni podtip PTK, G. Visokocelijski podtip PTK, H. Stubi¢asti podtip PTK, I.
Ciodasti podtip PTK. Preuzeto i modifikovano iz: Juhlin i sar., 2022.

Mora se napomenuti da, iako su mikrokarcinomi (karcinomi pre¢nika <1 cm) prema
predasnjoj klasifikaciji SZO bili izdvojeni kao posebna varijanta PTK, to sada nije slucaj. Naime,
mikrokarcinomi su u proslosti bili opisivani kao okultni karcinomi koji su slucajno otkriveni i imaju
odliénu prognozu. Pokazano je da se neki agresivni tipovi tumora mogu javiti u vidu
mikrokarcinoma, te je konsenzusom odlu¢eno da se mikrokarcinomi viSe ne mogu opisivati kao
posebna varijanta samo zbog promera nego da se moraju pribliznije definisati i1 jo§ nekim
histoloskim karakteristikama. Ovo se posebno odnosi na podtipove kao Sto su visokocelijski,
stubiCasti 1 ¢iodasti (Juhlin 1 sar., 2022).

Iako uopsteno ima dobru prognozu, u retkim slucajevima PTK moze da poprimi agresivnije
forme. Metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima se nalaze u 37-54% pacijenata i vidaju se u
svim stadijumima i veli¢inama primarnog tumora. Udaljene metastaze su retke (1-7%), nastaju
Sirenjem neoplazije u regionalne limfne ¢vorove i potonjom diseminacijom malignih celija
limfotokom. Najéesce se nalaze na pluéima, kostima i mozgu (Toraih i sar., 2021). Cinioci udruzeni
sa loSom prognozom su starost pacijenta u vreme postavljanja dijagnoze, ekstratiroidna invazija,
prisustvo lokalnih metastaza i veli¢ina tumora. Iz histoloSke perspektive, u nekim slucajevima moze
da dode do razli¢itog stepena dediferencijacije tkiva PTK $to vodi ka stvaranju retkih, agresivnih
varijanti tiroidnog karcinoma sa povecanim invazivnim potencijalom. Na kraju procesa
dediferencijacije PTK moZe preéi u najagresivniju varijantu tiroidnih tumora, anaplasti¢ni
karcinom, sa visokim proliferativnim potencijalom, koji je obavezno fatalan sa prose¢nim
prezivljavanjem od Sest meseci nezavisno od stadijuma (Volante i sar., 2021).



1.3 Prognosticki klinickopatoloski faktori

Prognosticki faktori su karakteristike tumora ili pacijenta koje su direktno povezane sa
agresivno$c¢u bolesti i presudne su za stratifikaciju pacijenata na osnovu tezine bolesti i donosenju
odluka o postoperativnom lecenju. Tokom godina, nekoliko prognostickih faktora se izdvojilo kao
klju¢no za stratifikaciju pacijenata sa PTK. Oni se ugrubo mogu podeliti u cetiri kategorije (Ito i
Miyauchi, 2012):

1. Pacijentov ,,background*

2. Preoperativna evaluacija

3. Intraoperativna evaluacija (nalaz hirurga u toku operacije)

4. Postoperativna evaluacija

Pacijentov “background” prvenstveno predstavljaju osnovni podaci o pacijentu (starost, pol,
medicinska anamneza) i mogu biti od pomoci u preoperativnoj proceni prognoze. Tako, pacijenti
preko 45 godina starosti ¢esto imaju loSiju prognozu (Cao 1 sar., 2021). Takode, iako PTK ceSce
pogada Zene, muskarci imaju loSiju prognozu (Ding i sar., 2020). Zatim, genetski polimorfizmi 1
nasledni sindromi, se takode smatraju delom pacijentovog “background”. Testiranje na odredene
genetske promene, kao Sto su BRAF 1 TERT mutacije ili RET/PTC translokacije, moZe pomoc¢i u
proceni prognoze i uticati na odredivanje nacina leCenja (Nikoforov i sar., 1997; Tanaka i sar.,
2019; Xing, 2019).

Preoperativna evaluacija se prvenstveno zasniva na “imaging” tehnikama kao $to su UZ i
MR koje omogucavaju procenu veli¢ine i strukture tumora, kao i procenu lokalne ekstenzije bolesti
(Tto i sar., 2007). Takode, citoloski nalaz dobijen FNAB moze dati informacije o vrsti karcinoma i
pomoci u planiranju obima operacije (Cooper i sar., 2009).

Tokom operacije hirurg moze proceniti uznapredovalost tumora, kao Sto su veli¢ina tumora,
invazija u okolna tkiva i odnosi sa drugim strukturama §to moze pomoc¢i u odluci o opsegu operacije
(totalna tiroidektomija ili parcijalna resekcija) i daljem toku lecenja (Bhattacharyya, 2003;
Randolph i sar., 2012; Kim i sar., 2019).

Postoperativna evaluacija se zasniva na nalazu patologa nakon mikroskopskog pregleda
odstranjenog tkiva, gde klju¢ne informacije ukljucuju histoloski tip tumora, veli¢inu tumora, dubinu
neoplasticne infiltracije, multicentri¢nost, prisustvo ekstratiroidne invazije, regionalnih 1 udaljenih
metastaza (Ito i Miyauchi, 2012). Nivo tiroglobulina u serumu nakon operacije se Koristi za
pracenje pacijenata i procenu potencijalnih recidiva (Miyauchi i sar., 2011).

Ocena stadijuma tiroidnih karcinoma

Najrasprostranjeniji sistem za Klasifikovanje pacijenata sa diferentovanim tiroidnim
karcinomima je TNM (engl. tumor-node-metastasis) klasifikacija predloZzena od strane Americkog
zdruzenog komiteta za rak (engl. American Joint Commitee on Cancer, AJCC) (Edge i sar., 2010).
Ova klasifikacija omoguéava da se numericki izrazi stepen napredovanja bolesti, a postupak
obuhvata definiciju veli¢ine tumora (T status), zahvatanja regionalnih limfnih ¢vorova (N status) i
udaljenih metastaza (M status).

Ocenjivanje se vrsi na slede¢i nacin:

T status:

o T1: tumori manji od 2 cm u najvecoj dimenziji, ograniceni na Stitastu zlezdu

. T2: tumori veli¢ine od 2 cm do 4 cm, ograniceni na stitastu Zlezdu

J T3: tumori veéi od 4 cm ograniCeni na Stitastu Zlezdu ili sa minimalnom ekstratiroidnom
invazijom

J T4: tumori bilo koje veli¢ine, koji su se prosirili van granica stitaste Zlezde i zahvatili okolna
tkiva

N status:

J NXx: regionalni limfni ¢vorovi ne mogu biti ocenjeni

. NO: ne postoje metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima

J N1: postoje metastaze u regionalnim limfnim ¢vorovima

M status:
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o MO: nema udaljenih metastaza

o M1: postoje udaljene metastaze

Na osnovu ovih ocena, pacijenti se svrstavaju u razli¢ite TNM kategorije:

o TNM I: Pacijenti T1 statusa, uz odsustvo bilo kakvih metastaza, kao i svi pacijenti starosti
ispod 45 godina bez obzira na odsustvo tj. prisustvo metastaza na limfnim ¢vorovima;

o TNM II: Pacijenti T2 statusa, sa odsustvom metastaza, ili pacijenti starosti ispod 45 godina
ukoliko imaju udaljene metastaze;

o TNM 11I: Pacijenti T3 statusa, sa odsustvom metastaza ili bilo kojeg T statusa ukoliko
postoje metastaze na regionalnim limfnim ¢vorovima, ali ne i udaljene;

J TNM 1V: Pacijenti T4 statusa sa metastazama limfnih ¢vorova i bez udaljenih metastaza ili

pacijenti sa bilo kojim T statusom ukoliko imaju udaljene metastaze.

lako je dugo u upotrebi 1 od velike koristi u klini¢koj praksi, ova klasifikacija ima nekoliko
mana. Najveci problem predstavlja ¢injenica da se ocena stadijuma bolesti u velikoj meri oslanja na
starost pacijenta. U eri rasta incidence tiroidnih karcinoma, ¢ak i u mladim starosnim grupama, kao
i sve ¢eSc¢e pojave retkih, dediferenciranih varijanti karcinoma, svrstavanje svih pacijenata mladih
od 45 godina u niZe stadijume nije adekvatno. Takode, ovakva klasifikacija ne govori nista o
bioloskim osobinama tumora.

Iz ovih razloga, savremena istrazivanja se bave identifikacijom specificnih genskih lezija
i/ili njihovih biohemijskih produkata specificnih za stanje tumora i prognozu njegovog klinickog
toka, odnosno pronalaskom novih biomarkera koji bi bili pomo¢no sredstvo uz postojecu TNM
klasifikaciju za adekvatno zbrinjavanje pacijenata.

1.4 Biomarkeri u istrazivanjima kancera

Biomarkeri su paramateri bioloskih sistema ¢ija je promena merljiva odnosno objektivni
pokazatelji medicinskog stanja koji se mogu precizno i reproducibilno meriti (pregledno prikazano
u Califf, 2018). U medicinskoj praksi se najé¢eS¢e koriste u sklopu laboratorijskih testova. Imaju
veliki znacaj u identifikaciji osoba koje imaju rizik od nastanka patoloSkog stanja, predvidanju
klinickog toka bolesti, predvidanju odgovora na terapiju, razvoju novih terapeutika, proceni
efikasnosti i bezbednosti terapije.

Biomarkeri se mogu podeliti po vrsti analiziranog molekula (proteini, metaboliti, geni itd.);
prema vrsti bioloSkog uzorka (iz seruma, tkiva, urina itd.); prema vrsti informacije koju pruzaju
(prediktivni, dijagnosticki, prognosticki) kao i prema nacinu ekspresije (gubitak odnosno smanjenje
ekspresije ili sticanje odnosno povecanje ekspresije).

Danas se u velikom broju laboratorija vr$i geneti¢ka, molekularna i bioloska analiza raznih
patoloskih stanja u cilju identifikacije molekularnih promena koje prate razvoj bolesti, a koje bi bile
pogodni kandidati kao markeri boljih performansi od postojecih.

Kada je re¢ o biomarkerima karcinomskih stanja, poslednjih godina sve veéu paznju
zavreduju osobine ne same maligne ¢elije nego 1 njenog okruZenja.

1.5 Vancelijski matriks

Vancelijski matriks (VCM) je sloZena struktura koja se nalazi oko éelija u svim tkivima i
organima. Makromolekuli koji sa¢injavaju VCM se sintetisu u ¢elijama, najvise u fibroblastima, i
sekretuju se u vanéelijsku sredinu. Svako tkivo ima VCM jedinstvenog sastava i strukture koji je
stvoren tokom ranog embrionalnog razvi¢a. Biohemijske i biomehani¢ke o0sobine i organizacija
VCM u tkivu mogu znagajno varirati izmedu razli¢itih tkiva, u razli¢itim delovima istog tkiva, kao i
razli¢itim fiziologkim uslovima. Iako je VCM dugo smatran za pasivan okvir u kome su smestene
¢elije, sa striktno potpornom ulogom, danas se zna da je to jedna veoma dinamicna sredina koja
predstavlja regulator ponasanja celija i tkiva obezbedujuci informacije odgovorne za kontrolu
éelijskog ponasanja. Komponente VCM sluze kao ligandi za ¢elijske receptore, zatim matriks moze
lokalno vezivati i otpustati signalne molekule sto uti¢e na sudbinu ¢elije ali i na arhitekturu samog
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VCM i njegov dalji uticaj na éeliju. Sa druge strane, ¢elija moZe uticati na VCM tako $to kroz
sintezu, razgradnju i hemijske modifikacije komponentni matriksa menja njegov sastav i fizicke
osobine. Dalje, sve promene u matriksu kao rezultat celijske aktivnosti ¢e zauzvrat uticati na
ponasanje te i susednih ¢elija. Ovi procesi su vrlo kompleksni i moraju biti strogo regulisani kako bi
se odrzala homeostaza. I zaista, pokazano je da svaka disregulacija remodelovanja VCM povezana
sa patoloskim stanjima moze Cak i ubrzati napredovanje bolesti. Savremena istraZivanja se sve vise
fokusiraju na znalaj interakcija maligne éelije i komponenata okruzenja (VCM, fibroblasti,
inflamatorne i endotelne ¢elije), na razvoj i progresiju kancera. Pokazano je da interakcija zdrave
¢elije i izmenjene mikrosredine moze dovesti do razvoja maligniteta, ali i da ¢celije sa malignim
genotipom postaju fenotipski normalne nakon odredenih manipulacija okolne sredine. Ove studije
sve viSe ukazuju da se tumor ne moze izucavati izolovano, ve¢ kao deo fizioloski relevantnog
okvira (pregledno prikazano u Bonnans i sar., 2014).

Glavni proces tokom remodelovanja VCM je razgradnja komponenti matriksa i vazan je
kako za sastav i strukturu VCM, tako i za otpuitanje bioloski aktivnih molekula. Matriksne
metaloproteinaze (MMP) su glavni enzimi ukljuéeni u degradaciju VCM.

1.6 Matriksne metaloproteinaze

Matriksne metaloproteinaze su porodica cink- i kalcijum-zavisnih endopeptidaza sa
osnovnom ulogom u razgradnji komponenti VCM. Imaju ulogu u velikom broju fizioloskih procesa
kao S§to su embrionalno razvice, reparacija lezija 1 odrzavanje tkivne homeostaze putem
remodelovanja tkiva, ali takode u patoloskim stanjima kao §to su osteoartritis, reumatoidni artritis,
autoimunska oboljenja i nastanak i razvoj malignih tumora (Nagase i sar., 2006).

Do sada je otkriveno 28 ¢lanova porodice MMP od kojih su 23 nadene kod ¢oveka (pregled
dat u Cui i sar., 2017). Pokazuju visok nivo homologije sekvence i evolutivhu konzerviranost
domenske strukture. Matriksne metaloproteinaze tipicno sadrze slede¢e domene:

o propeptid ¢ijim se odstranjivanjem oslobada aktivno mesto

. kataliticki domen koji sadrzi aktivno mesto i sadrzi jone cinka 1 kalcijuma kao kofaktore;

o zglobno podrucje (engl. hinge region) koje doprinosi fleksibilnosti strukture enzima;

o hemopeksinu slican C-terminalni domen koji je zaduZen za protein-protein interakcije,

odreduje specifi¢nost za supstrat i za njega se vezuju tkivni inhibitori metaloproteinaza.

Izuzetak su MMP7, -23 i -26 kojima nedostaje zglobno podrucje i hemopeksinu slican
domen. MMP23 ima jedinstveni C-terminalni domen bogat cisteinom i imunoglobulinu sli¢an
domen koji se nastavljaju na kataliticki domen enzima (Slika 1.10).

Kada je u pitanju specificnost za supstrat, vazno je ista¢i da iako svaki ¢lan porodice MMP
ima glavni supstrat medu molekulima VCM, specifi¢nost za supstrat nije potpuna, tako da svaka
MMP moZe da degradira viSe supstrata. Specificnost za supstrat, organizacija razli¢itth domena 1
lokalizacija u ¢eliji su ujedno i kriterijumi za podelu MMP. lako ne postoji univerzalno prihvacena
podela MMP, najecesce se koristi podela na:

1. Kolagenaze (MMP1, MMP8, MMP13);

2. Zelatinaze (MMP2, MMP9);

3. Stromelizine (MMP3, MMP10);

4, Matrilizine (MMP7, MMP26, MMP11);

5. Metaloproteinaze membranskog tipa (MMP14, MMP15, MMP16, MMP17, MMP24,
MMP25);

6. Ostale MMP (MMP12, MMP19, MMP20, MMP21, MMP23, MMP27, MMP28); (Sekhon,
2010).

11



i —

MMP-Z: 1. . MMP:26 transmembranska MMP tip I:MMP-14, -15, -16, -24

MMP-1, -3, -8, -10, -12, -13, -19, -20, -27 transmembranska MMP tip II1:MMP-23
MMP-2 i MMP-9 GPI ukotvljene MMP: MMP-17 i MMP-25

MMP-11,-21 i MMP-28

B signalna sekvenca A zglobno podrucje E domen slican imunoglobulinu

= propeptid ‘ hemopeksinu slican domen 0 domen bogat cisteinom
B “taliticki region 0 roronektinsii ponovci @  citosoni domen

Bl mesto furinskog isecanja U GPI sidro ' N- terminalni domen

[ transmembranski domen
Slika 1.10. Prikaz strukture matriksnih metaloproteinaza. Preuzeto i modifikovano iz: Loffek i sar., 2011.

1.6.1 Matriksna metaloproteinaza 9

Zelatinaze su najizuavaniji predstavnici familije enzima MMP koje obuhvataju MMP2 i
MMP9, a imaju osnovnu ulogu u proteolizi kolagena IV. MMP2 je enzim veli¢ine 72 kDa koji vrsi
proteolizu kolagena I i IV, a konstitutivno je eksprimiran u mnogim tkivima (pregledno prikazano u
Woessner Jr, 1991). Nasuprot tome, MMP9 ima veli¢inu 92 kDa i vrsi proteolizu kolagena IV
(Wilhelm i sar., 1989), ali i adhezivnih molekula, receptora na celijskoj povrsini i drugih ¢lanova
porodice MMP (pregledno prikazano u Bauvois, 2012). To je umnogome potvrdilo da ovaj enzim
ima klju¢nu ulogu u mnogim fizioloSkim i patoloskim procesima. Veliki broj tipova celija,
ukljucuju¢i neutrofile (Tschesche i sar., 2001), makrofage (Fang i sar., 2010) i fibroblaste (Siwik 1
sar., 2001) sintetiSe MMP9. U fizioloskim uslovima MMP9 ima bitne uloge tokom ranog
gestacijskog perioda u invaziji trofoblasta i implantaciji embriona, razvoju sréanog tkiva,
neovaskularizaciji, razvoju kostiju, ucenju i pamcenju, kao i imunskom odgovoru (Nagase i sar.,
2006).

Sto se strukture ovog enzima ti¢e, od ostalih MMP ga izdvaja postojanje domena sli¢nog
fibronektinu 11 koji se sastoji od tri ponovka sa po 58 aminokiselina zahvaljujuci kojima je olakSana
degradacija velikih zelatinoznih molekula supstrata. Kataliticki domen MMP9 sadrzi konzerviranu
sekvencu AHEXGHXXGXXH u kojoj su tri histidina odgovorna za koordinaciju sa katalitickim
jonom cinka. Drugi jon cinka i tri jona kalcijuma imaju strukturnu ulogu (pregledno pirkazano u Ra
i Parks, 2007).

1.6.1.1 Regulacija aktivnosti MMP9

MMP9I je izuzetno aktivan enzim ¢ija poremecena regulacija dovodi do brojnih patoloskih
stanja. Kako bi se izbegla nezeljena proteoliza supstrata i odrzala tkivna homeostaza, njegova
aktivnost mora biti strogo regulisana na svim nivoima: transkripcionom, posttranskripcionom, na
nivou proteoliticke aktivacije latentne forme, inhibicije tkivnim inhibitorima kao i na nivou
prostorne i vremenske pericelularne lokalizacije aktivnosti (pregledno prikazano u VVandooren i sar.,
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2013). Prvi nivo regulacije ekspresije MMP9 je pod kontrolom komponenti razli¢itih signalnih
puteva koji mogu povecavati ili smanjivati transkripciju MMP9 gena. Sledeci nivo je regulacija na
posttranskripcionom nivou gde usled aktiviranja razli¢itih signalnih puteva moze do¢i do
degradacije iRNK za MMP9 $to posledi¢no snizava nivo preproMMP9. Vreme i mesto sekrecije
ovih proteina je jo§ jedan vid regulacije, nakon cega sledi regulacija aktivacije enzima. Naime, kada
se MMP9 sintetiSe, ona je u vidu neaktivhog zimogena koji se nakon sekrecije aktivira
proteolitickom razgradnjom propeptida ¢ime se dobija aktivan enzim. Aktivna MMP9 moze biti
inhibirana razli¢itim inhibitorima od kojih su najbitniji TIMP proteini (engl. tissue inhibitor of
metalloproteinase) u tkivima i a2-makroglobulin u plazmi (Edwards, 2016; Sottrup-Jensen i sar.,
1989).

