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PREDGOVOR

Molekularna biologija dozivljava svoj procvat u XXI veku. Od naucne discipline koja je pocetkom 1930-ih bila u po-
vojima, i koja je nastojala da objedini genetiku, biohemiju i biofiziku kako bi rasvetlila tajne Zivota, izrasla je u nauku
¢ija su postignuca doprinela velikom napretku u medicini, veterini, poljoprivredi i farmaciji. Uz informaciono komu-
nikacione tehnologije, molekularna biologija je najperspektivnija oblast istrazivanja, od koje se o¢ekuje da znacajno
doprinese boljitku Zivota ljudi u budu¢nosti.

U Srbiji je molekularna biologija prepoznata relativno rano, pre nego na mnogim drugim meridijanima. Ve¢ u
$kolskoj 1972/73. se na Bioloskom fakultetu u Beogradu (tada Prirodno-matematicki fakultet) osniva smer- molekularna
biologija i fiziologija. U nasoj zemlji se tako edukuju generacije molekularnih biologa ve¢ pola veka. | veliki nau¢ni in-
stituti u Srbiji osnivaju laboratorije u kojima istrazivanja prate, a ponekad i predvode, svetske trendove u molekular-
noj biologiji. Jedna od tih nau¢nih institucija je Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo (IMGGlI),
osnovan 1986. godine u Beogradu. Ve¢ 35 godina naucnici iz IMGGI stavljaju najmodernije teme iz molekularne bio-
logije u fokus svojih istrazivanja.

Ovaj Tematski zbornik ima za cilj da prikaze aktuelne teme i postignuca iz oblasti molekularne biologije u pret-
hodnoj, 2020. godini i da svedoci o tome kako su naucnici u Srbiji u¢estvovali u tim svetskim trendovima. Poglavlja su
rezultat doktorskih teza mladih molekularnih biologa ali i prikaz aktuelnih istrazivanja u kojima je istaknut doprinos
nasih nauc¢nika. Od godine 2020. se ocekivao veliki napredak u mnogim disciplinama zahvaljuju¢i novim saznanjima
iz molekularne biologije. Pocetak godine je doneo pandemiju KOVID-19 bolesti, koja je imala sve karakteristike epi-
demija iz ranijih vekova. Bili smo na pragu velikog razo¢aranja. A onda je molekularna biologija upotrebila sve svoje
kapacitete, tako $to je omogucila karakterizaciju virusa, uzro¢nika bolesti, za izuzetno kratko vreme. |1z tog razloga me-
tode za detekciju virusa su bile razvijene u rekordnom roku, te je brza i efikasna dijagnostika postala dostupna leka-
rima. A potom su se pojavile vakcine, rezultat modernih metoda genetic¢kog inzenjerstva. | tako je 2020. godina ipak
bila jedinstvena u istoriji, jer je odgovor na epidemiju bio brz i efikasan, zahvaljujuci, u velikoj meri, molekularnoj bio-
logiji. Iste godine, Nobelova nagrada za hemiju je dodeljena metodi koja efikasno i ta¢no edituje humani genom. Vrata
medicine budu¢nosti su se Sirom otvorila.

Ova sveska bi trebalo da bude prva u nizu godisnjih tematskih zbornika posvecenih aktuelnim temama iz mole-
kularne biologije. Svesni smo kako ¢e ovi rezultati izgledati za deceniju ili dve. Ali, ovo su,znakovi pored puta” koje je
nase vreme ostavilo, osvetljavajuci put kojim se ide napred. Mi smo zadivljeni napretkom nase nauke, kad pogledamo
u proslost, ali smo i svesni koji su njeni dometi u odnosu na ono ¢emu nauka stremi. Radujemo se bududim sveskama
i verujemo da ¢e one otvarati nove perspektive i trasirati put napretka.

Nadamo se da ¢e ovaj Tematski zbornik naci put do mladih ljudi, da ¢e ih inspirisati da se opredele za nau¢ni rad,
posebno za molekularnu biologiju. Verujemo da ¢e buduce generacije uvideti da naucni rad i u ovoj zemlji moze dati
doprinos svetskoj nauci a pri tome i dovesti do poboljsanja zivota ljudi u nasoj zemlji. Od svih koji su ucestvovali u
stvaranju ovog svedocenja o nasem vremenu, poruka za vas koji dolazite je:

,Hoc¢emo li na molekularnu?!”

Sonja Pavlovi¢

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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1Z RECENZIJA TEMATSKOG ZBORNIKA
Trendovi u molekularnoj biologiji

Tematski zbornik Trendovi u molekularnoj biologiji oslikava trenutno stanje i fokus istrazivanja u molekularnoj bio-
logiji u Srbiji. Izabrane tematske oblasti i reprezentativni radovi jasno govore o moguc¢nostima i dometima ove nau-
¢ne oblasti i spremnosti istrazivaca u Srbiji da prate trendove i savremene naucne pristupe.

Osim trenutno aktuelnog COVID-19, molekularna biologija je unapredila i obogatila istrazivanja u medicini kroz
oblast biomedicine. TezZiSte ovog Tematskog zbornika je na rezultatima istrazivanja molekularne osnove kompleksnih
i retkih bolesti. Proucavanje prokariota dovelo je do mnogih fundamentalnih i revolucionarnih otkri¢a u molekularnoj
biologiji, koja su otvorila put ka biotehnoloskoj primeni. Jedno od takvih otkric¢a je i CRISPR/Cas9 tehnologija za edi-
tovanje genoma. Veoma vazna oblast istrazivanja je i potraga za inovativnim nacinima kontrole infekcija izazvanih
bakterijama koje su rezistentne na konvencionalne antibiotike. O ovim temama se takode govori u Tematskom zbor-
niku. Istrazivanja u molekularnoj biologiji biljaka ne samo da su prosirila znanja o ovim organizmima, ve¢ su otvorila
put ka primeni savremenih metoda za poboljSanje osobina biljaka i povecanje prinosa. U tom smislu je veoma za-
nimljiv i ilustrativan rad koji je prikazan u ovom Zborniku.

