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1.UVOD

Novotvorevine, neoplazme ili tumori tvorbe su nastale kao posljedica prekomjernog

umnazanja stanica.

Tumori mogu biti benigni ili maligni. Benigni ili dobro¢udni tumori izrasline su koje se
ne mogu prosiriti te uglavnom nisu smrtonosne, osim ako se ne nalaze na lokaciji gdje
se ne mogu odstraniti operacijom, poput nekih tumora mozga.

Maligni ili zlo¢udni tumori imaju sposobnost metastaziranja, odnosno Sirenja u druga

tkiva i organe. (Cooper, 1992.)

Tumori su jedan od vodecih uzroka smrtnosti u Hrvatskoj i u svijetu. Prema podatcima
HZJZ-a, u 2019. godini umrlo je 51794 osoba. Vec¢inom su uzrok smrti bile bolesti
cirkulacijskog sustava i one su Cinile 42.57% svih umrlih. Uzrok su smrti 26.94% ljudi
bili tumori. Najéescée vrste zlocudnih tumora bili su karcinomi debelog crijeva, rektuma
i anusa (4.04%), karcinomi dusnika, dusnica i pluéa (5.55%), karcinom prostate
(1.56%) te karcinom dojke (1.48%). (Erceg i Miler Knezevi¢, 2020.)

Vecina uzroCnika tumora uzrokuje promjenu u sekvenci DNA, tako da se tumori
smatraju boleS¢u genoma na staniénom nivou. DNA izolirana iz tumorskih stanica
pokazuje razne mutacije, od tockastih mutacija do raznih delecija i translokacija.
Nakupljanje je mutacija jedan od Cimbenika u procesu karcinogeneze. (Pecorino,
2016.)

Proces karcinogeneze moze biti pokrenut izlaganju kemijskim karcinogenima, zracenju

te bioloskim agensima poput onkogenih virusa.



2. TEORIJSKI DIO
2.1.DEFINICIJA I KARAKTERISTIKE TUMORA

Tumori su novoizrasline koje karakterizira pretjerana i nenormalna proliferacija
stanica. Oni mogu biti benigni i maligni. Benigni su tumori lokalizirani na jednom
mjestu, dok se maligni tumori Sire u okolna tkiva i imaju sposobnost metastaziranja

na druge organe.

Normalne se stanice pretvaraju u tumorske stanice procesom neoplasti¢ne

preobrazbe.

Maligni su tumori sastavljeni od stanica koje pokazuju odredene atipicne
karakteristike. Karakteristike su tumorskih stanica: izbjegavanje imunosnog sustava,
ostvarivanje replikacijske besmrtnosti, Sirenje, induciranje angiogeneze, izbjegavanje
smrti stanice, deregulacija stanicnog metabolizma, konstantna proliferacija,
izbjegavanje supresora rasta, genomska nestabilnost i mutiranje (Slika 1.).

/—< Emerging Hallmarksa

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability Ny Tumor-promoting
and mutation Inflammation

L(Enabling Characteristics)—J

SLIKA 1. Obiljezja i karakteristike tumorskih stanica (Hannah, 2011.)

Karakteristike su malignih tumora smanjena diferencijacija stanica, tendencija
Sirenja u okolna tkiva i mogucnost metastaziranja u druga tkiva. Citoloske su
karakteristike malignih tumora (Slika 2): povecana jezgra s povecanim N/C (od engl.
nuclear/cytoplasmic ratio) omjerom, pleomorfizam, odnosno pojava varijacije u
veli¢ini jezgre ili stanice, anaplazija, odnosno gubitak stanicne diferencijacije te

nepravilni raspored kromatina u jezgri. (Hanahan i Weinberg, 2011.)
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SLIKA 2. Razlika normalni i tumorskih stanica (Kumar i Srivastava, 2015.)

Maligni se tumori mogu prosiriti na vise nacina. Prvi je nacin direktna invazija
okolnoga tkiva, drugi je nacin Sirenje limfnim putevima, a treci je nacin Sirenje preko

krvotoka.

2.2.VRSTE TUMORA

Osim Sto tumore dijelimo na maligne i benigne, dijelimo ih i prema tkivhom

podrijetlu.

Ako je ishodiSno tkivo bilo epitelno tkivo tada takve tumore zovemo i
karcinomima. Karcinome joS dijelimo na karcinome plocCastog epitela, karcinome
prijelaznog epitela i adenokarcinome. Adenokarcinomi maligni su tumori Zljezdanog
podrijetla koji nastaju od epitelnih stanica sluznice diSnog i probavnog sustava,
epitelnih dijelova dojke te povrsinskog sloja jajnika. Sarkomi su maligni tumori nastali
iz koStanog, vezivhog, masnog ili miSicnog tkiva. Mati¢ne su stanice kostane srzi ili

limfaticki organi ishodiste limfomima i leukemijama. (Damjanov i sur., 2014)



2.3.KARCINOGENEZA

Vecina su uzrocnika karcinoma ujedno i mutageni. Oni uzrokuju mutacije na
molekuli DNA. Mutacije mogu biti tockaste mutacije, odnosno mutacije na razini

jedne baze, ali mogu biti i na razini cijelog kromosoma.

