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Excnpecuja rena ABCB1 u rena peryjiaropa anonro3e kao (pakropa pe3ucTeHIHje Ha
XeMHUOTepanujy Koa 000J1eJ1MX 01 XpOHUYHE JUM(POUUTHE JieyKeMuje

PE3UME

XponuuHna impountHa aeykemuja (XJIJI) je manurao o60ospembe XeMaTOIOETCKOT TKUBA, KOje ce
MaHHu(ecTyje Kao Ki1oHcka excriansuja b mumoponura. XJLI ce kapakTepuiie n3y3eTHO
XETEePOreHUM KIMHUYKHM TOKOM M OJIFOBOPOM Ha TEpaIujy, y YeMy reéHeTUYKU mpodui
HanyjeHTa uMa yJory.

['maBHY npenpeky ycrnexy Tepanuju Koja ce KOPUCTH y Jieuehy KaHIepa je pe3UCTeHIHja Ha
nekoBe (enr. Multi Drug Resistance, MDR). Pe3ucreniiyja Ha iekoBe ce pa3IuiuTo
MaHH]ecTyje KO/ NalujeHaTa i TeHeTHUYKY je IeTepMUHNCaHa. J[Ba rllaBHAa MEXaHU3Ma
Y4ECTBY]Y Y PE3UCTCHIIM]H HA JICKOBE KOjU CE MIPUMEIbYjy Y JIedery KaHIlepa: OBUIIeHA
eKCITpecHja MPOTEeHNHA KOjH ¢y eIIyKCHE ITyMITe ¥ HE J03BOJbaBajy yia3ak jeka y hemujy
(TpancnopTHa, MyMITHA PE3UCTEHIIM]a), U MOBUIIIEHA AKTUBHOCT aHTUAIIONTOTCKOT CUCTEMa
(ammonToTCKA PE3UCTEHIIH]A).

OBo je mpBa cTyauja TeHETHYKUX MapKepa TPAaHCIIOPTHE M allONTOTCKE PE3UCTEHIIN]E Ha JICKOBE
y manmjenara ca XJIJI y Cpouju.

Ananuzupana je excrnpecuja ABCBL rena unju je npoaykT nporeuH henujcke MeMOpaHe Koju
ydaecTByje y edaykcy yiekoBa u3 henmja, kao u yruinaj nse Bapujante y ABCB1 reny (rs1045642,
c.3435C>Tu 1520132582, c. 2677G > T/A), Ha weroBy excupecujy. Ilopen Tora uzyuaBana je
u ekcrpecuja Bcl2 n Bax rena, koja Moxe /1a ykaxke Ha CTaTyc alonToTCKOr cucrema y henujama
nanujeHata obonenux ox XJIJI. Excnpecuja rena je u3yyaBaHa y MOHOHYKJIeapHUM henujama
nepudepue kpeu 46 XJIJI 6onecHuka u 53 3apaBe KOHTPOJIE METOJIOM PEeBEP3HE TPAHCKPUTIIH]E
U JIaH4YaHe peakiyje nmoaumepase y peasinom Bpemeny (QRT-PCR), 1ok je nerekiuja BapujanTu
y ABCB1 reny ypaljeHa MeTO/IOM JJaHYaHE peakivje TOJIMMEPa3e U IUTECTHjOM PECTPUKIIMOHUM
ersumoM (PCR-RFLP).

V Haloj cTyaMju HUje JeTEeKTOBAaHA CTaTUCTUYKY 3Ha4YajHa pa3jnKa y yuecTaJOCTH BapyjaHTHUX
anena 'y ABCB1 reny, ¢.3435C>T u ¢c.2677G > T/A, u3zmel)y 3apaBuX KOHTpOJIa U MalyjeHaTa
ca XJUJI. OBaj mojaTak yka3yje Ha TO Jia OBE T€HETHYKE BapHjaHTe HUCY (aKTOPU pU3UKa 32
obosbeBame o XJLI.

VY namoj rpynu XJIJI nanmjenara, 40% manujeHara je nmaino BUCOKy ekcripecrjy ABCBL rena,
KOja ce 3HauajHo pas3JIMKyje 0/l eKCIPECHje OBOT TeHa Koja je CJIMYHa HOBOY €KCIIpecHje KO
3npaBux KoHTpona. Moxe ce pehu na je y 40% XJIJI manujenara excripecuja ABCBL rena
MO3UTHBAH MapKep 3a MOTEHIIMjaHy 10jaBy pe3ucteHiyje Ha jekoBe (MDR). Hamu pesynratu
HUCY TToKa3anu acoryjanujy Bapujanta ABCB1 rena, ¢.3435C>T u ¢.2677G > T/A, autn
BapMjaHTHUX T€HOTUIIOBA, ca ekcrpecujom ABCBL rena, caimuHO MHOTHM CTy/HjaMa.
Pesynratn MoneKynapHO-TeHETHYKIX aHAJH3a Cy OMIIM KOPEJMCaH! ca OATOBOPOM Ha Tepamujy
y XJUI nanujenara. Mapkep Tepanujckor oAroBopa je 0Mo NocTU3ame KOMIUIETHE WK
napIyjagHe peMHCH]E.

[IpahemeM reHeTHUKUX MapKepe TPaHCIIOPTHE PE3UCTEHIIM]je Ha JIeKoBe y manujeHara ca XJ1JI,
YOYEHO je Ja je moBuIieH HuBoa excrpecrje ABCB1 rena craTHCTHYKY 3HaYajHO TTOBE3aH ca
NapLu1jaTHoOM, a He KOMIUIETHOM pemMucujoM. Harr pesynraTt roBopu y nIpujor Ja je eKcrupecuja
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ABCB1 rena noTeHUjaIHu MapKep TpaHCHOPTHE pesucteHnrje kox XJIJI manujenara je4eHux
FC npotokomom.

[TpahemeM reHeTHYKUX MapKepa alonTOTCKe PE3UCTECHIINjE Ha JIEKOBe y manujenarta ca XJ1JI,
yO4eHO je 1a je nmoBuiieHn Bcl2/Bax oqHOC cTaTHCTHYKHY 3HAYajHO TIOBE3aH Ca MapIidjaHoOM, a He
KOMILIETHOM pemucujoM. Hair pesynrat ropopu y npuiior j1a je Bcl2/Bax onnoc noreHujamHu
Mapkep anonTorcke pesucteHiuje ko XJIJI manujenara neuernx FC mpoTtokoaom.

OBa cTyauja TONPUHOCH 3HaY O 3Hauajy n3abpaHuX reHeTHYKUX MapKepa 3a OJroBop Ha
XEMHUOTEpaIHjy KoJ naiujenara ooonenux oa XJIJI v 3a uHAMBUIyau3aIijy Teparuje Ko/
OBMX 0OOJIECHMKA.

Kibyune peun: xponnuna nuMdonuTHa JieykeMuja, ekcripecuja rena, ABCB1, Bcl2, Bax,
PE3HCTEHIIM]a Ha XeMHOTEPAITH]y
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Expression of ABCB1 gene and apoptotic regulatory genes as markers of multidrug
resistance developed to chemotherapy used for the treatment of chronic lymphocytic
leukemia

ABSTRACT

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a hematologicam malignancy which manifests as
monoclonal expansion of B lymphocytes. CLL is characterized by extremely variable clinical
presentation, with different therapy requirements and overall survival. Genetic profile of a
patient can be used as a predictor of the course of the diseases and therapeutic response.

A major impediment to the success of human cancer therapy is the development of cancer
variants exhibiting multidrug resistance (MDR). MDR is characterized with various
manifestations and it is associated with individual genetic profile of a patient. Two most
important mechanisms contribute to MDR, including the overexpression of drug efflux pumps
(transport, pump resistance) and the upregulation of cellular antiapoptotic defense systems
(apoptotic resistance).

This is the first study of genetic markers of transport and apoptotic MDR in CLL patients in
Serbia.

Expression of ABCB1 gene, coding for a cell membrane protein which mediates the efflux of
drugs, as well as the effect of two ABCB1 gene variants (rs1045642, ¢.3435C > T and
1s20132582, c. 2677G > T/A) on its expression were analyzed. Furthermore, expression of Bcl2
and Bax genes, regulators of apoptosis in CLL cells, was studied. Gene expression was analyzed
in perypheral blood mononuclear cells of 46 CLL patients and 53 controls, using qRT-PCR
(Real-time PCR), while detection of ABCB1 gene variants was performed using PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction- Restriction Fragment Length Polymorphism) methodology.
Frequency of ABCB1 variant allelles, ¢.3435C > T and ¢.2677G > T/A, did not show statistically
significant difference between CLL patients and healthy controls. This finding suggests that
analyzed variants are not risk factors for CLL.

When compared to healthy controls, ABCB1 gene overexpression was detected in 40% of CLL
patients. Consequently, expression of ABCB1 gene could be considered a positive marker of
potential development of MDR in 40% of CLL patients. Similar to many other studies, our
findings did not reveal the association of either ABCB1 gene variants, ¢.3435C>Tu

¢.2677G >T/A, or variant genotypes, with ABCB1 gene expression.

The results of molecular genetic analysis were correlated with therapy response of CLL patients.
Achieving a complete or a partial remission was chosen to be a therapy response marker.
Analysis of genetic markers of transport MRD in CLL patients revealed that elevated level of
ABCB1gene expression was associated with partial, but not with complete remission. Our finding
suggests that ABCB1gene expression could be considered as a potential marker of transport
MDR in CLL patients treated with FC protocol.

Analysis of genetic markers of apoptotic MRD in CLL patients revealed that elevated level of
Bcl2/Bax ratio was associated with partial, but not with complete remission. Our finding suggests
that Bcl2/Bax ratio could be considered as a potential marker of apoptotic MDR in CLL patients
treated with FC protocol.
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This study contributes to knowledge on importance of analyzed genetic markers for
chemotherapy response in CLL patients and for individualization of therapy for these patients.
Key words: chronic lymphocytic leukemia, gene expression, ABCB1, Bcl2, Bax, multidrug
resistence
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1. YBOJ

XPOHUYHA JIMMOOLIMTHA JIEYKEMMIJA (XJLJI)

Xponuuna numdoruTHa Jeykemuja (XJIJI) je MaaurHo o00J/bEHE XEeMaTOMOETCKOT
TKHBa, KOje ce MaHHdecTyje Kao KIOHCKa ekcman3uja 3penux CDS5, CD19, CD23, sigM B
TUMQOIUTA, IITO TOBOAM J0 HHHXOBE aKyMyjaldje y KpPBH, KOCTHOj CpXH U TepupepHUM
TUM(HUM OpTaHUMA.

XJUI je Hajpehe npucytHa y A3ujcKuM 3emibaMma, cBera 3% CBHUX JMjarHOCTUKOBAHUX
JeyKeMHja, a Haj3acTyIJbeHHuja je y 3eMibaM EBpone u CeBepHe AMepuKke, rie mpencraBiba 20-
30% cBUX OMjarHOCTUKOBaHUX Jeykemuja amyirhe moou (http://seer.cancer.gov; Tamura et al.
2001).

XJUT je GomecT koja je yemrha KOJ MyIIKapala HEro KOJ )KeHa, a MeIdjaHa CTapoCHE

100U TIpH TTOCTaBJbamy AujarHose je mamehy 65-70 rogune crapoctu. Jeqna tpehnna nanujeHara
miaha je oxg 60 roguaa (Rozman and Montserrat 1995).

Etnonormja XJIJI jomr yBek HHUje TMo3HaTa. ['€HW OATOBOPHM 3a HACJIEIHY
npenucnosuyjy XJUJI Hucy uneHTHdUKOBaHU, alH je YOUEHO MPHUCYCTBO OOJECTH KOJ BHILE
YJIaHOBA jeJHE MOPOJAMIE, IITO YyKa3yje Ha MOryhy ylory TeHeTHUKux (akropa y HACTaHKY
oonectu (Yuille et al. 2000; Crowther-Swaneapoel and Houlston 2009).

XJUJI ce kapakTepHIlle M3y3€THO XETEPOT€HUM KIMHUYKUM TOKOM M mporHo3oMm. Kon
jeqHe Tpyme rmanujeHata OOJIeCT c€ KapaKTepulle HWHAOJEHTHUM TOKOM, HPUCYTHH CYy
MUHMMAQJIHA CHUMITOMH OOJIECTH WJIM HUX YOIIITE HEMa, Jieuemhe OOMYHO HHje TOTpeOHOo, a
MPEeXUBIJbABAhE OBUX TAIlMj€HAaTa j€ HAJIMK 3paBuUM KoHTposiama. Koj napyre rpyre mamujeHara,
0oJiecT ce KapaKkTepulle arpeCMBHUM TOKOM O0JIeCTH, y3 Op30 NPHCYCTBO HEHE Iporpecuje,
JIeYeHhe j€ HEONMXOJHO YeCcTO OJMaxX IO IMOCTaB/babkby JAMjarHO3e, a IPEeKUBIbABAHE OBUX
nanujeHata je 3HatHO Kpahe. Kom 50% mammjenata Oosiect Hampenyje usmel)y oBe nBe
KpPajHOCTH.

IIporuosa GonecTu ce MmocTaBjba Ha OCHOBY CTaJjyMa KOjU Cy Je(UHUCAHU Ha OCHOBY
KIMHUYKUX KapakTepucTuka. [loctoje ABa ocHOBHA cTanujyma Koja ¢y y ynorpebu, mpema Raiju
(Rai et al. 1975) u mpema Bineu (Binet et al. 1981).

OBu cucremu manujente kinacudukyjy y cragujyme Huckor (Rai 0, Bine A), cpenmer

(Rai I/I1, Bine B) wu Bucokor pusuka (Rai III/IV, Bine C).

Crtp. 8



Kcenuja Byuuhesuh JIoKTOpCKa Iucepraiuja 2017.

3a CBakM CTaaMjyM pHU3UKa TIOMEHYTHX KiIacuukamnuja, Jgare Ccy KIAHAYKE
kapaktepuctuke 6onectu (Mihaljevic i dr. 2011).