1.6.1.1.1 Regulacija transkripcije

Studije pokazuju da je regulacija transkripcije dominantan nivo na kom se regulise aktivnost
MMP9. Humani gen za MMP9 je mapiran na hromozomskom regionu 20q11.2—q13.1 (Hutala i sar.,
1991). Promotor gena za MMP9 sadrzi veliki broj cis-elemenata koji predstavljaju mesta za
vezivanje transkripcionih faktora. Promene u tim elementima mogu dovesti do poremecaja u
vezivanju transkripcionih faktora $to posledi¢no moze dovesti do poremecene transkripcije. Jedna
od tih promena moZe biti polimorfizam u promotoru gena. Naime, polimorfizmi su razliCite
varijacije genotipa ili alela u populaciji, sa ucestalos¢u vecom od 1%. Najces¢i su polimorfizmi
pojedina¢nog nukleotida (engl. single nucleotid polymorphism; SNP), za koje se pretpostavlja da ih
u genomu ima priblizno 10 miliona, ali ima 1 drugih, kao Sto su varijacije u broju ponovaka. lako
postoji veliki broj polimorfizama u genomu, vrlo mali broj njih je funkcionalan odnosno ima nekog
uticaja na gen u kome se nalazi i takvi polimorfizmi se naj¢e$¢e nalaze u promotoru gena gde
promena sekvence moze imati uticaja na vezivanje transkripcionih faktora a time posledi¢no i na
transkripciju tog gena. Zbog toga mogu biti korisni u klini¢koj praksi kao dodatni biomarkeri, kako
bi se videlo koja je varijanta prisutna jer se do uzorka moze do¢i lako, a analiza je relativno jeftina.
Promotor gena za MMP9 sadrzi dve polimorfne sekvence za koje se pokazalo da utiCu na
transkripcionu aktivnost: tranzicija citozina (C) u timin (T) na poziciji -1562 (-1562 C/T; NCBI
SNP identifikacioni broj: rs3918242) i varijacija u broju nukleotidnih citozin-adenin (CA)
ponovaka, od 13 do 25, na poziciji -131 (CA)13-25; (CA)n; NCBI identifikacioni broj: rs3222264).

Tranzicija C u T na poziciji -1562 u promotoru gena za MMP9 dovodi do nemoguénosti
represora transkripcije da se veze za ovaj region i posledicno povecanja nivoa transkripcije. Ovo je
pokazano u MALU ¢elijskoj liniji makrofaga, gde rezultati pokazuju da prisustvo T alela dovodi do
1,5 puta povecane transkripcione aktivnosti u odnosu na CC genotip (Zhang i sar., 1999). Vecina
studija se slaze sa ovim rezultatima. Hoelzle i saradnici (2016) su takode pokazali 1,5 puta viSu
ekspresiju kod pacijenata sa kancerom debelog creva koji su u promotoru gena za MMP9, na
poziciji -1562 imali T alel, a ¢ak pet puta viSu ekspresiju MMP9, kod CT i TT u poredenju sa CC
genotipom, pokazali su Medley 1 saradnici (2004). Ipak, veza izmedu T alela i1 transkripcione
aktivnosti MMP9 nije potvrdena u studiji iz 2002. godine radenoj na primarnim ¢elijskim kulturama
amnionskih epitelnih ¢elija, WISH (izvedene iz HelLa c¢elija) i THP-1 (Celijska linija humane
monocitne leukemije) (Ferrand i sar., 2002). Rollin i saradnici (2007) su takode pokazali da T alel
nema uticaj na nivo iRNK za MMP9 kod pacijenata sa nesitnocelijskim karcinomom pluca.

Jo§ jedan potvrdeni funkcionalni polimorfizam u promotoru gena za MMP9Y je varijacija u
broju CA ponovaka na poziciji -131. Sli¢no kao i -1562 C/T polimorfizam, (CA)n varijacija, moze
uticati na transkripcionu aktivnost MMP9 usled njene lokalizacije koja je blizu mesta vezivanja
nekoliko transkripcionih faktora. Pokazano je da se, usled promene u broju ovih ponovaka, menja
konformacija DNK $§to modulise transkripcionu aktivnost MMP9. Ovo je pokazano in vitro na
humanim HT1080 fibroblastima (Peters i sar., 1999), zatim humanim ¢elijskim linijama kancera
jednjaka (Shimajiri i sar., 1999) kao 1 WISH ¢elijskoj liniji (Ferrand 1 sar, 2002). Pokazano je da je
distribucija broja ponovaka bimodalna u skoro svim ispitivanim populacijama, sa jednim pikom na
14, a drugim na 21, 22 ili 23 ponovka, dok aleli sa 16 i 17 ponovaka nisu nadeni u populacijama
belaca i ljudi azijskog porekla (Peters i sar., 1999; Nelissen i sar., 2000, 2002; Zhang i sar., 2001).
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Izuzetak su Japanci, kod kojih je pokazano da postoji samo jedan pik, na 21 ili preko 22 ponovka uz
vrlo retke subjekte koji su nosioci 14, 18 ili 19 CA ponovaka (Shimajiri i sar., 1999; Maeda i sar.,
2001). Dostupni podaci nisu u potpunosti usaglaseni kada je u pitanju veza izmedu nivoa
transkripcione aktivnosti i odredenog broja CA ponovaka u promotoru gena za MMP9. Shimajiri i
saradnici su u studiji iz 1999. godine pokazali da je transkripciona aktivnost za 50% manja kod
gena za MMP9 koji imaju 14 CA ponovaka u odnosu na one koji imaju 21 ponovak, dok je u drugoj
studiji iz iste godine ta razlika iznosila 60% kada se uporede transkripcione aktivnosti gena za
MMP9 koji imaju 14 i 23 ponovka u promotoru (Peters i sar., 1999). Ipak, Cotignola i saradnici
(2007) nisu uspeli da nadu vezu izmedu broja ponovaka i transkripcione aktivnosti ovog gena.

Transkripcioni faktori koji se vezuju za cis elemente su delovi vaznih signalnih puteva koji
aktiviraju ili suprimiraju ekspresiju i mnogih drugih gena, a u ove regulatore se izmedu ostalog
ubrajaju aktivacioni protein 1 (engl. activating protein 1; AP-1), faktor nekroze tumora alfa (engl.
tumor necrosis factor alpha; TNF-a), ETS (engl. erythroblast transformation specific), nukleusni
faktor kapa B (engl. nuclear factor kappa B; NF-£B), specifi¢ni protein 1* (engl. specifity protein
1*; Sp-1) (He, 1996; Robert i sar., 2009).

Transkripcioni faktor AP-1 je kompleks proteina sastavljen od ¢lanova proteinskih familija
Jun, Fos, ATF i MAF. Funkcioni$e kao homo- ili heterodimer ali valja napomenuti da ne mogu svi
njegovi proteini formirati homodimere niti su sve kombinacije heterodimera moguée (pregledno
prikazano u Chinenov i sar., 2001). Razli¢iti dimeri se razlikuju u svojim mestima vezivanja za
DNK kao i transkripcionim aktivnostima, pa npr. dimeri c-Jun/c-Fos se ¢eS¢e vezuju za TRE (engl.
TPA responsive elements) dok se c-Jun/ATF ¢eS¢e vezuju za CRE (engl. CAMP responsive
elements), ili c-Jun/c-Fos dimeri imaju veci afinitet za TRE od c-Jun/c-Jun dimera (Wu i sar.,
2021). Proteini kompleksa AP-1 reguliSu mnoge procese kao Sto su celijski ciklus, proliferacija,
apoptoza, migracija i invazija, a pokazano je 1 da imaju vaznu ulogu u nastanku i progresiji kancera
(pregledno prikazano u Eferl i Wagner, 2003). Pokazano je da u promotoru gena za MMP9 postoje
dva mesta vezivanja proteina AP-1: proksimalno, na poziciji -71 do -80 i distalno, na poziciji -529
do -580 (Farina i Mackay, 2014).

Protein c-Jun je oznacen kao glavni ¢lan kompleksa transkripcionog faktora AP-1. Ovaj
protein ucestvuje u MAPK (engl. mitogen activated protein kinase) putu gde uti¢e na transkripciju
razli¢itih gena, pa i MMP9. Aktivnost c-Jun je regulisana razli¢itim posttranslacionim hemijskim
modifikacijama koje su pod kontrolom razli¢itih komponenti MAPK puta. Te modifikacije se
javljaju na 3 mesta u proteinu: u N-terminalnom regionu dolazi do fosforilacije serina (Ser) na
pozicijama 63 i 73 i treonina (Thr) na pozicijama 91 i 92 (Smeal i sar., 1991; Morton i sar., 2003),
kao i do defosforilacije Thr na poziciji 239 (Morton i sar., 2003), dok blizu C-terminalnog regiona
dolazi do acetilacije lizina (Lys) na poziciji 268, 271 i 273 (Vries i sar., 2001). Fosforilacija c-Jun je
dobro izucena i pokazano je da je preduslov za aktivaciju c-Jun. Ipak, analiza acetilovane forme c-
Jun (ac c-Jun) pokazala je opre¢ne rezultate. Vries i saradnici su u studiji iz 2001, pokazali da usled
acetilacije na Lys271 dolazi do represije aktivnosti c-Jun. Sa druge strane, Wang i saradnici (2006)
su, ispitujuéi gensku regulaciju keratina 16, dosli do zakljucka da acetilacija odredenih lizinskih
rezidua u c-Jun dovodi do aktivacije ovog proteina. Ovo su potvrdili Mishra i saradnici (2016), kada
su pokazali da hiperacetilacija c-Jun pojacava vezivanje AP-1 za DNK, a isti rezultat su dobili i Xie
i saradnici (2013).

1.6.1.2 MMP9 u kanceru

Promene u VCM u tumorskom tkivu su rezultat razli¢itih mehanizama remodelovanja koji
mogu biti svrstani u Cetiri glavna procesa:
o talozenje VCM §to menja koli¢inu i kompoziciju komponenti VCM i tako utiée na
biohemijske i mehanicke karakteristike VCM;
J posttranslacione modifikacije komponenti VCM ¢ime se menjaju biohemijska svojstva i
strukturne karakteristike VCM;
J proteoliticka degradacija komponenti VCM &ime se oslobadaju razli¢iti bioaktivni molekuli
koji imaju ulogu u relaksaciji migratornih barijera;
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J “prisilno” fiziko remodelovanje matriksa §to utice na organizaciju VCM tako $to se fibrili
poravnavaju i otvaraju se prolazi za migraciju kancerskih ¢elija (Slika 1.11.).
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Slika 1.11. Mehanizmi remodelovanja VCM tokom progresije tumora. a. Talozenje VCM i _posttranslacione
modifikacije: dat je primer kolagena koji nakon sinteze, inicijalno u formi prokolagena prolazi kroz niz
posttranslacionih modifikacija tokom kojih sazreva i nastaje trolan¢ani heliks koji se sekretuje u vancelijski
prostor gde dolazi do asembliranja u kolagena vlakna. b. Degradacija VCM: proteaze, ukljuuju¢i i MMP
seku proteine VCM &ime se oslobadaju faktori rasta i citokini, fragmentisu komponente VCM i uklanja
barijera za migraciju éelija. c. Fizicko remodelovanje VCM: vezivanjem integrina za molekule VCM vrsi se
pritisak mehani¢kom silom, dolazi do poravnanja fibrila i probijanja bazalne membrane §to omogucéava
invaziju tumorskih ¢elija. Preuzeto i modifikovano iz: Winkler i sar., 2020.

Ukratko, kancerske ¢elije 1 faktori poreklom iz tumora aktiviraju ¢elije strome Sto dovodi do
sekrecije i taloZenja velikih koli¢ina komponenata VCM. Uz to, enzimi koji modifikuju VCM
poreklom kako iz tumora, tako i iz strome, interaguju i poravnavaju fibrile u matriksu ¢ime se
povecava rigidnost matriksa oko tumora i stvara se barijera ¢ime se izbegava nadzor imunskog
sistema. Poveéana kompaktnost VCM dovodi komponenete VCM i tumorske éelije u neposrednu
blizinu i to im omogucava dodatnu interakciju $to je okida¢ za signalizaciju posredovanu
integrinima, a rezultat je oslobadanje i aktivacija razliCitih proteaza, ukljucuju¢i 1 matriksne
metaloproteinaze, koje degraduju VCM i svojim delovanjem promovi$u tumorsku proliferaciju,
migraciju, invaziju tumorskih celija i angiogenezu. Visoka aktivnost MMP i angiogeneza na
primarnom mestu tumora, remete vaskulaturu §to omogucava tumorskim celijama da udu u
cirkulaciju. Povecana aktivnost MMP na mestu metastaze poveéava propustljivost vaskulature sto
omogucava cirkuliSu¢im tumorskim ¢elijama da udu u tkivo. Sa druge strane, uz pomo¢ razlicitih
faktora poreklom od primarnog tumora, kao §to su faktori rasta, kao i fibronektin i drugi proteini
VCM, MMP uéestvuju u stvaranju premetastatske nise (pregledno prikazano u Erler i Weaver,
2009; Winkler i sar., 2020).

Istrazivanja pokazuju da MMP9 ima ulogu u svim fazama formiranja i progresije tumora i
da njena izmenjena ekspresija moze uticati kako na razvoj maligniteta tako i na tok bolesti.
Prekomerna ekspresija MMP9 pokazana je u velikom broju malignih epitelnih tumora i Cesto je
korelisana sa loSom klinickom slikom. U studiji iz 2021. godine, Zhang 1 saradnici su pokazali
povisenu ekspresiju MMP9 u serumu pacijenata sa kancerom plu¢a u odnosu na zdrave 0sobe,
takode su naSli vezu i izmedu povisene ekspresije MMP9 1 parametara povezanih sa agresivnim
oblikom bolesti kao sto su TNM kategorija, stepen diferencijacije, metastaze na limfnim ¢vorovima.
U slucaju karcinoma jetre, pokazan je povisen nivo MMP9 u tkivu tumora u odnosu na susedno
zdravo tkivo (Gerg i sar., 2008), a isto je pokazano i za karcinom usne duplje (Singh i sar., 2010). U
tumorskom tkivu pacijenata sa kancerom zeluca nadena je veza ekspresije MMP9 sa dubinom
invazije i TNM kategorijom, a pokazana je i viSa ekspresija u tumorskom nego u susednom
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zdravom tkivu. Zbog dobijenih rezultata, autori su predlozili da se ekspresija MMP9 moze koristiti
kao potencijalni biomarker za agresivne oblike raka Zeluca, ali i kao dijagnosticko sredstvo
(Prathipaa i sar., 2021). Jo$ jedna studija otkrila je poviSenu ekspresiju MMP9 u pankreasnom soku
I serumu kod pacijenata sa kancerom pankreasa, jednim od najsmrtonosnijih tipova kancera (Tian i
sar., 2008). Ipak, ima izuzetaka gde je pokazana smanjena ekspresija ili fluktuacija ekspresije u
zavisnosti od stadijuma bolesti. Koskensalo i saradnici (2012) su pokazali supresivnu ulogu MMP9
u karcinomu debelog creva, dok su Vilen i saradnici (2012) ukazali na razli¢itu ulogu MMP9 u
zavisnosti od stadijuma bolesti.

Sto se tice PTK, studije su pokazale povisenu ekspresiju MMP9 kod pacijenata u odnosu na
zdrave ili one sa benignim promenama u Stitastoj zlezdi, a takode i1 viSu ekspresiju u samom
tumorskom tkivu u odnosu na susedno zdravo (Maeta i sar., 2001; Meng i sar., 2012; Marecko i
sar., 2014; Bayadsi 1 sar., 2022). Na razlic¢itim kancerskim ¢elijskim linijama tiroidee, Baldini 1
saradnici (2004) su nasli poviSenu aktivnost proteina MMP9. Ipak, u jednoj od prvih studija koje su
izuCavale MMP9 u tkivu Stitaste zlezde, nivo MMP9 nije bio poviSen u tumoru u odnosu na benigni
adenom i zdravo tkivo (Nakamura i sar., 1999). U radu Marecko i saradnika iz 2014. je ispitivana
ekspresija proteina MMP9 u tkivu S$titaste zlezde i pokazana povisena ekspresija u tumorskom tkivu
u odnosu na susedno netumorsko. U istoj studiji, pokazana je veza izmedu aktivne, ali ne 1 ukupne
forme MMP9 sa klinickopatoloskim parametrima koji su povezani sa agresivnim oblikom bolesti.
Rezultate koji pokazuju vezu ekspresije MMP9 i agresivnog ponaSanja tumora saopstile su i druge
istrazivacke grupe. Maeta 1 saradnici (2001) su pokazali korelaciju ekspresije MMP9 sa stepenom
dubine infiltracije i prisustvom metastaza na limfnim ¢vorovima, dok je u studiji Meng i saradnika
(2012) visa ekspresija MMP9 pokazana u tumorima veceg promera, viSe TNM kategorije 1 kod
pacijenata starijih od 45 godina. Ipak, postoje i podaci koji nisu u saglasnosti sa navedenim.
Bumber i saradnici (2020) nisu nasli vezu izmedu ekspresije MMP9 u tumorskom tkivu PTK sa
klinickopatoloSkim parametrima koji mogu ukazati na agresivan oblik bolesti, a sa tim se slazu 1
rezultati koje su dobili Ivkovi¢ 1 saradnici u studiji iz 2022. godine.

1.6.1.3 Odabrani regulatori transkripcije MMP9 u kanceru

Regulacija ekspresije MMP9 se primarno odvija na transkripcionom nivou, pa promene
sekvence u promotoru gena mogu imati uticaja na transkripciju i posledicno na nivo proteina koji
pak ima uticaja na sudbinu celije 1 njene okoline. Ovo je navelo istraziva¢e da podrobnije ispitaju
funckionalne polimorfizme u promotoru gena za MMPO.

Mnogobrojne studije su radene kako bi se procenio uticaj polimorfizma -1562 C/T na
povecan rizik od nastanka tumora ili na progresiju karcinoma. Rezultati dosadaSnjih istrazivanja
pokazuju kontradiktorne rezultate kada se o ovom polimorfizmu govori kao o faktoru rizika za
nastanak kancera ili prediktoru agresivnog ponasanja tumora. U studiji koju su izveli Wang 1
saradnici (2005), kao i Rollin sa saradnicima (2007) pokazano je da -1562 C/T polimorfizam u
promotoru gena za MMP9 ne moze biti faktor rizika za nesitnocelijski kancer plu¢a, a takode nije
pokazana veza ovog polimorfizma sa klinickopatoloskim parametrima koji ukazuju na mogucéi los§
ishod, kao Sto su veli¢ina tumora, diferencijacija i metastaze na limfnim ¢vorovima. Rezultate koji
povezuju -1562 C/T polimorfizam sa agresivnim fenotipskim karakteristikama tumora, pokazali su
Matsumura 1 saradnici (2005) kod pacijenata sa kancerom Zeluca, gde su povezali prisustvo T alela
sa stepenom invazije tumora, kategorijom i prisustvom metastaza na limfnim ¢vorovima. Schveigert
i saradnici (2013) su pokazali vezu CC genotipa na poziciji -1562 u promotoru gena za MMP9 sa
viSom stopom petogodiSnjeg prezivljavanja i1 generalno parametrima povezanim sa boljom
prognozom. Rezultate suprotne tim, pokazali su Grieu i saradnici (2004) kada su prisustvo T alela
povezali sa klini¢kopatoloskim parametrima koji su karakteristi¢ni za dobru prognozu bolesti. Sa
ovime se slazu i rezultati studije koju su izveli Cotignola i saradnici (2007). U zanimljivoj studiji iz
2007. godine, u kohorti od 995 pacijenata sa malignim tumorom dojke i 952 kontrolnih slucajeva,
pokazan je povecan rizik od bolesti kod TT homozigota, ali ne i efekat ovog genotipa na tok bolesti.
Takode, nije pronadena ni veza ovog polimorfizma sa veli¢inom tumora, statusom receptora
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steroidnog hormona, prisustvom metastaza na limfnim ¢vorovima i diferencijacijom (Lei 1 sar.,
2007).