Neke su od mogucih mutacija tranzicijske mutacije, u kojima se jedna purinska
baza mijenja s drugom purinskom bazom, odnosno pirimidinska s pirimidinskom.
Transverzijske su mutacije one mutacije u kojima se purinska baza mijenja s
pirimidinskom bazom i obrnuto. Insercija i delecija baze uzrokuju promjenu okvira
Citanja. Kromosomska je translokacija izmjena dijela jednog kromosoma s drugim
kromosomom. Mutacije uzrokovane mutagenim sredstvima izazvane su mutacije, ali
se mutacije dogadaju i spontano. Nakupljanje je tih mutacija dio procesa

karcinogeneze.

Proces je karcinogeneze karakteriziran promjenama na razini stanice, gena i

epigenoma te s pojavom nenormalnog dijeljena stanica. (Timasetti, 2017.)

Tumori nastaju postupno, u najmanje tri koraka. Ti se koraci zovu inicijacija,
promocija i progresija.

Inicijaciju nije lagano proucavati, zato Sto je teSko izolirati, identificirati i
karakterizirati inicirane stanice. Jetra je Stakora tretiranog karcinogenim sredstvima
jedan od modela u kojima je inicijacija karakterizirana. Inicirane su promjene najcesce
vrlo jednostavne mutacije poput tranzicije. Najveci broj iniciranih stanica ostaje
mirovati u organizmu, odnosno ne napreduje dalje do koraka promocije. Smatra se
da je korak inicijacije relativno Cesta pojava koja se lako inducira, ali moze nastati i
spontano. Inicijacija je ireverzibilan proces koji nastaje kao posljedica izlaganja stanica
fizikalnim, kemijskim ili bioloskim agensima, koji mogu uzrokovati genetska ostecenja
ili mutacije, Sto dovodi do genomske nestabilnosti. Svaka mutacija ne dovodi do

inicijacije karcinogeneze.

U koraku se promocije mijenja ekspresija genoma, ali bez daljnjih promjena u
strukturi DNA. Karakteristika je promocije nacin prijenosa signala iz okoline do genoma
i izrazavanje genoma. Promotivni agensi s receptorskim molekulama stupaju u

interakciju sa specificnim regijama DNA i tako mijenjaju ekspresiju, najéesée nizvodnih
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gena ili skupine gena.

U stadiju progresije, maligne se neoplazme manifestiraju, odnosno dolazi do
strukturnih nepravilnosti u stani¢nom kariotipu. Kromosomske promjene postaju sve
vidljivije i opseznije, a kariotip sve nestabilniji. Normalne stanice odrzavaju stabilnost
kariotipa, ali su promijenjene stanice izgubile tu sposobnost pa im se struktura iz diobe
u diobu mijenja. Te neprekidne promjene daju tim stanicama sposobnost
metastaziranja i brzoga rasta, razvoj otpornosti na lijekove i izbjegavanje imunosnog

nadzora. (Cooper, 2018.)

2.3.1. KEMIJSKA KARCINOGENEZA — KEMIJSKI MUTAGENI

Supstance koje uzrokuju pojavu karcinoma zovu se karcinogeni.
Dolazak u kontakt s karcinogenom ne znaci da ¢e doci do razvitka karcinoma. Sve ovisi
o vrsti karcinogena, vremenu trajanja izlaganja tom karcinogenu te koliCini
karcinogena.
Svakodnevno smo izlozeni raznim kemikalijama, kod kuce, na poslu, koje potencijalno
imaju karcinogeni ucinak. Neki su od znanih karcinogena benzen, berilij, azbest i arsen.
Ne postoji jednostavan kriterij za podjelu kemijskih spojeva na mutagene i
nemutagene. Mutageni je spoj, onaj koji ulazi u medudjelovanje s molekulom DNA te
tako izaziva promjenu baza DNA ili mijenja strukturu kromosoma.
Vecina kemijskih spojeva koji povecavaju rizik od pojave karcinoma iskazuju svoje
djelovanje prisutnos¢u metabolita, koji nastaju pomocéu enzimskih sustava te
biotransformacijama u organizmu. S jedne strane, spojeve koji tako iskazuju svoj
karcinogeni ucinak zovemo i prokarcinogenima. S druge strane, postoje spojevi koji
imaju aktivne dijelove molekule u svojoj pocetnoj strukturi te takve karcinogene
nazivamo izravnim karcinogenima.
Kemijske mutagene mozemo podijeliti na kemijske mutagene, koji su ovisni o
metabolickoj aktivaciji i na mutagene koji su neovisni o metabolickoj aktivaciji.
U prvu skupinu spojeva pripadaju N-nitrozamini, hidrazini i triazini, karbamati, halogeni
ugljikovodici, arilamini i arilamidi, policiklicni aromatski ugljikovodici i mikotoksini.
(Boranovic¢, 2000.)