Binet knacudukanuja:

- A cramujym, moctojame Mame O] TpH moiapydja yBehanux nmumdrHHX kimes3nu, 6e3
aHeMH]je U TPOMOOIIUTOTICHU]E

- B cramujym, moctojame Tpu M Bulle noapyurja yBehanmx nmumdHHX kie3au, 0e3
aHeMHje ¥ TPOMOOIUTOIICHH]E

- C craamjyMm, nocrojame anemuje Hg<100 g/L win tpomGoruronennja Tr<100x 10%/L,

0e3 003upa Ha IUMOJICHOIIATH]Y

Rai ximacudukanmja:

- 0 crammjym, mocTojame TuMdoLHTo3a y epudeproj kpr >15x10%/L

- Icragujym (0 cranujym + numdoaeHomnaTuja)

- 1I cragujym (0 cragujym, mocrojame yBehane jerpe W/uWiu cie3uHe, ca MPUCYTHOM
WM HE JTUMQOICHOIIATH]OM)

- I cragmjym (0 cramujym, nmpucytHa anemuja Hg<100 g/L, ca mpucyTHOM WU HE
OpraHOMETrajujoM U JUMQOICHOTATH]OM )

- IV cragmjym (0 cragujym, mnpucyTHa TPOMOOLUTONCHH]jA Tr<100x10%L, ca

NPUCYTHOM WJIM HE opraHomeranujom u iumdozaenonarujom) (Mihaljevic i dr. 2011).

Kox roroBo 80% XJIJI maumjenara, OojecT ce AMjarHOCTUKYjE€ YIpPaBO Yy paHUM
cTanujymmuma oonectu. Melyyrum, ocCHOBHM MpoOJIeM OBHX CUCTEMA jecTe Taj, LITO C€ HA OCHOBY
BUX HE MOXKE IMPEJBUIECTU MPOrPECUBHH TOK OOJECTH y CTaJWjyMHMa HHMCKOI PHU3HUKa, Ma Cy
OpojHa HUCTpaXMBamba yCMEPEHa y MPOHANTAXKEHY WHOBATUBHUX MPOTHOCTUYKUX U OMOJOMIKMX
dbaxropa, koju 6u omoryhunu 60spy Kiacudukanujy nanujerara (Byrd et al. 2004).

Hujarnoza XJIJI ce moctaB/ba Ha OCHOBY HHU3a MapameTrapa. ¥ KpBHO] CIUIIA JOMHUHHUPA
o0poj B mumdonura Behu oxn 5x10%1 y nepudepHOo] KpBU y MEPUOAY O] HajMame 3 Mecella.
[TocToje BUCOKOCTIELIMjAIN30BaHEe METO/Ie KojuMa ce ozpelhyje Tun noBumeHux aumdorura. Ha
OCHOBY MapKepa, IocTaBJba ce JujarHosa JumdornponrdepatuBHOr 000JbeHha YHjU CKOp YKasyje
Ha aujarHoctukoBamke XJIJI (y mpumor 6onectu ume ckop 4 ogHocHo 5). On AMjarHOCTUYKOT
3Hauaja jecte PTI mnyha, ynTpasByk cromaka, KOMIjyrepu3oBaHa ToMorpaduja, MyHKIHja U

6uorncuja kocHe cpxu. [IpucyTHH HuTOreHeTHUKH nopemehaju uay y npuior 0ojaecTu, moceOHO
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dell7p, dell1q. O6aBe3no je oapehuBame Binet wim Rai ctagmjyma Gomectu, oa Kora 3aBUCH
nasbe npaheme, KOHTPOoJIa U JieueHmhe OOJIECTH.

IMopen cramujyma Gonectd, 3a Jajbe JICUCHE BaXKHO j€ ONIITE CTamkbe OOJCCHHKA M
MPUCYCTBO KOMOPOUIUTETA.

Penosue xonTpose 3axteBa Binet cramujym A u B, ogHocHo Rai cramujym 0, I, 11 6e3
cumrnroma. Jleueme 3axTeBa y3HampeaoBaia 0oiecT, MTo noapazymeBa Binet ctanujym A u B,
Rai cragujym 0, I, I ca cumnromuma, Binet C, Rai III-1V.

Jleuewe XJIJI Bpmm ce mo oxromapajyhum mpoTokosimMma Tepamnuja, npuxBaheHHUM of
crpaie C30, matum y BOAMYY 3a JUjarHOCTUKOBAEkEC U Jicuewhe TUMQonponndepaTtnBHIX
6onectu (Mihaljevic i dr. 2011).

[IpoTokoinu cy:

- FC nportoxoa

Fludarabin 25 mg/m2 u.B ynepuoay 1-3 mana

Ciklofosfamid 250 mg/m2 u.B ynepuonay 1-3 nana

[Mukiyc ce moHaBJba Ha 4-6 HeleIba, 10 YKYITHO 6 IUKITyca XeMUOTEpaInuje.
- Kladribin monoTepanuja

Kladribin 0,1 mg/kg/tt c.K ymepuony 1-5 nana

[Mukiyc ce nmoHaBska Ha 4 HezeIbe, 10 YKYITHO 3-6 IUKIIyca XeMUOTEepaIlyje.
- Alemtuzumab moHoTepanuja

Alemtuzumab 30 mg U.B Y IIEPHOIY OJ1 3 Helebe

HyxuHa npumene je 12 Heznesba.
- Hlorambucil monoTepanmuja

IIpuMemyjy ce BHCOKE J03¢, MHTEPMHUTEHTHO cBakor Mecera, 10 mg/m® x 6 mana

Maje /103, KOHTHHYUpaHo 4-6 mg JHEBHO.

VY 3aBUCHOCTM OJ cCTaaujyma OoOlecTd, MOCTOjU MpPUMEHA TMpBE W JAPYyre JIHHH]E
Tepanuje.
[IpBa nuHyja:

- kon OojecHHMKa y aA00pom ommteMm cramy u 0e3 komopounurera: FC (Fludarabin,

Ciklofosfamid)

- Koz 6onecHuka ca komopouaurerom: Hlorambucil, FC y penykoBanum nozama

Crp. 10



Kcenuja Byuuhesuh

JIoKTOpCKa Iucepraiuja

2017.

- kop 6onecHuka ca dell7p, pa3MOTpUTH BUCOKOIO3HY TE€PAITH]y

Jpyra nuH#ja:

- YKOIHKO je penarc 12 mecenmu moOcCie XEMHUOTEpamwuje, PasMOTPUTH IOHABIHAHE

Tepanuje MpBe JIUHHUje

- YKOJIMKO j€ peJiaric HacTYyIHO paHHWje WM HeMa OJIF0BOpa Ha Tepamnujy MpBe JUHH]E,

npuMemyje ce cienehe:

e mpotokoxa ca Alemtuzumabom

o FC IMPOTOKOJI KO OoyiecHHKa ca HCAZICKBAaTHUM OJAIrOBOPOM Ha aJ'IKI/IJ'II/IH_the

arcHce

® BHUCOKC J103€ KOPTUKOCTCPOUIa

® BHCOKOAO3HAa XCMI/IOTepaHI/Ija

TokoMm neuema XJIJI, Mmoxe ce mocTuhu KOMIUIETHA PEMHCH]a, TIapIHjaliHa PEMHUCH]a,

nporpecuja 6osiectu u cTabmiIHO crambe (Mihaljevic i dr. 2011).

Kommuterna pemucuja

[NapumjanHa pemucuja

[Tporpecuja 6onectu

CTaOWiIHO CcTame

-HOpMaJaH (HU3UKATHH Haa3
-0JICYCTBO CHMITTOMa 0OJIECTH
-mamorra < 4,0x10°/L
-neyrpoduma > 1,5x10%/L
-TpomGormTH > 100x10%/L

-xemoriobun > 11 g/L

->50% cmamema Opoja muMdonuTa
->50% 6poja mumdoaeHonaTuje
->50%perpecuje
XenaTo/CIJICHOMETaJIHj e

-TIPUCYCTBO > 1 KpUTEepHjyMa:

-weyrpodmmn > 1,5x10%L  wm
nosehame >50%
-tpomOomuta > 100x1 0%L wmm

noBehame mpexo 50%
-xemorno6us > 11g/L wnu nosehawe

mpexo 50%

->50% noBehama HajMame 2
mimpHe kme3ge  Ha o 2
y3acToIHa Iperiesia

-HoBa yBehama JHMQHHX
Kiesna

->50%nmnoBehama
XeTaTo/CIJICHOMET anje
->50% mopacta mumMdormTa
-Tparchopmanmja y Richter-

oB cuHpom unu [JIJT

CBE APYTO

Ta6ena 1.0. Cumnromn KiIacuUKaIMje MaldjeHaTta y CTaaujyMe MpPOTPECUBHOT WIIH

CTaOWJIHOT TOKA OOJIECTH.

BUIIECTPYKA PE3UCTEHIIMJA OPTAHU3MA HA JIEKOBE
(MDR-Multidrug resistence)

Hajseha nmpenpeka ycrexy Jieyema MaJTUTHUX OOJIECTH j€ TOCTOjame BapHjaHTH OoJecTH

KOj€ MCII0JbaBajy PE3UCTEHLIN]Y Ha XemuoTepanujy (eHr. multidrug resistance, MDR) [Laage, H.,
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2008]. MDR uma BakHy yJIOry y WHHIIHjAIldjH TYMOPa M HErOBOj MPOrpecuju Kpo3 moBehany
nposidepannjy 1 MHXUOUIIH]Y aronTo3e.
henujcku MexaHu3MU 3a Koje 3HaMO Ja uMajy BaxkHy yiory y MDR cy:

1. TtpancmopTHa (ITyMITHA) PE3UCTEHIM]ja — IPOMEHE Y YJIacKy Jieka Wiu e(IyKCy JeKa Kpo3
MemOpany Tymopcke henuje (II-rmmkomporenn, enr. multidrug resistance (MDR)1 P-
glycoprotein transporter), wid mpoMeHe y TPaHCIOPTY JpKa u3Mel)y HnuToruiasme u
Hykieyca (nmporeunun LRP/VAULT)

2. Merta0onuyKa pE3UCTEHIMja — NPOMEHE Yy AaKTUBAIMjUH WIM WHAKTHBALMjU JIEKOBA
yHyTpa Tymopcke henuje (rmyraruon — C Tpancdepase)

3. pe3ucTeHIHja y3pOKOBaHA U3MEHCHUM TapreToM JieKa — IPOMEHE Y IPOTEHHUMA ITPEKO
KOjux Jek nenyje. [I[poMene Mory OMTH y KOJTUYMHH MIPOTEUHA YHYyTap TyMopcke hemuje
NPEeKO KOjUX JIeK OCTBapyje CBOje EjCCTBO, WM Yy HHHMXOBOM a(UHHUTETY 3a JIeK
(Tormonzomepase)

4. pesucrenuuja y3pokoBana JIHK pemapanujom — mnpomuene y mnponecuma JHK
penapanuje (reHu OArOBOPHHU 3a ,,mismatch® pemapanujy, kao mto je Msh2)

5. amonToTCcKa pEe3UCTEHIMja — MPOMEHE y CIIOCOOHOCTH TyMOpcke henmuje ma octBapu
oOpaszanr  mporpamupaHe henujcke CMPTH  WIM  TPOMEHE Yy  aloONTOTCKUM

curHaaauMmyTeBuma (bcl2, p53).

Tymopcke henmje Ha OBaj HAUYMH TOCTAJy CIOCOOHE Ja pa3BH]y CENEKTHBHY MPETHOCT Y
MIpeKMBJbaBaky, Memajyhu henujcke nmyrese u npeasuiazehu HUTOTOKCUYHH €eKaT JIEKOBa Ha
JEIHOM WJIM BUILIE HaBeJIeHUX HUBOA. Pa3yMeBame THX MeXxaHM3aMa OyaM Hajdy /1a ce Teparnujcke
CTpaTervje MOry pas3BHjaTH y MpaBlly MpPeBa3HIaKeHma PE3UCTEHIMje HAa XeMUOTepanujy KoJ

nanujerara (D.M. Bradshaw et al. 1998).

TpancnopTHa pe3ucTeHLIM]ja Ha JIekoBe — BapujanTe y reny ABCB1
Paznuuutn mexanusmu najy mompuHoc MDR, ykipydyjyhu moBuiieHy eKcmpecHjy
MpOTEeHHA KOjU Cy e(IyKCHE MyMIle W HE J03BOJhaBajy yJa3ak Jeka y hemujy (TpaHCIOpTHA,
MyMITHA PE3UCTEHIIMja) W TOBUIIEHA AKTUBHOCT AHTHAMONTOTCKOT cHcTeMa (almomTOTCKa

pesucrenimja) [Wang, X., et al. 2007]. Il-rmukompotenH (eHr. P-gp; KomupaH TeHOM
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MDR1/ABCB1l), u apyru NPOTECHHH acCOIMpPAaHH Ca PE3UCTCHIHMJOM Ha TEparujy, Mpunanajy
cynepdamunuju nporenHa koju Besyjy ATP (enr. ATP-binding cassette, ABC). II —
TJIMKOTIPOTEMH C€ CMaTpa MYJITUPE3UCTEHTHOM ITyMIIOM 3a BEIHKH Opoj CTPYKTYpHO
pa3nuuuTUX JIekoBa. lberopa excripecuja je u3paxkeHa y enuKaJIHUM MeMOpaHaMa I[peBa, jeTpe u
OyOpera, e aoia3u 10 eTuMHHanUje win arncopmuuje jgeka (Thiebaut, F., et al. 1987; Cordon-
Cardo, Cet al. 1989). OBaj mporeuH TpaHcmopTep (OArOBOpaH 3a IYMIIHY PE3HCTCHIIH]Y)
YUYECTBYjYy Y e(hIyKCy JIEKOBa, K0 IITO CYC aHTPALMKINHH, JOKCOPYOUIIH U ¢urynapabuH, KOju
ce KOpHCTe Yy Jieuely KaHlepa Aojke, oBapujyma u neykemuja ( Saher, K., et al. 2012).
O®nynapaabuH TpeacTaBba jelaH O] HAjBAXHHUJUX JIEKOBA KOJU ce€ KOPHUCTH Yy jeuewny XJLJI
[Bosch, F., et al 2008].

[IperxomHa ucTpaxkuBama Cy mokasana noBumieHy ekcrnpecujy ABCB1 rena y mamujenara ca
aKyTHOM JICYKEMHjOM U XPOHWYHUM MHjenornpoindeparuBauM Oosectuma [Sviranovski, A., et
al. 2009]. IlokazaHo je na Bapujante (eHr. single nucleotide polymorphisms, SNP) y ABCB1
TeHy MOTy Ja JOBeldy A0 MPOMEHE y E€KCIPECHjH OBOI I'eHa, IITO YTHYe Ha MOAYNALU]Yy Y
OJIFOBOPY HA JICKOBE M KIIMHUYKM TOK XEMaTOJIOMKHX Manurautera [Maroofi, F.,2015]. SNPs y
ABCBlreny moxe na ytude Ha ¢apMakOKHHETHKY cyrcrpaTta [I-rmukomporenna. Hajooswe
uzyuene Bapujante y ABCB1 reny kao ¢apMakoreHETHUKH MapKepu YKIbYUEHHU Y PE3UCTEHIH]Y
Ha Xxemuortepanujy cy: rs1045642 - 3435C>T, llel145lle u 1s20132582 - 2677G>T/A,
Ala893Ser/Thr).