Uticaj C/T polimorfizma na poziciji -1562 u promotoru gena za MMP9 na progresiju bolesti
kod pacijenata sa PTK ispitivali su Ozgen i saradnici (2008). Oni nisu nasli asocijaciju ovog
polimorfizma sa klinickopatoloSkim parametrima kao Sto su dubina invazije tumora, starost
pacijenata, pol, metastaze na limfnim ¢vorovima, a isti rezultat prikazali su Dobrescu i saradnici u
studiji iz 2022. godine.

Polimorfizam broja CA ponovaka u promotoru gena za MMP9 je povezan sa mnogim
patoloskim stanjima kao $to su intrakranijalna aneurizma, multipla skleroza, hipertenzija (Peters i
sar., 1999; Fiotti i sar., 2004; Lacchini i sar., 2010), ali ima malo podataka o njegovoj vezi sa
malignitetima. U melanomu, pokazana je bimodalna distribucija ovih ponovaka, ali nikakva druga
veza nije nadena (Cotignola 1 sar., 2007). Nikakva asocijacija ovog polimorfizma nije nadena u
studiji iz 2007, radenoj na karcinomu debelog creva (Woo 1 sar., 2007).

Prekomerna ekspresija proteina c-Jun je pokazana u mnogim malignitetima. Szabo i
saradnici su 1996. godine pokazali poviSenu ekspresiju kod pacijenata sa kancerom plu¢a. Oni su
pokazali pozitivno imunobojenje u histoloSki izmenjenim podrucjima plu¢a dok ekspresiju c-Jun
nisu uspeli detektovati u susednom, zdravom tkivu. Visok nivo proteina c-Jun je naden u
invazivnhom tipu tumora dojke i povezan je sa proliferacijom i angiogenezom. U istoj studiji,
korelacija je takode nadena izmedu ekspresije c-Jun i nize stope prezivljavanja (Vleugel i sar.,
2006). Pokazano je da prekomerna ekspresija ovog proteina u MCF-7 ¢elijama (¢elijska linija
kancera dojke) indukuje invazivni fenotip tumora (Smith i sar.1999). U multicentri¢noj analizi, Xu i
saradnici (2017) su pokazali da je prekomerna ekspresija proteina c-Jun povezana sa loSijom
prognozom kod pacijenata sa kancerom skvamoznih ¢elija usne duplje, kao 1 da c-Jun moZe biti
dobar prediktor visokog rizika od smrtnog ishoda kod ovih pacijenta. Eckhof i saradnici (2013) su
pokazali da c-Jun moze biti prediktor loSe prognoze u kanceru dojke. O ulozi ovog transkripcionog
faktora u PTK vrlo malo se zna. Veza c-Jun i pocetka PTK pokazana je bioinformati¢kom analizom
koju su izveli Chen i saradnici (2017), dok je eksperimentalno, prekomerna ekspresija proteina AP-
1 u PTK pokazana u studiji Xiao i saradnika (2019). U ovoj studiji, poviSena ekspresija je korelisala
sa veliCinom tumora dok sa ostalim parametrima agresivnosti PTK kao Sto su starost pacijenta,
metastaze na limfnim ¢vorovima, multifokalnost i1 ekstratiroidna invazija nije nadena veza. U jo§
jednoj studiji iz 2016. godine, pokazana je veza ekspresije proteina AP-1 sa veli¢inom tumora kod
pacijenata sa PTK (Chen i sar., 2016). Na osnovu rezultata ovih studija, smatramo da bi bilo dobro
podrobnije ispitati ulogu samog proteina c-Jun i njegove acetilovane forme u razvoju i progresiji
PTK.

Rezultati dosadasnjih istrazivanja otkrivaju da postoji jo§ dosta pitanja bez odgovora o ulozi
MMP9 u PTK, ali nam i ukazuju na potencijal ovog proteina kao biomarkera u prognostickoj
stratifikaciji pacijenata sa PTK. Takode, podaci nas navode da istrazimo uticaj regulatora ekspresije
MMP9 u tkivu PTK, kao i njihov potencijal kao dodatnih biomarkera za PTK.
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2  CILJISTRAZIVANJA
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Ciljevi ove disertacije mogu se grupisati u bioloske i klinicke. 1z bioloske perspektive, cilj je
bio da se razjasne uzroci i posledice deregulacije aktivnosti MMP9 u PTK kao jednog od klju¢nih
enzima tumorske invazije. Iz klinicke perspektive, medu uzro¢nicima ove deregulacije su trazeni
novi kandidatski biomarkeri koji bi mogli da ukazu na tok bolesti i budu od pomo¢i u pre- i
postoperativnoj stratifikaciji pacijenata. Kako bi zadati ciljevi bili postignuti, ispitivana je
arhitektura dela promotora gena za MMP9 kao i prisustvo transkripcionih faktora koji uti¢u na
modulaciju nivoa ekspresije ovog proteina, a zatim i njegovu in situ Zelatinoliticku aktivnost.

U skladu sa tim, postavljeni su neposredni ciljevi disertacije:

1. Ispitivanje faktora koji su moguéi uzrocnici deregulacije ekspresije MMP9:

a) Ispitivanje prisustva nukleotidne tranzicije C u T na poziciji -1562 u promotoru gena za
MMP9 i njene veze sa ekspresijom MMP9 na nivou iRNK i proteina i sa nepovoljnim tokom PTK;
b) Ispitivanje prisustva varijacija u broju CA tandemskih ponovaka koji po¢inju na poziciji -

131 promotora gena za MMP9, njihove povezanosti sa proteinskom ekspresijom MMP9 i
nepovoljnim tokom PTK;

C) Ispitivanje povezanosti imunoekspresije transkripcionog faktora c-Jun i njegove forme
acetilovane na Lys271 sa ekspresijom MMP9 na nivou iRNK i proteina, kao i nepovoljnim
klini¢kopatoloskim faktorima PTK;

2. lIspitivanje imunoekspresije MMP9 u uzorcima PTK i njene korelacije sa klinickopatoloskim
faktorima koji su povezani sa agresivnim oblikom bolesti;

3. Ispitivanje in situ enzimske aktivnosti MMP9 u relaciji sa klinickopatoloskim faktorima PTK.
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3 MATERIJAL | METODE
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3.1 Prikupljanje i obrada uzoraka

U ovoj disertaciji kori§¢eni su uzorci tkiva Stitaste zlezde pacijenata koji su podvrgnuti
rutinskoj operaciji, neophodnoj za njihovo leCenje, na Klinici za endokrinu hirurgiju
Univerzitetskog klinickog centra Srbije (UKCS). Uzorci iz 2000-2019. godine pripadaju arhivskom
materijalu, dok su uzorci svezeg tkiva dobijeni izmedu 2019. i 2021. godine koje je dalje obradeno
na kasnije opisan nacin, uz saglasnost ucesnika za koriS¢enje bioloskog materijala u istrazivacke
svrhe. Kako bi se osigurala zaStita privatnosti pacijenata, svi uzorci su pseudominizirani pre nego
S§to su koriS¢eni u istrazivanju. Studija je sprovedena uz posStovanje etickih smernica i odobrenje
Etickog odbora UKCS (br. 140/17 i 695/7 - B).

Ispitivana kohorta se sastojala od 137 uzoraka PTK, od toga:

. 71 uzorak klasi¢ne varijante
J 57 uzoraka folikularne varijante
. 9 uzoraka meSovite histoloske varijante.

Kontrolnu grupu je ¢inilo 49 uzoraka uslovno zdravog tiroidnog tkiva hirurski odstranjenog
tokom tiroidektomije pacijenata obolelin od PTK. Kako bi se izbegla medusobna kontaminacija
tumorskog 1 zdravog tkiva, zdravo tkivo je resekovano sa mesta Sto udaljenijeg od mesta tumora, po
mogucnosti sa kontralateralnog lobusa.

Uzorci resekovanog tkiva su tretirani na dva nafina u cilju dve odvojene grupe
eksperimenata:

1. Uzorci svezeg tkiva

Deo tumorskog tkiva svakog pacijenta je odmah nakon operacije zamrznut u teCcnom azotu i uvan
na -80 °C do upotrebe. Pored tumorskog, odstranjen je i deo uslovno zdravog tkiva na na¢in koji je
opisan ranije.

2. Arhivski materijal

U sluzbi za patohistologiju UKCS, deo operativno resekovanog tkiva je fiksiran na jedan od dva
razli¢ita nac¢ina 1 ukalupljen u parafinu.

e Standardno fiksiranje u formalinu je kori§¢eno u svrhe imunohistohemije i izolacije DNK.

e S obzirom na to da fiksiranje formalinom unakrsno povezuje (engl. cross-linking) aktivne
funkcionalne grupe proteina i time onemogucéava enzimsku aktivnost, u svrhe zimografije in situ
koris¢en je etanol koji fiksira tkivo precipitacijom.

Svi dobijeni kalupi su se dalje sekli na preseke debljine 5 pum koji su nanoSeni na
mikroskopske plocice 1 koristili su se za dalje analize.

Na osnovu pregleda arhivskog materijala, patolog je u skladu sa kriterijumima Svetske
zdravstvene organizacije (IARC, 2017) obavio patohistolosku analizu i utvrdio dijagnozu PTK. Za
svakog pacijenta prikupljeni su podaci iz istorije bolesti i protokola leCenja: starost, pol,
patohistoloska klasifikacija tumora, prisustvo metastaza, klinickopatoloski stadijum bolesti i drugo.

Kako bi se pacijenti stratifikovali po tezini bolesti, koris¢ene su dve klasifikacije:

1. TNM Klasifikacija usvojena od strane AJCC opisana u poglavlju 1.3. (Edge i sar., 2010)

Za potrebe ove studije tumori T statusa T1 i T2, kao i svi pacijenti TNM kategorija I i Il su
grupisani zajedno kao manje agresivni tumori dok su tumori T statusa T3 i T4 i pacijenti TNM I11 i
TNM IV kategorija svrstani u grupu koja je predstavljala agresivnije tumore.

2. Klasifikacija na osnovu stepena dubine neoplasti¢ne infiltracije

Stepen dubine neoplasti¢ne infiltracije je parametar koji predstavlja stepen invazije tumora u
okolno tkivo 1 odreden je po kriterijjumima koje su postavili Basolo i saradnici (2010). Tumori su
kategorisani u sledece grupe:

1 — potpuno inkapsulirani tumori sa intaktnom tumorskom kapsulom;

2 — nekapsulirani tumori ili tumori sa invazijom tumorske kapsule ali bez invazije kaspule Stitaste
zlezde;

3 —tumori sa invazijom kapsule Stitaste Zlezde;

4 — tumori koji probijaju kapsulu Stitaste zlezde odnosno tumori sa ekstratiroidnom invazijom.
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Za potrebe ove studije tumori stepena 1 12 su svrstani u grupu koja je oznacavala tumore sa manje
agresivnim potencijalom, dok su tumori stepena 3 i1 4 svrstani u grupu koja je oznacavala
agresivnije tumore.

3.2 lzolacija DNK

Kako bi se dostigao $to veci broj genotipiziranih uzoraka, DNK je izolovana na dva nadina:

1. Iz svezeg tkiva DNK je izolovana Trizol reagensom (Ambion, SAD), po uputstvu
proizvodaca uz male modifikacije. Ukratko, u 0,1 g tkiva je dodato 400 pul Trizola nakon Cega je
usledila homogenizacija tkiva u homogenizeru (Quiagen, Nemacka) 5 min na 20 Hz. Dodato je 80
ul hloroforma i nakon kratke inkubacije, uzorci su centrifugirani 15 min na 12000 x g na 4 °C ¢ime
su razdvojene organska, medufaza i vodena faza. Vodena faza je odvojena za izolaciju RNK, dok je
za izolovanje DNK, u organsku i medufazu dodato 120 pl etanola. Nakon inkubacije od 3 min,
uzorci su centrifugirani 5 min na 2000 x g na temperaturi od 4 °C. Zatim je supernatant odbaden, a
pelet je ispran 3 puta po 30 min inkubacijom 0,1 M natrijum-citrata u 10% etanolu ukupne
zapremine 400 pl. Nakon svakog ispiranja, uzorak je centrifugiran 5 min na 2000 x g na 4 °C,
nakon ¢ega je odbafen supernatant. Usledila je inkubacija od 20 min sa 800 pl 75% etanola, a zatim
centrifugiranje 5 min na 2000 x g na 4 °C. Nakon §to je odbaden supernatant, pelet je osusen na
sobnoj temperaturi i rastvoren u vodi inkubacijom preko noéi na 4 °C.

2. Iz parafinskih kalupa DNK je izolovana uz pomo¢ komercijalno dostupnog Recover All
Nucleid Acid kompleta (Ambion, SAD) po uputstvu proizvodaca. Delovi debljine priblizno 20 um
su seceni iz parafinskih kalupa nakon Cega su deparafinizovani inkubacijom u 1 ml ksilola 2 puta po
15 min na 50 °C. Nakon toga tkivo je isprano od ksilola 2 puta po 5 min inkubacijom u 1 ml 100%
etanola, a zatim centrifugirano 2 minuta na maksimalnoj brzini. Nakon odbacivanja supernatanta,
uzorci su ostavljeni da se suse na vazduhu kako bi se u potpunosti otklonio etanol. Dodata je smesa
200 pl pufera za digestiju i 4 pl proteaze po uzorku i usledila je inkubacija preko no¢i na 50 °C
kako bi se uklonili proteini kovalentno vezani za DNK. Nakon toga, uzorcima je dodata smeSa
aditiva za izolaciju i 100% etanola u ukupnoj zapremini 395 ul i uzorci su centrifugirani na 10000 x
g tokom c¢ega je supernatant propusten kroz filtere od silikata koji vezuju DNK. Ti filteri su zatim
isprani sa reagensima Wash1 (700 pl) i Wash 2/3 (500 ul) koji se dobijaju u kompletu, a zatim je
dodata RNaza uz inkubaciju od 30 min na sobnoj temperaturi. Usledilo je ponovno ispiranje sa
Washl i Wash 2/3 reagensima nakon ¢ega je DNK eluirana vodom temperature 95 °C.

Svi uzorci DNK su ¢uvani na temperaturi od -80 °C do dalje upotrebe.

3.3 lzolacija RNK

RNK je izolovana iz svezeg tkiva Trizol reagensom. Prvi koraci izolacije su identi¢ni za
nukleinske kiseline do trenutka razvdajanja faza na organsku, medufazu i vodenu fazu. Vodena faza
je odvojena za izolaciju RNK. Dodato je 4 ul glikogena i 200 ul izopropanola. Nakon inkubacije od
30 min na sobnoj temperaturi, smesa je stavljena 10 min na centrifugu na 12000 x g na 4 °C.
Odbacen je supernatant 1 pelet je ispran sa 400 pl 75% etanola. Nakon centrifugiranja u trajanju od
5 min na 7500 x g na 4 °C, supernatant je odbaden i pelet je ostavljen da se susi nakon ¢ega je
rastvoren u vodi tretiranoj dietil-pirokarbonatom (DEPC) na 55 °C inkubacijom od 15 min.
Koncentracija ukupne RNK je odredena na spektrofotometru i uzorci su ¢uvani na temperaturi od -
80 °C do upotrebe.

34 PCR

Genotipizacija SNP -1562 C/T i (CA)n ponovaka radena je metodom lanCane reakcije
polimeraze (PCR) na aparatu 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, SAD). lzolovana DNK
(100 ng) je dodata u reakcionu smeSu koja je sadrzala 1x AmpliTaq puffer (Thermo Fisher
Scientific, SAD), dNTPs (Thermo Fisher Scientific, SAD), vode¢i i reverzni prajmer (Invitrogen,
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Thermo Fisher Scientific, SAD) i Taqg polimerazu (Thermo Fisher Scientific, SAD), u ukupnoj
zapremini od 25 pl.

Prajmeri kori$¢eni u reakciji su bili:

-1562 C/T

Vode¢i 5’-GCCTGGCACATAGTAGGCCC-3°

Reverzni 5’-CTTCCTAGCCAGCCGGCATC-3’

(CA)n

Vodeéi 5’-GACTTGGCAGTGGAGACTGCGGGC A-3°

Reverzni 5>-GACCCCACCCCTCCTTGACAGGCAA-3’

Reakcija je radena pod slede¢im uslovima:

1. Za -1562 C/T: inicijalna denaturacija na 95 °C u trajanju od 3 min, zatim 35 ciklusa na
temperaturama 95 °C, 57 °C, 72 °C, svaki po 30 s, nakon &ega je usledila finalna elongancija na 72
°C (7 min) i hladenje na 4 °C.

2. Za (CA)n: inicijalna denaturacija na 95 °C u trajanju od 3 min, zatim 35 ciklusa na
temperaturama 95 °C, 60 °C, 72 °C, svaki po 30 s, nakon &ega je usledila finalna elongacija na 72
°C (7 min) i hladenje na 4 °C.

3.5 RFLP

PCR produkti dugi 436 bp su digestirani restrikcionim enzimom Pael (Thermo Fisher
Scientific, SAD), na 37 °C preko noéi. Ovaj enzim sece fragmente duzine 248 i 188 bp u slucaju T
alela, dok u slu¢aju C alela, produkt ostaje nedigestiran. PCR produkti su razdvojeni
elektroforetskim razdvajanjem na 2% agaroznom gelu koji je sadrzao fluorescentnu boju SYBR
SAFE (Applied Biosystems, SAD) koja se kao interkaliraju¢i agens vezuje za DNK. Uzorci su dalje
analizirani pod UV svetlom na aparatu transiluminator (Vilber Lourmat, Nemacka).

3.6 Analiza polimorfizma broja tandemskih ponovaka

PCR produkti su razdvojeni elektroforetskim razdvajanjem na 12% poliakrilamidnom gelu
koji sadrzi ureu kao redukujuéi agens uz bojenje srebrom po metodi koju su opisali Byun i saradnici
(2009). Ukratko, gel je fiksiran i obojen u rastvoru koji sadrzi 10% etanola, 0,5% siréetne kiseline 1
0,3% srebro-nitrata inkubacijom u trajanju od 30 min u mraku na sobnoj temperaturi. Gel je zatim
ispran 3 puta po 10 s u destilovanoj vodi. Usledilo je razvijanje boje rastvorom zagrejanim na 55 °C
koji sadrzi 3% natrijum hidroksida i 0,1% formaldehida i gel je inkubiran u razvijacu do pojave
traka.