(viovjek je izlozen N-nitrozaminima u hrani, narocito u suhomesnatim proizvodima,



pusenjem te uporabom kozmetickih i gumenih proizvoda koji sadrze te spojeve.
Metabolicka se aktivacija odvija pomocu citokroma P-450 te se nakon nekoliko
biokemijskih koraka oslobada snazan metiliraju¢i mutagen metildiazohidroksid.
Mutageno se djelovanje ocituje nastajanjem meduveza izmedu molekule DNA i
metilirajuc¢ih metabolita. (Tricker, 1991.)

Velik broj vaznih kemijskih spojeva u poljoprivredi pripada skupini karbamata.
Najsnazniju mutagenu aktivnost iskazuje ditiokarbamat, dok je najistrazeniji karbamat
etilkarbamat. Etilkarbamat jedan je od prvih otkrivenih mutagena, a mozemo ga naci
u vinu, pivu, duhanu i narancinu soku. On pokazuje snazan odgovor u testovima koji
se temelje na aktivaciji /n vivo, ali u in vitro testovima ne pokazuje mutageni ucinak.
Taj spoj u jetri stvara adukt, 7-(oksoetil)-deoksigvanozin. Adukti su posljedica spajanja
kemijskih agensa i molekule DNA kojima se mijenja sekundarna struktura dvolancane
molekule DNA. Time se sprjeCava djelovanje enzima koji vode replikaciju, transkripciju
i rekombinaciju DNA. (Schlatter, 1990.)

Halogeni se ugljikovodici najées¢e metaboliziraju u jetri, sustavom citokroma P-450.
Jedan je od najistrazivanijih halogenih ugljikovodika vinilklorid. On nakon metabolicke
aktivacije u jetri iskazuje snazno hepatokarcinogeno djelovanje. Taj se spoj koristi u
proizvodniji plasti¢nih proizvoda te tako postoji uz profesionalno izlaganje tom spoju i

potencijalna ugrozenost opée populacije.

Arilamini i arilamidi spojevi su koji se primjenjuju kao industrijski antioksidansi u
procesu proizvodnje plastike, ali se nalaze i u dimu cigareta. Aktiviraju se N-oksidacijom
i vezu se na DNA. Glavno je mjesto vezanja C8-polozaj deoksigvanozina. Promijenjene

baze izazivaju znatnu strukturnu promjenu molekule DNA, mutacije i supstitucije.

Policiklicni aromatski ugljikovodici globalni su zagadivaci koji potjecu od nepotpunog
izgaranja. PoCetna se aktivacija u organizmu zbiva djelovanjem citokroma P-450 te
tako nastaju epoksidi koji su snazni mutageni.

Citokrom P-450 naziv je za skupinu enzima koji sadrze hem kao kofaktor i koji
sudjeluju u metabolizmu endogenih i egzogenih spojeva. U Covjeku se nalazi na
unutarnjoj membrani mitohondrija ili na endoplazmatskom retikulumu. Gotovo se 75%

metabolizma lijekova odvija preko citokroma P-450. (Gonzalez i Gelboin, 1992.)



2.3.2. BIOLOSKA KARCINOGENEZA — ONKOGENI VIRUSI

Smatra se da oko 12% svih karcinoma uzrokuju virusi. Nakon infekcije virusom,
u stanici se moze naci samo mala koli¢ina roditeljskog virusa. Ta se faza naziva
eklipticna faza. Virusni genom tada, za ekspresiju, koristi ili stani¢cnu masineriju ili
vlastitu masineriju, ali tada jo$ ne nastaju novi virusi. Zatim slijedi faza zrenja u kojoj
dolazi do naglog nagomilavanja virusnog potomstva. Nakon faze zrenja, stanice
zarazene litickim virusima propadaiju i liziraju se, te otpustaju virusne Cestice. Ako su
stanice zarazene nelitickim virusima, sposobne su stalno proizvoditi nove virusne

Cestice, ali bez liziranja i propadanja.

Virusni su geni zapisani ili u RNA genomu ili u DNA genomu. Virusni genom
moZze biti jednolancani ili dvolancani. Virusi imaju ovojnicu koja moze biti proteinska
ovojnica ili kapsida te membranska ovojnica. Proteinska se ovojnica sastoji od nekoliko
vrsta polipeptidnih lanaca, slozenih u nekoliko slojeva. Membranska se ovojnica sastoji
od proteinskog sloja oblozenog dvoslojnim lipoproteinskim nosacem.