Hofftmeyer et al. mokazanu cy mocrtojame Bapujante, noaumopdusma y Hykiaeotuay 3455, y
er3oHy 26 ABCBI1 rena, koju kopenupa ca ABCB1 ekcmpecujoM y XymMaHOM JyOACHYMY U
IUIa3Ma KOHLEHTpAIMju HAaKOH MpHUMEHE JAMIOKCHHA, TUMMYHOr cymncrpata ll-rmukonmporenHa
[Hoffmeyer, S., 2000]. Xomo3urorau nocuoru Bapujante ABCBL c. 3455C>T, umajy 3HauajHO
cMameHy ekcripecHjy [I-TaukonpoTenHa y Ayo/leHyMy Kao M U3pa3uTo BUCOK HUBO JUTOKCHHA ty
wia3mMu. Hekonuko ctyauja roBopH je y npuiior nosehane nia3zma KoHLEHTpanuje cyncrpara I1-
TJIMKOMIPOTEnHA, KoJ cy0jekara ca 3455C anenckom BapHjaHTOM, Y oaHOCY Ha 3455T anenckom
BapHjaHTOM, aJIM JIpyre CTyAHje Cy uMaje KoHTpaaukTtoopHe pesynrare [Hoffmeyer, S., 2000].
MebhyTtum, MonekapHu MexaHu3aM KojuM BapujanTa c. 3455C>T, mema excripecujy ABCBlrena
JOIII YBEK Cy HEMO3HATH.

Jlpyra 3HauajHa Bapujanta y xymanom ABCBL1 reny je c. 2677 G>T/A (Tanabe, M., et al. 2001).
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Kioka et al. cy mokaszanu na 2677G>T cymncTuTynmja pe3yiaTHpa CMambeHOM HHTpPAIETyIapHOM
aKyMyJlaldjoM HeKoJuKo cymcrtparta II-rmmkomnporenna y XJIJI henmjama (Kioka, N., et al.
1989).

[TokasaHo je ma cy Bapujante Ha no3unujama 2677 u 3435 y ABCBL reny yapyxeHe KO/ BUIIE
ox 90% ucnuranuka y KaBkasy u Jamany (Kim, B., et al. 2001;Tanabe, M., et al. 2001).

AIIOIITO3A ¥V XPOHUYHOJ JINMMOPOLUTHOJ JIEYKEMHNIN

XpoHnuHa JuMQOUUTHA JIEyKeMHja CE€ CMaTpa TUIHUYHUM TNPUMEPOM MAIUTHHUTETA
y3pokoBanuM nopemehajuma y nporiecy amonrose. [upkynumryhu XJIJI b umdonutu ce Hamaze
y GO/G1 ¢a3u henujckor nukiayca u BUXOBA IOCTENEHA aKyMyJalMja y KpBH, KOCTHO] CPXKHU U
CeKyHIapHUM JIMM(QOUIHUM OpraHMMa, Koja ce JeliaBa TOKOM OOJIeCTH, TNpHUIKCAaHA je
NpUMapHO HBHXO0BO] COCOOHOCTH ja u3derny amonto3y (Messmer et al. 2005; Defoiche et al.
2008).

Mexanuzam KojuM Ou ce o0jacHIIIa OBa pe3UCTEHIIM]a joll yBeK je Hero3Hat. Kontpona
anonto3e y XJIJI henujama je kommiekcaH Npolec Koju je pe3ynraT KOMOMHOBAHOT JIejCTBA JIBE
KOMIIOHEHTE: CHTHajga Koju henuje npumajy W3 MUKPOCPEAMHE U TEHETUYKUX W/WIH
eMUTeHETHYKNX TPOMEHA aroNTOTCKE MAalIMHEpHje y CaMHM JIeyKeMHYHUM b mmmdonntima.
O6e xommoHeHTe cy Bpjo xereporene mely mamujentuma (Collins et al. 1989; Ghia and
Caligaris-Cappio 2000).

Kon XJIJI mamujenara cy JeTEeKTOBaHE OpOjHE TeHETUYKEe MpOMEHEe M aldepaHTHE
eKcrpecrje OpOJHUX MPOTEHHA peryjaaTopa amomnTo3e, KOju Cy YKJbYYEHU Yy CHOJbAllllbH U
YHYTpallllbil MyT OBE aKTHBalgje. 300 IEHTpajiHe yJore y MpolLecHuMa peryjaluje anornTose,
TeHETUYKHUX MpPOMEeHa M a0epaHTHUX eKcipecuja OpojHuX uinaHoBa Bel2 ¢gammnmje mpotenHa,

Bcl2 ¢pamunuja nporenHa npuBykia je Hajsehu naxxmwy y uzydaBamy anonrose y XJIJL.
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Bcel2 ¥V XPOHMYHOJ JIMM®OLMTHOJ JIEYKEMUIN

Bcl2 ("B-cell CLL/lymphoma 2”) mpoTeuH je TUOHMYaH aHTH-alONTOTCKH 4iaH Bcl2

¢damunyje. Exkcripumupa ce y MHOrEM TunioBuMa henuja, ykipydyjyhu b u T mumdornmre. Bel2 je
KOJIMpaH TEHOM KOjU je JolHMpaH Ha xpomo3zomy 18q21.3 u cacroju ce onx 3 ersoHa;
aITepHATUBHUM CIUIaJCHHTOM HacTajy aBa Tpanckpunta Bcl2a 1 Bel2P (Tsujimoto and Croce
1986).
Jleykemnunu b mumdonutn Behune XJIJI nammjenarta (mpeko 80%) eKcnpuMupajy BUCOK HUBO
Bcl2. Excrnipecuja je oomuno Beha y HopmaiauM b henmjama, na yak u y henmujama koje caapike
t(14;18) tpancnokanujy. Cmarpa ce aa je 3a mpekoMmepHy ekcmpecujy Bcl2 onrosopna
XHUIIEpMETHIIAlja FHErOBOT MPOMOTOPCKOT PETHOHA, NETEKTOBaHA KoJa BehwHe mamujeHaTta
[Hanada et al. 1993].

[ToBehan HuBOo Bcl2, je y HekuM cTyaMmjama J1ao jacHY acolfjalfjy ca HETMOBOJbHUM
MPOTHOCTUYKUM KIMHUYKUM (PakTOpuMa, KaCHUjUM CTaAujyMuUMa OONECTH, PE3UCTEHIIUjOM Ha
xeMuoTepanujy u kpahum npexusibaBatbeM XJIJI manujenara (Robertson et al. 1996; Faderl et
al. 2002).

V apyrum crynujama, Bcel2 excrpecuja Huje mokasana nporoctuuku 3Hadaj (Pepper et
al. 1996; Aguilar-Santelises et al. 1996; Pepper et al. 1997; Molica et al. 1998). Umnak,
3ajeIHMYKO CBMM OBUM CTyaujama jecte mnoBehana excrpecuja Bcl2, xereporeHocT HHBOA

excrpecuje Bel2 melyy manmjenTrMa u npekianame ca 3[paBUM KOHTpoJiama.

Bax ¥V XPOHMUYHOJ JIMM®OLIUTHOJ JIEYKEMUIN

Bax mporeun ("Bcl2-associated X protein”) je TunuuaH npo-anonToTCKu uiaH Bcel2
¢damunuje. Excripumupa ce y mMHoruMm TumnoBuma hemnuja, ykmyuyjyhu T u b mumdonure.
Komupan je reHOM KOjH je Jiorupan Ha Xxpomozomy 19013.3-q13.4 u cactoju ce o1 6 er30Ha KOju
cy audepeHnujaHo excnpumupanu y pasanuutiM TkuBuMma (Oltvai et al. 1993; Apte et al.
1995; Zhou et al. 1998; Shi et al. 1999; Schmitt et al. 2004; Cartron et al. 2002).

Kao u y cnyuajy Bcl2, excnipecuja Bax Huje moka3ajia KOH3MCTEHTHY acoljalujy ca

KIMHAYKUM Kapaktepuctukama XJIJI. ¥V Hekum crTyamjama je neTeKTOBaHA acoldjaiuja
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MOBMIIICHOT HMBOA Bax ca MHIOJIEHTHUM TOKOM 0OJIECTH WIIM OATrOBOpOM Ha Tepanujy (Aguilar-
Santelises et al. 1996; Molica et al. 1998; Pepper et al. 1996). YV apyrum cryamjama TO HHje

noTBpheHo, a HUje MmoKa3aHa HU acolyjallja ca KIMHUYKUM [apaMeTphMa.

Bcl2/Bax OJHOC

PenatuBHU OfHOC ecripecuje W/WIM aKTUBHOCTH Pa3IMYUTHUX aHTU- M MPO-alONTOTCKUX
yranoBa Bcl2 damwmmmje je kbyuHa nerepmuHaHTa criocoOHoctd henmja ga yhe y mpormec
aronTo3e. Y CKJIaJy ca TUM CXBaTameM M uMajyhu y Buay QyHKIMOHATIHM aHTarHu3aMm Bcl2 u
Bax, nmpernocraBspa ce Ja je BUXOB PEIaTUBHU OJHOC, IPe HEr0 MHIMBHIyaJHa €KCIpecHja,
3HaYajHa 3a u3beraBame anomnrtose o crpane XJIJI b mumdorura (Pepper et al. 1997; Saxena et
al. 2004).

[ToBumen Bcel2/Bax onnoc xox XJIJI manujenata je JEeTEKTOBaH y MHOTHM CTyJujama,
MaKO j€ TMOKa3ao 3HAaTHY XeTeporeHocT Mely mamujeHTMMa M TpeKianame ca 3ApaBUM
koHTponama. [loBumen Bcl2/Bax omHoc je mokas3ao acomujammjy ca MNPOTPECHBHHM TOKOM
Oomectd W pe3ucTeHIjoM Ha xemuorepanujy (Aguilar-Santelises et al. 1996; Molica et al.
1998). Mehyrum, y Hekum cryaujamMa Bcel2/Bax ofHoc, HHje KOpenMpao ca HEMOBOJBHUM
MPOTHOCTHYKUM NapaMeTpuma, u3y3eB xemuorepanuje(Kitada et al. 1998).

JlerexToBaHa je kopenarja noBehanor HuBoa Bcl2 ca mosehanom excmpecujom Bax
(Faderl et al. 2002).

HcTtpaxuBama cy MoKasajla Ja CUMYJITaHO CHIDKeme ekcmpecuje Bcel2 u Bax je
pamMoHaiiHa CTpaTerdja 3a MMIUIEMEHTANNjy aHTH-KaHuep Tepamuje. [lopex Tora, mocamamima
UCTpaXMBama Cy Cyrepucaia Jia MOCTOjU ToBe3aHocT u3Mel)y abepantHe excnpecuje ABCB1
reHa W peryianuje armonrtose npeko Bel2 u Bax nporenna (Wang, D., et al. 1997).

MCBYTI/IM, MEXaHHu3aM KOjI/I JIC’KU Y OCHOBHU OBUX IMOBC3aHOCTHU HI/Ije IIO3HAaT.
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2. INJLEBHU PAJIA

IN/BEBH

[{uss oBe cTyaMje je Ja aHATM3Upa YTULAj GapMaKOTEHETHYKUX MapKepa YKIbYYCHUX Y
pesucTeHMjy Ha Xxemuorepanujy (ekcrnpecuja ABCB1 rena u monmumopduszam 1Be BapujaHTe y
ABCB1 reny (rs1045642 - 3435C>T, Ilel145lle wu rs20132582 - 2677G>T/A,
Ala893Ser/Thr), kao n excnpecuja Bcl2 u Bax rena) Ha Tepanujcku oAroBop KoJ IalujeHara

000JIeNnX 0/1 XpOHUYHE JIMM(POLUTHE JICYKEMU]E .
Crnenu(puyHu HN/bEBH

1. VrBpautu ydecramoct BapujantH y ABCB1 remy (rs1045642 u  rs20132582) xon
nanujenarta ooomnenux ox XJIJI u 31paBux KOHTpOIA

2. YtBpmutu HEBO ekcripecuje ABCB1 rena xon mamujenara obonenux on XJUJI u 3npaBux
KOHTpoOJIa

3. HUcnuraru na nu noctoju yrunaj Bapujantu y ABCB1 reny (rs1045642 u rs20132582) Ha
excrpecrjy ABCB1 rena kox nanmjenata odonenux ox XJUJI u 3mpaBux KoHTpoIa

4. YTBpmuTH &a 1M 1ocToju Kopenanuja m3mely HuBoa ekcrpecuje ABCB1 rena u HuBoa
ekcrpecuje Bcl2 u Bax rena kox nanujenara odosnenux o XJIJI

5. YTBpauTH Aa aM MocToju Kopenauuja nzmel)y Husoa excpecuje ABCB1 rena u oarosopa
Ha Tepanujy (IMOCTHU3alke KOMIUIETHE WM MaplHjajHe pPEeMHCHje) KOJ MalfjeHara
obonenux ox XJII .

6. YTBpauTH na M MOCTOjU Kopenauuja u3Mel)y HUBoa ekcrpecuje Bcl2 u Bax reHa u
OJroBopa Ha Tepanujy (MOCTU3ambe KOMIUICTHE WM TMaplujaiHe pPEeMHUCH]e) KO
nanujerara odonenux ox XJUJI .