Po literaturi (CA)n ponovci imaju binomnu raspodelu, sa prvim pikom na 14 ponovaka i
drugim pikom na 21. Za potrebe ove studije, kao standard koriS¢en je uzorak DNK iste duzine kao
§to je PCR produkt koji ima 17 CA ponovaka i uzorci su razdvajani na uzorke koji imaju manje ili
viSe od 17 ponovaka.

3.7 Reverzna transkripcija i kvantitativha PCR
3.7.1 Reverzna transkripcija (RT)

Za reakciju reverzne transkripcije koris¢en je priblizno 1 pg RNK rastvorene u vodi
tretiranoj sa DEPC. RNK templatu je dodato 0,2 pg nasumi¢nih heksamernih prajmera (Thermo
Fisher Scientific, SAD) i 1 mM dNTP nukleotida. Nakon inkubacije ove smeSe 5 min na 70 oC,
dodato je 4 pl reakcionog pufera (Thermo Fisher Scientific, SAD) i 200 jedinica enzima reverzne
transkriptaze (Thermo Fisher Scientific, SAD). Reakcija je nastavljena u uslovima: 25 °C 15 min,
42 °C 60 min, 70 °C 15 min i na kraju 4 °C 5 min.
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3.7.2 Kvantitativha PCR (gPCR)

Metoda qPCR je upotrebljena za merenje nivoa ekspresije gena za MMP9 u tumorskom i
udaljenom zdravom tkivu tiroidee. U 5 pl 2x SYBR Green PCR master mix (Applied Biosystems,
SAD) dodato je po 4 ul specificnih prajmera i 1 pl cDNK templata dobijenog metodom reverzne
transkripcije ¢ime je dobijena reakciona smesa. Kvantitativna PCR analiza uradena je na aparatu
7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, SAD). Kao endogena kontrola kori§¢en je gen
za gliceraledhid-3-fosfat hidrogenazu (GAPDH).

Sekvence prajmera su sledece:

MMP9

Vode¢i 5’- GCCACTACTGTGCCTTTGAGTC-3’

Reverzni 5’-CCCTCAGAGAATCGCCAGTACT-3’

GAPDH

Vode¢i 5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGT-3’

Reverzni 5’-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’

Reakcija umnoZzavanja je uradena po slede¢em programu: 95 °C 10 min, zatim 40 ciklusa od 15 s na
95 °C i1 min na 60 °C.

Pri svakom eksperimentu, kori§¢ena je interrun kontrola koju je predstavljao jedan isti
uzorak koji je davao pozitivan rezultat, kako bi se mogli uporediti rezultati razlicith eksperimenata.
Reakcije su radene za svaki analizirani gen u duplikatu po uzorku.

Ekspresija gena GAPDH koriS¢ena je za normalizaciju koli¢ine cDNK u qPCR reakcijama.

Relativni nivo ekspresije gena odreden je komparativnom 2% metodom. Kako bi se dobila
normalna raspodela, svi podaci su logaritmovani, a zatim takvi koriS¢eni za dalje statisticke analize.

3.8 Imunohistohemija

Imunohistohemijsko bojenje je radeno na parafinskim presecima tkiva fiksiranog u
formalinu debljine 5 um u cilju analize ekspresije MMP9, c-Jun i njegove modifikovane forme
acetilovane na Lys271. Tkivni preseci naneti na mikroskopske plo¢ice su prvo deparafinizovani u
ksilolu 15 min, a zatim su rehidratisani serijom ectanola opadajuc¢e koncentracije. Aktivnost
endogene peroksidaze je dalje blokirana inkubacijom od 30 min u 0,3% H>O2 u 100% etanolu,
nakon ¢ega je usledilo ispiranje u 70% etanolu i fizioloSkom rastvoru puferisanom fosfatom (engl.
phosphate buffered saline - PBS). Nespecifi¢no vezivanje je inhibirano inkubacijom u normalnom
konjskom serumu (engl. normal horse serum, (Vector Laboratories Inc, UK)), nakon ¢ega su uzorci
inkubirani sa primarnim antitelima preko noéi na 4 °C. Primarna antitela i njihova razblaZenja data
su u Tabeli 1. Da bi se proverila specifi¢nost signala, analizirani su kontrolni preseci svakog uzorka
koji su inkubirani u PBS umesto primarnog antitela, a dalje je postupak bio identican. Sledeceg
dana eksperimenta, uzorci su, nakon ispiranja u PBS, inkubirani 30 min na sobnoj temperaturi sa
sekundarnim biotinizovanim antitelima (pregled dat u Tabeli 2), a zatim nakon ispiranja u PBS, jo§
30 min sa ABC reagensom (ABC: Vectastain Avidin-biotin complex kit (Vector Laboratories,
SAD)). Usledilo je ispiranje u PBS 3 puta po 5 min, a zatim vizualizacija sa DAB reagensom
(DAB: 3,3’-diaminobenzidine tetra hydrochloride kit, Peroxidase Substrate Kit; (Vector
Laboratories, SAD)) koji sadrzi 3,3’-diaminobenzidin kao supstrat za peroksidazu. Nakon ispiranja
c¢esmenskom vodom, preseci su bojeni kontrastnom bojom hematoksilinom (Vector Laboratories
Inc, UK) do pojave plave boje a zatim opet isprani ¢esmenskom vodom. Preseci su postepeno
dehidratisani inkubacijom u 70% etanolu, 100% etanolu i ksilolu a zatim su montirani kanada
balzamom i analizirani pod svetlosnim mikroskopom (Carl Zeiss Axio Imager 1.0 sa Canon A640
digitalnom kamerom (Carl Zeiss, Nemacka)).

Kako bi se obezbedilo $to tacnije i nepristrasno ocenjivanje, svaki presek su analizirala dva
istrazivaca, nezavisno jedan od drugog, koji nisu imali prethodno znanje o patohistoloSkom nalazu
tog pacijenta. Bojenje je ocenjivano prema prisustvu 1 intezitetu bojenja na slede¢i nacin:

0 - Odsustvo bojenja;
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1 - Slabo difuzno ili fokalno bojenje (do 40%) tumorskih Celija;
2 - Umereno bojenje u vise od 40% tumorskih Celija;
3 — Snazno difuzno bojenje u veéini tumorskih ¢elija.
Za potrebe ove studije, uzorci sa ocenama 0 i 1 su grupisani zajedno u grupu koja je
oznacavala uzorke sa niskom ekspresijom proteina, dok su uzorci ocenjeni sa 2 i 3 spojeni u grupu
koja je oznacavala uzorke sa visokom ekspresijom proteina.

Tabela 3.1. Primarna antitela kori$¢ena u istraZivanju

Antigen Antitelo Kataloski broj i proizvodac Razblazenje
MAS5-14228 1:50
MMP9 Misje monoklonsko Invitrogen, SAD
Sc-74543 1:100
c-Jun Misje monoklonsko | Santa Cruz Biotechnology Inc,
SAD
.. . CSB-PA000151 1:50
ac c-Jun (K271) Zecje poliklonsko Cusabio. SAD

Tabela 3.2. Sekundarna antitela kori$¢ena u istrazivanju

Sekundarno antitelo Proizvodac Razblazenje
Biotinizovano kozje antimisje IgG antitelo | Vector Laboratories, UK 1:200
Biotinizovano kozje antize¢je IgG antitelo | Vector Laboratories, UK 1:200

3.9 Zimografija in situ

Zimografija in situ je radena po metodi koju su preporucili Hadler-Olsen i saradnici (2010).
Uzorci su fiksirani u etanolu kako bi se oCuvala enzimska aktivnost i1 zatim ukalupljeni u parafin.
Tkivni preseci su deparafinizovani u ksilolu a zatim rehidratisani serijom razblazenja etanola od
100-70%. Nakon §to su isprani 3 puta po 5 min u PBS, presecima je kao supstrat dodat DQ Zelatin
(engl. dye-quenched; Zelatin iz svinjske koze konjugovan sa fluoresceinom (Molecular Probes,
SAD)) rastvoren u renaturacionom puferu. Takvi preseci su inkubirani 2 h na 37 °C u mracnoj,
vlaznoj komori. Renaturacioni pufer je u svom sastavu sadrzao ARP-100 (selektivni inhibitor
MMP2, Santa Cruz Biotechnologies, SAD) u koncentraciji od 13,7 nM/I kojim se inhibira MMP2
ali ne i MMP9 kako bi se obezbedilo da enzimska aktivnost potice od MMP9. Pored toga, za svaki
uzorak, radene su i dve kontrole. Za kontrolu autofluorescence, preseci su inkubirani sa supstratom
2 h na -20 °C kako bi se zaustavila aktivnost svih enzima. Sav detektovani signal u ovom slucaju
potice od autofluorescence tkiva i reagenasa. Da bi se potvrdilo da signal ne dolazi od aktivnosti
nekih drugih Zelatinoliti¢kih enzima, kontrolni preseci su inkubirani 1 h sa etilendiamintetra
sircetnom kiselinom (EDTA) koja blokira dejstvo metaloproteinaza, pa u tom sluc¢aju detektovani
signal dolazi od enzima koji nisu matriksne metaloproteinaze a koji seku zelatin. Nakon inkubacije
sa supstratom, mikroskopske plo¢ice sa presecima, isprane su 2 puta u PBS, a zatim fiksirane sa
NBF (engl. neutral buffered formaline). Kao kontrastna boja, koris¢en je DAPI u glicerolu (4’,6-
diamidino-2-fenilindol (Merck Millipore, SAD)) koji boji jedra plavom bojom, a kako njegov
intezitet ne zavisi od aktivnosti enzima, predstavljao je i internu kontrolu bojenja.

Preseci su analizirani pod fluorescentnim mikroskopom (Carl Zeiss Axio Imager.Al sa
AxioCam MRm kamerom (Carl Zeiss, Nemacka)) gde se gledao intezitet zelene fluorescence na
mra¢noj pozadini $to je oznacCavalo mesta delovanja enzima, i ocenjivani su arbitrarno prema
intezitetu bojenja kao jako obojeni i slabo obojeni.
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3.10 Statisticka obrada podataka

StatistiCka analiza podataka uradena je u programu SSPS 12.0.1 za Windows (SPSS Inc,
SAD). Vrednost p<0.05 je uzimana kao statisticki znacajna za sva poredenja. X? ili Fisher-ov test
tatne verovatnocée, u zavisnosti od broja slucajeva, je koriS¢en za proveru postojanja asocijacije
izmedu genotipova 1 imunoekspresije ispitivanih parametara kao i njihove asocijacije sa
klini¢kopatoloskim parametrima. Spearman korelacioni test je koriS¢en za proveru postojanja veze
izmedu ispitivanih parametara i veli¢ine tumora. Studentov t test je koriS¢en za analizu razlika
izmedu logaritmovanih vrednosti stepena promene genske ekspresije. Za vizualizaciju rezultata
koris¢en je GraphPad Prism 8.0. (Dotmatics, SAD).
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4 REZULTATI




4.1 Ispitivanje odabranih faktora koji su moguci uzrocnici deregulacije
ekspresije MMP9

U prvom delu istrazivanja analizirani su faktori koji mogu uticati na transkripciju MMP9 a
time moguce i na nivo ekspresije proteina MMP9. lzabrani faktori su dva polimorfizma u
promotoru gena za MMP9: -1562 C/T i -131 (CA)n; i transkripcioni faktori c-Jun i njegova forma
acetilovana na Lys271.

4.1.1 Prisustvo tranzicije C/T na poziciji -1562 u promotoru gena za MMP9

Genotipizacija -1562 C/T polimorfizma uradena je metodom PCR-RFLP na 113 uzoraka
PTK. Na Histogramu 4.1. prikazana je zastupljenost genotipova na poziciji -1562 u promotoru
gena za MMP9. CC genotip na poziciji -1562 imalo je 80 uzoraka (70,8%) dok je heterozigota bilo
31 (27,4%). U ovoj seriji, samo dva uzorka su imala recesivni genotip TT te su za potrebe ovog
istrazivanja ti uzorci pripojeni CT uzorcima ¢ime je nastala grupa nosilaca T alela (CT+TT) sa
udelom od 33 (29,2%) u ukupnom broju uzoraka naspram grupe CC.
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Histogram 4.1. Zastupljenost genotipova na poziciji -1562 u promotoru gena za MMP9 kod pacijenata sa
PTK

4.1.2 Prisustvo varijacija u broju CA ponovaka koji po¢inju na poziciji -131
promotora gena za MMP9

Broj -131 (CA)n ponovaka odreden je PCR metodom uz vizualizaciju srebrom na 12%
poliakrilamidnom gelu na 49 uzoraka. Nakon poredena dobijenih PCR produkata sa fragmentom
DNK iste duzine kao uzorak sa 17 CA ponovaka, razdvajani su na uzorke koji imaju manje ili vise
od 17 ponovaka na oba alela kao i heterozigote koji na jednom alelu imaju manje, a na drugom
alelu vise od 17 ponovaka. Na Histogramu 4.2. moze se videti da je ¢ak 40 (81,6%) uzoraka
heterozigotno, dakle nosioci jedne kopije sa malim brojem ponovaka (<17 CA ponovaka) i jedne
kopije sa velikim brojem ponovaka (>17 CA ponovaka). Od preostalih uzoraka, dva (4,1%) uzorka
su homozigoti sa oba alela kra¢a od 17 ponovaka dok 14,3% odnosno sedam uzoraka ima na oba
alela broj ponovaka ve¢i od 17. Usled ovakve distribucije ponovaka, onemogucena je statisticka
obrada te je ovaj polimorfizam iskljucen iz dalje analize.
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Histogram 4.2. Zastupljenost uzoraka sa razli¢itim brojem CA ponovaka u promotoru gena za MMP9 pocev
od mesta -131 u uzorcima pacijenata sa PTK nakon uvodenja cutoff na 17 ponovaka

4.1.3 Analiza nivoa ekspresije transkripcionog faktora c-Jun i njegove forme
modifikovane acetilacijom na Lys271

U ovom delu studije analizirana je imunohistohemijska ekspresija transkripcionog faktora c-
Jun na 48 uzoraka i njegove forme acetilovane na Lys271 na 44 uzorka PTK. Znacajan broj uzoraka
dobio je visoku ocenu obojenosti za c-Jun, $to se mozZe videti na Histogramu 4.3. Uzorke sa
niskom ekspresijom proteina ¢inio je 31 uzorak odnosno 64,6% uzoraka, dok je grupu sa visokom
ekspresijom c-Jun ¢inilo 17 tj. 35,4% uzoraka. Na Slici 4.1. prikazane su reprezentativne
mikrografije imunobojenja c-Jun u uzorcima tkiva pacijenata sa PTK koji po ocenjenom intenzitetu
imunobojenja pripadaju grupi niskog intenziteta (Slika 4.1.A.) i visokog intenziteta bojenja (Slika
4.1.B.). Na Histogramu 4.4. predstavljena je zastupljenost razli¢itih imunohistohemijskih bojenja
za formu proteina c-Jun acetilovanog na Lys271. Nisku ocenu obojenosti imalo je 27 (61,4%)
uzoraka dok je grupu uzoraka sa visokom ekspresijom ¢inilo 17 uzoraka tj. 38,6% slucajeva. Na
Slici 4.2. su prikazane reprezentativne mikrografije imunobojenja acetilovanog c-Jun u uzorcima
tkiva pacijenata sa PTK koji po ocenjenom intenzitetu imunobojenja pripadaju grupi niskog (Slika
4.2.A.) i visokog inteziteta bojenja (Slika 4.2.B.).
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Histogram 4.3. Zastupljenost razli¢ito ocenjenih imunohistohemijskih bojenja c-Jun u uzorcima pacijenata
sa PTK
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Slika 4.1. Reprezentativne mikrografije imunobojenja c-Jun u uzorcima tkiva PTK: 4.1.A uzorak niskog
intenziteta imunobojenja; 4.1.B. uzorak visokog intenziteta imunobojenja. Uvecanje x10
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Histogram 4.4. Zastupljenost razli¢ito ocenjenih imunohistohemijskih bojenja c-Jun acetilovanog na Lys271
u uzorcima pacijenata sa PTK
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Slika 4.2. Reprezentativne mikrografije imunobojenja c-Jun acetilovanog na Lys271 u uzorcima tkiva PTK:

4.2.A. uzorak niskog intenziteta imunobojenja; 4.2.B. uzorak visokog intenziteta imunobojenja. Uvecanje
x20
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4.2 Analiza nivoa ekspresije MMP9

U ovom delu istrazivanja odreden je nivo ekspresije MMP9 na nivou iIRNK i proteina. Ova
analiza je bila potrebna za dalje ispitivanje uticaja prethodno analiziranih faktora na ekspresiju
MMP9.

4.2.1 Ekspresija MMP9 na nivou iRNK i proteina u tumorskom i uslovno
zdravom tkivu Stitaste Zlezde

Analizirano je 49 uzoraka tumorskog i pripadajuceg zdravog tkiva kako bi se videlo da li
postoji razlika u ekspesiji MMP9 na nivou iIRNK i rezultati su prikazani na Grafiku 4.1. u vidu
srednjih vrednosti stepena promene genske ekspresije i njihovih standardnih devijacija. Statisticki
znacajno visa ekspresija je pokazana u malignom tkivu u poredenju sa njegovim pripadajuc¢im
zdravim tkivom (p=0,001).

1
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Grafik 4.1. Relativna ekspresija MMP9 na nivou iRNK u malignom i susednom uslovno zdravom tkivu
Stitaste zlezde; * p<0,05

4.2.2 Ekspresija proteina MMP9 u malignom tiroidnom tkivu

Nivo ekspresije MMP9 odreden je metodom imunohistohemije na 125 uzoraka malignog
tkiva uz koriS¢enje monoklonskog antitela specifiénog za ukupnu (latentnu i aktivnu) formu MMP9.
Zastupljenost razli¢itog imunohistohemijskog bojenja MMP9 u uzorcima malignog tkiva prikazana
je na Histogramu 4.5. Odsustvo bojenja ili slabo difuzno ili fokalno bojenje u do 40% tumorskih
¢elija pokazalo je 87 uzoraka ondosno 69,6% ukupnog broja analiziranih uzoraka i pripali su grupi
niskog intenziteta bojenja. Grupu visokog intenziteta bojenja ¢inili su uzorci koji su pokazali
umereno bojenje u vise od 40% tumorskih ¢elija ili snazno difuzno bojenje u veéini tumorskih ¢éelija
i ta grupa je imala 38 c¢lanova tj. 30,4% ukupnog broja uzoraka. Na Slici 4.3. su prikazane
reprezentativne mikrografije imunobojenja acetilovanog c-Jun u uzorcima tkiva pacijenata sa PTK
koji po ocenjenom intenzitetu imunobojenja pripadaju grupi niskog intenziteta (Slika 4.3.A.) i
visokog intenziteta bojenja (Slika 4.3.B.).