Infektivni se ciklus virusa sastoji od faze inicijacije infekcije, faze virusne

replikacije, faze zrenja virusa te izlazenja virusa iz stanice.

Virus se prihva¢a na stani¢nu povrsinu tako da se za stanicni receptor veze
specificnim virionskim proteinom koji se zove antireceptor. Receptori su najcesce
glikoproteini. Sve stanice nemaju iste receptore, stoga virus ne moze inficirati sve vrste
stanica. Nakon prihvacanja na stanicnu membranu, virus prodire u stanicu. To se moze
dogoditi na tri nacina: prijenosom virusne Cestice kroz stanicnu membranu,
endocitozom koja rezultira nakupljanjem virusnih Cestica u citoplazmatskim vakuolama
te fuzijom virusne ovojnice sa stanicnom membranom. Zatim, ovisno o vrsti virusnog

genoma, dolazi do replikacije virusa

2.3.2.1. TUMORSKI RNA VIRUSI

Tumorski RNA virusi pripadaju porodici retrovirusa. Ti su virusi dobili ime po
tome Sto se reverzno prepisuju za vrijeme replikacijskog ciklusa. Retrovirusi su
povezani s mnogim bolestima koje ukljucuju i maligne tumore. Primjeri su retrovirusa

ljudski virus imunodeficijencije ( HIV-1 i HIV-2) i ljudski virus T-leukemije (HTLV-I i



HTLV-II). Retrovirusi su medusobno slicne grade, organizacije genoma i nacina
replikacije. Na povrsini se ovojnice retrovirusa nalazi glikoprotein kodiran genom env.
Taj je glikoprotein virusni antireceptor pomocu kojega se virus veze za stanicu. U
nukleokapsidi se osim genomske RNA molekule nalazi proteaza, reverzna transkriptaza
i intergraza. Retrovirusni se genom sastoji od dviju molekula jednolan¢ane RNA te
gena koji kodiraju za strukturne proteine. Ti geni su gag, pol/i env.

Gag gen kodira za proteine koji ¢ine virusnu internu nukleokapsidu. Gen po/
kodira za proteine reverznu transkriptazu i integrazu. Te gene sadrze svi retrovirusi.
Neki retrovirusi sadrze i homologe stani¢nih onkogena. Retrovirusni genom na oba
kraja sadrzi nekodirajuée nukleotidne slijedove, LTR ( od engl. long terminal repeats),
koji sadrze regulatorne signale za prepisivanje genoma, promotore, pojacivace te
signale za zavrSenje procesa prepisivanja. Onkogena se transformacija retrovirusima
bazira na svojstvu retrovirusa da prihvati i prenosi stanini genetski materijal te na
aktivaciju ili inaktivaciju staninih gena integriranim provirusom. Eksperimenti su
inducirane neoplasticne preobrazbe retrovirusom na stanicnoj kulturi doveli do otkri¢a
skupine gena ¢vrsto povezanih s virusnom karcinogenezom, onkogeni. Retrovirusi
induciraju pojavu tumora na vise razli¢itih nacina. Akutno transformirajuci retrovirusi
sadrze stanicni onkogen u vlastitom genomu i uzrokuju tumore nakon kratkog
latentnog razdoblja. Retrovirusi ne moraju nositi stanicni onkogen da bi inducirali
tumore. Oni mogu inducirati tumore integracijom svog genoma u genomu domacina.
Virusni onkogeni nisu bitni za virusnu replikaciju, ali su bitni za onkogogenu
transformaciju. Virusni onkogeni potiCu iz staniénog genoma i nisu bitni za stani¢nu
replikaciju. Virus samo sluzi kao prenositelj onkogena te nadzire njegovo prepisivanje.
Kada su stanicni onkogeni dosli pod kontrolu virusnog promotora LTR, eksprimirali su
se te dobili sposobnost neoplasti¢ne transformacije stanica. Stani¢no podrijetio
retrovirusnih onkogena znaci da odredene mutacije mogu aktivirati stani¢ne onkogene
te uzrokovati neoplastic¢ne transformacije stanica, bez potrebe za retrovirusom. Virusni
se onkogeni nazivaju v-onkogenima, dok se stanicni onkogeni nazivaju c-onkogenima

ili protoonkogenima.