Tematski zbornik Trendovi u molekularnoj biologiji jasno je ukazao na naucni i Siri drustveni znacaj istrazivanja u
molekularnoj biologiji. Ovim prvim brojem nagovestava se da ¢e Zbornik ne samo pratiti i dokumentovati najznacaj-
nija dostignuca u molekularnoj biologiji, ve¢ da e biti podstrek i inspiracija istrazivac¢ima u Srbiji.

Prof. Svetlana Radovi¢, redovni profesor
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu

Tematski zbornik,,Trendovi u molekularnoj biologiji” je sacinjen od 17 poglavlja u kojima su predstavljeni nau¢ni
rezultati iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije. Veliki broj poglavlja iz Zbornika je posve-
¢en istrazivanjima iz oblasti biomedicine. Doprinos koji je molekularna biologija dala modernoj medicini je izuzetno
veliki. Danas su u klinickoj praksi mnogobrojni dijagnosticki, prognosticki i terapijskih molekularni markeri. Posebno
je znacajno $to je medicina u Srbiji pratila svetske trendove, i to zahvaljujuci i velikim naporima molekularnih biologa
u nasoj zemlji.

Najbolji primer postignu¢a molekularne biomedicine je odgovor ove nauke na pandemiju KOVID-19. Dijagno-
stika je omogucena uzuzetno brzo jer je molekularna biologija bila spremna za ovaj zadatak. Ipak je razvoj vakcina u
fascinantnom roku najvece postignuce ove nauke. Molekularna biologija je pokazala svoju snagu u pravom trenutku
i postala najznacajnija nauka u kriznim momentima za ¢ovecanstvo, kako u svetu, tako i u nasoj zemlji.

Sigurno je da ¢e ovako koncipiran Tematski zbornik imati buducnost, jer je napredak medicine nemoguce zami-
sliti bez novih dostignuc¢a molekularne biologije.

Prof. dr Vesna Skodrié-Trifunovi¢, redovni profesor
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu

Ovaj Tematski zbornik kroz Cetiri celine daje pregled najznacajnijih ostvarenja u molekularnoj biologiji u svetu, a
kojima se bave i istrazivaci u Srbiji. U okviru 17 preglednih radova prikazani su razliciti rezultati - od onih koji su obe-
lezili prethodnu godinu (posveceni COVID-19 i CRISPR/Cas9 tehnologiji), preko novih dostignuca u biomedicini (ret-
kih i kompleksnih bolesti), do molekularno bioloskih istrazivanja prokariota i biljaka.

Znacaj ovog Zbornika je visestruk, ogleda se ne samo u ¢injenici da su najrelevantnija saznanja iz navedenih obla-
sti objedinjena i postala dostupna Siroj javnosti na maternjem jeziku, ve¢ i zbog toga $to su radove napisali istraZivaci
iz razli¢itih nau¢nih instituta (6), fakulteta (3) i klinika (2) iz Srbije, u kojima se ta istrazivanja aktivno sprovode. Naime,
saznanja o SARS-CoV-2 koronavirusu, uzro¢niku nove bolesti COVID-19, se kontinuirano uvecavaju i veoma je vazno
$to i naucnici iz nase zemlje daju doprinos u razumevanju ove pandemije. Isto se odnosi i na najnovije tehnologije za
manipulaciju molekula DNK, koje su dovele do revolucionarnih pomaka u biomedicinskim naukama. Stoga, prikazana
istrazivanja molekularne osnove razli¢itih bolesti najsavremenijim metodoloskim pristupima, primena dobijenih re-
zultata u dijagnozi, preciznom predvidanju progresije bolesti i leenju, kao i razvoju novih molekularnih terapeutika,
daju realnu osnovu ocekivanjima da ¢e personalizovana medicina uskoro postati Siroko dostupna.

Dr Gordana Nikcevié, nauéni savetnik
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo, Univerzitet u Beogradu



Duga nekodiraju¢a RNK GAS5 kao novi biomarker u onkologiji

Vladimir Gasi¢, Natasa Tosic¢
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Beogradu, Beograd, Srbija
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Apstrakt

Growth arrest specific 5 (GAS5) je duga nekodirajuca RNK koja zaustavlja celijski ciklus i promovise apoptozu.
Ponasajuci se kao signalni protein, kao mamac za druge molekule ili kao transportni molekul, ova regulatorna
RNK uti¢e na niz puteva i molekula koji su bitni za rast elije i apoptozu, medu kojima se isticu p53 mreza,
mTOR signalni put, AKT signalni put, kao i molekuli mikro RNK, PTEN i sli¢ni. Brojne studije na razlicitim ti-
povima karcinoma su pokazale da nivo ekspresije GAS5 utice na razvoj i tok bolesti kod hematoloskih ma-
ligniteta, ginekoloskih karcinoma, glioma, karcinoma dojke, karcinoma gastrointestinalnog trakta, bubrega,
besike, prostate i plu¢a. Shodno tome, GAS5 je novi biomarker u onkologiji, koji ima dijagnosticki i progno-
sticki znacaj.

Klju¢ne reci: Duga nekodiraju¢a RNK, GAS5, biomarker, karcinomi

Long noncoding RNA GAS5 as a new biomarker in oncology

Vladimir Gasic, Natasa Tosic

Laboratory for Molecular Biomedicine, Institute of Molecular Genetics and Genetic Engineering University of Belgrade,
Belgrade, Serbia

Correspondence: natasa.tosic@imgge.bg.ac.rs

Abstract

Growth arrest specific 5 (GAS5) is a long noncoding RNA which halts the cell cycle and promotes apoptosis.
Acting as a signal protein, as a decoy for other molecules or as a transport molecule, this regulatory RNA in-
fluences a number of pathways and molecules relevant for the growth of the cell and apoptosis, among
them the most important being the p53 network, the mTOR signal pathway, the AKT signal pathway, as well
as molecules of microRNA, PTEN and others.