Kako je u ovom istrazivanju re¢ 0o MMP9 kao potencijalnom prognostickom markeru u PTK
kod coveka, ispitana je ekspresija MMP9 na nivou iRNK i proteinskom nivou u tumorskom tkivu 1
pokazano je da pacijenti sa PTK sa visokom ekspresijom proteina MMP9 imaju i viSu ekspresiju
IRNK MMP9 i obrnuto. Ove razlike su prikazane na Grafiku 4.2. i bile su statisticki znacajne sa p
vrednoSéu od 0,048.
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Histogram 4.5. Zastupljenost razli¢itih ocena imunohistohemijskog bojenja ukupne forme MMP9 u
uzorcima pacijenata sa PTK

Slika 4.3. Reprezentativne mikrografije imunobojenja MMP9 u uzorcima tkiva PTK: A. uzorak niskog
intenziteta imunobojenja; B. uzorak visokog intenziteta imunobojenja. Uvecanje x10
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Grafik 4.2. Relativna ekspresija iIRNK MMP9 u grupama sa niskom i visokom imunoekspresijom proteina
MMP9 kod pacijenata sa PTK; * p<0.05
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4.3 Utvrdivanje nivoa enzimske aktivnosti MMP9 u tumorskom tkivu
pacijenata sa PTK

Aktivnost MMP9 analizirana je na uzorku od 28 papilarnih tiroidnih karcinoma metodom in
situ zimografije. Nakon analize inteziteta fluorescence, uzorci su klasifikovani u dve kategorije:
nizak i visok intezitet fluorescence odnosno nizak i visok nivo enzimske aktivnosti MMP9 i kao
takvi su koriS¢eni u daljim analizama. Na Histogramu 4.6. su prikazani rezultati gde se vidi da
53,6% (15/28) uzoraka ima nisku aktivost MMP9, dok 13 tj. 46,6% od ukupnog broja uzoraka ima
visoku aktivnost MMP9.
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Histogram 4.6. Zastupljenost uzoraka sa niskim i visokim nivoom enzimske aktivnosti MMP9 kod
pacijenata sa PTK

4.4 Ispitivanje uticaja odabranih faktora na ekspresiju MMP9

U ovom delu studije analizirana je povezanost polimorfizma -1562 C/T, transkripcionog
faktora c-Jun i njegove forme modifikovane acetilacijom na Lys271 sa ekspresijom MMP9 u
uzorcima PTK.

4.4.1 Povezanost polimorfizma -1562 C/T sa ekspresijom MMP9 na nivou
IRNK i proteina

Analizirano je da li odredeni genotip na poziciji -1562 u promotoru gena za MMP9 uti¢e na
ekspresiju MMP9 na nivou iRNK i proteina. Na Grafiku 4.3. se vidi da razlike u koli¢ini iRNK za
MMP9 u uzorcima genotipa CC 1 CT+TT nisu statisticki znacajne, iako se primecuje da nosioci T
alela imaju nizu ekspresiju iRNK MMP9. Histogram 4.7. pokazuje da u ukupnom broju slucajeva,
kod CC homozigota dominira nizak nivo MMP9 proteina sa udelom od 56,3%, dok 13,6% pokazuje
visoku ekspresiju proteina MMP9. Sa druge strane, kod nosilaca T alela priblizan je broj slucajeva
sa visokom i niskom ekpresijom MMP9. Naime, nosioci T alela u 17,5% slucajeva eksprimiraju
nizak nivo MMP9 dok je u preostalih 12,6% od ukupnog broja slucajeva protein MMP9 visoko
eksprimiran (Histogram 4.7.). Statistika pokazuje da su kod nosilaca T alela ¢esce prisutni oni koji
imaju vise proteina MMP9 u poredenju sa CC homozigotima (p=0,017). Slika 4.4. predstavlja
reprezentativne mikrografije koje oslikavaju ekspresiju proteina MMP9 u uzorcima PTK sa
razlicitim genotipovima. Na Slici 4.4.A. predstavljen je slucaj malignog tiroidnog tkiva koji
pokazuje odsustvo imunobojenja MMP9 i koji ima genotip CC na poziciji -1562 u promotoru gena
za MMP9. Slika 4.4.B. predstavlja slucaj koji je nosilac T alela i koji pokazuje intenzivno
imunohistohemijsko bojenje na ukupnu formu MMP9.
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Grafik 4.3. Relativna ekspresija iIRNK MMP9 u uzorcima sa CC i CT+TT genotipom; ns — nije statisti¢ki
znaéajno
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Histogram 4.7. Zastupljenost uzoraka sa niskom odnosno visokom imunoekspresijom MMP9 u uzorcima sa
razli¢itim genotipom na poziciji -1562 promotora gena za MMP9; * p<0,05

Slika 4.4. Reprezentativne mikrografije imunobojenja ukupne forme MMP9 u uzorcima PTK: A. Odsustvo

bojenja za MMP9 u uzorku PTK koji je genotipa CC; B. Intenzivno bojenje na MMP9 u uzorku PTK koji je
genotipa CT. Uvecanje x10
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4.4.2 Povezanost nivoa c-Jun i njegove forme acetilovane na Lys271 sa
ekspresijom MMP9 na nivou iRNK i proteina

Nivo transkripcionog faktora c-Jun ne korelise sa nivoom ekspresije MMP9 na nivou iRNK
Sto je predstavljeno na Grafiku 4.4. Dalje, na Histogramu 4.8. uocava se da uzorci sa niskim
nivoom c-Jun imaju i nize nivoe proteina MMP9 ali ta razlika nije statisticki znacajna. Od
ispitivanih slucajeva, 44,3% eksprimira MMP9 i c-Jun na niskom nivou dok u 20,9% slucajeva
nizak nivo c-Jun prati visok nivo MMP9. U grupi pacijenata sa visokim nivoom c-Jun, sli¢an
procenat pacijenata je eksprimiralo nizak (20,9%) i visok (13,9%) nivo proteina MMPO.
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Grafik 4.4. Relativna ekspresija IRNK MMP9 u uzorcima sa niskom odnosno visokom ekspresijom c-Jun;
ns — nije statisti¢ki znac¢ajno

ns
25+ : , ,
44.3% wm Niska ekspresija proteina MMP9
20 mm Visoka ekspresija proteina MMP9
S
2
o 154
0
2 09%  209%
& 10+
% 13.9%
5
0_
NGO G ¥
2 [9) &) [3)
AR S KN
Ekspresija c-Jun

Histogram 4.8. Zastupljenost uzoraka sa niskom odnosno visokom ekspresijom proteina MMP9 u uzorcima

koji pripadaju grupi uzoraka sa niskom odnosno visokom ekspresijom proteina c-Jun; ns — nije statisticki
znacajno

Sa druge strane, analizom korelacije acetilovane forme c-Jun na Lys271 i ekspresije MMP9
pokazano je da postoji veza. Grafik 4.5. predstavlja prikaz nivoa iRNK MMP9 u slu¢ajevima
razli¢itog nivoa c-Jun acetilovanog na Lys271. Grupa sa viSom ekspresijom ac c-Jun ima statisticki
znacajno visi nivo iRNK MMP9 (p=0,044). Kada je u pitanju nivo proteina MMP9, u grupi sa
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niskom ekspresijom ac c-Jun, 45,5% slucajeva je iskazalo i1 nisku ekspresiju MMP9 dok je 18,2%
imalo visoku ekspresiju MMP9. Grupa visoke ekspresije ac c-Jun je imala sli¢an broj uzoraka niske
(13,6%) 1 visoke (22,7%) ekspresije MMP9. Korelacija izmedu nivoa ac c-Jun i MMP9 proteina je
prikazana na Histogramu 4.9. i u ovom slucaju je bila statisti¢ki znacajna (p=0,027).
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Grafik 4.5. Relativna ekspresija iIRNK MMP9 u uzorcima sa razli¢itom ekspresijom c-Jun acetilovanog na
Lys271; * p<0,05
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Histogram 4.9. Zastupljenost uzoraka sa nikom odnosno visokom ekspresijom proteina MMP9 u uzorcima
sa niskom odnosno visokom ekspresijom c-Jun acetilovanog na Lys271; * p<0,05

4.5 Analiza veze MMP9 genotipa na poziciji -1562 u promotoru gena za
MMPY i Zelatinoliticke aktivnosti MMP9

Histogram 4.10. predstavlja raspodelu analiziranih uzoraka metodom zimografije in situ u
odnosu na razli¢ite genotipove na poziciji -1562 u promotoru gena za MMP9. Veéina CC
homozigota je imala nisku aktivnost (54,5%) dok je 18,2% uzoraka pokazalo visoku aktinvost
MMP9. Kod nosilaca T alela, 4,6% uzoraka je imalo nisku aktivnost dok je kod 22,7% od ukupnog
broja uzoraka detektovana visoka aktivnost MMP9. Statisticka analiza pokazuje da je niska
aktivnost MMP9 proteina povezana sa CC genotipom (p=0.23). Slika 4.5. predstavlja
reprezentativne mikrografije zelatinoliticke aktivnosti MMP9 u uzorcima razli¢itog genotipa. Slika
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4.5.A. predstavlja uzorak genotipa CC koji ima slabu zelatinoliticku aktivnost, sa vrlo malo zelene
boje, dok je na Slici 4.5.B. dominantna fluorescentna zelena boja koja oznacava visoku MMP9
aktivnost u uzorku CT genotipa.
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Histogram 4.10. Zastupljenost razli¢itih genotipova u uzorcima sa niskom odnosno visokom
zelatinolitickom aktivnoséu MMP9; * p<0,05

Slika 4.5. Zimografija in situ MMP9 aktivnosti u uzorcima PTK sa i bez ekstratiroidne invazije: A. Nizak
nivo fluorescence koji potice od MMP9 aktivnosti u uzorku PTK CC genotipa bez ekstratiroidne invazije,
oznacenog i kao neagresivni; B. Visok nivo aktivnosti MMP9 PTK uzorku koji je heterozigot na -1562
mestu u promotoru gena za MMP9 koji ima ekstratiroidnu invaziju i oznacen je kao agresivan. Uvecanje x20

4.6 Analiza korelacije odabranih faktora sa klini¢kopatoloskim
parametrima

U poslednjem delu ovog istrazivanja analizirana je povezanost polimorfizma -1562 C/T,
ekspresionog profila c-Jun, njegove forme acetilovane na Lys271 i MMP9 kao i aktivnosti MMP9
sa klinickopatoloskim parametrima koji su povezani sa agresivnim oblikom bolesti. Cilj je bio da se
sazna da 1i postoji prognosti¢ki potencijal nekog od ovih faktora. Karakteristike povezane sa
agresivnim oblikom bolesti bile su veli¢ina tumora gde se pretpostavlja da Sto je veci tumor,
agresivniji je oblik tumora; zatim starost gde je pretpostavljeno da pacijenti koji imaju preko 45
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godina, imaju znatno vecu Sansu da razviju agresivnu formu bolesti; ekstratiroidna invazija i
metastaze na okolnim limfnim ¢vorovima gde njihovo prisustvo oznacava losiju klinickopatolosku
sliku; razli¢ita dubina infiltracije pri ¢emu je veca dubina povezana sa lo$ijim ishodom bolesti i na
kraju T status i TNM kategorije gde veca vrednost predstavlja vecu Sansu da se kod pacijenta ispolji
tezi oblik bolesti. Rezultati su prikazani u Tabeli 4.1.

Analiza je pokazala da su uzorci razli¢itih genotipova sli¢no rasporedeni unutar starosnih
grupa. Takode, razlika u veli¢ini tumora izmedu CC homozigota i nosilaca T alela nije bila
statisticki znacajna. Uzorci u grupi CC genotipa imali su manje ekstratiroidnih invazija (p=0,033)
od nosilaca T alela. Isto tako, CC homozigoti su se ¢eS¢e svrstavali u nize kategorije TNM
(p=0,022) i imali nizi T status (p= 0,032). Nije ustanovljena povezanost razli¢itih genotipova sa
dubinom infiltracije tumora niti sa nastankom metastaza na okolnim limfnim ¢vorovima.

Nivo ekspresije c-Jun nije bio povezan ni sa jednim od ispitivanih klinickopatoloskih
parametara.

Medutim, ekspresija c-Jun acetilovanog na Lys271 je pokazala statisticki znacajan efekat na
nekoliko klini¢kopatoloskih parametara povezanih sa agresivnim ponaSanjem tumora. Uzorci koji
su imali viSu ekspresiju acetilovanog c-Jun su imali ve¢u dubinu infiltracije tumora (p=0,010) i u
vise slucajeva ekstratiroidnu invaziju (p=0,029). Ipak, visi nivo ekspresije acetilovanog c-Jun nije
doprineo stvaranju metastaza na okolnim limfnim ¢vorovima niti je razlika u nivou ekspresije bila
statistiCki znacCajna kada su se poredile grupe uzoraka razli¢itih T statusa (p=0,582) kao ni TNM
kategorija (p=0,431). Iako je na prvi pogled bila velika razlika izmedu veli¢ine tumora kod uzoraka
sa manjom 1 veCom ekspresijom c-Jun acetilovanog na Lys271, ta razlika nije bila statisticki
znacajna. Takode, nije bilo razlike izmedu starosnih grupa u pogledu ekspresije ovog proteina.

Uzorci sa niskom ekspresijom MMP9 pokazali su manju tendenciju za Sirenje van §titaste
zlezde (p=0,005) ali veza izmedu imunoekspresije i1 Sirenja na limfne ¢vorove nije pokazana.
Ekspresija MMPO bila je statisticki znacajno povezana Sa staroS¢u pacijenata (p=0,026), TNM
kategorijom (p=0,018) 1 uzorci sa nizom ekspresijom su ¢eS€e svrstavani u grupu uzoraka sa
manjim T statusom (p=0,027). Ovaj trend je nastavljen kada su uzorci sa nizom ekpresijom MMP9
Cesée svrstavani u grupu sa manjom dubinom infiltracije tumora (p=0,005). Ipak, nivo ekspresije
MMP?9 nije uticao na veli¢inu tumora.

Aktivnost MMP9 bila je znacajno povezana sa T statusom (p=0,02), ali ne 1 sa TNM
kategorijom koja ima grani¢nu statisticku znacajnost (p=0,051). Grupa uzoraka sa manje aktivnom
MMP9 pokazala je statisticki zna¢ajno manji nivo dubine infiltracije tumora (p=0,006), znacajno
manje mestastaza na limfnim ¢vorovima (p=0,011) i u manje slucajeva ekstratiroidnu invaziju
(p=0,006). Pacijenti sa razliCitim nivoom aktivnosti MMP9 nisu se razlikovali po godinama.
Takode, nije pokazana veza izmedu aktivnosti MMP?9 1 veli¢ine tumora.

Slika 4.6. predstavlja reprezentativhe mikrografije koje oslikavaju rezultate dobijene u
Tabeli 4.1. Mikrografije pokazuju obojenosti c-Jun, acetilovanog c-Jun i MMP9 u uzorcima
papilarnog tiroidnog karcinoma razli¢ite agresivnosti.
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Slika 4.6. Mikrografije koje prikazuju imunoekspresiju c-Jun, acetilovanog c-Jun i MMP9 u
reprezentativnim uzorcima PTK: A. Uzorak sa ekstratiroidnom invazijom i slabo obojenim c-Jun; B. Uzorak
sa ekstratiroidnom invazijom i jakim difuznim bojenjem acetilovanog c-Jun; C. Uzorak sa ekstratiroidnom
invazijom i jakim difuznim bojenjem MMP9; D. Indolentan uzorak sa umerenim bojenjem u vise od 40%
¢elija na c-Jun. E. Indolentan uzorak sa slabim bojenjem acetilovanog c-Jun; F. Uzorak koji je indolentan i
slabo se boji na MMP9. Uvecanje x10
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Tabela 4.1. Korelacija polimorfizma -1562 C/T, ekspresije c-Jun i njegove forme acetilovane na Lys271, ekspresije MMP9 i aktivnosti MMP9 sa
klinickopatoloskim parametrima PTK kod coveka.

-1562 C/T

Ekspresija c-Jun

Ekspresija ac c-Jun

Ekspresija MMP9

Aktivnost MMP9

Broj slucajeva

Broj slucajeva

Broj slucajeva

Broj slucajeva

Broj slucajeva

CC CT+TT p Niska Visoka p Niska Visoka p Niska Visoka p Niska Visoka p
e 8 B e B E ow £t w3 B e E o
T E 2 P e B w £ E o ¥ om
o 2 oo 20 oass 20T oo 20 2 o005t P o 0006¢
Ve o o o 20X ows 2007 oo 2 % o f % oour
Garossigod 3 15 078 15 g  OWS jo g9 OB G o, 00" g g s
velifina 2455 2576 0308 242 2525 0745 2683 1839 0212 2457 30.04 0241 205 282 0797
v o1 oo 22 oaws 22 2 ook 2 2 o005k 3° g 0.006*

T 1/2 -T status (grupe 1 i 2). T3/4 — T status (grupe 3 i 4). TNM niska — uzorci TNM kategorije | i Il. TNM Visoka — uzorci TNM kategorije ll1i V. EI 0 -
odsustvo ekstratiroidne invazije. EI 1 prisustvo ekstratiroidne invazije. LNM 0 odsustvo metastaza na regionalnim limfnim ¢vorovima. LNM 1 - prisustvo

metastaza na regionalnim limfnim ¢vorovima. DI 1/2 - dubina infiltracije tumora kategorije 1 i 2. DI 3/4 - dubina infiltracije tumora kategorije 3 i 4. * p<0.05

statisticki znacajno.
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Razvoj tumora je vrlo kompleksan proces u kome ucestvuje veliki broj ¢inilaca i koji se
sastoji iz viSe faza. Mnogi koraci u progresiji tumora koji ukljucuju proliferaciju kancerskih celija,
epitelno-mezenhimsku tranziciju, dediferencijaciju, migraciju, invaziju i metastazu zahtevaju
remodelovanje vancelijskog matriksa, pri ¢emu su matriksne metaloproteinaze ozna¢ene kao kljucni
regulatori ovih procesa. Clan ove familije enzima, MMP9, degraduje kolagen IV, glavnu
komponentu lamine i tako igra vaznu ulogu u metastatskom potencijalu maligne ¢elije. Nivo ovog
proteina u fizioloskim uslovima je veoma nizak a uloga mu se prevashodno sastoji u kontrolisanoj
razgradnji vancelijskog matriksa tokom embrionalnog razvica, remodelovanja tkiva, zaceljivanja
rana, organogeneze i angiogeneze (Nagase i sar., 2006). MMP9 sintetiSu i sekretuju uglavnom
endotelne celije, fibroblasti i limfociti. Medutim, kako onkogenezu prate poremecaji u signalnim
putevima koji utiu na rast, proliferaciju i prezivljavanje, epitelne ¢elije koje prolaze kroz malignu
transformaciju ispoljavaju izmenjen nivo MMP9. Istrazivanja ukazuju da MMP9 ima ulogu u svim
koracima formiranja malignog tkiva, rasta i progresije tumora pre svega zbog svojih proteolitickih
svojstava zahvaljujuci kojim uklanja fizicku barijeru i omogucéava malignoj ¢eliji da se krece kroz
VCM u susedno zdravo tkivo. Takode, MMP9 ugestvuje u oslobadanju vise razli¢itih bioaktivnih
molekula vezanih za matriks kao S$to su faktori rasta, hemokini, citokini 1 matrikini koji su
odgovorni za migraciju ¢elija, diferencijaciju i prezivljavanje, kao i angiogenezu. Ovaj protein
uCestvuje i u razgradnji meducelijskih adhezivnih veza u sklopu epitelno-mezenhimske tranzicije
kao 1 formiranju povoljne mikrosredine na mestu metastaze stvaraju¢i metastatsku niSu (Mondal 1
sar., 2020, Augoff i sar., 2022). | zaista, deregulacija i prekomerna ekspresija MMP9 je pokazana u
razli¢itim patoloSkim stanjima kao $to su neurodegenerativne i kardiovaskularne bolesti, artritis,
bolesti pluca, razli¢iti tipovi kancera, izmedu ostalih i PTK koji ¢ini 80% svi primarnih tiroidnih
maligniteta koji nastaju malignom transformacijom folikularnih ¢elija.