HTLV ili ljudski virus T—stani¢ne leukemije prvi je virus koji se uspio uzrocno
povezati s malignom neoplazmom u covjeka. Virus je izoliran iz limfoblastoidne
stanicne linije T-limfocita bolesnika s koznim limfomom. Protutijela su na HTLV-1
pronadena u vise od 90% osoba oboljelih od staracke T—stani¢ne leukemije. Izolirani
se virus, dobiven iz kulture stanice osoba oboljelih od staracke leukemije T-stanica,



moZze koristiti za transformaciju T-stanica uzgojenih /n vitro. U malignim se stanicama,
osoba sa starackom leukemijom, moze dokazati prisutnost provirusne DNA virusa
HTLV-1, dok se u stanicama drugih vrsta leukemija, provirusna DNA ne nalazi, iako
ponekad bolesnici imaju i anti-HTLV protutijela. Provirusna DNA nije pronadena u
zametnim stanicama, Sto znaci da se virus ne prenosi vertikalno. HTLV-1 pripada
skupini onkogenih retrovirusa koji ne sadrzi onkogene. Taj virus inducira tumore nakon
dugog latentnog razdoblja. HTLV-1 sadrzi gen fax koji je za nestrukturni protein zvan
transaktivator. On moze pojacati izrazavanje stani¢nih gena koji u promotoru, odnosno
pojacivacu, sadrze vezno mjesto za imunoglobinski laki lanac K (NFKB) i tako daje jak,
kontinuirani aktivacijski signal u inficiranim T-limfocitima, koji uzrokuje nekontrolirani

rast stanica i konacno, leukemijsku preobrazbu inficiranih stanica. (Boranovi¢, 2000.)

2.3.2.2. TUMORSKI DNA VIRUSI

Tumorski su DNA virusi skupina virusa koji se sastoje od vise razli¢itih porodica
virusa, a to su papilomavirusi, koji uzrokuju papilome i karcinome, poliomavirusi,
herpesvirusi, koji uzrokuju limfome i karcinome, adenovirusi, hepadnavirusi i

poksvirusi. Ti se virusi razlikuju u mehanizmu uzrokovanja tumora.

Adenovirusi i poliomavirusi ocituju se kao tumorski virusi samo u
eksperimentalnim sustavima, dok su druge skupine virusa uzrono povezane s
pojavom tumora. Onkogeni DNA virusa kodiraju proteine koji mogu djelovati u raznim
dijelovima stanica, ali ipak veéina onkoproteina virusa djeluje u jezgri. Onkogeni DNA
virusa imaju bitne funkcije u Zivotnome ciklusu virusa, za razliku od onkogena RNA
virusa, koji nisu vazni za replikaciju virusa. Takoder, za razliku od onkogena RNA virusa
koji imaju homologe u normalnim stani¢nim genima, onkogeni DNA virusa ih nemaju.
Ipak, postoji odredena strukturna i funkcionalna homologija virusnih onkoproteina s

proteinima stanice.

U procesu stani¢ne transformacije, vazna je interakcija izmedu virusnih i
stanicnih proteina. Postoji viSe vrsta interakcija. Jedna se odnosi na aktivaciju
protoonkogena, a druga na inaktivaciju tumor supresorskih gena. Humani papiloma

virus (HPV) i Epstein-Barr virus (EBV) primjeri su tumorskih DNA virusa.

Humani papiloma virus, odgovoran je za gotovo 30% karcinoma uzrokovanih
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virusima. HPV uzrokuje infekciju epitelnih stanica koze te oralnih i genitalnih sluznica.
HPV je mali virus, ikosaedralne simetrije, molekulske mase od 5*1076 Da. HPV ima
kruznu dvostruku DNA, s otprilike 8000 parova baza povezanih sa stani¢nim histonima.
Viralni je genom podijeljen na tri regije: prva ili rana regija (E), druga ili kasna regija
(L) te treca ili nekodirajuéa regija (NCR). U ranoj se regiji nalaze geni E1, E2, E4, E5,
E6 i E7 koji su odgovorni za replikaciju virusa. U kasnoj se regiji nalaze geni L1 i L2
koji kodiraju proteine kapside. U nekodirajucoj se regiji nalaze regulatorni elementi
odgovorni za replikaciju i transkripciju te ishodiste replikacije (ori). Svi HPV virusi mogu
inducirati benigne lezije, medutim postoje odredeni tipovi HPV-a koji su blisko povezani
s malignim tumorima. L1 je protein kljuan za infekciju, odnosno pomocu se njega

virus veze na heparan sulfatne receptore. L2 je protein odgovoran za pakiranje DNA.

E1 protein ima tri domene. Prva je domena N-terminalna domena koja se veze
na protein Cdk2 (Cyclin dependent kinase 2), druga je domena koja se veze na E2
protein i ¢ini E1-E2 kompleks, a treCa domena je, C-terminalna domena, ATP-ovisna
helikaza. Kada se E1-E2 kompleks veze na ishodiste replikacije Ori, E1 protein dovodi
topoizomerazu I, DNA polimerazu a te replikacijski protein A (RPA) koji su potrebni za
replikaciju virusa. E1 protein takoder uzrokuje lomove u DNA te tako pridonosi

integraciji virusa.