7. YTBpOUTH Ja M TOCTOjU IMOBe3aHOCT m3Mel)y aOepanTHe ekcrpecuje ABCBL rena,
perymamyje amonrto3e npeko Bcl2 m Bax rena m oaroBopa Ha Tepamujy (IIOCTH3ame

KOMILIETHE WJIM TaplyjajiHe peMHcHje) Ko nanujerara odbonenux ox XJIJI .
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3. MATEPUJAJI U METOJE

IMAIIMJEHTH

VY crynujy ananuze DNK u RNK Mapkepa kao ¢akTopa pe3ucTeHIdje Ha XeMHUOTEpaIinjy
kox nanujenata ca HLL yksbydeno je 46 nanujenara jeueHux Ha Kimuaumm 3a xeMaTosaorujy
Kimmmanukor nieatpa Cpouje y beorpany. /Iujarnosa 6oecty je mocTaB/beHa, JICUCHE
CIPOBEJICHO M KJIIMHUYKH NOJAIH YUYUeHN JocTynHIM o1 cTpaHe [Ipod. Ap Munune Yonosuh.
Kako he ce y cTynuju npatutu reHETUYKU MapKepUPE3UCTEHIIN]e Ha JIEKOBE, TepaIlijaKko]]
00JIeCHHKA KOjH ce Tipare je Ouia yHupOpMHA: y CTYIH]y CY YKJbYUEHHU caMO OOJICCHUIIN JICUCHU
FC nporokonom (fludarabin+ciklofosfamid). ITpoiena oaroBopa Ha Teparnmujy ce BpIIUIIa MOCIe
6 nuKIryca xemuorepanuje (6-7 Mecel JIeueha) U MallijeHTH CY MOJe/bEHH Y TPYIIe IpeMa
OJIFOBOPY Ha Tepanujy Ha OHE KOjU Cy MOCTUTIIM KOMIUIETHY WM NapliujaIHy PEMUCH]Y.

[Topen Tora y cryamjy cy OWiIM yKJbydeHHU M Y30PIH 3IpaBUX KOHTpoa (53) u3 bnodaHke
JlaGoparopuje 3a MonieKkynapHy Ouomenuiuny MHCTUTYTa 32 MOJIEKyJIapHy T€HETUKY U
TeHETHUYKO HHKUEEPCTBO YHUBEp3UTETa Yy beorpany, koje cy 6mie yckialhene no noiy u
cTapocTtu ca nanujeHruma ca HLL.

Osga crynuja je onoOpena on crpane Etnukor Komurera Knuanukor nienrpa Cpouje, beorpan.

Y30PLU

Kpg je y3umana ca 3,8% Na-citratom kao antukoarysiaancom, y ogHocy 9:1 u
TPAHCMOPTOBAHA JI0 MHCTHUTYTA 32 MOJIEKYJIApHY TeHETHKY M TeHETUYKO HHKUEEPCTBO, TIE je
BpieHa n3zonanuja DNK u RNK. Anuksor ce uyBa Ha -20°C u u3 mera ce uzonyje DNK, npu
yemy ce kopuct QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Germany). 13 octatka y3opka
nepudepHe KpBHU ce H30I1yjy MOHOHYKIeapHe henuje Ha rpaaujenty Ficoll-Plaque PLUS (GE
Healthcare), pecycniennyjy y TRIzol®-u (Invitrogen), u uyBajy uHa -80°C. RNK ce uzonyje u3
MOHOHYKJeapHuX henuja pecycnennoBanux y TRIzol® (Invitrogen). TRIzol® npencrasiba
MoHO}a3HH pacTBOp GeHoJIa U TyaHUIMH-U30IIMjaHaTa, a caM MPOIIeC U30JIallH]je TPEICTaBIba

yHarnpelen kinacuuan metox usonanuje RNK nedunncan ox crpane Chomcezynski P & Sacchi N
(Chomczynski P & Sacchi N, 1987).

N30JIAUJA DNK U3 ITEPUDOEPHE KPBU

3a u3omnanujy DNK u3 kpsu kopurrhen je QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Germany).
IIporokour;

. Ha jHOo TyOe cumatu 20 pl proteinaze K (20 mg/ml), nomatu 200 pl y3opka, 200 pl
nydepa AL u momeniatu BOPTEKCOBAHEM

. MHKYOUpaTu y BoJeHoM KynaTtuiny 10 min/56°C
. nonatu 200 pl 96-100% eranosa v moMenaT BOPTEKCOBAKHEM
. OBaKo MpHUIIPEeMIbeH y3opak HaHeTn Ha QlAamp Mini Spin KooHUITY 1 IEHTpUyrupaTu
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8 000 rpm/1 min

. kosonuiy cunaru ca 500 pl pufera AW 1, nearpudyruparu za 8 000 rpm/1 min
. kosonuiry cunaru ca 500 pl pufera AW2, uentpudyruparu va 13 000 rpm/3 min
. Ha Kpajy npeOanuT KOJIOHUIY Ha yucTy TyOy, nogatu 200 pl pufera AE u

ueHrpudyruparu Ha 8 000 rpm/1 min
N30JIAIIMJA MOHOHVYKJIEAPHUX REJIMJA U3 ITEPUO®EPHE KPBU

IIpoTokour;

. Ha IHO cTepuiHe enpysete 3anpemune 10 ml cumatu 3 ml Ficoll-Plague PLUS (GE
Healthcare), a 3arum Ha oBaj rpaaujeHT Hanetu 4 ml paszonaxenor y3opka (1:1,
y30paK:pHU3HOJIOIIKH PaCTBOP)

. nentpudyruparu Ha 1 500 g/25 min Ha cOOHOj TemMnepaTypH, y KIMHUYKO] IIEHTpU]YyTH,
0e3 Kouema

. HAKOH IIeHTpUQyrupama, muneToM npedamuth ,,buffy coat* marepdasy koja je
cacraBbeHa 0J1 MOHOHYKJICApHHX henrja y HOBY CTEpHIIHY €IPYBETY

. ucnparu 1aBa myta y PBS-u. Hakon cBakor ucrmpama ciean neHtpudyrupame Ha 1 500
g/15 min

. taiior pecycnennoaru y TRIzol®-u (Invitrogen)

N30JIAIUJA RNK 13 MOHOHVYKJIEAPHUX REJINJA

3a uzonamyjy RNK u3 mononykieapuux henuja je kopumthern TRIzol® (Invitrogen). TRIzol®
npezacTaBba MOHO(a3aH pacTBOp (EHOIIA U TYaHUAMH-M30THOIMjaHaTa, a caM MPOoIec U30Jaluje
npeacrasiba yHanpehen kiacudyan meroa uzonanuje RNK nedunucan on crapane strane
Chomczynski P & Sacchi N (Chomczynski P & Sacchi N, 1987).

IIporokou;

. y 1 ml TRIzol®-a pecycniennoBano je makcumanto 1x107¢elija u musupaHo
MpoBJIaYeHeM Kpo3 uriry mpomepa 0,7 mm

. JM3UpPaH y30pakK ce OCTaBH Jia CTOjU Ha COOHO] TemmepaTypu 5-10 min

. nonaje ce 200 ul xmopodopma, cHaxkHO pomyhka, a 3aTUM y30pak OCTaBH Jia CTOjU 9-15
min Ha coOHOj TeMIepaTypu

. HakoH nentpudyrupama Ha 12 000rcf/15 min/+4°C nojaBibyjy ce jacHO oBOjeHE da3e;

ropma BoJieHa (haza y k0joj ce Hana3zu RNK, unrepdasa u noma, 1ippeHa, opraicka (asa y Kojoj
ce Hastasu DNK n nmporennun

. ropma BojJieHa (a3a ce npebdairyje y HoBy TyOy u nonaje ce 0,5 ml uzonpomnanona.
[Ipomematu nHBEpTOBaKHEM TyOe U OcTaBUTH J1a cToju 10-15 min Ha cOOHOj Temneparypu
(npermmnutanmja RNK)

. nentpudyrupatu Ha 12 000rcf/15 min/+4°C, a 3aTUM YKJIOHHUTH CylIepHATaHT
JIeKaHTOBambeM U onpatH Tajior ca 1 ml xmaanor 70% eraHona

. nentpudyrupama Ha 12 000rct/10 min/+4°C, yKIOHUTH MaKJBHUBO €TAHOJ M TAJIOT,
OCYLIUTH Ha COOHO] TemIepaTypu

. tanmor RNK pactBoputn y ,,RNAse-free* Boau, a konnentpamnujy u yuctohy RNK
onpenutu MepemeM A260/A280 Ha ciekTpopoToMeTpy
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N30JIAIUJA DNK U3 MOHOHYKIJIEAPHUX REJIMJA

W3 moHonykieapuux henuja koje cy pecycnennobane y TRIzol®-u (Invitrogen), mopex
m3onanje RNK mosxe ce mapanenno Bpmmmte 1 n3oianuja DNK.

[IpoTtoxkod;
. HakoH Ju3e henuja, nogaBama 200 ul xmopodopman u nenrpudyrupama Ha 12 000

rct/15 min/+4°CnojaBibyjy ce jacHo onBojeHe ¢aze; DNK ce Hanaszu y nomoj,
000jeHoj,oprainckoj ha3u

. MaXJbUBO OTKJIOHUTH OCTaTKe BOZICHE (a3e

. npeuunutupatd DNK u3 unrepdase u oprancke dasze nonasamem 300 pl 100% etanona.
[TomemaTu ©BepTOBamEM Ty0a U OCTABUTH Ja CTOjU HA COOHOj Temneparypu 3-5 min

. HakoH 1eHTpudyrupama Ha 2 000rct/5 min/+4°C, yKIOHUTH CylepHATaHT (KO CaapKu

NPOTEUHE) U OIPATH TAJIOT JBa IyTa JoAaBameM 1 MlpactBopa koju caapxku 0,1 M Na-citrat u
10% eranon (wash-solution). Y Toky cakor ucrnmpama omoryhuru na DNK croju Hajmamwe 30
Min Ha COOHOj TeMITEpaTypH, HAKOT yera ciieau reHTpudyruparme Ha 2 000rct/5 min/+4°C

. pecycniengoBati Tanor y 1,5-2 ml 75% eranosna u octaButy na ctoju 10-20 min Ha
COOHOj TeMIiepaTypu

. HaKOH NoHOBHOT 1eHTpudyrupama 2 000rct/5 min/+4°C, ogdauutu cyrepHaTaHT U
OCYIIUTH TAJIOT Ha COOHO]j TEMIIepaTypu

. tajor pacteoputu y 8 mM NaOH

PEBEP3HA TPAHCKPUIILINJA (PT)

Cunte3a CDNK je u3BpiueHa peakiifjoM peBep3He TPaHCKPHIILHT]E.

IIporokou;

. cmemny ¢uHanHor BoiaymeHa 11, 5 pl koja cagpxu 2 pg RNK 1 100 pmol
,random-hexamer* npajmepa nakyouparu 5 min na 70°C, a 3aTHUM OXJIAJUTH Ha JeTy

. noxaTt cMenry guHanHor BoyMmeHa 8,5 pl koja cagpoku 4 pl 5x RT-pufera, 20U RNase-
inhobitora, 2 ul ANTP (10 mM) i 40 U M-MuLV pesep3ne Tpanckpumnrtase (Fermentas)

. nHKyOupatu 10 min na 25°C,a 3atum 1h na 42°C

. peakiuja ce 3aycraBba nHKyOarujoM o1 10 min va 70°C

JIAHYAHA PEAKIIUJA TTOJIMMEPU3AIUIE (PCR)

Jlanuana peaknuja monmumepusanuje (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) je in vitro
ammmudukanuje nepunucane DNK cexBeHIie u mpeacrasiba umutaiyjy nporeca DNK
perutukanyje. Perummkarija KOpUCTH 1Ba OJMTOHYKIICOTH A, KOMIUIEMEHTapHA KpajeBUMa
CEeKBEHIIE 0J1 HHTepeca (IpajMepH), & Koju cy Mel)ycoOHO CYIpOTHO OpjeHTUCAaHH U Ayrauku 15-
20 nykneotuna. Cunreza DNK karanuzoBana je TepmoctabunHom DNK nonumepasom.
IToHnaBsbame LUKITyCa, OJ1 KOJUX C€ CBaKM cacToju oA AeHatypauuje DNK,xubpuanzanuje
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npajMepa U eKCTEeH31je XuOPUAN30BaHUX IpajMepa o] crpane Tepmoctadbuinne DNK
MoJIMMepase, 3a pe3ysTar uMa eKCIOHEHIHOHANHY aMIUTndukanujy crenuduanor DNK
¢parmenta. KpajeBu amrmumndukoBaHor ¢pparmMenTa cy JepuHUCAHN 5° KpajeBUMa IpajMepa, a
BUXOBA BeJIMYMHA ofipel)eHa je pactojameM u3mel)y ClleKBEHIN Koju ipajMepu npenosnajy. PCR
peakImoHa cMela Mopa caapKaTH CBe KOMIIOHEHTE MOTpeOHe 3a in vitro cuaTe3y DNK:
marpuna (DNK koja ce komnupa), mpajMepu (OJUTOHYKICOTHIM KOMIZICMEHTAPHU KpajeBHMa
CEeKBEHIIE O]l HHTepeca), Hykiaeotuan (rpanuBau enementd DNK), Taq monumepasa
(repmocrabmina DNKnonnMepasa koja kaTanusyje yrpaamby HyKI€OTHAA [0 MPUHLIUITY
KOMIUIEMCHTAPHOCTH Ca MaTPUIIOM), JOHH MarHe3ujyma u nydep (HeomxoJHH 3a ONTUMAITHH pajl
Taq nonumMepase).

PCR-RFLP (eng. Polimerase chain reaction - Restriction fragment length polymorphism) je
METO/1a KOjace KOPUCTH 3a TUPEKTHY MYyTallH]jy KOja MEeHba, Kpeupa HOBO WU YKHJa TocTojehe
MECTO MPETNO3HaBamka HEKOT PECTPUKIIMOHOT EH3UMA.

A - Cauka 1.0. Enexrpodoperpam PCR ammmudukarnuje JJHK
(bparMeHTa koju caapxu Bapujanty ABCB1 ¢. 2677 G>T. 1. JIHK mapkep ox 100bp; 2. PCR

MIPOJIYKT
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Ycaosu PCR peaknmje 3a nerekuujy Bapjante ABCBL c. 2677 G>T (Ghallab et al. 2015)

®dunamna PCR cmema oz 20 pl canpxu cnenehe kommonente: 100-300 ng reromcke DNK, 1x
PCR nydep (KAPA Biosytems, MA, USA), 1.5 mM MgCl2, 1x Q mydep (Qiagen, Nemacka),
200 uM dNTP, npajmepu (F (forward): 5’-TGC AGG CTA TAG GTT CCA GG i R (reverse):
5’-TTT AGT TTG ACT CAC CTT CCC G i 1U KAPA Taq DNA Tlonumepaze (KAPA
Biosytems, MA, USA).