U novijim studijama postignut je veliki napredak u ispitivanjima moguénosti da se MMP9
koristi kao biomarker za razli¢ite tipove tumora. Mnoge studije su pokazale izmenjenu ekspresiju
MMP9 u razli¢itim malignim tumorima. Chu i saradnici (2011) su pokazali povisenu ekspresiju
proteina MMP9 u tumorskom tkivu u odnosu na okolno zdravo tkivo kod pacijenata sa kancerom
zeluca, a iste rezultate su dobili i Li i saradnici (2017) kod pacijenata sa tumorom dojke, medu
kojima je skoro 79% imalo visok nivo proteina MMP9. U drugom delu studijie, Li i saradnici su
koristili razli¢ite vrste ¢elijskih linija kancera dojke i nemaligne ¢elijske linije kako bi potvrdili
razlike u ekspresiji MMP9 izmedu ovih grupa ¢elija. U studiji iz 2022. godine, Bayadsi i saradnici
su pokazali poviSenu ekspresiju MMP9 u PTK u odnosu na netumorsko tiroidno tkivo, a takode i u
metastazama na limfnim ¢vorovima. Rezultati ove doktorske disertacije, gde jedna treéina
pacijenata sa PTK ima visoku ekspresiju proteina MMP9, se slazu sa rezultatima Maeta i saradnika
(2001) koji su pokazali povisen nivo MMP9 u PTK u odnosu na netumorsko tkivo u studiji u kojoj
je visoka ekspresija uo¢ena kod 25% pacijenata. Suprotno, Nakamura i saradnici (1999) nisu nasli
razliku u ekspresiji MMP9 izmedu tkiva PTK i kontrolnog zdravog tkiva koriste¢i ELISA metodu.
Marecko i saradnici (2014) su pokazali poviSenu ekspresiju proteina MMP9 u tkivu PTK u odnosu
na zdravo. Kako je prva tacka kontrole ekspresije ovog enzima na transkripcionom nivou,
analizirane su razlike u koli¢ini iRNK MMP9 kod pacijenata sa PTK. Rezultati pokazuju da je nivo
IRNK MMP9 u malignom tkivu znac¢ajno vec¢i u odnosu na zdravo tkivo. Takode je pokazano da
nivo proteina statisticki znacajno prati nivo iRNK u tumorskom tkivu. Oba rezultata su u skladu sa
ranije objavljenim podacima. U studiji iz 2008. godine, Gerg sa saradnicima (2008) je pokazao
znacajno visi nivo iRNK MMP9 u tumorskom u odnosu na susedno zdravo tkivo jetre. Iste rezultate
su demonstrirali i Rollin i saradnici (2007) kod pacijenata sa malignim tumorom plu¢a. U tkivu
Stitaste Zlezde, Meng 1 saradnici su uporedivali ekspresiju MMP9 u tumorskom u odnosu na
netumorsko tkivo i pokazali su vecu ekspresiju i na nivou iIRNK i proteina u tumorskom tkivu
(Meng i sar., 2012). Studija Meng i saradniika se razlikuje od ove, jer su uporedivana tkiva
pacijenata sa PTK i kontrolnih tkiva koja su €inili uzorci pacijenata sa benignim oboljenjima Stitaste
zlezde i uzorci osoba bez ikakvih oboljenja stitaste zlezde, dok su u ovoj studiji analizirane razlike u
nivou MMP9 kod istih pacijenata u tumorskom i susednom zdravom tkivu Stitaste zlezde. Rezultate
slicne dobijenim u ovoj doktorskoj disertaciji, su saopstili i Zarkesh i saradnici (2018). Sve ovo ide
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u prilog i dodatno potvrduje teoriju da je ekpresija MMP9 izmenjena u tumorskom tkivu Stitaste
zlezde, te bi se mogla koristiti kao marker za identifikaciju maligniteta Stitaste zlezde. Takode,
ovakav rezultat navodi na dalje ispitivanje uloge MMP9 u PTK, a njena povezanost sa
napredovanjem bolesti je jedan od apsekata ispitivanih ovoj doktorskoj disetraciji.

Sve uloge koje MMP9 ima, kako u fizioloskim tako i u patoloskim uslovima, ¢ine ga vrlo
znacajnim enzimom i njegova regulacija se odvija na svim nivoima, a primarno na transkripcionom.
Stoga je razumno pretpostaviti da se i medu regulatorima MMP9 mogu naéi potencijalni
biomarkeri. Funkcionalni polimorfizmi u promotoru gena za MMP9 imaju razlicit afinitet za
vezivanje transkripcionih faktora i na taj na¢in mogu uticati na nivo transkripcije a posledi¢no i
ekspresiju proteina MMP9 i tako doprineti razlikama medu pacijentima u prognozi napretka bolesti
§to ih ¢ini dobrim potencijalnim prognostickim markerima. Kako se ovi polimorfizmi mogu
detektovati iz razli¢itih bioloSkih uzoraka, mogu se smatrati neinvazivnim preoperativnim
markerima koji mogu pomo¢i u odredivanju opsega operativnog zahvata kod pacijenata sa PTK. U
potrazi za novim kandidatima za biomarkere, istrazivana su dva polimorfizma u promotoru gena za
MMP9 za koje se pokazalo da mogu uticati na nivo transkripcije a time i na koli¢inu MMPI.

Jedan od proucavanih polimorfizama je tranzicija C u T na poziciji -1562 u promotoru gena
za MMP9. Po literaturi, prisustvo T alela rezultuje neefikasnim vezivanjem represora transkripcije
Sto posledicno dovodi do povecanja nivoa transkripcije gena za MMP9. Nadeno je da nosioci T
alela imaju dva puta vecu ekspresiju gena u odnosu na nosioce C alela (Zhang i sar., 1999). To
moZze imati uticaja na razvoj kancera i njegovo metastaziranje. Rezultati ove doktorske disertacije
pokazuju da je CC genotip zastupljen kod dve tre¢ine pacijenata sa PTK dok su preostala trecina
slucajevi koji su nosioci T alela. Ovakva distribucija alela je u skladu sa prethodnim istrazivanjima.
U studiji Cotignola i saradnika iz 2007. godine, od 1000 pacijenata sa melanomom, 716 ih je bilo
CC genotipa dok su preostalih 277 bili nosioci T alela. Grieu i saradnici (2004) su takode pokazali
da 76% pacijenata sa tumorom dojke ima CC genotip, dok je njih 26% imalo CT genotip i samo 2%
TT genotip. I druge studije su pokazale sli¢nu distribuciju genotipova na poziciji -1562 u promotoru
gena za MMP9 kod pacijenata sa razli¢itim tumorima (Matsumura i sar., 2005; Elander i sar., 2006;
Lei i sar., 2007).

Rezultati ovog rada pokazuju da nosioci CC genotipa produkuju znac¢ajno manje proteina
MMP9 od nosilaca T alela. To je u skladu sa prethodnim istrazivanjima koja pokazuju da je CC
varijanta efikasnija u vezivanju transkripcionog represora (Zhang i sar., 1999). Lin i saradnici su
takode pokazali vezu T alela sa viSim nivoima MMP9 u serumu pacijenata sa akutnom
limfoblasti¢nom leukemijom T ¢elija (Lin i sar., 2017). I Hoelzle i saradnici (2016) su pokazali da
nosioci T alela imaju 1,5 puta visu ekspresiju u odnosu na nosioce genotipa CC u grupi pacijenata
sa kancerom debelog creva. Sa druge strane, u studiji iz 2020. godine, kod 111 pacijenata sa PTK
nije nadena veza genotipa na poziciji -1562 u promotoru gena za MMP9 sa nivoom MMP9 u
serumu pre hirurske intervencije (Dobrescu i sar., 2020). Razli¢iti rezultati ovih studija se mogu
objasniti na viSe nacina. U studiji Dobrescu i saradnika (2020) je nivo ekpresije MMP9 odreden
metodom ELISA iz seruma dok je u ovom ispitivanju to odredeno metodom imunohistohemije u
tkivu PTK tako da je to moguci razlog za razliCite rezultate. Ipak, razlike u rezultatima izmedu
studija Dobrescu saradnika (2020) i druge dve pomenute studije (Hoelzle i sar., 2016, Lin i sar.,
2017) se ne mogu objasniti razlikom u metodi, s obzirom da je u svim studijama koris¢ena ELISA
metoda za odredivanje nivoa MMP9 i radeno je na istoj vrsti bioloSkog uzorka (serum), ali razlika
mozZe biti u razli¢itoj produkciji MMPY kod razli¢itih vrsta karcinoma. Ovo ukazuje na moguce
razli¢ite uloge MMP9 u razli¢itim vrstama 1 fazama oboljenja.

Podaci dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji ukazuju da korelacija ovog polimorfizma sa
nivoom ekspresije MMP9 ne vazi za iRNK, gde je pokazano da prisustvo T alela ne uti¢e na nivo
iRNK. Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima koje su saopstili Ferrand i saradnici (2002) koji
nisu nasli razliku u aktivnosti promotora u zavisnosti od genotipa na poziciji -1562 u promotoru
gena za MMP9 u WISH i THP-1 ¢elijama. Ni Rollin i saradnici (2007) nisu nasli asocijaciju nivoa
IRNK MMP9 i odredenog genotipa na poziciji -1562 u promotoru gena za MMP9 kod pacijenata sa
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nesitnocelijskim kancerom pluca, a sli¢ne rezultate su saopstili i Glebauskiene i1 saradnici (2017)
kod pacijenata sa adenomom hipofize.

Slede¢i polimorfizam koji je ispitivan u ovoj studiji je varijacija u broju CA ponovaka na
poziciji -131 u promotoru gena za MMP9 koja se nalazi u blizini mesta vezivanja transkripcionog
faktora AP-1. Broj ovih ponovaka uti¢e na stabilnost promotorske sekvence tako $to menjaju
konformaciju DNK i time posledi¢no utiCu i na vezivanje transkripcionog faktora (Shimajiri i sar.,
1999, Peters i sar, 1999). Literatura prikazuje da postoje dva pika u broju ponovaka, prvi na 14, i
drugi na 21, 22 ili 23 ponovka dok aleli sa 16 i 17 ponovaka nisu nadeni u populaciji belaca (Peters
i sar., 1999; Zhang i sar., 2001; Woo i sar., 2007).

Postoji vrlo malo radova koji prikazuju uticaj ovog polimorfizma u tumoru. In vitro
ispitivanja na ¢elijskim linijama karcinoma jednjaka, pokazala su da je promotorska aktivnost za
50% manja u genu za MMP9 sa 14 CA ponovaka na poziciji -131 u odnosu na 21 CA ponovak kao
i da jacina vezivanja transkripcionog faktora za to mesto zavisi od broja CA ponovaka (Shimajiri i
sar., 1999). Peters 1 saradnici su 1999. godine, pokazali u HT1080 ¢elijama razliku u aktivnosti
promotora u zavisnosti od broja CA ponovaka. Naime, oni su pokazali da je aktivnost promotora
koji sadrzi 14 CA ponovaka 60% niZa u odnosu na promotor koji sadrzi 23 CA ponovka na poziciji
-131 u promotoru gena za MMP9. Cotignola i saradnici (2007) su potvrdili binominalnu distribuciju
broja CA ponovaka na poziciji -131 u promotoru gena za MMP9, ali nisu nasli vezu ovog
polimorfizma sa loSijim ishodom u slu€¢aju melanoma. Takode, u studiji iz 2007, Woo i saradnici su
ispitivali broj CA ponovaka kao moguci faktor rizika za tumor debelog creva ali nisu nasli
asocijaciju.

Jedan od ciljeva ove doktorske disertacije bio je utvrditi da li ve¢i broj CA ponovaka utice
na ekspresiju MMP9 kod pacijenata sa PTK a posledi¢no i na tok bolesti. Da bi se to postiglo i da bi
se olaksala statistiCka analiza, uveden je cutoff na 17 ponovaka ¢ime su kao rezultat dobijena tri
moguca reSenja: homozigoti koji imaju ispod ili iznad 17 ponovaka i heterozigoti tj. sluc¢ajevi koji
imaju i ispod i iznad 17 CA ponovaka. Dobijeni rezultat onemogucava dalju statisticku analizu u
cilju povezivanja ovog polimorfizma sa izmenjenom ekspresijom MMP9 ili kao potencijalnog
prognosti¢kog markera za PTK. Naime, hipoteza je bila da veci broj ponovaka pozitivno uti¢e na
transkripciju, a kako je u ispitivanoj kohorti preko 80% uzoraka koji imaju 1 veéi i manji broj od 17
ponovaka, statisticka analiza ne bi mogla da sa sigurno$¢u ukaze da li veéi ili manji broj ponovaka
uti¢e na nivo ekspresije gena za MMP9.

Pregledom literature nije naden podatak o ovom polimorfizmu i njegovoj ulozi u PTK, pa se
moze re¢i da je ova studija prva gde je ispitivan ovaj polimorfizam u PTK. Zbog toga se ovi
rezultati smatraju vaznim i bilo bi dobro nastaviti istrazivanje u ovom pravcu kako bi se sa
sigurno$¢u moglo utvditi da li postoji uticaj ovog polimorfizma na transkripciju MMP9 u PTK.

Jo§ jedan od razloga u varijaciji transkripcije gena za MMP9 moze biti poremecaj u nivou
transkripcionih faktora. Njihov nivo, afinitet za vezivanje za odredena mesta u genu kao i
dostupnost tih mesta i samih transkripcionih faktora u razli¢itim fizioloSkim i patoloskim uslovima
su samo neki od Cinilaca koji uti¢u na njihovu ulogu u transkripciji odredenog gena. Transkripcioni
faktori, u zavisnosti od konteksta, posttranslacionih modifikacija i prisustva drugih faktora mogu
smanyjiti ili povecati transkripciju gena za koje se vezuju i na taj nacin uticati na sudbinu odredene
¢elije.

U ovom istrazivanju analizirana je subjedinica AP-1, c-Jun i njegova forma acetilovana na
Lys271. c-Jun ucestvuje u MAPK putu potpomazuéi transkripciju razlicitih gena ukljucenih u
invaziju karcinoma, ukljuéuju¢i i MMP9. Prekomerna ekspresija c-Jun je pokazana u razli¢itim
tipovima kancera, kao §to su nazofaringealni karcinom (Jin i sar., 2007), glioblastom (Blau i sar.,
2012), melanom (Spangler i sar., 2011), HodZkinov limfom (Mathas i sar., 2002), adenokarcinom
debelog creva (Wang i sar., 2000), kancer plu¢a (Szabo i sar, 1996) i mnogi drugi. Ipak, svega
nekoliko studija se moze naé¢i o c-Jun i njegovoj ulozi u PTK. Chen i saradnici su 2017. godine
bioinformatickom analizom zakljucili da je c-Jun tesno povezan sa pojavom PTK, dok su Xiao i
saradnici (2019) pokazali povisenu ekspresiju AP-1 u PTK. Rezultati ove doktorske disertacije
pokazuju da je jedna tre¢ina uzoraka imala visoku ekspresiju c-Jun. Ovo se slaZe sa studijom koju
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su izveli Szabo i saradnici (1996), koji su pokazali prekomernu ekspresiju c-Jun proteina u 31%
tumorskih uzoraka u tkivu pluca.

Kako c-Jun formira homodimere ili heterodimere sa drugim proteinima, pokazano je da u
zavisnosti od kombinacije dimera, AP-1 moZe prepoznati razli¢ite sekvence u promotorima gena.
Takode, u zavisnosti od kombinacije subjedinica i partnerskih proteina u transkripcionom
kompleksu, ovi proteini mogu imati razli¢ite regulatorne uloge tj. mogu biti pro-apoptotski ili mogu
imati ulogu u signalu koji obezbeduje prezivljavanje ¢elije (Raivich i sar., 2008). U ovoj doktorskoj
disertaciji, zastupljenost ocena imunobojenja c-Jun u uzorcima PTK je bila vrlo slicna ocenama
imunobojenja MMP9. Kada je ispitano da li ekspresija c-Jun ima uticaja na nivo MMP9, rezultati su
pokazali da c-Jun ne utice na ekspresiju MMP9 ni na nivou iIRNK ni na nivou proteina. Ovo se
moze objasniti moguc¢noséu da neki drugi protein ima prevagu u regulaciji ekspresije MMP9 kao i
da su potrebne dodatne modifikacije c-Jun proteina kako bi on ostvario svoju ulogu. Kako je po
pregledanim literaturnim podacima ovo prvi eksperimentalni opis ekspresije c-Jun u PTK, ovi
rezultati se smatraju novitetom.

Aktivnost c-Jun proteina je regulisana razliCitim posttranslacionim modifikacijama koje
dovode do promena u interakciji sa drugim proteinima ili sa DNK (Vries i sar., 2001). Dok je
fosforilacija dobro dokumentovana kao preduslov za aktivaciju c-Jun, acetilacija lizinskih ostataka
je i dalje predmet rasprave. Vries i saradnici (2001) su pokazali da je acetilacija na Lys271
esencijalna za represiju c-Jun dok je Raivich (2008) saopstio da acetilacija lizinskih ostataka
rezultuje aktivacijom c-Jun. Istrazivanje iz 2016. godine (Mishra i sar., 2016), pokazalo je da usled
hiperacetilacije subjedinica c-Jun i c-Fos, AP-1 pojacava svoje vezivanje za promotor gena za
MMP9, a time i transkripcionu aktivnost. Ovo je u saglasnosti sa studijom iz 2013. godine, kada su
Xie i saradnici pokazali da acetilacija AP-1 pojacava vezivanje za DNK. Analiza acetilovane forme
c-Jun u ovom istrazivanju, pokazala je da njegov nivo pozitivno uti¢e na nivo iRNK i proteina
MMP9. Ovi rezultati ukazuju na mogucnost da je acetilacija jedan od mehanizama aktiviranja c-Jun
u PTK, koji posledi¢no utice na transkripciju, a samim tim i nivo MMP9.