E2 protein ima N- i C- terminalnu domenu. C-terminalna domena se veze za
Brd4 protein. E2-Brd4 se kompleks veze na kromosome u mitozi i tako osigurava
distribuciju virusnih kopija u stanice kceri. E2 takoder djeluje kao transkripcijski
regulator za E6 i E7 proteine. Kada je E2 prisutan u visokim koli¢inama on tada
reprimira ekspresiju E6 i E7 proteina. Uz to E2 protein stupa u interakciju s p300/CBP-
p/CAF kompleksom koji sluzi kao transkripcijski koaktivator gena TRP53, koji za tumor
kodira supresorski protein p53 te posljedicno smanjuje ekspresiju toga gena. E4

protein sudjeluje u oslobadanju virusa iz stanice.

E5 protein stupa u interakciju s proton-ATPazom i tako povisuje endosomalni
pH s vrijednosti od 5.9 na vrijednost 6.9. Ta promjena pH sprjeCava degradaciju
epidermalnog faktora rasta (EGF) te povecava reciklaciju EGF receptora na stanicnu
membranu i tako pridonosi rastu i dijeljenju stanica. Tim se putem promovira
ubikvinacija odnosno degradacija proteina Bax. Funkcija je toga proteina aktivacija
apoptoze ili stanicne smrti. E5 protein takoder stupa u interakcije s Golgijevim
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aparatom (GA) te tako sprjecava otpustanje MHC class I molekula (od engl. major
histocompatibility class I (HLA) complex) i pridonosi izbjegavanju imunosnog

odgovora.

E6 protein HPV-a ima klju¢nu ulogu u imortalizaciji stanica. On inducira
transkripcijsku aktivaciju enzima reverzne transkriptaze telomeraze (hTERT). Takoder
smanjuje koncentraciju tumor supresorskog proteina p53. To Cini tako Sto stupa u
kompleks s proteinom p53 i EGAP ubikvitin ligazom Sto promovira razgradnju proteina
p53. Istrazivanja su pokazala da se E6 protein moze vezati na interferonski regulatorni
faktor 3 (IRF-3) i tako smanijiti ekspresiju interferona B (INF-B) Sto Ce otezati
sposobnost imunosnog sustava da prepozna viruse. E6 je klju¢an protein u promociji

karcinogeneze. (Araldia i suradnici, 2018.)

HPV uzrokuje rak vrata maternice, analne karcinome, karcinome penisa, usta i
grla. Takoder je povezan i s pojedinim vrstama karcinoma prostate, pluca i dojke.
Moguca je prevencija cijepljenjem protiv visoko rizicnih tipova HPV-a. Trenutno su na
trziStu dostupna dvovalentna cjepiva koja pruzaju zastitu protiv visokorizi¢nih tipova
HPV-a (16 i 18) koji uzrokuju vide od 70% karcinoma cerviksa. Cetverovalentna cjepiva
uz visokorizi¢ne tipove Stite protiv tipa 6 i 11 koji uzrokuju spolne bradavice. Dostupna
su i devetovalentna cjepiva koja uz navedene tipove Stite i od HPV-a tipa 31, 33, 45,
52 i 58 koji takoder spadaju u onkogene tipove. (www.hzjz.hr)

2.3.3. FOTOKARCINOGENEZA — UV ZRACENJE

Kozni su tumori jedni od najucestalijih ljudskih tumora. Dijele se na melanome
i na NMSCs (od engl. Nonmelanoma skin cancers). NMSCs uklju¢uju BCC i SCC
karcinome (od engl. Basal and squamous cell carcinomas). NMSCs oblici koznih tumora
uglavhom su benigni za razliku od melanoma. Eksperimentalno se dokazala veza
izmedu nastanka koznih tumora i UV zracenja. Karcinogeneza izazvana UV zracenjem
ukljucuje tri uobicajene faze u nastanku neoplazmi, inicijaciju, promociju i progresiju,
ali postoji dugo latentno razdoblje izmedu prvog izlaganja karcinogenu i pojave
primarnog tumora. Karcinogenezu uzrokovanu elektromagnetskim zratenjem UV
spektra, vidljivog spektra i infracrvenog spektra nazivamo fotokarcinogenezom.
Fotokarcinogeneza ukljucuje aktivaciju onkogena te inaktivaciju tumor supresorskih

gena, a ovisi o kolicini zraenja, vremenu izlaganja zracenju te valnoj duljini zracenja.

11



UV je zracenje dio elektromagnetskog spektra, to je nevidljivi dio svjetla. Dijeli
se na tri tipa zraCenja, ovisno o valnoj duljini: UV-A, UV-B i UV-C zraCenje. UV-A
zracenje ima valnu duljino od 320 do 400 nm, UV-B zracenje od 280 do 320 nm te
UV-C zracenje od 200 do 280 nm. UV-C je zracenje energetski najjace, ali ta vrsta
zraCenja nije zastupljena u suncevoj svjetlosti koja prodire do Zemlje, jer ga ozonski
sloj reflektira i djelomicno apsorbira.