Temnepatypuu npogpun PCR peaxnmje:

. 5 min/ 95°C — axtuBanuja Taq nmoanMepase
. 35 nukiyca:

. 30 sec/94°C — nenaryparuja

. 30 sec/58°C — anumnr

. 30 sec/72°C — enonraruja

. 10 min/72°C — (buHaTHA eoHTalH]a

Amnanuza PCR npoaykata ce Bpuu Ha 4% arapo3HoMm reiy Buzyenu3saiujom nog UV-cBeTioM.

JMurectuja PCR npoaykra pecTpUKIMOHHM €3MMOM

Jerexuuja Bapjante ABCB1 c. 2677 G>T Bpiuena je ceuersem Ban | (Thermo Scientific)
pecTpukIuoHNM eH3uMoM ¢pparmMenTa DNK no0ujeHNX y peakuuju JaH4YaHOT YMHOXKaBamba.
PCR ¢parmenT nyxune 224 bp, yKOJIUKO caapxu ajeicKy Bapjanty G, OuBa ceueH Ha
¢parmente nyxxune 200bp u 24 bp. Ceuewe peCTPUKIIMOHUM €H3UMOM BPILIEHO j€ Y
pectpukunonoj cmermu of 20 ul koja je canpxkana: 10 pul ymHoxxkenor ¢pparmenta, 1,5 pl 10X
nydepa (Thermo Scientific) , 0.3 pl Ban | ensuma u 1o 20 pl dH20.Peakunona cmema
nHKyOupaHa je npexo Hohu Ha 37°C. Ananuza DNK ¢parmenTa nocie qurectuje ce Bpiy Ha
4% arapo3HOM reiy Busyenusanujom noaUV-cBeTiaom.

Ycaosu PCR peakumje 3a nerekuujy Bapjante ABCBL c. 3435 C>T (Ghallab et al. 2015)

®unanna PCR cmema ox 20 pl canpxu cienehe kommonente: 100-300 ng renomcke DNK, 1x
PCR nydep (KAPA Biosytems, MA, USA), 1.5 mM MgCl2, 1x Q nydep (Qiagen, Nemacka),
200 uM dNTP, npajmepu (F (forward): 5°-TGT TTT CAG CTG CTT GAT 1R (reverse): 5’-
AAG GCA TGT ATG TTG GCC TC i1 1U KAPA Taq DNA ITonumepasze (KAPA Biosytems,
MA, USA).

Temnepatypuu npodun PCR peaknuje:

. 5 min/ 95°C — axtuBarmja Taq mommepase
. 35 nukiyca:
. 30 sec/94°C — JeHaTypaluja
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. 30 sec/54°C — apummnr
. 30 sec/72°C — CJIOHTAI[H]a
. 10 min/72°C — dunanua enonrammja

Anammsza PCR nponykra ce Bpim Ha 2% arapo3Hom reny Busyenu3aiujom moa UV-cBeTiaoM.
Jurectuja PCR npoaykTa pecTpUKIIHOHMM €H3UMOM

Jerexnuuja Bapjante ABCB1 c. 3435 G>T Bpuiena je ceuetem Dpn | (BioLabs, New England)
pecTpUKIIOHUM eH3uMoM ¢parmenata DNK 1o0ujeHnx y peakimju JJaH9YaHOT YMHOKaBamba.
PCR ¢parment nyxune 208 bp, yKoInmko cagpxu ajencky Bapjanty C, OuBa cedyeH Ha
dbparmenTe nyxuHe 152bp 1 56 bp. Cedewme peCTPUKIIMOHUM €H3MMOM BPIIICHO j& Y
pectpuknmonoj cmemtu ox 20 pl xoja je cagpxkaina: 10 pl ymHoxkeHor ¢pparmenTa, 1,5 ul 10X
nydepa (NEB3, BioLabs, New England ), 0.3 ul Dpn | ensuma u go 20 ul dH20. Peakunona
cMmema nHKyoupana je npexo Hohu Ha 37°C. Ananuza DNK ¢parmenTa mocie nurecrtyje je
BpieHa Ha 4% arapo3HoM reny BusyenusanujoM o UV-cBeTiiom.

AHAJIN3A DNK HA ATAPO3HOM T'EJTY
(Maniatis i sar., 1982)

3a Bepu(uKalyjy yCIelHOCTH JaHyaHe peakiyje ymHoxxaBawa CYP21A2 rena xopuiihena je
Xopu3oHTaNHA enekTpodope3a Ha 1% -HOM arapo3HOM Teiy.

Kao nydep 3a npunpemambse rena kopuithen je 1X konuenrposan TAE mydep (0.04M Tris-
acetat; 0.002M EDTA pH8.0). Uctu mydep jexopumihen u 3a enextpodopesy. Y rein je gonar u
eTuanjymM OpoMuJ y ¢puHanHoj koHneHtpauuju 0.5ug/ml. ETunujym 6pomun je guypociieHTHa
60ja koja cee unTepkanupa y DNK u npencraBiba HajnoroH1uje CpeACcTBO 3a BU3YEIN3aLU]y
DNK Ha arapo3nom reny. Enxekrpocdopesa je Texna nmpu jaunau ctpyje oa 100 mA u
koHcTaTHOM HanoHy o7 100 V. Hakon 3aBpiuene enektpodopese ren je ananuzupas nojx UV
cBeTJIOM TajlacHe myxxkuHe 312 nm. 3a ongpehuBame BenmmunHe Gpparmenara DNK xopumihen je
xomeprmjanan DNK mapkep ox 1kb (Fermentas).

AHAJIM3A EKCITPECUJE 'EHA IIOMOR®Y "REAL-TIME” PCR (qPCR) METOJIE

"Real-time” PCR unu kBantutatuBHa PCR (qPCR) je meTona xoja omoryhaBa kBaHTU(UKALH]Y
PCR mpoxykata y Toky cBakor PCR mmkiryca, Tj. y peatnom Bpemeny (“real-time”). qRT-PCR
("quantitative RT-PCR") je Bapjanta qPCR MeToze y K0jOj ce, Ka0 MaTpHIIa 3a aMILTU(PUKAIIN]Y
cneunpuyHe cexBenue, kopuctu cDNK.

VY qPCR ce mepu ¢diayopociieHTHH curHal Koju ce eMutyje y Toky PCR peakuuje u unju je
MHTE3UTET AUPEKTHO MponopiroHanad koanuuau PCR npoaykra y natom mutycy. 3a pa3iuky
on "knacuyHor” PCR, rne ce komuunHa mpoayKTa Moxke MepuTu caM Ha kpajy PCR peakuuje,
OBJIe ce KBaHTH(HKAIM]ja 0JIBUja Y TOKY €KCIIOHEHLIMOHAIHE (haze peakiinje, y TOKy Koje 10a3u
1o yasoctpydaBama PCR npoaykra npunukom cBakor nukiryca (Ciauka 1.0)
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VY moveTHUM LUKIyCMMa HHTE3UTETa (IIyopocleHje He npena3u 6azannu HuBo (“baseline”).
[ukiyc y koMe je GpirypoCleHTHH CUTHAN y30pKa 3Ha4ajHO BUIIK 0] 0a3aTHOT CUTHAJA, HAa3uBa
ce treshold cycle” — Ct. Bpennoct Ct je TUpeKTHO MPOTOPIIMOHATHA KOJTUYUHU TapreT CEKBEHIIE
y y3o0pky. IlITo je Behu moueTHu Opoj komwuja TapreT cekBeHie, Ct je Huxu u 00pHyTO, Ct je
BUIIIK Y Y30pIIMMa Ca MalOM ITIOYETHOM KOJIMYMHOM TapreT CEKBEHIIE.

Plato faza
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Cycle
Cauka 1.1. ®daze ammiudukanuje. Rn mpeacraBiba BpeIHOCT (DIypOCIEHIIMjE PENOpPTEpCKe
6oje, a ARn mpencraBiba pasnmuky Rn BpemHoctn usmely y3opka m Omanka (‘no template
control”) [http://www.appliedbiosystems.com]

TpenytHo ce kopucte 2 ocHoBHE qPCR TexHuke:
1. SYBR Green

2. TagMan
SYBR Green je HajjenHOCTaBHHMja TEXHHMKA, 3aCHOBaHA Ha HpHMeHH mHTepkanupajyhe SYBR
Green I 60je koja ce Besyje 3a Mamwu kJbed nBonanuane DNK. Ca nmosehamem Opoja mukimyca
PCR peaknuje monasu a0 noehama KonuuuHe IBojaHuaHe peaknuje DNK, ma camum tum u 10

noBehanor uHTH3UTETa (PrryopocieHTHOT curHana koju emutyjepa SYBR Green 1 6oja (Slika
1.1).
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Camka 1.2. ITpuamun paga SYBR Green I
texuuke [van der Velden et al. 2003]

SYBR Green TexHHKa 32 IOCIETUIY MOXKE UMATH JACTEKIN]y HECTIEUN(DUIHO aMIUTH(PUKOBAHUX

PCR mpopaykara, kao ¥ IeTeKLHjy AuMepa mpajMepa. 3060r Tora ce 3a MpoleHy cneluPpuuIHOCTH

peakiuje mpuMemyje aHalu3a KpuBe Tolubewma (‘melting curve analysis”). ¥V oBoj aHanusm,

tokoM qPCR peakmuje Temmeparypa mocteneHo pacte ox  65°C mo 95°C, mpum demy ce

KOHCTAaHTHO TMpaTH HHUBO QuiypocrieHnuje. Y mpucyctBy nasonandane DNK, wuHTEH3UTET

¢baypocueHTHor curiana he OUTH BHUCOK MPU HUCKUM TeMmIeparypama, anu he durypocueHimja

JIPacTUYHO IMAacTU MpH TemrepaTypama oko Tauke Torsbema PCR mponykra. PCR mpoayktu

PA3IUIUTE OYKUHE U CaCTaBa he umatn PA3IIMIUTE TAYKEC TOIJbCH:A, I1a he JaBaTHu pas3jinuuTe

uK-oBe (ypocueHnyje. Y npucycTBy camo jeasor, cneunduunor PCR npoaykra nerexkroBahe
ce camo jenan nuk (Slika 1.2).

1

fluorescencija
1

dimer prajmera |

AN

T

specifi¢an produkt

uzorak |

B \/\“
\

T T T

temperatura

Cauka 1.3. Ananu3za KpuBe TOIJbEHA
[http://www.appliedbiosystems.com]

TagMan tenuka kopuctu 5'—3' er3oHykieapHy akTUBHOCT Taq nmoiumepase 3a aerekunjy PCR
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[Tponyxkra. 3a paznuky oq SYBR Green texnuke, u TagMan TeXHHUITH, c€ TTOpE]T CIICITUPUIHIX
npajMepa, kopuctu u TagMan prpoba. TagMan mnpoba je OJUTO-HYKJICOTHAHA Mpoda
KOMIUIEMEHTapHAa CEKBEHIIM Y OKBUPY TapreT CEKBEHIlE; Ha 5' je oOenexeHa (IyopoCIeHTHOM,
penoprepckom 60jom (Hajuenthe FAM, VIC wmu JOE), a na 3' kpajy "kBenuepom” (Hajuerrhe
TAMRA). CBe ok ce pemopTep W KBeHYEp Hajase ONu3y jemaH aApyrom, Tj. nok je TagMan
npo0a MHTaKTHA, HEMa eMHUTOBama (IypocI] eHje jep GIypoCIeHIH]ja KOjy eMHUTY]e peropTep
OuBa amcopOoBaHa oJ cTpaHe kBeHuepa. Mehyrum, y Toky PCR ammmudukanmje 5—3'
er30HyKJIiea3Ha aKTMBHOCT Taq moimmepase u3MemTa npoly u ykiama je ca DNK manm, mro

pe3yATHpa EMUTOBAKEM JACTeKTaOMIHE (DIIyopocieHIje o1 cTpaHe penoprepcke 0oje (Cnuka

1.3)

1.
rter ¢
‘H prajmer o TEPOTter ® kvencer
5. L 3.
3 5
5 3
2 R prajmer
g
gj N @3 - Cauxka 1.4. [lpunnun paga TagMan TexHuke.
5 3 1) TagMan npoGa u mpajMepu ce Be3yjysa
. 2 TapreT CEKBEHIy U 3allOYUiby €KCTeH3UjY; 2)
' s o Kaja Tag nmomumepasacTUrHe A0 1npooe, mbeHa
55 >3 q>3 . 5'—3' ersonykieazHa aKTHBHOCT YKJIamba
2- 2 npoOy; 3) 3amounme ‘cenkame’ mpode u
3 eMuTOBame (uIyopocleHirje; 4) 3aBplIeTak
4. B 2, ~ s 93, HoJuMepH3aluje
5 [Wang et al. 2010]
3: 5!
5 3.
»J

VY Toky ekcnoHeHiuoHanHe (aze PCR peakmuje, KBaHTUTaTUBHU OAHOC H3Mely IMoueTHe
KOJIMYMHE TapreT cekBeHue U koauuuHe PCR npoaykra y 6110 KOM LUKITYCY je:
Xn = Xo (1+E)"
I'me je X, KonMuuHA TapreT CeKBEHIIE Y HUKIYyCY n, X MOYeTHa KOJIMYMHA CEKBEHIE, 0K je E
epuKacHOCT amIuIM(puKangje U Moxe nMaTu BpenHocT of 0 (Hema amrmmdukanuje) 1o 1 (y
CBaKOM IIUKITYCY JI0JIa3U J0 AYIUIUPaka KOJMYMHE TapreT CEKBEHIIE).
EdukacHocT peakuuje je Beoma BakHa 3a ogadbup metone kBanTtudukanuje qPCR moparaka u
OHa ce n3padyHaBa u3 HaruoOa (S) cranmapHe KpuBe:
E=10""-1
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CranmapaHa KpuBa c€ NpaBU aHAIM3UpamEM aMIUTMUKAIFje JECETOCTPYKUX pazOiaxema

novetHe kosmunHe DNK ili cDNK (Cruka 1.4).