Numerous studies on diverse cancer types have confirmed that the expression of GAS5 influences the de-
velopment and the course of hematological malignancies, gynecologic carcinoma, gliomas, breast cancer,
gastrointestinal cancer, kidney cancer, bladder cancer, prostate cancer and lung cancer. Therefore, GAS5 is
a promising new diagnostic and prognostic biomarker in oncology,

Key words: Long noncoding RNA, GAS5, biomarkers, cancers
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DUGE NEKODIRAJUCE RNK

Danas se shvatanje centralne dogme molekularne biologije, po kojoj je molekul RNK posrednik izmedu DNK, koja
nosi genetsku informaciju, i proteina koji u¢estvuju u bioloske procesima u celiji, drasti¢no promenilo. Veliki meduna-
rodni konzorcijumi kao 3to je ENCODE (The Encyclopedia of DNA Elements), su pokazali da se 80% genoma transkri-
buje, dok samo 1,5% ovog transkribovanog materijala kodira proteine [1]. Ovim je pokazano da su nekodiraju¢e RNK
mnogo zastupljenije nego sto se ocekivalo.

Na osnovu duzine transkripata, nekodiraju¢e RNK su podeljene u dve grupe: kratke i duge nekodiraju¢e RNK. Prva
grupa ukljucuje klase kao 3to su transportne RNK, male nuklearne RNK, male nukleolarne RNK, mikro RNK i druge.
Druga grupa ukljucuje rRNK i duge nekodirajuce RNK (dnkRNK) ¢ije funkcije nisu dovoljno dobro poznate.

dnkRNK se definisu kao transkripti duzi od 200 baznih parova koji ne sadrze produzeni otvoreni okvir ¢itanja.
Osvrcucdi se na anotacije FANTOM5 projekta, dolazi se do podatka da ljudski genom sadrzi skoro 28 000 gena za dnkRNK,
$to se moze porediti sa brojem gena koji kodiraju proteine [2]. One su jako sli¢ne iRNK, posto ¢esto imaju kapu, polia-
denilisane su i podlezu splajsovanju. Medutim, postoje razlike [3]. Prose¢no, dnkRNK imaju manje egzona u svojoj
strukturi i krace su. Oko 42% dnkRNK sadrze dve egzona u poredenju sa samo 6% medu iRNK. Prose¢na duzina dnkRNK
je 592 nukleotida, dok je kod iRNK 2453 nukleotida. Generalno, dnkRNK imaju nize nivoe ekspresiju, njihova ekspre-
sija je tkivno-specifi¢na i ve¢ina dnkRNK ima nuklearnu lokalizaciju. Izmedu ostalog, dnkRNK su manje konzervirane
od iRNK, ali konzervacije sekvence nije uvek u korelaciji sa njihovom funkcijom.

Do sada, mali broj dnkRNK je funkcionalno anotiran [4,5]. Medutim, razne studije su pokazale da dnkRNK mogu
da ucestvuju u mnogim Celijskim procesima, ukljucujudi regulaciju genske ekspresije na transkripcionom [6-8] i post
transkripcionim nivoima [9-11]. Stavie, poznato je da mnoge dnkRNK mogu da doprinesu razvoju bolesti kod ljudi.
Trenutno, nekoliko baza podataka sadrzi podatke o asocijacijama izmedu dnkRNK i bolesti, kao $to su Lnc2Cancer,
MNDR, LncRNADisease. Za neke dnkRNK, asocijacija sa humanim patologijama je ustanovljena u GWAS studijama (eng.
genome-wide association study) ili u istrazivanjama transkriptoma. Pojedine od ovih RNK, eksperimentalno su ispiti-
vane in vitro. Na kraju, neke dnkRNK i njihove uloge u razvoju bolesti su utvrdene tokom in vivo eksperimenata na mi-
$jim modelima, te su u nekim slucajevima predlozene kao osnova za ciljanu terapiju.

DUGA NEKODIRAJUCA RNK GAS5

Growth arrest specific 5 (eng. GAS5) je dnkRNK, koja je u skorije vreme postala jedna od temeljnije izu¢avanih
RNK ove vrste. Gen za GASS5 se nalazi na 1925 lokusu. Sastoji se od 12 egzona, koji alternativnim splajsovanjem daju
forme GAS5a i GAS5b. Razlika izmedu ova dva transkripta je u egzonu 7. Kod GAS5a, nije transkribovan ceo egzon 7,
dok je kod GAS5b transkribovan ceo. Introni, kojih ima 11 u GAS5 genu, se transkribuju u male nukleolarne RNK
(mnRNK) [12].

Na 5'kraju, GAS5 sadrzi oligopirimidinski trakt dugacak 6 nukleotida [13]. Zbog kratkog otvorenog okvira ¢itanja,
GASS5 sadrzi vise stop kodona, sto dovodi do degradacije transkripta [14].

dnkRNK GASS5 inhibira celijski ciklus, dok, u isto vreme, stimuliSe apoptozu [12]. Ovaj dvostruki efekat je pokazan
kod T-limfocita [15] i utvrdeno je da je GAS5 dovoljna za zaustavljanje ¢elijskog ciklusa.

MEHANIZMI DELOVANJA GAS5

Postoje tri nacina na koji GAS5 ucestvuje u signalnim putevima.

Prvo, GAS5 moze da funkcionise kao signalni protein. U ovom slucaju je transkribovan po delovanju odredenih
signala, pa ucestvuje u prenosu signala kao ¢vor [16]. Na primer, eksperimenti su utvrdili da, po ostecenju DNK u ljud-
skim kolorektalnim celijama, GAS5 povecava ekspresiju mnRNK, te GAS5 mnRNK aktivira p53 signalni put i odgovora
na ostecenje DNK. GAS5 sluzi kao signalni protein u ovom procesu i direktno ucestvuje u regulaciji p53 signalnog puta
[17].

Drugo, GAS5 moze da se ponasa kao mamac, pa deluje kao molekularni sunder koji se vezuje direktno za ciljanu
RNK ili za proteine, time blokirajuci njihovo nishodno funkcionisanje [18]. Na primer, GAS5 vezuje miR-21, sprecavajudi
njeno inhibitorno delovanje na PTEN i PDCD4, pospesujuci povecanu ekspresiju PTEN i PDCD4 [19].