UV zraCenje moze ostetiti DNA izravno i neizravno (Slika 3). Izravna su
ostecenja uzrokovana UV-C i kratkovalnim dijelom UV-B zracCenja zato Sto zracenje te
valne duljine izravno apsorbira molekula DNA. Jedno od mogucih osteCenja su
ostecenja pojedinacnih baza. NajceSce je oStecenje pojedinacne baze stvaranje 5,6-
hidroksicitozina adicijom vode na dvostruku vezu izmedu petog i Sestog atoma
pirimidinskoga prstena. To se ostecenje nalazi u jednolananim segmentima DNA.
Drugo je oSteCenje nastajanje pirimidinskih dimera ciklobutanskog tipa. To su najcesca
osStecenja DNA uzrokovana UV zra¢enjem. Pirimidinski dimeri nastaju spajanjem dviju
susjednih pirimidinskih baza na istom lancu DNA preko atoma 5 i 6. Nastajanje je
pirimidinskih dimera reverzibilno te je ovisno o valnoj duljini UV zracenja. Pirimidinske
dimere najucinkovitije stvara svjetlo valne duljine od 280 nm te kratkovalni dio UV-B.
Pirimidinski dimeri uzrokuju mutagena, kancerogena i letalna ostecenja, jer zbog njih

nastaju opsezne strukturne deformacije DNA.

JoS jedno osteéenje uzrokovano UV-B zratenjem nastanak je (6-4)
fotoprodukta. To oSteéenje nastaje povezivanjem dva pirimidina na istom lancu DNA.
Povezuje se Sesti ugljikov atom 5' baze sa Cetvrtim ugljikovim atomom 3' baze. To je

mutageno ostecenje jer dolazi do gubitka normalne genske upute.

Neizravno ostecenje DNA uzrokuje UV-A zracenje i dugovalni dio UV-B zracenja
uglavnom endogenim tvarima koje povecavaju osjetljivost DNA te reaktivnim oblicima
kisika. Neki endogeni stanic¢ni metaboliti, poput NADH, NADPH i riboflavina, mogu
sudjelovati u procesu osteéivanja DNA kao posrednici. Reaktivni su oblici kisika, koji
ostecuju DNA, slobodni radikali kisika, superoksidni anion te hidroksilni radikal. Oblici
su neizravnog ostecenja DNA uzrokovanih UV zraenjem jednolancani lomovi DNA i

unakrsno povezivanje DNA s proteinima. Male promjene u interakciji proteina i DNA
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imaju znacajan bioloski utjecaj. (Black, 1997.)
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SLIKA 3. Ostecenje DNA uzrokovano UV zracenjem (Rass i Reichrath, 2008.)

Postoje tri osnovna nacina popravka DNA molekule. Rekombinacijski, ekscizijski

i fotoreaktivacijski nacin popravka.

Rekombinacijski je popravak multienzimski proces koji se zbiva u repliciranim
dijelovima oSte¢ene DNA. Tim se postupkom vraca funkcionalnost, ali ne i prvobitna
struktura. Rekombinacijski je popravak uglavnom odgovoran za djelomi¢ne sanacije

osteCenja u obliku dvolancanih lomova i unakrsnog povezivanja DNA molekula.

Ekscizijski se popravak sastoji od izrezivanja oSte¢ene DNA pri ¢emu u jednom
lancu nastaje praznina, dok je integritet drugog lanca ocuvan. Netaknuti drugi lanac
omogucuje nadogradnju izrezanih baza u oSte¢enom lancu. Tim je postupkom moguce

ukloniti pirimidinske dimere. (Chatterjee i Walker. 2017.)

Fotoreaktivacija je jednostavan oblik popravka DNA. Za taj postupak nije
potrebna genska uputa u neoSte¢enom lancu DNA. Stanice sisavaca imaju
fotoreaktivirajuci enzim koji prepoznaje pirimidinske dimere u DNA i specifi¢no se veze
za njih. Nakon apsorpcije fotoreaktiviraju¢eg svjetla nastaje kataliticko cijepanje C-C
veza u ciklobitanskom prstenu cime se pirimidinski dimer monomerizira.

Fotoreaktivirajuce svjetlo ima valnu duljinu od oko 360 do 380 nm.
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Uspjesno je uklanjanje ostecenja DNA uzrokovano UV zraenjem najvazniji dio
u zastiti od pojave tumora. Uoceno je da su stanice bolesnika, koji boluju od bolesti
poput Fanconijeve anemije te bolesti Xeroderma pigmentosum, u kojima nemaju

enzime za popravak DNA, vrlo osjetljive na UV zracenje.