Kao S§to je ve¢ receno, MMP9 je regulisana na razli¢itim nivoima: transkripcionom,
regulacijom poluzivota iRNK, posttranslacionim modifikacijama, proteolitickom aktivacijom
latentnih enzima, regulacijom vremena i mesta sekrecije, inhibicijom endogenim inhibitorima.
Upravo zbog kompleksne regulacije, MMP9 se u bioloskom materijalu moze naci u razli¢itim
formama kao neaktivni zimogen, aktiviran enzim ili inhibiran u kompleksu sa tkivnim inhibitorima.
Razli¢ite tehnike se koriste za identifikaciju i karakterizaciju MMP u uzorcima. Metodama
Northern blot i RT-PCR se mogu kvantifikovati iIRNK MMP u ¢elijskim i ekstraktima tkiva dok je
in situ hibridizacijom moguce lokalizovati iRNK na c¢elijskom nivou u tkivnim presecima. Ipak,
genetiCke tehnike ne mogu pokazati da li i u kojoj meri dolazi do translacije. Sa druge strane,
imunoloskim tehnikama kao $to su Western blot i imunohistohemija se moZe odrediti koli¢ina i
lokalizacija MMP na proteinskom nivou ali ove tehnike ne daju nikakvu informaciju o njenoj
aktivnosti jer se MMP sintetiSu kao neaktivne pro- ili preforme koje zahtevaju proteoliticku obradu
da bi postale aktivne. Dalje, inhibitori endogenih proteaza ih mogu inhibirati. Biohemijske tehnike,
kao Sto je gel zimografija, su razvijene kako bi se detektovala aktivnost MMP u ekstraktima tkiva.
Ipak, homogenizacija tkiva za ove metode ne omogucava lokalizaciju enzimske aktivnosti.
Dodatno, sama procedura ekstrakcije moze veStacki aktivirati inace neaktivne enzime ili izazvati
interakciju aktivnih enzima i njihovih inhibitora koji se inace nalaze u razli¢itim delovima intaktnog
tkiva. Dakle, budu¢i da MMP9 moZe biti u latentnoj formi ili inhibirana lokalnim tkivnim
inhibitorima, potencijalna prekomerna ekspresija proteina  MMP9 pokazana metodom
imunohistohemije ne podrazumeva i povecanu enzimsku aktivnost. Zato je u ovoj studiji, pored
imunohistohemijske analize ekspresije MMP9, metodom in situ zimografije detektovana i aktivnost
MMP9 u histoloskim presecima PTK. Ukoliko se pogledaju rezultati in situ zimografije, vidi se da
je na ispitivanim uzorcima priblizno ista raspodela tj. priblizno je isti broj uzoraka sa niskom i
visokom aktivnoséu MMP9. Zelatinoliticka aktivnost MMP9 je ispitivana u malignitetima kao §to
su tumor dojke (Kanomata i sar., 2013), pluca (Kaji i sar., 2003), bubrega (Kamiya i sar., 2003),
besike (Kawamura i sar., 2004). Iwata i saradnici (2001) su detektovali aktivnhost MMP9 u 91%
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uzoraka kancera dojke, ali su se intenzitet i rejon aktivnosti razlikovali po slu¢ajevima. U studiji iz
2009. godine, pokazano je da se zelatinoliticka aktivnost pokrece na pocetku invazije karcinoma
skvamoznih celija koze, pre svega u tumorskoj stromi (Vosseler i sar., 2009). Prve rezultate
detekcije Zzelatinoliticke aktivnosti u tiroidnim karcinomima objavili su Nakamura i saradnici
(1999). Oni su FIZ metodom (detekcija Zelatinoliticke aktivnosti na filmu, engl. film in situ
zymography) pokazali razliku in situ zelatinoliticke aktivnosti izmedu papilarnog karcinoma i
susednog tiroidnog tkiva kada su locirali Zzelatinoliticku aktivnost iskljuéivo u maligno
transformisanim tirocitama, dok je reakcija izostala u nemalignim ¢elijama. Marecko i saradnici
(2014) su prvi upotrebili metodu in situ zimografije sa DQ Zzelatinom na tiroidnim tumorima i
pokazali visu zelatinoliticCku aktivnostu kod folikularnih c¢elija PTK nego kod normalnih
folikularnih ¢elija, a ovakva distribucija se slagala sa radovima Kaneyoshi i saradnika (2001) 1 Kaji
i saradnika (2003). Ovi rezultati ukazuju na znacaj funkcionalnih metoda kao S$to je in situ
zimografija kako bi se doneli ta¢ni zakljucci o ulozi proteaza, izmedu ostalih i MMP9 u kanceru.

U delu ovog istrazivanja, analiziran je niz od polimorfizma na poziciji -1562 u promotoru
gena, zatim povisene transkripcije odnosno povisene koli¢ine iRNK, preko nivoa proteina do
aktivnosti MMP9 u PTK. Metodom in situ zimografije je odreden nivo aktivnosti MMP9 u
uzorcima razli¢itog genotipa na poziciji -1562 u promotoru gena za MMP9 S§to bi moglo da
predstavlja korak u prepoznavanju sluc¢ajeva koji ¢e razviti agresivnu formu bolesti. Statisticki
znacajna veza je nadena izmedu genotipa na poziciji -1562 u promotoru gena za MMP9 i enzimske
aktivnosti MMP9, sto prati korelaciju genotipa i ekspresije MMP9 proteina. Veza je verovatno
indirektna, posledica manje produkcije MMP9 u uzorcima sa CC genotipom pre nego sposobnosti T
alela da povecava aktivnost ali ipak demonstrira uticaj ovog polimorfizma posledi¢no na aktivnost
MMP9. Ove rezultate moramo uzeti sa rezervom jer je radeno na vrlo malom broju uzoraka, te bi
ovo bilo dobro ponoviti na ve¢em skupu uzoraka gde bi se dobili potpuniji rezultati.

PTK je karcinom koji je obi¢no povezan sa odli¢cnom prognozom, ali postoje pacijenti koji
¢e ispoljiti agresivnu formu bolesti (Ito i sar., 2018; Ho i sar., 2020). Sistem za stratifikaciju
pacijenata koji postoji nije savrSen. PrognostiCka stratifikacija pacijenata vrsi se pre- |
postoperativno. Preoperativni parametri za prognozu toka bolesti su podaci pacijenta dobijeni
anamnezom, ultrazvuk Stitaste Zlezde 1 okolnih limfnih ¢vorova i citoloski nalaz dobijen iz aspirata
finom iglom, metodom koja u ¢ak 15-30% slucajeva daje neodreden rezultat na osnovu kojeg nije
moguce postaviti dijagnozu niti predvideti tok bolesti (Ralhan 1 sar., 2015). Postoperativni
parametri se baziraju na patohistoloskoj analizi uz koriS¢enje medunarodne TNM Kklasifikacije
AJCC (Edge 1 sar., 2010). U sklopu ove klasifikacije u obzir se uzimaju klinickopatoloski parametri
kao Sto su pol i starost pacijenta, veli¢ina tumora, prisustvo ekstratiroidne invazije i metastaza u
okolnim limfnim ¢vorovima kao i prisustvo udaljenih metastaza. TNM Klasifikacija dosta dobro
razdvaja niskorizi¢ne od visokorizi¢nih pacijenata ali ne moZe da predvidi koji ¢e pacijenti razviti
agresivni oblik bolesti 1 time zahtevati agresivniju terapiju. SadaSnja terapija pacijenata sa
papilarnim tumorom se sastoji od parcijalne ili totalne tiroidektomije, terapije radioaktivnim J**! i
supresijske terapije tiroksinom. Ipak, to predstavlja previSe agresivnu terapiju za veliki broj
pacijenata. Medutim, kako njihov broj raste iz godine u godinu, broj pacijenata sa agresivhom
formom postaje sve veci i javlja se sve veca potreba da se takvi pacijenti Sto pre otkriju kako bi im
se omogucila adekvatna terapija. Kada se na to doda da je, bez obzira na rast broja pacijenata, stopa
smrtnosti ostala priblizno ista, jasno je da je balans po pitanju agresivnosti terapije veoma bitan
kako bi se zastitili ostali pacijenti od previSe agresivnog tretmana. Zato Se traze novi pre- i
postoperativni markeri koji mogu poboljsati ovaj sistem prognosticke stratifikacije i uz koje ¢e se
bolje predvideti kojim pacijentima treba agresivnija terapija a kojima bi i klasi¢na bila previse.

U ovom delu studije, ispitivana je asocijacija analiziranih markera sa klinickopatoloskim
parametrima koji se koriste u prognostickoj stratifikaciji pacijenata sa PTK. Cilj je bio da se
ustanovi prognosticki potencijal polimorfizma -1562 C/T, profila ekspresije c-Jun, forme c-Jun
acetilovane na Lys271 i MMP9 kao i aktivnosti MMP9 u PTK. Ukoliko bi se pokazalo da je neki od
ovih markera dobar u izdvajanju pacijenta sa PTK kod koga ¢e do¢i do razvoja agresivnog oblika
bolesti, to bi pomoglo da se odredi najefikasnija terapija i prilagodi lecenje.
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Promotor MMP9 ima viSe mesta za vezivanje razli¢itih transkripcionih faktora od kojih
jedno sadrzi upravo poziciju na kojoj je ovaj polimorfizam i pokazano je da T alel moze spreciti
vezivanje represora transkripcije ¢ime kod nosilaca T alela dolazi do povecane ekspresije MMP9
(Zhang i sar., 1999). Kako je pokazano da MMP9 protein ima ulogu u svim aspektima progresije
tumora, moze Se pretpostaviti da ukoliko zamena C u T na poziciji -1562 u promotoru gena za
MMP9 uti¢e na transkripciju i posledi¢no na nivo proteina to moZze uticati na razvoj i napredovanje
tumora. Pozitivan rezultat ove analize bi znacio da bi ovaj polimorfizam mogao da se upotrebi kao
dodatni prognosticki marker za pacijente sa PTK koji bi omoguéio laksi izbor na¢ina lecenja. |
zaista, kada je analiziran efekat T alela na nepozeljne klini¢kopatoloske karakteristike kod
pacijenata sa PTK dobijeni su obecavajuéi rezultati. Pokazano je da nosioci T alela imaju
ekstratiroidne invazije ¢eS¢e nego pacijenti sa CC genotipom te su ¢eS¢e kategorisani u vise TNM
kategorije, a takode su i viSeg T statusa. Ovakav rezultat povezuje nosioce T alela sa
klinickopatolo§kim parametrima asociranim sa agresivnom fenotipom tumora i ukazuje da -1562
CT genotipizacija moze biti korisna u prognostickoj stratifikaciji pacijenata. Ipak, u studijama koje
su se bavile ovom temom saopsteni su razliciti rezultati. Matsumura i saradnici (2005) su u studiji
od 177 pacijenata sa tumorom zeluca, pokazali da je polimorfizam -1562 C/T tj. prisustvo T alela
znacajno povezano sa povecanom invazijom tumora, vi§im stadijumom kancera, invazijom limfnim
tokom i dubljom infiltracijom tumora. Sa druge strane, Cotignola i saradnici (2007) su saopstili
opreCne rezultate, a slicno su pronasli 1 Grieu 1 saradnici (2004) koji su T alel korelisali sa
parametrima povezanim sa dobrom prognozom kancera dojke zbog ¢ega su zakljuéili da je T alel
protektivan u odnosu na C alel na istom mestu. U studiji iz 2007, Lei i saradnici nisu nasli
asocijaciju izmedu ovog polimorfizma i veliCine tumora, metastaza na limfne ¢vorove ili
diferencijacije u kanceru dojke. Sli¢ne rezultate su saopstili i Wang i saradnici (2005) kada su
analizirali ovaj polimorfizam u kanceru plu¢a na 243 pacijenta. Postoji tek nekoliko studija o
mogucem prognostickom potencijalu CT polimorfizma na poziciji -1562 u promotoru gena za
MMP9 u PTK. U studiji iz 2008, Ozgen i saradnici nisu nasli nikakvu asocijaciju ovog
polimorfizma sa prognostickim parametrima kao Sto su godine (<45 godina, > 45 godina), pol,
multifokalnost tumora, dubina invazije okolnog mekog tkiva i metastaze na okolnim limfnim
¢vorovima. Sli¢an rezultat dobili su 1 Dobrescu 1 saradnici (2022) koji nisu uspeli da povezu ovaj
polimorfizam sa histoloskim podtipom PTK, dubinom invazije tumora i TNM kategorijom. Ovi
razli¢iti rezultati ukazuju da postoje 1 neki drugi faktori koji imaju ulogu u regulaciji MMP9
transkripcije koji mogu zavisiti od vrste tkiva, kao i stadijuma bolesti.

Mnogi transkripcioni faktori ¢ija regulacija i aktivhost mogu biti izmenjeni su klju¢ni
regulatori progresije karcinoma kroz njihovu ulogu u deobi Celija, proliferaciji, diferencijaciji,
apoptozi, epitelno-mezenhimskoj tranziciji. Zbog uloge u svim navedenim procesima, c-Jun se
postavio kao moguci postoperativan prognosticki marker koji bi mogao pomo¢i u odredivanju
nacina daljeg lecenja pacijenata. Uloga c-Jun u kanceru je opisana u vise studija. Vleugel i saradnici
(2006) su pokazali drasti¢no vis$i nivo proteina c-Jun u invazivhom tumoru dojke u odnosu na
netumorske celije, a nadena je korelacija visokog nivoa ekspresije c-Jun sa proliferacijom i
angiogenezom. Takode, ekspresija c-Jun je asocirana sa stepenom maligniteta kod glioblastoma gde
je nadeno da c-Jun promovise proliferaciju, migraciju i invaziju tumora (Blau i sar, 2012). Huang 1
saradnici (2022) su, analizirajué¢i ekspresiju c-Jun kod 99 pacijenata sa hipofaringealnim
karcinomom skvamoznih ¢elija, pokazali da je nivo c-Jun znacajno korelisao sa T stadijumom,
stepenom diferencijacije, veli¢inom tumora i brojem metastaza na limfnim ¢vorovima i jo$ bitnije,
pokazali su da je ekspresija c-Jun nezavisni faktor prezivljavanja od momenta dijagnoze do
zavrSetka pracenja ili smrti nezavisno od bolesti. I Xu i saradnici (2017) su nasli znacajnu razliku u
ekspresiji c-Jun kod 313 pacijenata sa razliCitim stadijumima oralnog karcinonoma skvamoznih
¢elija, brojem metastaza na limfnim ¢vorovima i TNM kategorije, a takode su pacijenti sa viSim
nivoom c-Jun imali kra¢e vreme prezivljavanja. Nedavna studija je prikazala vezu izmedu AP-1,
transkripcionog faktora ¢ija je c-Jun subjedinica, i veli¢ine tumora kod pacijenata sa PTK (Xiao i
sar, 2019). U ovoj doktorskoj disertaciji, ukupni c-Jun nije korelisao ni sa jednim od
klinickopatoloskih parametara. Medutim, kada je analizirana veza izmedu c-Jun acetilovanog na
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Lys271 sa klini¢kopatoloskim parametrima povezanim sa agresivnoS¢u tumora dobijena je
asocijacija izmedu ekspresije acetilovanog c-Jun i ekstratiroidne invazije kao i dubine infiltracije
tumora. Po saznanjima autora, uloga c-Jun u PTK nije do sada dokumentovana. Takode, do sada
nije dokumentovan ni njegov prognosticki potencijal.,te je ovo prva studija koja se bavila ulogom
forme c-Jun acetilovane na Lys271 i njegovog prognostickog potencijala u PTK. Dobijeni rezultati
pokazuju da acetilovani c-Jun moze biti dobar prediktor Sirenja PTK van okvira Stitaste Zlezde |
mogu predstvaljati dorpinos polju biologije tumora.

U ovoj doktorskoj disertaciji, analiziran je prognosti¢ki potencijal ekspresije proteina
MMP9 kod pacijenata sa PTK. Rezultati pokazuju da je visok nivo MMP9 proteina u vezi sa
ve¢inom klini¢kopatoloskih parametara povezanih sa agresivnim oblikom PTK: starost, vi$i T status
i TNM kategorija, veci stepen dubine infiltracije, kao i prisustvo ekstratiroidne invazije. Ovo
ukazuje da bt MMP9 bio dobar postoperativni prognosticki marker koji bi mogao ukazati na to koji
¢e pacijent razviti agresivni oblik bolesti te zahtevati agresivnije lecenje. lako je pregledom
literature utvrdeno da ima radova na ovu temu, oni pokazuju kontradiktorne rezultate. Li i saradnici
(2017) su povezali ekspresiju MMP9 sa metastazama na limfnim ¢vorovima i stadijumom bolesti,
ali ne 1 sa veli¢inom tumora 1 staro$¢u kod pacijenata sa malignim tumorom dojke. Asocijaciju sa
parametrima povezanim sa loSom prognozom su dobili 1 Zhang i saradnici u studiji iz 2012. godine,
kada su imunohistohemijskom metodom analizirali ekspresiju MMP9 kod pacijenata sa kancerom
debelog creva. U zanimljivoj studiji iz 2007. godine, Sillanp&& i saradnici su pokazali da u
zavisnosti od lokacije, nivo ekspresije proteina MMP9 ima razli¢it uticaj na progresiju kancera. U
rezultatima ove studije, veca koli¢ina proteina MMP9 u tumorskim ¢elijama je znadila duze vreme
prezivljavanja dok je kada je prisutan u stromi povezan sa kra¢im vremenom od operacije do
trenutka smrti kao posledice tumora. Oni su zakljuéili da uloga MMP9 u progresiji tumora zavisi od
lokacije ovog proteina u tkivu tako $to on ima supresivnu ulogu u progresiji karcinoma kada je
eksprimiran u epitelu, a promovise napredak kada je prisutan u stromi. Vilen i saradnici (2012) su,
opseznom analizom prethodnih studija, takode ukazali na razli¢itu ulogu MMP9 tokom progresije
kancera u zavisnosti od stadijuma i lokacije u karcinomu usne duplje. Sa druge strane, Scorilas i
saradnici (2001) su pokazali da pacijenti sa negativnim MMP9 imunobojenjem u tumorima dojke
imaju c¢es¢e velike tumore, histoloski klasifikovane kao invazivni tip i ¢eS¢e imaju visi stadijum
bolesti ukazuju¢i na mogucu protektivnu ulogu MMP9. Na karcinomu debelog creva, Koskensalo i
saradnici (2012) su takode nasSli da MMP9 ima supresivnu ulogu sa ¢im se slazu rezultati studija
koje su izveli Walter i saradnici (2016) kao i Pujada i saradnici (2017). Sve ovo potvrduje
kompleksnu ulogu koju ima MMP9 u patoloSkim uslovima. U studijama u PTK su nadeni sli¢ni,
nekonzistentni rezultati. Jednu od prvih studija o mogucoj vezi ekspresie MMP9 sa
klinickopatoloSkim parametrima povezanim sa agresivnim oblikom PTK su radili Maeta i saradnici
2001. godine koji su pokazali da je ekspresija MMP9 u tumorskom tkivu pacijenata pozitivho
korelisala sa metastazama na limfnim ¢vorovima, kao i stepenom intratiroidne i vaskularne invazije
tumora. Bumber i saradnici (2020) su, sa druge strane, prikazali rezultate koji pokazuju da MMP9
nema nikakvog efekta na progresiju karcinoma $to je sli€no rezultatima studije Ivkovi¢ 1 saradnika
(2022). lpak, vecina literaturnih podataka ukazuje da je vis§i nivo MMP9 povezan sa loSijim
ishodom kod pacijenata sa papilarnim tiroidnim karcinomom, sa ¢ime se slazu i rezultati ove
doktorske disertacije. Wang i saradnici (2014) su nasli asocijaciju izmedu ekspresije MMP9 |
prisustva metastaza na limfnim ¢vorovima i veli¢ine tumora dok su Meng i saradnici (2012)
pronasli da vis$i nivoi MMP9 proteina odgovaraju tumorima veceg dijametra, viSeg TNM statusa 1
¢es¢i su kod pacijenata starijih od 45 godina. Meta-analiza Wen i saradnika iz 2023. godine
prikazuje da pacijenti sa viSom ekspresijom proteina MMP9 imaju vece tumore koji su viSe TNM
kategorije koji €eS¢e metastaziraju na okolne limfne ¢vorove. Ove studije zaklju¢uju da MMP9 ima
bitnu ulogu u progresiji PTK. Razlike u rezultatima studija koje su se bavile prognostickim
potencijalom MMP9 u PTK se mogu objasniti na viSe nac¢ina. Metoda imunohistohemije, koja je
koriS¢ena u ovoj studiji, je semikvantitativna pa time zahteva subjektivno ocenjivanje istrazivaca
koje moze imati uticaj na rezultate. Da bi izbegli ovo, svako ocenjivanje u ovoj studiji vrsila su dva
istrazivaca, nezavisno jedan od drugog i bez prethodnog znanja o klini¢kopatoloskim
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karakteristikama ovih sluc¢ajeva. Razlike bi mogle biti zbog razlike u metodama, jer se osim
imunohistohemije, za analizu ekspresije MMP9 koriste i metode poput ELISA, Western blot, gel
zimografije, RT-PCR. Dalje, razlike bi mogle biti usled razli¢itih bioloskih uzoraka ili dela tkiva na
kojima se vr$i ocenjivanje kao i koriS¢enja antitela razlicitih specificnosti. Jo§ jedan razlog mogao
bi biti i razliciti fokus studija pa tako neke studije traze razliku izmedu ekspresije MMP9 u
metastazama 1 primarnim tumorima, druge pak imaju razliito definisane kategorije za statisticke
analize. Sve ovo se odrazava na zakljuCke studija o prognostickom potencijalu MMP9 kod
pacijenata sa PTK.