Trece, GAS5 moze da sluzi kao transportni molekul. Po vezivanju moze da vodi protein do specifi¢cne DNK se-
kvence gde regulise transkripciju nishodnih molekula [20]. Prethodno je prijavljeno da GAS5 promovise vezivanje E2F
transkripcionog faktora 1 (E2F1) za promotor gena za ciklin-zavisni kinazni inhibitor 1B (P27kip1) navodeci ga da akti-
vira P27kip1[21].

Od do sada izuc¢avanih interakcije izmedu GAS5 i drugih signalnih mreza i molekula izdvajaju se p53 mreza, mTOR
signalni put, glukokortikoidni signalni put, AKT i mikro RNK.



dnkRNK mogu direktno da interaguju sa promotorima kako bi modulisali transkripciju [22]. GAS5 se vezuje za re-
gulatorne elemente, dovodeci do aktivacije ili inhibicije genske ekspresije [22]. GAS5 moze indirektno da aktivira
P27kip1 transkripciju tako Sto pospesuje vezivanje E2F1 za p27kip 1 promotor, $to postize direktnim vezivanjem za E2F1
[23]. Takode je zabelezeno da GAS5 inhibira translaciju c-Myc iRNK tako $to interaguje sa eukariotskim translacionim
inicijacionim faktorom 4E, bez uticanja na transkripcionu ili proteinsku stabilnost c-Myc iRNK [24].

Pokazano je i da GAS5 povecava apoptozu celija karcinoma pluca, indukovanu gefitinibom, selektivnim inhibito-
rom tirozin kinaznog receptora epidermalnog faktora rasta, tako sto inhibira epidermalni faktor rasta i nishodno regulise
ekspresiju receptora faktora rasta nalik insulinu 1 [25]. Dodatno, povisena ekspresija GAS5 u ¢elijama, koja je posledica
ishemijske povrede miokarda, dovodi do aktivacije p38 MAPK signalnog puta i do povecanja ekspresije LAS1, §to do-
vodi do apoptoze [26].

GASS5 je takode ukljucen u PTEN regulaciju kroz niz mehanizama. PTEN je vazan tumor supresor kojiima znacajnu
ulogu u celijskom rastu, apoptozi i migraciji [27]. GAS5 moze indirektno da pospesuje translaciju PTENA tako $to su-
primira miR-21a-5p [28]. Dodatno, u papilarnom tiroidnom karcinomu, GAS5 moze da sluzi kao molekularni sunder za
miR-222-3p, koji aktivira PTEN/AKT put [29]. Sli¢no tome, GAS5 se pokazao i kao sunder za miR-222, te indirektno su-
primira PTEN ekspresiju u karcinomu dojke [30].

TP53 je detaljno izu¢avan tumor supresorski gen koji kodira protein p53 koji regulise celijski ciklus i sprecava kar-
cinogenezu [30]. Stoga se p53 naziva ,zastitnikom genoma” [31]. Predominantna uloga p53 je da odrzava genomsku
stabilnost i da izbegne nastanak mutacija. Pokazano je da vise dnkRNK regulise p53 mrezu [32,33]. Ranije studije su uka-
zale na to da je smanjena ekspresija GAS5 asocirana sa zaustavljanjem celijskom ciklusa preko povecane p53 ekspre-
sije [32-34]. Kod ¢elijske linije kolorektalnog karcinoma pokazano je da je p53 povezan sa nivoima mnRNK koje su
nastale iz GAS5 [17]. Stoga, GAS5 mozda regulise p53 ekspresiju preko povratne sprege. Povratna sprega je aktivirana
posle DNK ostecenja, posto GAS5 produkuje mnRNK koje direktno promovisu ekspresiju p53 i inhibiraju G1 fazu ¢elij-
skog ciklusa, $to inhibira DNK ostecenje u celijama koje prolaze kroz mitozu.

mTOR je ukljucen u niz signalnih puteva, ukljucujuci ¢elijsku proliferaciju, diferencijaciju, autofagiju i apoptozu [35].
Potvrdeno je da GAS5 regulise mTOR [36,37]. Kada je GAS5 preterano eksprimiran, pokazano je da inhibise prolifera-
ciju ¢elija Zeluca tako $to smanjuje ekspresiju mTOR, $to znaci da GAS5 ostvaruje svoje biolosku funkciju kroz mTOR put
[38]. Ovo delovanje ostvaruje tako $to inhibise funkciju miR-106a-5p. U celijskoj liniji ezofagealnog karcinoma, poka-
zano je da je GAS5 ekspresija snizena. Pokazalo se da povecana ekspresija GAS5 inhibise proliferaciju, migraciju i da
smanjuje PI3K ekspresiju, kao i AKT i mTOR fosforilaciju. Ovo ukazuje na to da GAS5 svoj efekat ostvaruje kroz
PI3K/mTOR put u ezofagealnim karcinomskim ¢elijama [39,40].

miRNK su klasa RNK kratke duzine koje su brojne kod eukariota [41]. Prethodne studje su pokazale da je GAS5 u
bliskom odnosu sa brojnim miRNK [42-44]. Na primer, studije su pokazale da postoji povratna sprega izmedu GAS5 i
miR-21. U ovom slucaju, GAS5 indukuje smanjenu ekspresiju miR-21 kako bi pokrenula translaciju bitnih gena, uklju-
Cujudi PTEN i PDCD4 [45,46]. Dodatno je pokazano da GAS5 vezuje miR-103 kako bi povecala PTEN ekspresiju [19].
Dodatno, povecana ekspresija GAS5 moze dovesti do povecane ekspresije receptora za oslobadanje kortikotropina 1,
samim tim i do dugorocne aktivacije hipotalamo-pituitarno-adrenalne ose, verovatno zato $to GAS5 inhibira miR449a
[47].