-
Q

40

357

301

254

. gen A y=-dx+42; E=78%
D S gen B: y=-3.3x+39.8; E=100% |
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" Ciauka 1.5. OnpehuBame
edpukacHoctn qPCR  peaknwuje
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" METOJIOM  CTaHJapIHE  KpUBE
$-I-IJIZIZI-IZIZZIZZ-ZZZZZZZZZtz:E Thttn-/Aananns annliedhinevstems en
R

log, , (faktor razblaZenja)

Ksantuduxamuja qPCR npoaykara moxxe 6utu:

1)

2)

AriconyTHa KBaHTH(UKAIMja, TAC je Pe3yiaTaT H3paXKeH Kao arcoiiyTaH Opoj Komwja
TapreT CEKBCHIIC;KBaHTHU(UKAIMja TapreT CEKBEHIe ce Jgobmja mopehemem ca
CTaH/IapJHOM KpUBOM H3pal)eHOM 0]] y30paka o3HaTe KOHIIEHTpaluje

PentuBHa kBaHTH(UKAIM]ja, TAE je PE3YNTAT U3PAXKEH KA0 PEATHBHU OHOC KOJWYHHE
pedepeHTHOr y30pKa (KanuOpaTop) U MEpEeHOr Y30pKa; y OBOM pajay KBaHTH(UKanuja

eKCIIpecHje reHa 0J1 UHTepeca BpIIeHa je METOJIOM pellaTUBHE KBaHTH(UKalM]je

VY o6a npuctyna kaHTU(UKALUjU, BEOMa je BaKHO U3BPLIMTH HOPMAIN3ALU]y JOOM]jEHUX
nojnatatka. Kako je kommumHa nobujenux PCR mpoaykata AMpPEKTHO 3aBHUCHA Off
[OYETHE KOJIMYMHE MaTpule, Aa Ou ce wu3derjge Trpelike Hacrajle MNpUIMKOM
eKCIIepUMEHaTa, YIopeIo ca YMHOXKABamhEM TapreT CEKBEHIIE BPIIM CE M YMHOXKABambe
Tk3. EHnorene kontpone. Enmorena kontpona je oouuHo “housekeeping” reH uuja je
eKCrpecHja CTa0MJIHA y CBUM Y30pIMMa, OJHOCHO 4YHja C€ eKCIpecHja He Mema

MPHUIIMKOM CKCIICPUMCHTAIITHUX TPETMaHa.

VY cnydajy penaTUBHE KBaHTHU(HKAIMje, KBaHTU(UKALIM]ja eKCIIpecrje TapreT reHa Moxe
ce U3BpIIABAaTH METOJOM pelaTHBHE CTaHAapAHE KpuBe WMiau kommnapaTuBHoM ddCt

METO/IOM, KOja j€ KopuIllheHa y OBOM pajy.
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KOMITAPATHUBHA ddCt METOIA

Kommaparusna ddCt mertonma je nHajuemhe kopuinheHa Meroja KBaHTH(UKAIHjE EKCIPECcHje
tapreT rena npumeHoM qRT-PCR texnonoruje [Livak et al. 2001].
Konuunna Taprer rena, HOpMaau30BaHa Y OJHOCY HA €HJIOTEHY KOHTPOJY U PEIaTUBHO YOAHOCY

Ha Kanuopatop je:
Q= 2-ddct , T7e je
ddCt = dCtyzorak - dCtkaLIBRATOR =

(Cttarget - C:tendogena kont.) - (Cttarget,KALlBRATOR - Ctendogena kont., KALIBRATOR)
Jla Ou kankynayja MpUMEHOM OBE MeToje Omiia TauHa, ePUKACHOCT aMIUTM(HKAIUje TapreT

TeHa U €HJ0TeHE KOHTPOJe MOpa OMTH MPUOIMKHO jeaHaka u > 96%.
Mepeme excnipecuje anontorckor rena RT-PCR meroxom

Excnpecuja amontorckux reHa Bcl2 u Bax je mpahena qRT-PCR metogom Ha 7500 Real-time
PCR amapary (Applied Biosystems), ymorpe6om SYBR Green texnuke. Kao enmorena
KoHTpoJa je kopuiither Abl reH. <Ha3uBHM M CeKBeHIIE MTpajMepa HABEICHH Cy Y TaOeIu.
Peakinona cmera punanHor BomymeHa 10 pl je cagprkaina cienehe KOMIOHEHTE:

e 50ng cDNK
e 1 x Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)
e 2 pmol (Abl) /0.5 pmol (Bcl2, Bax) "forward” npajmepa

e 2 pmol (Abl) /0.5 pmol (Bcl2, Bax) reverse” npajmepa

Temneparypuu npodut peakiuje:

1. 2 min/50°C
2. 10 min/95°C

3. 40 nuxyca:
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o 15sek/95°C

e 1 min/60°C
O0pana pesynrara je usBpiieHa npumenom kommaparuBaor ddCt meroma, a kao kaaubparop je
kopunthena HL60 henucka nunuja.

Mepemne excnipecuje ABCB1 rena qRT-PCR meToaom

Excnpecuja ABCBlrena je mpahena qRT-PCR meromom na 7500 Real-time PCR amapary
(Applied Biosystems), ynorpe6om SYBR Green Texuuke. Kao enmorena kotposna je kopumrhexn
GAPDH ren.Ha3uBu u cekBeHIle ipajMepa HaBeneHe Cy y Tabenu. Peakirona cmemra ¢puHaIHOT
BorymeHa 10 pl je cagpikana je cienehe KOMIIOHEHTE:!

e 50ngcDNK
e 1 x Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)
e 4 pmol "forward” npajmepa (ABCB1, GAPDH)

e 4 pmol "reverse” mpajmepa (ABCB1, GAPDH)

TemnepaTypHu npodui peaxuyje:

4. 2 min/50°C

5. 10 min/95°C

6. 40 nuxiryca:
o 15sek/95°C
e 1 min/60°C

OO6pana pesynrara je usBpiieHa npumenom kommaparuBaor ddCt meroma, a kao kaaubparop je

kopunthena K562 henmucka nmuHwmja.
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Tabena 1.1. IIpajmepu kopunihean y qRT-PCR ekcniepumenTrma

Ha3us npajmepa | CexkBeHue npajmepa

Bcl2-F 5- TCGCCCTGT GGATGACTGA-3

Bcl2-R 5'-CAG AGA CAG CCA GGAGAAATC -3
Bax-F 5-TGGCAGCTGACATGTTTTCTGAC-3
Bax-R 5 -TCACCCAACCACCCTGGTCTT -3
AbI-F 5'-TGG AGATAA CAC TCT AAG CAT AACTAAAGGT -3
AbI-R 5 -GACGTAGTT GCT TGG GACCCA-3'
ABCB1-F 5- GTCTACAGT TCGTAATGC TGACTG -3
ABCB1-R 5'- TGT GAT CCACGG ACACTCCTAC-3
GAPDH-F 5'- GAA GGT GAA GGT CGG AGT- 3
GAPDH-R 5'- GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC- 3'

CTATUCTHUYKA OBPAZIA ITOJATAKA
Jlobujenu noaanu cy oopaleHu U nmpuka3aHu y Tabesu U Ha ClIMKaMa y3 IpONpaTHY TUCKYCH]Y Y
HOTJIaBJbY pe3yJITaTa..

Opx onmITUX CaTTUCTUYKKUX MOJlaTaka KOpUIINEHHU Cy; Cpe/ilba BPEAHOCTH CTaHIapIHO
OJICTYIame, PACIIOH BPEIHOCTH MPOMEHJBUBUX (MUHUMYM, MaKCUMyM) M M€IMjaHa PEAHOCTH.

3a HcTpakMBambe jaurHe Be3e u3Mel)y JIBe HempeKuaHe MPOMEHIbUBE YIIOTPEOIbEH je METO/
CnupmanoBe HenmuHeapHe Kopenanuje (CnupmMaHoB KOehHUIIU]EHT Kopesaluje).

3a ucnuTUBame Be3e U3Mel)y KaTeropuckux MpOMEHJBUBHUX KOpHIINEH je HemapamMeTapCKu TeCT
3a nopeheme u3Mel)y /1Be u BHIlle KaTETOPUCKUX MPOMEHJbUBUX, DUIIEPOB ,,TayaH MOKa3aTesb

BepoBaTtHohe*‘(Fisher’s Exact Probability Test).

On cTcTHCTMUKHMX TecToBa 3a mopehewme rpyma kopumrheH je HemapameTrapcku TecT, Man-

Vitnijev U-tect 3a ncnutuBame pa3inrka u3mel)y 1Be rpymne HempeKuIHO MPOMEHIbHBHX.
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3a mpoHanaxeme HajIIoBOJbHUjC TPaHWYHE BpeAHOCTH, KopuiiheH je -line mporpam ,,Cut-off

finder* http://molpath.charite.de/cutoff/ u ,,Receiver Operator Characteristic® ROC anamuzom,

ka0 1 ROC-kpuBOM ca onucoMm CrielupuIHOCTH U CEH3UTUBHOCTH.

CBH CTaTHCTUYKU TECTOBH Cy MOCMAaTpaHU Ha HUBOY 3HauajHOCTH Hyje xunoreze ox P<0,05.

Craructuhka ananuza je ypahena na PC pauyHaapy mpuMEHOM JHIEHIIMPAHOT CTATUCTHYKOT

nakera IBM SPSS 21.0.
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4. PE3YJITATH

1. [demorpagcke u KIMHHYKe KapaKTepucTHKe aHaJdu3upanux HLL manmujenara

VYkynHo je ananuszupano 46 HLL manujenarta. Y Haiioj KOXOpPTH MaldjeHaTa mpeosiahuBao je
mymku (83%) y ogHOCy Ha skeHcku non (17%). Menujana crapoctu je uznocuina 64 ronuae (38
— 86 godina). IIro ce THYe KIMHUYKHX KapaKTePUCTHKA, Ha OCHOBY Binet-ove
knacudukanujenajpehu mporenar namujeHata je umao C cramujym (43%), 3atum ciemu A
cranujym (41%), a Hajmame mnanujeHara je umano B cragujym Oonectu (16%). On 46
nanyjeHaTa wux camo 27% je uMano CTaOWIHH, WHIOJICHTHHU, OONUK OO0JIecTH, TOK Cy CBU
ocTaJM MoKa3allu KapakTepuctuke nmporpecuBHor odiauka HLL (73%).

2. Yuecrajoct Bapujantu y ABCB1 reny, , T3435C i T2677G(A), koa 0060Jieaux o
HLL u xox 31paBUX KOHTpoOJIa

Ha Bapjante T3435C y 26 erzony (rs1045642) u T2677G(A) y 21 er3ony (rs2032582) ABCB1
rera aHanu3upano je 46 HLL manujenara u 53 3apaBUX KOHTPOJIIH.

AHanmm3oM manyjeHara U 34paBUX KOHTPOJIM Ha MPHUCYCTBO BapjaHTe rs1045642 Ha mosunmju
¢.3435T>C, omnocHo nHa mo3unmju p.I11145 y P-glikoproteinu (P-gp), mobujenu cy cienchu
pe3yaTaTu: ¥ KOJ MalfjeHara u KO 3[paBuX KOHTPOJIM Haj3aCTYIUbEHU)U Cy OMIIM XETEPO3UTOTH
CT (43% nanujenta u 42% 3apaBux KOHTpoiH), a 3atuM TT xomosurotu (35% mnanujeHara u
28% 3ppaBux koHTposu). Hajmame je Oumno perekroBaHo xomosurora 3a CC (kod 22%
nanujeHata u koa 30% 3apaBux KoHTponu). Huje nerekroBaHa CTaTUCTUYKY 3HAa4YajHA Pa3iiuKa y
JUCTPUOYLMJU TIOJe€IMHUX T€HOTUIIOBAa KOJ 00ojenux U 3apaBux KoHTposa (p=0,644, FiSerov
egzaktni test) (Cruka 1.6.).
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25+
Wl zdrava kontrola
B HLL pacijenti

broj pacijenatalzdravih kontrola

cc
polimorfizam T3435C

Camnka 1.6. 3actymspeHOCT pasnuuuTux anena BapjaHte rsl045642 xon obonmemumx ox HLL um xonm 3apaBux
koHTpona. Kog HLL manmjenara pacmonena je 6mna creneha; TT 16/46, CC 10/46 i CT 20/46 mammjenara. Kox
3apaBux KoHTposa npucyctBo TT Bapjante Haheno je kox 15/53, CC kox 16/53, a CT xoxn 22/53.

AHanu3oM nanyjeHara 1 3jpaBux KOHTpOJIa Ha IpUCYcTBO BapjaHTe 152032582 Ha no3uuuju
c.2677T>G(A), omnocHo Ha mno3uumju .S893A(T) u P-glikoproteinu (P-gp), mobujenu cy
cieaehu pesynraTv: M KOJ HalMjeHaTa M KOJ 3[paBUX KOHTPOJA HAj3aCTYIJbEHUjU Cy OWiu
xetepo3urotd TG u GG xomozurotu (3actymbeHocTH 41% ko manujenara u 42% KoJ 3paBux
KOHTpoJa, oJHOCHO 35% ko nanujeHata u 45% kox 3apaBux KoHTposa). Huje nerekroBaHa
CTaTUCTHYKY 3HAYajHA Pa3iiMKa y JCTEKIHjU MOjeJMHUX T€HOTUIIOBA KOJ 000JEINX U 3paBUX
kontpoina (p=0,335, FiSerov egzaktni test) (Cruka 1.7.).

254
W zdrava kontrola
B HLL pacijenti

= (8]
[ o
1 1

broj pacijenatal/zdravih kontrola
o
1

GG
polimorfizam T2677G(A)

Camka 1.7. 3acTymibeHOCT pazinauTH anena Bapjante rs2030582 kox obonennx ox HLL u 3apaBux kontposna. Koa
HLL nanujenara pacrojena je 6una cieneha; TT 11/46, GG 16/46 u TG 19/46 naumjenata. Kon 3mpaBux KOHTpona
npucyctBo TT Bapjante Haljeno jekon 7/53, GG koxn 24/53, a TG kox 22/53.
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3. Excnpecuja ABCBI rena xoa o6oaeanx o HLL ukoxa 3a1paBux KOHTpoJia

Ananusupano je ykynHo 46 HLL manujenara. Meaujana Bpennoctu ekcnpecuje ABCB1 rena
Kox obonenux je mznocuna 20,37 (0,56-85,44) (cpenmwa Bpeanoct 27,09+3,34). Huje youena
CTATUCTUYKH 3HaYajHa pa3jiika y HUBOY €KCIIpecHje oBor reHa y ogHocy Ha ABCB1 ekcnipecujy
KOA 3apaBuX KoHTpoia (memujana 19,14 (16,18-29,67); cpeama BpeaHoct vrednost
20,86+1,72)(p=0.812, U-test) (Cauka 1.8.).

100,00

80,00

60,00

40,007

relativna ekspresija ABCB1 gena

s =

T T
zdrave kontrole HLL pacijenti

Cmmka 1.8. Box-plot rpaduuku npuxa3z excrnpecuje ABCB1 rena xox HLL mnanmjeHara u 3apaBHX KOHTpOJIA.
Xopu30oHTaJIHE JIMHK]jE IPE/CTaBbajy MeInjaHe BPEIHOCTH eKCIIpPecHje Y oJropapajyhumM rpymnama.