Ono §to se mora napomenuti je, da je u ovoj kao i u navedenim studijama koris¢eno antitelo
koje ne razlikuje zimogenu od aktivne forme ovog proteina, te se ne moze sa sigurnoséu reci koliko
je aktivnog enzima. Iz tog razloga, rezultati in situ zimografije su korelisani sa vrednostima
prognostic¢kih klini¢kopatoloskih parametara PTK. Rezultati prikazuju da su visoki nivoi aktivne
forme nadeni u uzorcima kod kojih je doSlo do invazije okolnog tkiva i1 metastaza na limfnim
¢vorovima. Ovo je dalje podrzano vezom aktivnosti MMP9 i stepena dubine infiltracije kao i T
statusa dok je korelacija sa TNM kategorijom bila na granici statisticke znaCajnosti. I druge
istrazivacke grupe su ispitivale vezu aktivne MMP9 sa agresivnim fenotipom tumora. Iwata i
saradnici su u studiji iz 2001. godine istrazivali aktivnost Zelatinaza na uzorcima tumora dojke. Oni
su podelili uzorke u tri grupe po stepenu lize supstrata i pokazali razliku u Zelatinoliti¢koj aktivnosti
medu razli¢itim histoloskim tipovima tumora. Takode, pokazali su da je zelatinoliticka aktivnost
snazna u invazivnim tipovima dok je kod neinvazivnih tumora pokazana slaba aktivnost MMP?2 1
MMP9. Pokazani uticaj aktivhe MMP9 u ovom istrazivanju prati rezultat analize asocijacije ukupne
forme MMP9 sa klini¢kopatoloskim parametrima povezanim sa agresivno$¢u tumora kao sto su T
status, dubina infiltracije tumora i prisustvo ekstratiroidne invazije, §to se moze objasniti time da
procenat aktivnog enzima raste sa procentom ukupne forme MMP9. U radu iz 2014. godine,
Marecko i saradnika pokazano je da je viSe latentne i aktivne MMP9 u PTK nego u susednom
netumorskom tkivu, kao i da je udeo aktivne u ukupnoj MMP9 znacajno povisen u PTK. Takode,
pokazano je da je ovaj udeo bitno povecan u tumorima koji imaju agresivniji fenotip. I zaista,
nekoliko istrazivackih grupa je potvrdilo da procenat aktivne MMP9 raste u tumorima koji iskazuju
agresivno ponasSanje. Patel 1 saradnici (2005) su objavili da je udeo aktivne MMP9 znacajno
povecan u malignom tkivu u odnosu na normalno tkivo kod pacijenata sa kancerom usne duplje.
Ipak, Weng i saradnici (2013) su pokazali suprotno u karcinomu plu¢a. Koyama i saradnici (2000)
su, metodama imunohistohemije i in situ zimografije, pak pokazali neslaganje izmedu biosinteze
MMP9 i aktivnosti u kanceru jednjaka; nije pronadena asocijacija ukupne forme MMP9 ni sa
jednim analiziranim klinickopatoloSkim parametrom dok je aktivna forma pokazala asocijaciju sa
vaskularnom invazijom. Sa ovim se slazu i rezultati Marecko i saradnika (2014) gde je ekspresija
aktivne, ali ne i ukupne forme MMP9 Korelisala sa parametrima povezanim sa agresivnim
fenotipom tumora. Kako je u ovoj doktorskoj disertaciji pronadena veza i aktivne i ukupne forme
MMP9 sa klinickopatoloskim parametrima, ovo neslaganje sa drugim studijama se moZe objasniti
uzorcima koji su obradivani u razli¢itim stadijumima bolesti, jer se tada menja i aktivnost razli¢itih
signalnih puteva koji kontrolisu izmedu ostalog i matriksne metaloproteinaze.

Ovo istrazivanje ima nekoliko nedostataka koji se moraju pomenuti. Pre svega, broj uzoraka
u ovoj studiji je bio mali. Drugo, metode koje su koriS¢ene za analizu ekspresije proteina su
semikvantitativne te je dodeljeni skor podlozan subjektivnoj oceni istrazivaca. Iako je u¢injeno sve
da se ovaj uticaj smanji, valjalo bi uraditi dodatne analize kvantitativnim metodama kako bi se ovi
rezultati dodatno validirali. Sledece, ova studija je radena na uzorcima iz samo jedne medicinske
ustanove, te bi se trebale uraditi dodatne, Sire studije sa razli¢itim etnickim grupama kako bi se
dobile potpunije informacije. I kao poslednje, ali ne i najmanje vazno, da bi se rezultati ove
doktorske disertacije mogli koristiti u klinickoj praksi, prognostickoj stratifikaciji pacijenata i
odredivanju daljeg toka le¢enja, neophodno je pored svega navedenog, uraditi studiju pracenja
pacijenata kako bi se dublje analizirala veza izmedu ovih potencijalnih markera i prognoze bolesti
pacijenta i kako bi se sa sigurnos¢u neki od ovih markera mogli nazvati prognostickim. Zbog svega
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navedenog, ovi rezultati se smatraju preliminarnim i moze Se reci, pocetnim korakom za dalje
istrazivanje.

Analiza ekspresije MMP9 u PTK, zajedno sa odredenim regulatorima njene ekspresije,
posluzila je da se dobije bolji uvid u na¢ine na koje se tumor moze ponasati. Cilj ovih analiza bio je
da se identifikuju molekularne izmene koje mogu posluziti kao dodatni ili paralelni biomarkeri u
tiroidnoj patologiji. Najveéi doprinos ove studije je analiza prognostickog potencijala MMP9,
polimorfizma na poziciji -1562 u promotoru gena za MMP9 i c-Jun, kako totalnog tako i forme
acetilovane na Lys271. Svi pomenuti kandidati izuzev ukupne forme c-Jun su se pokazali kao
obecavajuci prediktori nepovoljnog klini¢kog toka PTK i to moze biti iskoris¢eno u prognosti¢koj
stratifikaciji pacijenata sa PTK.
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6 ZAKLJUCCI




Na osnovu rezultata ove doktorske disertacije, izvedeni su sledec¢i zakljucci:

o Analizom polimorfizma -1562 C/T u promotoru gena za MMP9 pokazano je da
uzorci CC genotipa imaju nizi nivo MMP9 sto sugeriSe da je CC varijanta efikasnija u vezivanju
represora transkripcije;

o Analizom broja CA ponovaka na -131 poziciji u genu za MMP9 pokazano je da su
velika vecina pacijenata sa PTK (80%) heterozigoti koji imaju na jednom alelu manje od 17 CA
ponovaka, a na drugom viSe od 17 ponovaka. Profil distribucije CA ponovaka iskljucio je
kori$¢enje ovog pokazatelja u daljoj analizi,

o Primenom imunohistohemijske metode pokazano je da je zastupljenost
imunopozitivnosti c-Jun vrlo sliéna sa MMP9, ali ekspresija c-Jun nije statisticki znacajno povezana
sa ekspresijom MMP9 §to ukazuje na to da postoji neki drugi regulatorni element ili mehanizam;

o Pokazano je da je ekspresija forme c-Jun acetilovane na Lys271 povezana sa
povisenom ekspresijom MMP9 §to ukazuje na moguénost da je acetilacija jedan od mehanizama
aktiviranja c-Jun u tkivu pacijenata sa PTK;

J Pokazana je veza izmedu prisustva T alela u promotoru gena za MMP9 na poziciji -
1562 sa enzimskom aktivnos¢u MMP9 koja prati nivo ukupne MMP9 kod pacijenata sa PTK. Veza
je verovatno indirektna, posledica manje produkcije MMP9 u uzorcima sa CC genotipom pre nego
sposobnosti T alela da poveca aktivnost;

o Ekspresija MMP9 na nivou iRNK je znacajno vi$a u tumorskom nego u susednom
zdravom tkivu kod pacijenata sa PTK. Takode, nivo proteina MMP9 znafajno prati nivo iRNK
MMP9 u tumorskom tkivu pacijenata sa PTK S$to potvrduje prekomernu ekspresiju MMP9 u
tumorskom tkivu;

o Statisticka analiza pokazala je da nosioci T alela na poziciji -1562 u promotoru gena
za MMP9 imaju CeSCe ekstratiroidne invazije nego pacijenti sa CC genotipom, te su CeSce
kategorisani u viSe TNM kategorije 1 viSeg T statusa Sto ukazuje da -1562 CT genotipizacija moze
biti korisna u boljoj proceni opsega operativnog zahvata kod pacijenata sa PTK;

. Odsustvo korelacije izmedu rezultata imunohistohemijskog bojenja c-Jun sa
klinickopatoloSkim parametrima povezanim sa agresivnim fenotipom tumora ukazuje da c-Jun
nema potencijal kao prognostic¢ki marker za PTK;

o Poredenjem imunohistohemijske ekspresije forme c-Jun acetilovane na Lys271 sa
klinickopatoloSkim parametrima pacijenata sa PTK pokazano je da je visoka ekspresija ovog
proteina u korelaciji sa dubinom infiltracije tumora i ekstratiroidnom invazijom zbog ¢ega bi on
mogao biti dobar prediktor Sirenja PTK van okvira Stitaste zlezde;

. PoviSena ekspresija proteina MMP9 je u vezi sa veCinom klini¢kopatoloskih
parametara koji su povezani sa agresivnim fenotipom PTK §to ukazuje da je ekspresija ovog
proteina povezana sa loSijom prognozom PTK;

o Poredenjem rezultata dobijenih metodom in situ zimografije sa klinickopatoloskim
parametrima pacijenata sa PTK pokazano je da je visoka aktivhost MMP9 u korelaciji viSim T
statusom, dubinom infiltracije tumora, ekstratiroidnom invazijom i metastazama na limfnim
¢vorovima $to ukazuje na ulogu aktivirane MMP9 u progresiji PTK i njegovom Sirenju putem
limfe.

2

U ovoj doktorskoj disertaciji pokusano je da se reevaluira uloga MMP9 i alela u promotoru
na poziciji -1562 u progresiji PTK. Dalje, po prvi put je pokazana zastupljenost CA ponovaka u
promotoru MMP9 kod pacijenata sa PTK, kao i ekspresija transkripcionog faktora c-Jun i njegove
forme acetilovane na Lys271. Ukupni rezultati ove doktorske disertacije jasno ukazuju na to da
prisustvo T alela na poziciji -1562 u promotoru gena za MMP9, zajedno sa izmenjenom
ekspresijom forme c-Jun acetilovane na Lys271, ima uticaj na ekspresiju MMP9 $to posledi¢no
dovodi do progresije PTK. Podaci dobijeni ovom studijom ukazuju na to da bi se genotipizacijom
promotora MMP9 na poziciji -1562 moglo na brz i ekonomican nacin, vrlo precizno utvrditi
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prisustvo T alela. Pomenuti alel moze, kao dodatni preoperativni marker, biti koristan za planiranje
opsega operacije. Takode, u histoloskim preparatima dobijenim nakon operacije moze se odrediti
nivo proteina MMP9 i acetilovanog c-Jun.Oni bi se, u klinickoj praksi, koristili kao dodatni
postoperativni markeri za odredivanje daljeg toka leCenja. Sa bioloske strane, rezultati ove studije
su pokazali da je regulacija MMP9 kod pacijenata sa PTK veoma kompleksna i ukljucuje brojne
faktore koji se medusobno preplicu u jos uvek nedovoljno ispitanoj intrigantnoj mrezi.
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Mpunor 1.
U3sjaBa o ayTopcTBY

NoTtnucaHu-a JeneHa PoHuesuh

6poj uHaekca 63026/2017

UsjaBbyjem
A je [OKTOPCKa gucepTtaumja nog Hac10BOM

»MoAnmopdU3MM y NPOMOTOPY reHa 3a MaTPUKCHY MeTasonpoTenHasy 9 v ctaTyc aueTunaumje c-Jun Kao
NoTEHLUMjaIHU NPOTHOCTUYKN MapKepu NanuaapHor TMPOMAHOT KapLMHOMa KoZ YoBeKa”

® pPEe3yaTaT ConcCrBeHOr UCTpaXnBadkor paaa,

® [a npeasioXKeHa gucepTaumja y LesMHU HU Y AenoBMMa Huje buna npeasioxeHa 3a gobujarbe 6uio
Koje AMnjaome npema CTyAujCKUM NPOrpaMmmnma 4pYrmx BUCOKOLLKOICKMX YCTaHOBa,

® [a Cy pe3ynTat KOPEKTHO HaBeaEeEHN U

® [a HMCaM KpLUMO/Na ayTopcKa NpPaBa v KOPUCTUO MHTENEKTyasIHy CBOjUHY APYruX Anua.

MoTnuc poKTopaHaa

Y beorpagy,




Mpwunor 2.

M3jaBa 0 NICTOBETHOCTM LUTaMMaHe M eNIeKTPOHCKe Bep3uje [OKTOPCKOr
papa

Nme n npesnme aytopa __ JeneHa PoHyesuh

Bpoj nHaekca 63026/2017

Ctyamjckm nporpam buonoruvja heaunja u TkMBa

Hacnos paga __ Noavmopdursmmn y NpomoTopy reHa 3a MaTPUKCHY MeTasionpoTenHasy 9 1 craTyc
auermnaumie c-Jun Kao NOTeHUM|aHM NPOrHOCTUYKM MapKePW NanuaapHor TMPOWUAHOr KapLMHOMa KOA,
yoBeKa

MeHTODVI ap NnoHa hopuh, BULIW HAaYYHUM capaaHUK MHCUTYTa 33 NPUMEHY HYKJEapHe eHepruje

ap Mupena YKponuHa, BaHpeaHu npodecop bnonowkor dakynteta YHuBepsuTeTa y beorpaay

MoTnucaHun/a JeneHa B. PoHyeBuh

MU3jaB/byjem Aa je wTamnaHa Bep3uja MOr AOKTOPCKOr paja WUCTOBETHA e/IeKTPOHCKOj BEpP3nju Kojy cam
npeaao/na 3a objas/bMBarbe Ha Noptany AurutanHor penosutopujyma YHusepsuteta y beorpaay.

[o3Bo/baBam ga ce objaBe MOjU NIMYHM NoJauM Be3aHU 3a A0bUjarbe akaJeMCKor 3Bakba AOKTOpa HaykKa,
Kao LITO cy MMe U Npe3nme, rogmMHa 1 mecto pofherba 1 aaTym oabpaHe paaa.

OBW NIMYHM NoAaLM MOTy ce 06jaBUTM HAa MPEXKHUM CTPaHULUAMa AUruTaaHe 6ubIMoTeKe, y eNeKTPOHCKOM
KaTasnory uy nybavnkauunjama YHuBepsuteTa y beorpagy.

MNoTnuc gokTopaHaa

Y beorpagy,




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwherwy

Osnawhyjem YHuBep3auteTcky bubnunoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y [OUrutanHu penosutopujym
YHuBep3uTeTa y beorpasy yHece Mojy LIOKTOPCKY AMCePTaLLMjy NOL HAC/IOBOM

__Nonnmopdmramm y NpomoTopy reHa 3a MaTpUKCHY MeTanonpoTenHasy 9 1 cTatyc auetuaaumje c-Jun Kao
NoTeHUM|jaIHV NPOrHOCTUYKM MapKepW NanuaapHor TMPOUAHOT KapLUMHOMa KO, YOBEKA

KOja je Moje ayTOpCKOo aeno.

OvcepTaumjy ca cBMM npuao3vma npegao/na cam y enekTpoHcKom ¢opmaTty MorogHoOM 3a TpajHO
apxvBuparoe.

Mojy LOKTOPCKY aucepTaumjy noxpameHy y JurntanHm penosutopujym YHusepsuTeTa y beorpagy mory ga
KOpWUCTE CBM KOju NOLWTYjy oapendbe cagprkaHe y ogabpaHom Tuny amueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative
Commons) 3a Kojy cam ce ogayuno/na.

1. AytopcTBo

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLUMjANHO

[78)

. AyTopcTBO — HEKOMEpPUMjaHO — 6e3 npepage

IS

. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjAZIHO — Ae/INTU NOA UCTUM YCI0BMMA
5. AytopcTBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — A€AUTW NOA UCTUM YCIOBMMA

(Monumo pa 3aoKpyKuUTe camo jegHy o WecT noHyheHux AMueHUM, KpaTak onuc /IMUEeHUM AaT je Ha
nonehunHu nucra).

MoTnuc poKTOpaHAaa

Y beorpagy,

1. AyTtopcTBo - [J03BO/baBaTE YMHOXaBake, ANCTPUOYLNjY 1 jaBHO caonLiTaBare Aena, U Npepase, ako ce
HaBege MMme ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa WAW AaBaola JIMLEHLUE, YaK U Y KOMepuujanHe
cspxe. OBO je HajcnoboaHMja 04 CBUX INLLEHLIN.

2. AyTopcTBO — HeKomepLMjanHo. [lo3Bo/baBaTe YMHOMKaBakbe, AUCTPUBYLMjY M jaBHO CcaonLTaBarbe AENa,
M Npepage, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH og, cTpaHe ayTopa MAKM gasaoua AnueHue. OBa
MUEHLA He A03B0/baBa KoMepLuujanHy ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HeKkomepumjanHo — 6e3 npepage. [o3Bo/baBaTe YMHOMKaBakbe, AUCTPUMOYUM]Y U jaBHO
caonwTaBarbe aena, 6e3 npomeHa, npeobMKoBarba MK ynoTpebe gena y CBOM AENy, aKo Ce HaBeae nme



ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe ayTopa WAM gasaoua avueHue. OBa /MUeHUa He [03BO/baBa
KoMepLunjanHy ynotpeby aena. Y oaHOCY Ha CBe OCTajie INLEHLE, OBOM JIMLIEHLIOM Ce OorpaHu4YaBa Hajsehu
obum npaBa Kopuwhersa aena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuWjaIHO — [AennTtu noA MUCTUM ycnoBuma. [l03Bos/baBaTe YMHOMXaBahe,
AncTpubyumjy 1 jaBHO caonwiTaBamwe Aena, U npepaje, ako ce HaBeZe MMe ayTopa Ha HaumH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa UAW AaBaoLa MLEHLLE M aKo ce Npepasa AucTpnbynpa nos UCTOM UAN CAUYHOM JIULLEHLLOM.
OBa /iMueHLa He 103BO/baBa KOMepLMjanHy ynotpeby aena u npepasa.

5. Aytopcto — 6e3 npepage. [lo3Bo/baBaTe YyMHOXaBake, AUCTPUBYLM]Y U jaBHO caoniwTaBakbe aena, 6e3
npomeHa, npeobankoBarba MM yrnotpebe Aena y CBOM [e/ly, ako Ce HasBede MMme ayTopa Ha HauduH
oapeheH og cTpaHe ayTopa uauM AaBaoua AuueHue. OBa NULEHLA [03BO/baBa KOMepLMjaaHy ynoTpeby
nena.

6. AyTOpCTBO - AenuTn No4 UCTUM ycroBmuMa. [o3BorbaBate YMHOXaBawe, OUCTpUbyLmjy 1 jaBHO
caonwTaBake gena, u npepage, ako ce HaBege MMe aytopa Ha HauvMH ogpeneH o4 cTpaHe ayTopa
Unu gaeaola nuueHLEe U ako ce npepaja Anctpubympa nog UCToM Unum cnmyHom nuueHuom. Osa
nuueHua [[os3BorbaBa komepuujanHy ynotpeby gena un npepaga. CrnvyHa je copTBEepCKuM
nuueHuama, 04HOCHO NMueHLama OTBOPEHOr Koaa.
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