Glukokortikoidni receptori (GR) su vazni ¢lanovi familije nuklearnih receptora i oni su uobicajeni transkripcioni re-
gulatori koji zavise od nivoa hormona [48]. Po vezivanju hormona, GR regulise ekspresiju ciljanih gena, kao $to su apop-
totski geni c/AP2 i SGK1, tako Sto interaguju sa elementom glukokortikoidnog odgovora (eng. GRE) [14]. GAS5 i GR
interaguju tako $to GAS5 se ponasa kao sunder za GR, sto ukazuje na to da GAS5 moze biti biomarker glukortikoidne
senzitivnosti ili rezistencije [49]. Prethodne studije su pokazale da GAS5 kompetira sa GRE kako bi se vezao za DNK-ve-
zujuci domen (DBD) na GR [50,51]. Ovaj proces blokira GR vezivanje za GRE, samim tim sprecavajudi transkripcionu
aktivnost ciljanih gena [52]. Dakle, GAS5 deluje kao riborepresor za GR.

AKT signalni put predstavlja put signalne transdukcije koji promovise prezivljavanje i rast ¢elije kao odgovor na
vancelijske signale. Aktivacija AKT puta se odigrava kroz niz razli¢itih signalnih puteva, kao $to su MAPK, PI3K/AKT i
mTOR. AKT put je povezan sa proliferativnim i invazivnim sposobnostima tumorskih celija. GAS5 sluzi vaznoj ulozi u re-
gulaciji AKT puta [53,54]. Ranije studije su pokazale da GAS5 interaguje sa PDCD4 proteinom [55,56]. Pokazano je da
GASS5 regulise ekspresiju PDCD4 tako 3to cilja miR-21 i indirektno inhibira PI3K/AKT signalni put [57]. Takode, kompe-
titivnim vezivanjem za miR-532-5p, GAS5 pospesuje inhibiciju PI3K/AKT signalnog puta [58].

GAS5 U HEMATOLOSKIM MALIGNITETIMA

Genomsko profilisanje hematoloskih maligniteta dovelo je do otkrica velikog broja geneti¢kih markera koji su
znacajni u klinickoj praksi za dijagnozu, prognozu i izbor terapije [59].
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lako je pokazano da,dugacke nekodiraju¢e RNK” (dnkRNK) igraju vaznu ulogu u patogenezi karcinoma, njihov uti-
caj na nastanak leukemija je veoma malo izu¢avan. U slu¢aju akutne mijeloidne leukemije (AML), naj¢es¢eg hemato-
loskog maligniteta kod odraslih, pokazano je da je uvecana ekspresija GAS5 povezana sa citogenetski loSom grupom
rizika, a samim tim i sa kra¢im ukupnim prezivljavanjem obolelih [60,61]. Ovo je u suprotnosti sa pretpostavljenom
ulogom GASS5 kao tumor-supresor gena koji inhibira proliferaciju i promovise apoptozu. Medutim, pokazano je da po-
jedine varijante u genu za GAS5 mogu predstavljati rizik za pojavu AML [51]. GASS5 je i od velikog znacaja za B-ALL koju
karakterise visoka hiperdiploidija odnosno prisustvo t(1;19)(q23;p13) translokacije (TCF3/PBX1 rearanzman), a njen
znacaj je povezan sa terapijskom primenom glukokortikoida [62,63]. Takode, znacaj GAS5 u ALL se ogleda i u tome $to
se putem negativne korelacije izmedu ekspresije GAS5 i miR-222 vrsi modulacija proliferacije, apoptoze i invazije leu-
kemijskih celija, te je stoga smanjenje ekspresije GAS5 povezano sa progresijom B-ALL [43]. U slu¢aju decje akutne
limfoblasne leukemije, pokazano je da nivo ekspresije gena za GAS5 moze biti prediktor odgovora na terapiju u po-
cetnoj fazi le¢enja, indukcija remisije [62].

U studiji Isin M et al. koja je izuc¢avala visinu ekspresije cirkuliSu¢e GAS5 kod drugih B neoplazmi, hroni¢noj limfo-
citnoj leukemiji (HLL) i multiplom mijelomu (MM), detektovani su kontradiktorni rezultati [64]. U MM njegova ekspre-
sija je bila smanjena, dok je u HLL ekspresija GAS5 bila nesto visa od one detektovane kod zdravih kontrola. Smanjenje
ekspresije GASS5 je u skladu sa njegovom tumor-supresorskom ulogom, a takode je pokazano da GASS5 stiti leukemij-
ske ¢elije od anti-proliferativnog efekta hemoterapije [65]. Sa druge strane pokazano je da GAS5 predstavlja glavni re-
gulator prezivljavanja ¢elija limfoidne loze, pa nije ¢udno $to je GAS5 ekspresija povisena u slu¢aju HLL [66]. U slucaju
».mantle” ¢eijskog limfoma pokazano je da regulacija ekspresije GAS5 moze imati uticaja na bolje prezivljavanje [67].

GAS5 U GINEKOLOSKIM KARCINOMIMA

U karcinomu cerviksa (KC), koji predstavlja jedan od najcescih uzroka smrti kod Zzena, GAS5 ima ulogu tumor-su-
presora i njegova ekspresija je smanjena, $to za posledicu ima uvecanje ekspresije miR-196a i miR-205. Ove miRNK
svoju onkogenu ulogu vrse preko ,forkhead box protein 01" - FOXO1, odnosno ,phosphatase and tensin homolog*-
PTEN, uvecavajuci proliferaciju, ¢elijski rast, invazivnost i migraciju tumorskih ¢elija [68,69]. Preko miR-21, GAS5 moze
uticati na prevazilazenje cisplastinske rezistencije u KC [70]. Prediktivni modeli su pokazali da GAS5 moze delovati kao
molekulski,sunder” za miR-106b, promovisuci proliferaciju, a inhibiraju¢i apoptozu endometrijalnih celija [71]. Kom-
pleks GAS5/miR-106b vodi ka poveéanoj senzitivnosti tumorskih ¢elija na primenjenu radijacionu terapiju [72]. Ta-
kode, u KC smanjena ekspresija GAS5 moze biti posledica poremecene metilacije u GAS5, $to sve govori u prilog tome
da ova dnkRNK predstavlja potencijalni biomarker za ovo oboljenje [73]. Sli¢no je i kod karcinoma jajnika, jos jednom
¢estom vrstom ginekoloskog karcinoma, gde je smanjenje ekspresije GAS5 takode u direktnoj vezi sa uznapredovalim
stadijumom tumora, i loSom prognozom [74].