[Tpumenom ,,cut-off finder on-line mporpama u ROC ananusom, nedunucamu cmo ,cut-off
BpeaHocT excnpecrje ABCBL reHa Ha OCHOBY KoOje ce HajIIPEIU3HU]je MOXKE ITPESIBHICTH KOJU OJ1
manujeHata uMa BHCOKy excripecujy ABCB1 gena (ABCB1%), a kox KojuX ce eKCIpecHja OBOT
TeHa He pa3JIMKyje 0J1 HUBOA JeTeKToBaHOT Mehy 31paBum koHTposama (ABCB1). OBa BpenHoCT
ABCBL1 excnpecuje je nznocuna 24,46. Hakon yBohema nare BpeaHocTH, Hama koHTposaa HLL
nanujeHata je Owna caummeHa on 18 marmjenata (39%) ca ABCB1' cataycom u om 28
narujenata (61%) ca ABCB1 cratycom (Cimka 4.u Crimka 5 ).
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ROC analiza ekspresije ABCB1 gena
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Caunka 1.9. ROC ananu3a excnpecuje ABCBL rena u nponanaxeme cut-off BpeHOCTH 32 KOjY je ekcmpecuja 1aTor
reHa TI03UTHBAH MapKep 3a MPUCYCTBO GOeCTH
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Cuamka 2.0. ,,Waterfall“rpaduk pacnionene Bucune ekcnpecuje ABCB1 rena y ogHocy Ha ,,cut-off™ BpenHocT
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4. HcnutuBame yTunaja pazamyutrux BapjanTtu amena ABCB1 rema ( T3435C i
T2677G(A)) na Bucuny excnpecuje ABCB1 rena koxa o6oseanx ogq HLL

HcnuthBame yTUllaja pa3iMuuTHX T'eHOTUNoBa U Bapjantu varijanti T3435C i T2677G(A) na
excrpecrjy ABCB1 rena nucy youeHe crarucTuuku 3Hadajue pasnuke (p=0,494 i p=0,780, U-
test) (Cnuka 6. u cinuka 7.).
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Cauka 2.1. Box-plot rpadmaxu npukas excnpecuje ABCBL rena kox HLL mamujenara y 3aBucHocta ox T3435C
TCHOTHITOBA. XOPU30HTAIHE JIMHHU]E TPEACTaB/bajy MEIUjaHe BPEIHOCTH EKCIpecHje y oArosapajyhiuMm rpymama..
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Ciamka 2.2. Box-plot rpaduuku npuka3 ekcnpecuje ABCB1 rena kon HLL mnanmjenara y 3aBucHocTH 0of (
T2677G(A) reHoruna. XopHU30HTAJIHE JIMHHjE TIPEJCTaBIbajy MeIWjaHe BPEIHOCTH EKCIIpecHje y oaroBapajyhum

rpynama.
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Canunm pesynaratu cy paobujenm u kajma je ekcrpecuja ABCB1l rema mocmarpana kao
KaTeropyjcka MpOMEHJbUBA, OJHOCHO Kaja je nenokymnHa rpyna HLL nanujenara moaesbeHa Ha

ABCB1" u na ABCB1 (p=0,859 i p=1,00, Fiserov egzaktni test)(Tabena 1. u Tabena 2.)

eKcrpecHja YkynHo
ABCB1
ABCB1 ABCB1*
Bapjanra TT 9 7 16
T3435C CcC 7 3 10
CT 12 8 20
YKynHO 28 18 46
Ta6ena 1.2. Yuecranoct nojeaunux T3435C resorunosa y ABCB1 u ABCB1”" rpynu nmanujesara.
eKcrpecuja VYkynHo
ABCB1
ABCB1 ABCB1*
Bapjanra TT 7 4 11
T2677G(A) GG 10 6 16
TG 11 8 19
YKynHO 28 18 46

Ta6ena 1.3. Yuecranoct nojeaunnx T2677G(a) renotunoay ABCB1 u ABCB1" rpynu nanujenara.

5. ¥Yrunaj Bucune ekcnpecuje ABCBLl rena Ha oaroBop Ha Tepamujy 000J1eIuX O]

HLL

On 46 usyuaBanux HLL mnanujenata, mojamu o OAroBOpPY Ha MPHUMEHEHY Teparujy Ouo je
noctynas 3a ubux 12. Kox 7/12 nanujenara npuMeheH je KOMILJIETaH OATOBOP Ha Teparwujy, 10K
je xox wmux 5/12 3abenexen mapijanau oaroop. Excnpecrja ABCBL rena ko nmamnujeHara ca
napLyjaIHUM OJIrOBOPOM Oumila je 3HauajHO BHILA OJl HHBOA JIETEKTOBAHOI KOJ| MalMjeHaTa ca
KOMILUIETHUM OATroBOpoM Ha Tepanujy (p=0,030, U/test)(Cnuxka 8.).
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Cauka 2.3. Box-plot rpa¢puuxu npukasz Bucune excrnpecruje ABCBL1 rena xon mammjeHaTa ca KOMIUISTHAM H ca
napIyjalHIM OATrOBOpOM Ha Tepanujy. Meaujana ABCB1 ekcripecuje kox nanujeHata ca KOMIUIETHAM OATOBOPOM
nzHocuna je 13,51 (0,65-23,52), mro je OMIO 3HAYajHO HIDKE OJf HMBOA JIETEKTOBAHOI KOJ IalujeHara ca
napIujaiHuM oarosopom 36,58 (11,99-85,44).

Cnuuan Hana3 je mobujeH u kaga je excrpecuja ABCB1 rena mocmarpana kao Kateropujcka
IPOMEHJbUBA, OJHOCHO Kaja Cy TanujeHTH mojebenn Ha ABCB1™ m ma ABCB1™ (p=0,010,
FiSerov egzaktni test)(Tabena 3.).

ekcnpecuja | YKYIIHO
ABCB1
ABCB1 ABCB1"*
Oxarosop Ha KOMILIeTaH oaAroop | 7/ 0 7
Tepanujy napuujaaau oarosop | 1 4 5
YkymHo 8 4 12

Tadesna 1.4. 3acTyIUbeHOCT NanujeHaTa ca NaplyjajHUM W KOMIUIETHHM OJI'OBOPOM Ha TEpalujy y OJHOCY Ha
ABCB1" u ma ABCB1 craryc.

6. YTumaj BucuHe penaTHBHOT ogHoca BCl2/Bax reHcke e kcmpecuje Ha OATOBOpP Ha
Tepanujy odoJseanx oxq HLL

Jenna o rmaBHMX Kapakrepuctuka HLL jecre anTHamonToTcku craTyc jJeykeMHujckux henuja,
Y3pPOKOBaH MPEBACXOJHO yBehaHOM €KCIIPECHjoM aHTH-alONTOTCKAX T'eHa Kao mTo je Bcel2, u
CHIDKEHOM EKCIIPECH)jOM IPO-aroNTOTCKUX IeHa Kao mro je Bax. MehyTtum, penaTuBan omaHOC
eKcrpecHje oBa aBa rena Tj. Bcl2/Bax, je BpeaHoCT Koja je HajOOJbH mapameTap 3a MPEIUKIH]y
aHTU- WM TPO- aloNTOTCKOT caraTyca. YBehan omHoc Bcl2/Bax yka3yje Ha akTHBHOCT aHTH-

Crp. 38



Kcenuja Byuuhesuh

JIoKTOpCKa Iucepraiuja 2017.

AllONITOTCKUX MCXaHH3aMad, IMa CaMUM THM MOXKEC YKa3aTu Ha MIPUCYCTBO pC3I/ICTeHI_II/Ije Ha

Tepanujy.

VYnopehuBamwem Bucune Bcl2/Bax omHoca, NeTEKTOBaHMM KOJI IOjCJMHUX TMalMjeHaTa ca
napIyjaaTHuM oaroBopoM Ha tepanujy (p=0,048, U-test) (Cnmxka 9.).

relativni BCL2/BAX odnos

naryjeHaTa ca napiujajiHiuM oaroBopom 6,76 (5,45-12,59).
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Cauxa 2.4. Box-plot rpapuuku mpukas BHCHHE
Bcl2/Bax penmatuBHOr ogHOCAa KOJ MaldjeHaTa ca
KOMIUICTHAM ¥ Mapl{jaIHUM OATOBOPOM Ha
tepanujy. Koa mnamujeHata ca KOMIUICTHHM
oaropopoM Meawjana Bcl2/Bax  penatusHOT
onHoca u3Hocuia je 3,96 (1,94-8,17),mto je Oouno
3HA4YajHO HIDKE OJl HHBOA JICTCKTOBAHOT KOI

7. TloBe3anoct excnpecuje ABCB1 rena, Bcl2/Bax pesaTuBHOr oHOCAa ¥ 0r0BOpa Ha

Tepanujy koja oooseanx og HLL

Kako cmo 3aceOHO yTBpAMIM IOCTOjal€ CTAaTHUCTUYKM 3HAuajHE IOBE3aHOCTHU EKCIpecHje
Bcl2/Bax penatuBHOr oJHOCAa W OAroBOpa Ha Tepamujy,
HCIIUTAII CMO TOCTOjame Kopenanuje n3Mmely oBa qBa mapamerpa.

Huje ytBpheHO mocTojame CTATUCTHYKK 3Ha4ajHe Kopenauuje usmely BpemHoctu Bcl2/Bax
penatuBHOr omHoca u ABCB1 ekcnpecuje xon mamnujenata (Spirmanov koeficijent korelacije
0,222, p=0,138).

ABCB1 rena , ka0 ¥ IOBHIIIEHOT
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Cuauka 2.5. I'paduuxu npuka3s kopenanuje ekcrpecrje ABCBL, Bel2/Bax ogroca u oaro
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5. TACKYCHJA

henuje kannepa pa3Bujajy MHOrOOpojHE cTpaTerije Kako ou u3berie aejcTBo tepanuje. Mehy
BUMa, MONHO CPEJICTBO j€ MPUCYCTBO WM CTHIIAKE BUIIECTPYKE PE3UCTCHITN]E Ha JICKOBE (CHT.
multi-drug resistance - MDR), koja ymamyje edukacHoct xemuorepanuje. MDR je, uzmely
ocTtaux MexaHuzama, nocpenoBana ABC tpancnoprepuma koju uMajy GyHKIH]Y epIykCHIX
IIyMITH KOj€ MOTY J1a eIMMUHUIIY pa3JInyuTe JIeKoBe U3 Tymopcke henuje (Aquali et al. 2005).
Haj3navajauju u Haj6osse n3yuen ABC tpancnoprep je I1- rmukonporens, konupan ABCB1
renoM. Y XJIJI je uzydaBana ynora Il- rmukonpoTenHa, ajiy pe3yiTaTe HUje JIaKo YIIOPEIUTH
(Friedenberg et al 2004). Takohe je mokazaHo J1a ce pe3uCTEHIINja Ha JIEKOBE Pa3IMUUTO
MaHudecTyje Ko nanujenara odonenux o XJIJI u 1a je reHeTHUKH JeTepMUHUCAHA
(Rosenwald 2006).

Hpyru Bogehn MexaHn3aM KOju Y9eCTBY]Y Y PE3UCTCHIIN]U Ha JIEKOBE KOjH C€ PUMEY]Y Y
neueryXJJI je moBuIlieHa aKTUBHOCT @HTHUATIONI TOTCKOT CHCTEMa (alloNTOTCKA PE3UCTEHIIN]A).
Mapna nma cBe Buie nokasaresba ga XJUJI henuje nponudepuiny u ymupy y 3Ha4ajHOM CTETICHY
(Messmer et al. 2005, van Gent et al.2008) , nopemehaj aronTo3e ocTaje HUXOBA Haj3HAYAjHI]jA
KapakTepucTuka. M3paxeHa je pa3imka y arontoTckoM notennujany henvja XJLUI mehy
nanujeatuma (Sieklucka et al. 2008, Kravic-Stevovic et al. 2014). 'erneTruke mpoMeHe
M3MEHEHA EKCIIPEcHja peryaaTopa anornTo3e JeTeKToBaHe Cy Ko namnujenata ca XJ1JL.

use namte ctyauje je Ono aHanu3a yrunaja hapMaKkoreHeTHUKNX MapKepa YKIby4eHUX y
pe3ucTeHIyjy Ha xemuorepanujy (excrpecuja ABCB1 rena u monumopdusam J1Be BapHjaHTE Y
ABCBL1 reny (rs1045642 u rs20132582), kao u excnpecuja Bcl2 u Bax rena) Ha Tepanujcku
OJITOBOP KOJI TaryjeHara 000JIenx o1 XpoHu4He tuMdoruTHe ieykemuje. OBa cryamja je
MMalia ik Jia YTBPJM Ja JIM MOCTOjH CHHEPTHCTUYKO JICjCTBO TCHETUYKHUX MapKepa
TPAHCIOPTHE U allONTOTCKE PE3UCTEHIIH]E Ha JIEKOBE KO CTaHIApJHUX MPOTOKoJa Jeuema XJ1JI
(FC protokol (fludarabin+ciklofosfamid).

Yuecranoct Bapujantu y ABCBI1 reny, 3435C>T u 2677G > T/A, y 3npaBoj nomyJianuju
Cpouje

Vuecranoct BapujanTHor anena 3435C y cBetckoj nomynaiuju Bapupa ox 34-90% (Dey et al.
2006). Y namioj ctyauju, oBaj BapujaHTHU ajel je Ouo nmpucyTaH ca yuecrajomhy ox 50% y
3]IpaBoj MOMYJIALUjH.

Bapujantau anen 2677T je mpucyTaH y CBETCKO] TOMyJaIHju ca yaectanomhy ox 2—-65%
(International HapMap project (www.hapmap.org). Xomosurotuu rerotut (2677TT) y Harioj
MOTTYJIAIM] | j€ 3aCTYIUbEH ca ydecTtanomray o 13%. Xomosurotau renorui (2677GG) je Behu
on 81% y nonynanujama Adpuke, 10K je y yuecranoct ox 10-32% kapaxtepuctuyna 3a 6emy
nonynauujy, amepuuke Munujanue u Asujate. Kojg Hac je oBaj reHOTUIT y 3/1paBoj MOMYyJaiju
ouo 3actymubeH ca 45%. Alel 2677A je relativno redak (0-17%) (Cascorbi et al. 2001).