GAS5 U GLIOMIMA

Gliom je agresivni maligni tumor mozga, u ¢ijoj patogenezi veliku ulogu imaju epigeneti¢ke promene, izmedu
ostalog i aberantna ekspresija regulatornih RNK kao $to su dnkRNK. GAS5 u gliomima pokazuje tumor-supresorske
karakteristike, tj. njegova ekspresija je smanjena. Obim smanjenja GAS5 je direktno proporcionalan stadijumu bolesti,
sa gotovo potpunim izostankom ekspresije GAS5 u uznapredovalim stadijumima tumora [75]. Prema bioinformati-
¢kim predikcijama GAS5 ima vise mesta za vezivanje razli¢itih miRNA preko kojih GAS5 obavlja svoju funkciju, kao sto
su miR-222, miR-10b i miR-196a-5p. Smanjenjem ekspresije GAS5 dolazi do povecanja ekspresije miR-222 koja regu-
lise proces apoptoze preko ¢lanova Bcl2 familije, tacnije preko,Bcl-2-modifying factor” (Bmf), tumor-supresora ¢ija je
ekspresija veoma niska kod glioma. Smanjena ekspresija Bmf ima anti-apoptotski efekat jer dovodi do povecane
ekspresije Bcl2, a smanjene ekspresije Bax. Uvec¢ana ekspresija ne samo miR-222, ve¢ i miR-221, koja je primecena u ka-
snijim stadijumima glioma, uti¢e na smanjenje proteina tirozin fosfataze p (PTPp), a kao posledica toga dolazi do po-
vecanja u pokretljivosti ¢elija, odnosno do uvecane invazivnost tumora [76].

miR-196a-5p vrsi funkciju onkogena i njena ekspresija u gliomima je uvecana. GAS5 koja ima sposobnost veziva-
nja za ovu mikro RNK,, ponistava“ njen onkogeni efekat delovanjem preko,forkhead box protein O1“- (FOXO1). FOXO1
povecava ekspresiju ,phosphotyrosine interaction domain containing 1” (PID1) i “migration and invasion inhibitory
protein” (MIIP), inhibirajudi rast tumora i njegovu invazivnost [77].

GASS5 se vezuje i za miR-10b i tako doprinosi sprecavanju daljeg Sirenja glioma. Ovaj efekat se uspostavlja putem
smanjenja ekspresije Sirtuina 1, sto dovodi do poremecaja u fosforilaciji fosfatidilinozitol kinaze-3 (PI3K), proteinske ki-
naze B (AKT), mitogen-aktivirane protien kinaze (MEK) i ekstracelularnim signalom regulisane kinaze (ERK), a takode
dolazi i do uvecanja ekspresije fosfataza i tenzin homologa (PTEN) tumor-supresora. Inhibicijom miR-10b onkogenog



efekta od strane GAS5 dolazi do direktnog smanjenja ekspresije Bcl2, a povecanja ekspresije Bax, sto dovodi do akti-
vacije procesa apoptoze [78].

U gliomima je pokazana povecana ekspresija miR-18a-5p za koju se pretpostavlja da ima onkogenu ulogu kao i
u vecini drugih tipova karcinoma [79,80]. GAS5, koji ima mesto za vezivanje miR-18a-5p u egzonu 2, vrsi represiju miR-
18a-5p inhibirajuci progresiju tumora [81].

GASS5 se potencijalno vezuje i za miR-34a, a ekspresija navedenih RNK je izrazito smanjena kod glioma [82]. S ob-
zirom na to da miR-34a ima tumor-supresorsku ulogu u gliomima [83], pretpostavlja se da je priroda medusobne in-
terakcije GAS5-miR-34a drugacija od prethodno navedenih primera- GAS5 (tumor-supresor) — miRNA (onkogen).
Smatra se da je GAS5-miR-34a interakcija tkivno-specifi¢na, odnosno da zavisi od Sire,mreze” interagujuc¢ih molekula,
¢iji ukupan ,neto” rezultat utice na progresiju ili inhibiciju tumora.

Jos jedna mikro RNK sa tumor-supresorskom ulogom u gliomima je i miR-424. U celijama glioma GAS5 povecava
ekspresiju tumor-supresorke miR-424 tako $to smanjuje metilaciju njenog promorora stimulisuci formiranje polikomb
represivnog kompleksa 2 (PRC2) i redukujuci nivo DNK-metiltransferaze [84]. Primeceno je da je miR-424 ekspresija
znatno smanjena kod glioma i da miR-424 pokazuje tumor-supresorska svojstva inhibirajuci invazivnost tumorskih
Celija, a promovisuci njihovu apoptozu [85]. Rezultati ove studije ukazuju na to da pospesivanje GAS5, odnosno miR-
424 moze predstavljati nov pristup u terapiji glioma. Naime, visina ekspresijeGAS5 ne predstavlja specifican biomar-
ker glioma, ali je nekoliko studija pokazalo njegov znacaj u kombinaciji sa drugim biomarkerima u substratifikaciji
pacijenata u odredene grupe rizika. Tako na primer, u kombinaciji sa prisustvom mutacija u izocitrat dehidrogenaza 1
genu (IDHT), uvecdan nivo GAS5 ekspresije kod pacijenata sa Il i lll stadijumom glioma i sa IDHT mutacijom ukazuje na
poboljsano prezivljavanje [86]. Takode, pokazano je da nosioci rs145204276 polimorfizma u GAS5 genu pokazuju uve-
¢anu susceptibilnost ka pojavi glioma [87].

GAS5 U KARCINOMU DOJKE

Kod karcinoma dojke (KD), vodecim tipom karcinoma kod Zena, ekspresija GAS5 je smanjena i povezana sa losi-
jim klinickim parametrima, izostankom receptora za estrogen, ve¢im volumenom tumora i prisustvom metastaza [88].
Nivo GAS5 izmeren u plazmi KD pacijenata pre i posle operacije je pokazao je da se na osnovu cirkuliSu¢e GAS5 moze
izvrsiti preoperativna evaluacija pacijentkinja i predikcija ishoda nakon hirurskog tretmana [89]. Svoju tumor-supre-
sorsku ulogu GAS5 u KD vrsi preko razli¢itih mikro RNK, pa tako npr. vezujudi se za miR-23a pospesuje autofagiju [90].
Takode, kod KD pokazano je postojanje negativne povratne sprege GAS5/miR-21, pa uve¢anjem ekspresije GAS5 do-
lazi do derepresije PTEN i do suprimiranja rasta tumorskih ¢elija i invazivnosti tumora [19]. Pozitivna korelacija
GAS5/PTEN je veoma vazna u prevazilazenju rezistencije na tamoksifen. Naime u tamoksifen-rezistentnoj celijskoj li-
niji MCF-7R primeceno je uvecanje ekspresije onkogene miR-222. Medutim, supresijom miR-222 od strane GAS5 do-
lazi do aktivacije PTEN i do poboljsanja efikasnosti tamoksifenske terapije kod KD [30]. Uvecanje ekspresije GAS5 dovodi
do poboljsanog odgovora na konvencionalu hemoterapiju kao 3to je primena imatiniba (PI3K/mTOR inhibitora), tako
$to u prisustvu ovog dvostrukog inhibitora GAS5 pospesuje apoptozu celija karcinoma [91].

GAS5 U KARCINOMIMA GASTROINTESTINALNOG TRAKTA

Karcinom pankreasa (KP) predstavlja jedan od najletalnijih tipova pankreasa i u njemu GAS5 obavlja tumor-
supresorsku uloguy, tj. njegova ekspresija je znacajno smanjena u tumorskom tkivu [92,93]. Smanjena ekspresija GAS5
je detektovana i u uzorcima plazme obolelih, pa GAS5 predstavlja potencijalni biomarker za ranu detekciju KP koji se
uglavnom detektuje u kasnim stadijumima oboljenja [28]. GAS5 je negativni regulator za ciklin-zavisnu kinazu 6 (CDK6),
pa tako smanjuje proliferaciju izazivajuci zaustavljanje ¢elijskog-ciklusa [93]. GAS5 ucestvuje i u sprecavanju rezistan-
cije na primenjenu terapiju tako $to inhbira miR-181c-5p i suprimira Hippo singnalni put [92]. Preko miR-221/SOCS3 i
mir_32-5p/PTEN signalnog puta GAS5 ukida rezistenciju na gemcitabin, inhibira rast tumora i metastaze [28,94].

U karcinomu Zeluca (KZ), najée$¢em malignom oboljenju na svetu, smanjena ekspresija GAS5 je povezana sa uz-
napredovalim stadijumom bolesti, veli¢cinom tumora i sa krac¢im ukupnim prezivljavajem [95,96]. Takode, utvrdeno je
postojanje rs145204276 polimorfizma u GAS5 genu, gde prisustvo del alela ukazuje na malu susceptibilnost za pojavu
KZ, a kod obolelih, del/del genotip je ukazivao na visoku stopu preZivljavanja i nisku stopu pojave metastaza [97]. Sma-
njena ekspresija GAS5 je povezana i sa rezistencijom na adriamicin, a povecanje njegove ekspresije je uticalo na anti-
proliferativnu i pro-apoptotsku aktivnost ovog terapeutika [98]. Uticaj GAS5 na proliferaciju ¢elija KZ se vr3i direktno
regulacijom CDK®, ali i preko miR-222, odnosno preko PTEN/AKT/mTOR signalnog puta koji predstavlja potencijalni tar-
get za ciljanu terapiju kod ovog tipa karcinoma [38]. U ostalim gastrointestinalnim karcinomima GAS5 ima sli¢nu ulogu,
pa je tako i kod kolorektalnog karcinoma (KRK) smanjena ekspresija GAS5 povezana sa visim tumorskim stadijumom
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i velicinom tumora, dok je kod hepatocelularnog karcinoma ona bila povezana sa kra¢im ukupnim prezivljavanjem
[69,95]. U slucaju karcinoma jednjaka, odnosno njegovog najcesceg tipa, karcinoma skvamoznih celija jednjaka, sma-
njena ekspresija GAS5 je mogla biti detektovana i u tumorskom tkivu i u serumu pacijenata [39]. Zanimljivo je da je u
ovoj vrsti karcinoma detektovano da je GAS5 indukovana od strane interferona (IFN), i da tako, preko JAK/STAT si-
gnalnog puta, obavlja svoju anti-tumorsku funkciju [40].

GAS5 U UROLOSKIM MALIGNITETIMA

Medu uroloskim malignitetima, jedan od naj¢ece dijagnostifikovanih tumora sa veoma loSom prognozom je kar-
cinom bubrega. U tumorskom tkivu detektovano je smanjenje ekspresije GAS5 koje ukazuje na progresiju i recidiv tu-
mora, a takode predstavlja i nezavisan faktor predikcije duZine trajanja kompletne remisije [99]. Na osnovu
ko-ekspresionog profila GAS5 i miR-34 tumor-supresorskih RNK, pacijenti oboleli od karcinoma bubrega mogu biti sub-
klasifikovani u odredene grupe rizika, $to ukazuje na potencijalni znacaj ovih tumor-supresorskih RNK u prognozii te-
rapiji [82].

Karcinom besike je jos jedan cest tip uroloskih karcinoma sa loSom prognozom. Kod njega je niska ekspresija
GAS5 povezana sa visim stadijumom bolesti i sa krac¢im trajanjem kompletne remisije [100]. Pored toga, kod neinva-
zivnog misi¢nog karcinoma besike niska ekspresija GAS5 je u jasnoj vezi sa viskom EORT (,European Organization for
Research and Treatment of Cancer”) grupom rizika. Kod ove grupe karcinoma besike, koja je prisutna u oko 70% slu-
Cajeva, GAS5 se ponasa kao nezavisni prognozni biomarker [101]. U karcinomu besike je pokazano da GAS5 direktno
interaguje sa E2F transkripcionim faktorom 4 (EZH2) na nivou iRNK, inhibirajudi ga, i tako promovise apoptozu tu-
morskih celija [102]. Takode, GASS5 interakcijom sa CDK6 ima uticaja i na proliferaciju [103], a uvec¢ana ekspresija GAS5
dovodi do ukidanja rezistencije na doksorubicin [100].