Yuecranoct Bapujantu y ABCB1 reny, 3435C>T u 2677G > T/A, xon odosieanx o XJILJI
V Haloj cTyauju HUje JeTeKTOBaHA CTAaTUCTUYKY 3HayajHa pasiiuKa y y4ecTajloCTH BapUjaHTHUX
ajiena , HUTH Y TUCTPUOYIIMjH MTOjeIMHUX TeHOTUIIOBA HUTHU 32 BapujaHTy 3435C > T, HUTH 3a
2677G > T/A nzmely 3apaBux koHTpoOIa 1 manujerara ca XJIJI. OBaj mogaTak ykaszyje Ha TO J1a
OBE€ T€HETHYKE BapHjaHTe HUCY (aKTOPH pU3MKa 3a obospeBame o1 XJIJI- Hamu pesynratu cy y
CarJIaCHOCTH Ca IPYTUM CTyAHjaMa, KoOje Takohe Mmoka3yjy Ja OBe BapHjaHTE HUCY IMOBE3aHe ca
pHU3UKOM 3a nojaBy Manurautera (Bosch 2008).
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Excnpecuja ABCB1 rena xox nanujenara ca XJIJI

Themuje XJIJI 06MYHO eKCIPUMUPAjy BUIIIE TPAHCIIOPTHUX MPOTEHHA KOjU CYy yKJbydeHn y MDR,
0J1 KOjux Cy Haj3Havajuuju [1-rimukonporenn (P-gp, mo3uar u kao MDR1 u ABCB1),

MPII1 npoteun (enr. multidrug resistance-associated protein-1, MRP1, ABCC1) u JIPIT
npotenn (enr. lung resistance protein, LRP) (Consoli et al. 2002). PenatusHo Bucok Huso I1-
TJIMKOMIPOTENHA, KIIACHYHHM MEXaHu3aM Mpeko kora henuja ocrBapyje MDR, usrnena na je
kapakTepuctrka Tymopckux hemuja y XJUJI. [1-rimukonporenn je nerexkroBan y 48—100%
y3opaka namujeHata ca XJIJI, masia je \eroB OMOIOIIKY U KIIMHUYKY 3Ha4aj jOII YBEK
HeoBoJBHO jacad (Webb et al. 1998). Baxkno je ucrahu na cy cyncrparu [1-rimmkonporenna
JICKOBH KOjU C€ PYTHHCKU KOPUCTE Y XeMUOTEpanuju 3a pepakTopHy u pekypentHy XJIJI
(Tsimberidou et al. 2003). Takohe cy cyncrparu [1-riMKOIpPOTEHHA JIEKOBH KOjU CE KOPHCTE KA0
npBa JIMHKUja TpeTMana oBor Mmanurautera (Leporrier et al. 2001).

VY namoj rpynu XJUJI nanujenata, 40% nauujenara je umano BUcoky ekcrpecujy ABCBLI rena,
KOja ce 3Ha4ajHO pasIMKyje 0] eKCIpecHje OBOT I'eHa Koja je CIMYHA HOBOY €KCIPecHje KO/
31paBUX KoHTposia. Moxe ce pehu na je y 40% nauujenara excrpecuja ABCB1 rena nozutuBan
Mapkep 3a MOTCHIIMjaIHY 0jaBy pe3ucTeHnuje Ha sexose, MDR.

YTunaj sapujanruux anena ABCB1 gena (3435C >T u 2677G > T/A) Ha ekcnipecujy
ABCB1 rena xox otooseaux og XJIJI

Crynuje kopenanuje npomena y ABCB1 reny ca HUBOOM eKcripecuje OBOT I'eHa Cy
koutpaaukropue (Hodges et al. 2011, Leschziner et al. 2007).

VY jennoj cryauju 3435TT rerotun je Ouo mose3an ca HuckoMm ekcrpecujom ABCB1 rena
(Hoffmeyer et al. 2000), anu perirkaiuone cTyauje To Hucy norspauie (Leschziner et al.
2007). Heke cryaumje cy nokaszaie kopenaiujy 3435TT ca CHHYKCHUM HUBOOM €KCIIpecHje
ABCBL1 rena (Wang et al. 2005), noBurirenum HEBoOM ekciipecuje ABCBL rena (Dey et al. 2006)
WM OJICYCTBOM yTHIIaja reHoTHNa Ha ekcripecrjy ABCB1 rena (Owen et al. 2005).

Hama cryauja Huje nmokasana yTuiaj BapujantHor ajiena 3435C > T, HUTH BapHjaHTHUX
reHoturnoBa Ha excripecrjy ABCB1 rena.

Mapa nocToju Benuku Opoj CTyAMja yTulaja Tpuasiencke Bapujanre 2677G>T/A nHa
excripecujy ABCB1 rena, pesynraru cy onpednu. Tako Heke CTyUje TOBOPE y IIPHIIOT
acouujanuje Bapujante u ekcrpecuje rena (Eichelbaum et al. 2004), a Heke Herupajy Ty
acorjarujy (Owen et al. 2005). Hamu pe3yaTatu HUCY IMOKa3aiK acoIlUjallH]jy TpHAIEICKe
Bapujante 2677G > T/A ca ekcpecujom ABCBL rena, cninuno muorum cryaujama (Estrela et al.
2009).

TpancnopTHa BUILIeCTPYKa pe3ucTeHnuja Ha jdekoBe y XJLJI (tpancnopraa MDR)

Y MHOTUM cTynujama je uzyuaBana acouujanuja ABCB1 renoruna u aktuBHOCTH [1-
[JIMKOIMPOTENHA ca KIMHUYKUM ucxoaoM XJIJI mocne nmpumene gexoBa koju cy cynctpar I1-
TJIMKONPOTENHA, OUITH J1a c€ paJH O YCICUIHOM JIeUeHYy WM HEKEJbEHUM JIejCTBUMA JIEKOBA
(Leschziner et al. 2007). Pe3yntatu OBUX acOIMjaTHBHUX CTYIHja Cy HEKOH3UCTEHTHU U HE MOTY
ce BAJIMJIMPATH Y PEIUIMKALMOHUM CTy/IHjama.

VY HaIoj cTyauju y K0joj CMO TIPaTHJIA TeHETHIKE MapKepe PEe3UCTEHIIH]e Ha JIEKOBE Y
nanujenata ca XJIJI, u To tpancnoptHe MDR, ynopehusamem HuBoa excripecuje ABCB1 rena y
naiyjeHaTa U lbUXO0BOT 0/IT0OBOpa Ha TEpaInjy, YOUeHO j€ Jia je MOBUIIEH HUBOA EKCIIpecH]e
ABCB1 rena cTaTHCTUYKH 3Ha4YajHO IOBE3aH Ca MapIyjaIHOM, @ HE KOMIIJIETHOM PEMHCH]jOM.
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Ham pesynrat ropopu y npuiior n1a je ekcripecuja ABCBL rena 3nauajHu Mapkep TpaHCIOPTHE
pesuctenyje koa XJUJI nanujenara neuennx FC nmpoTokomoMm.

AnonTorcka BUIIECTPYKA pe3ucTeHnuja Ha JekoBe y XJIJI (amonTtorcka MDR)

Y XJUI cy youeHe TeHeTUYKe TpOMEHe 1 aO0epaHTHA eKCIIPecHja pa3InuuTUX 1wianoBa Bel2
reHcke amuinje, Koju IMajy KJbY4HY yIIory y perynamuju amonrose (Vucicevic et al. 2015).
IToce6HoO je excripecuja 1Ba 4iaHa oBe (haMuiidje u BUX0OB oHOC, BCl2/Bax onHoc, 3Havajan
MoKazaTesb Kako GpyHKImoHuIe armonro3a y XJIJI henujama, a caMuM TUM je ¥ IOTEHIIU]aJTHA
MPOTHOCTUYKHU MapKep, Kao U noTeHuujannu mapkep anonrorcke MDR y XJIJT (Vucicevic et al.
2016).

Y mHoruMm cryaujama je yBehan Bcl2/Bax ognoc, u nHa PHK vuBoy (Aguilar-Santelises et al.
1996) u na nporennckom HuBoy (Molica et al. 1998), acorupan ca JIOIKUM IPOTHOCTHYKUM
napamerpuma y XJIJI. V npyrum crynujama To Huje nokasano (Vucicevic et al. 2016, Kitada et
al. 1998).

[Torumren Bel2/Bax omHOC je moka3ao acomujaiujy ca mporpeCHBHUM TOKOM 00JIECTH U
pesucrennrjom Ha xemotepanujy (Tzifi et al. 2012).

HcrpaxxknBama Ccy 1mokasaja Jia je CUMYJITaHO CHIDKaBame ekcripecrje Bel2 n Bax pannonamna
cTparerdja 3a UMILIEMEHTAIH]y anTH-KaHIep Tepanuje (Yamanaka et al. 2006).

VY Hamoj CTyAujHu, Y K0jOj CMO MPATHIIM TeHETUYKE MapKepe Pe3UCTeHIIN]jE Ha JIEKOBE Y
nanujerara ca XJIJI, u o anontorcke MDR, ynopehuBamem Benuunte Bcl2/Bax onHoca y
narjeHata U lMXOBOT OJIFOBOPA Ha TEpaIlijy, youeHo je jaa je nmouineH Bcl2/Bax omgnoc
CTaTUCTHYKHY 3HAYajHO MOBE3aH Ca MMapIMjaJHOM, a HE KOMIUIETHOM peMucHjoM. Harr pesysrar
roBopu y npuiior ja je Bcl2/Bax ogHoc 3HauajHu Mapkep arnonToTcke pesuctenimje ko XJ1J1
narujenara jedeHux FC npoTokosiom.

Orpannyema CTyAHja MOJEKYIapHO-TEHETHUKUX (PapMaKOTC€HETHUKHX MapKepa y OJroBOpy Ha
XeMHOTEepanujy cy OpojHe: celeKirja naiyjeHara, KOMIUIEKCaH U HEKOH3UCTeHTaH (DeHOTHI,
neduHUIja ©CcXoaa 00IeCTH, MPUMEHa pa3IMYUTHX MPOTOKOJIa jJeueta (Leschziner et al.
2007).

[IpenHocT Hale cTyauje je WITO Cy y CTyIN]y YKJbYUEHH caMo MallljeHTH YMja je Tepanuja Oumia
yaupopmua, FC mpotokon (fludarabintciklofosfamid). Mehyrum, Hama rpyna nanujesara je
M3y3eTHO Majia u cTynuja ca Behum 6pojem XJIJI manujenara je HeonxoHa jaa Ou ce MOTBPAUIN
Hau pe3ynrtatu. Takohe 6u n360p KIMHUYKUX MapaMeTapa NpoleHe YCIEeIHOCTH Teparniuje
Tpebasno 6osbe NepUHUCATH.

[TorpeOHo je ucrahu aa je oBo npBa cryauja Ha XJIJI nanujentuma y CpOouju Koja ce 0JHOCH Ha
MOJIEKYJIapHO-T€HETHUKE (DapMaKOTeHETHUKE MapKepe KOjU MOT'Y JOIPUHOCUTH TPAHCIIOPTHO] U
aroNTOTCKO] PE3UCTEHIM]H Ha JIEKOBE.
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6. 3BAK/bYUYAK

3AKJbYULIN

1. OBo je npBa cTyaHja TEHETHYKUX MapKepa TPAHCIIOPTHE M allONTOTCKE PE3UCTEHIIN]E Ha
nexose (Bapujante y ABCB1 reny (rs1045642, ¢.3435C>T, u rs20132582, c. 2677G > T/A),
excrpecuja ABCB1 rena, excripecuja Bcl2 u Bax rena) y namujenara ca XJIJI y Cpouju

2. Y Halloj CTyIiju HUj€ AETEKTOBaHA CTATUCTUYKH 3HaUajHA Pa3JIMKa y yUECTATOCTH
BapujanTHHX ajena y ABCB1 reny, ¢.3435C>T u ¢.2677G > T/A, u3mel)y 31paBux KOHTpoOJIa U
narujenata ca XJIJI. OBaj mopartak ykasyje Ha TO Ja OBEe T€HETHYKE BapHjaHTE HUCY (HAaKTOpU
pu3HKa 3a obospeBame 01 XJIJI.

3. Y namoj rpynu XJUJI manujenara, 40% namujenara je umasio BUCOKY excripecujy ABCB1
reHa, Koja ce 3HauajHO pasliuKyje OJ] eKCIpecHje OBOT reHa Koja je CIIMYHa HOBOY eKCIpecHje
KOJI 37paBux KoHTposia. Moxe ce pehu na je y 40% XJIJI namujenara ekcripecuja ABCB1 rena
MO3UTUBAH MapKep 3a MOTEHIHjalHy II0jaBy pe3uCTeHIIM]je Ha jekoBe (eHr. multi drug resistance,
MDR).

4. Hamm pe3ynrtatu HUCY NoKa3anu acouujanujy Bapujantu ABCBL rena, €.3435C>T u
€.2677G > T/A, HATH BapHjaHTHUX T€HOTHIIOBA, ca ekcripecujom ABCBL rena, cimuyHo MHOTHM
CTyaujama.

5.V Hamioj ctynuju, y K0joj CMO MpaTHIM TeHETHYKE MapKepe TPAaHCIIOPTHE PE3UCTEHIIH]E Ha
nekoBe y nanujenata ca XJIJI, youeno je na je nmoBuiieHn HuBoa excupecuje ABCB1 rena
CTaTUCTHYKHY 3HAYAjHO MOBE3aH ca MaplujaTHoM, a He KOMIUIETHOM peMucHjoM. Hamr pesynrar
roBopu y npuJior na je excrpecuja ABCB1 rena noteHIujainu MapKep TPaHCIIOPTHE
pesucrennyje kox XJUJI manujenara neuenux FC mpoTtokomom.

6. Y Ha1oj cTyuju, y KOjoj CMO MpaTUIM FeHETHUKE MapKepe aroNnTOTCKe Pe3UCTEHIH]e Ha
nekoBe y marujenara ca XJIJI, yodeHo je aa je mouieH Bcl2/Bax ogHoc cTaTHCTHYKK 3HAYAjHO
MOBE3aH ca MaplujagIHoM, a He KOMIUIETHOM peMucHjoM. Hai pe3ynrar roBopu y npuior za je
Bcl2/Bax omHoC MOTEHIMjaIHA MapKep anonTorcke pesucrennuje koa XJIJI nanujenara
neyenux FC mpotokonom.
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