Karcinom prostate je naj¢eSce detektovani malignitet muske populacije. Kod ovog tipa karcinoma GAS5 ima ulogu
kompetirajuce endogene RNK za miR-223. Smanjena ekspresija GAS5 utice na rast tumora tako sto umanjuje aktiv-
nost miR-223 koja inhibitorno deluje na rast ¢elija, apoptozu i invaziju [99]. Pored ekspresije GAS5, na predikciju is-
hoda karcinoma prostate utice i prisustvo polimorfizama rs145204276 i rs55829688 u GAS5 genu, a na prognozu i
ukupno prezivljavanje pacijenata u mnogome utice i aktivnost GAS5/miR-21/PTEN i GAS5/miR-1284/AKT signalnog
puta [56]. Sve navedeno ukazuje na veliki zna¢aj GAS5 u karcinomu prostate, ne samo kao dijagnostickog markera vec
i kao targeta za ciljanu terapiju.

GAS5 U KARCINOMU PLUCA

Tumor supresorska uloga GASS5 je ispitivana i u nemikrocelijskom karcinomu pluca, naj¢esé¢em histoloskom tipu
raka pluca prisutnom u oko 80% slucajeva. Nadeno je da je GAS5 ekspresija smanjena u tumorskom tkivu i da je di-
rektno povezana sa klini¢cko-patoloskim parametrima kao $to su uznapredovali stadijum bolesti i velicina tumora [104].
Kod obolelih, nivo GAS5 je bio nizak i u uzorcima plazme, a pokazano je da nakon izvrene operacije uklanjanja tumora
dolazi do znatnog povecanja njegove ekspresije, sto je bilo povezano sa povoljnom prognozom [105,106]. Regulisudi
ekspresiju TP53 i E2F transkripcionog faktora 1 (E2F1) i inhibiraju¢i miR-23a, GAS5 znacajno uti¢e na smanjenje proli-
feracije i invazivnost tumorskih celija, a promovise njihovu apoptozu [104,107]. Kao i kod nekih drugih tipova karci-
noma, detektovana je povezanost rs145204276 polimorfizma u GAS5 genu sa susceptibilnos¢u za pojavu karcinoma
pluca, a prisustvo del/del alela je bilo povezano sa viSom ekspresijom GAS5 [108].

Smanjena ekspresija GAS5 je bila povezana i sa pojavom rezistencije na primenjenu terapiju. Naime, GAS5/miR-
21/PTEN signalni put uti¢e na senzitivnost tumora na cisplastin, pa uveéanje ekspresije GAS5 dovodi do aktivacije ci-
splastin-indukovane apoptoze [109]. Forsirana ekspresija GAS5 inhibira tumorogenezu i uvecava osetljivost tumorskih
Celija na radioterapiju direktnom interakcijom sa miR-135b [110]. | u slu¢aju EGFR-tirozin kinaznih inhibitora, nadeno
je da uvecana ekspresija GAS5 doprinosi prevazilazenju rezistenciju na terapiju ovim lekovima [25].

ZAKLJUCAK

GASS5 je duga nekodirajuca RNK, ¢ija uloga nije dovoljno izucena. Doduse, jasno je da zaustavlja celijski ciklus i da
podstice apoptozu u ¢elijama. Medutim, mehanizmi preko kojih ostvaruje svoje dejstvo u razli¢itim bolestima su do-
voljno specifi¢ni da zavreduju posebnu paznju, kao sto je i pokazano u mnogobrojnim istrazivanjima. lako postoje tri
opsta oblika delovanja GAS5, molekuli na koje on deluje se razlikuju medusobno kada su razlic¢ita patoloska stanja u
pitanju. Shodno tome, GASS5 treba dalje proucavati, pogotovo u kontekstu njegovog uticaja na interindividualne raz-
like kada je u pitanju odgovor na terapiju kod razlic¢itih stanja.



GAS5 ima vaznu ulogu u karcinogenezi, a njena aberantna ekspresija pospesuje proliferaciju i migraciju, a ukida
apoptozu tumorskih celija. Brojne studije na razli¢itim tipovima karcinoma su pokazale da GAS5 ima dijagnosticki i
prognosticki znacaj, odnosno da se moze koristiti kao molekularni marker samostalno, ili u kombinaciji sa drugim mo-
lekularnim i klinickim karakteristikama. Novija istrazivanja su usmerena ne samo ka odredivanju ekspresije GAS5 u tu-
morskom tkivu vec i ka detekciji cirkulisuce, tzv. ,cell-free” GAS5. Naime, iskoris¢ena je ¢injenica da su dnkRNK veoma
stabilne u cirkulaciji i da ekspresija GAS5 u ovim uzorcima oslikava stanje obolelih pre, a narocito nakon operacije
uklanjanja primarnog tumora. Na taj nacin primenom neinvazivne metode, detektovana ekspresija GAS5 moze biti in-
dikator prisustva minimalne rezidualne bolesti, odnosno ranog relapsa. Tumor-supresorka uloga GAS5 ukazuje i na to
da ona moze biti iskoris¢ena kao target za primenu ciljane terapije, a u nekim tipovima karcinoma, indukcija uve¢ane
ekspresije GASS5 je osnova za prevazilazenje rezistencije na ve¢ primenjenu terapiju.

U skorije vreme, personalizovana medicina se fokusirala na razvoj oblasti nuznih za individualizaciju terapije, kao
sto su farmakogenomika i farmakotranskriptomika [111]. Varijante u transkriptomu, koje se odnose i na ekspresiju
GASS5, sve vise su u fokusu biomedicinskih istrazivanja.
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