Analizom se koznih nemelanomskih i melanomskih tumora pomocu PCR-a
ustanovila prisutnost tockastih mutacija na svim trima ¢lanovima porodice ras-gena.
Tumori nastali kao posljedica izlaganja koze suncu sadrze aktivirani onkogen c-Ha-ras.
Vecina se mutacija ras-gena pojavljuje u sekvencama bogatima pirimidinima.

KoZni tumori bolesnika, s bolesti Xeroderma pigmentosum, sadrze amplificirani

gen c-myc, amplificirani gen c-Ha-ras te aktivirani onkogen N-ras. (Rass i Reichrath,
2008.).

2.4. STANICNI CIKLUS

Dioba se vecine stanica sastoji od Cetiri procesa, a to su: staniCni rast,
replikacija DNA, distribucija kromosoma u stanice kceri i stani¢na dioba. Stanicni je
ciklus podijeljen u dva dijela, mitozu i interfazu. U mitozi dolazi do raspodjele nasljednih
tvari u stanice-kceri. Interfaza je period izmedu mitoza u kojem stanica provodi najvise

vremena. Tada se dogada rast stanice i sinteza DNA.

Stanicni se ciklus sastoji od Cetiri faze: faze M, G1, S i G2. M je faza stanicnog
ciklusa mitoza. G1 faza (gap 1) odgovara razdoblju izmedu mitoze i inicijacije
replikacije DNA. U G1 je fazi stanica metabolicki aktivna i kontinuirano raste. U S se
fazi dogada replikacija DNA te nakon toga nastupa G2 faza (gap 2) u kojoj se

sintetiziraju proteini odgovorni za mitozu.

Stanicni se ciklus regulira i izvanstani¢nim signalima iz okoline, ali i raznim
unutarstani¢nim signalima. U animalnim je stanicama stani¢ni ciklus reguliran
uglavnom izvanstani¢nim faktorima rasta koji omogucuju stanicama da produ
kontrolnu tocku i udu u S fazu. Ako odgovarajudi faktori rasta nisu dostupni u G1 fazi,
stanica ne¢e modéi zapoceti replikaciju DNA u S fazi. Tada stanica ulazi u GO fazu u
kojoj je ona metabolicki aktivna, ali bez mogucénosti rasta i sa smanjenom stopom

sinteze proteina. (Cooper, 2018.)
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Stanicni ciklus visih eukariota kontroliraju ciklini i o njima ovisne protein kinaze,
Cdk (od engl. cyclin-dependent kinases) (slika 4). Prelazak je iz G1 u S fazu reguliran
pomocu Cdk2, Cdk4 i Cdké proteina i ciklina D i E. Kompleksi se Cdk2 sa ciklinima A
aktiviraju u kasnoj S fazi i postojani su u G2 fazi. Mitozu iniciraju kompleksi Cdk1 sa
ciklinima A i B. Aktivnost se Cdk/ciklin kompleksa kontrolira fosforilacijom te sintezom
i degradacijom ciklina. Takoder postoje proteini koji ih inhibiraju i oni se zovu CKIs (od
engl. Cdk inhibitors).

Najveci utjecaj na dijeljenje animalnih stanica imaju ekstracelularni faktori
rasta. Jedna je od poveznica djelovanja vanjskih faktora i progresije u stanicnom
ciklusu sinteza ciklina tipa D. Taj se ciklin sintetizira sve dok je prisutan faktor rasta.
Ciklin D brzo se degradira, Sto znaci da Ce se njegova koncentracija brzo smanijiti u
odsutnosti faktora rasta. Kompleks Cdk4,6/ciklin D omogucuje stanicama prolazak G1
faze. Gubitak regulacije ciklina D doprinosi gubitku regulacije stani¢noga ciklusa Sto
je jedna od karakteristika stanica tumora. Mutacije koje omogucuju gubitak regulacije
sinteze ciklina D, kao i mutacije koje onemogucavaju djelovanje Cdk4 i Cdké inhibitora,

nadene su u mnogim stanicama tumora.

o
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Cyclin D
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SLIKA 4. Stanicni ciklus i ciklin/cdk kompleksi (Poon, 2016.)

Cdk2/ciklin E kompleksi iniciraju S fazu aktivirajuéi sintezu DNA na ishodistima
replikacije. Inicijacija replikacije mora biti strogo kontrolirana, jer svaki segment
genoma mora se replicirati samo jednom u S fazi. (Barnum i O'Connell, 2014.)
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U prisutnosti ostecenja DNA aktiviraju se proteini kinaze, ATR i ATM. Oni
aktiviraju signalne puteve koji dovode do aktivacije popravka DNA, ili u nekim
sluajevima, do programirane stanine smrti. ATR se aktivira u prisutnosti
jednolancane DNA, dok se ATM aktivira u prisutnosti dvolancanih lomova. U prisutnosti
tih oStecenja one fosforilacijom aktiviraju proteine Chk1 i Chk2 (od engl. checkpoint
kinases). Fosforiliraju i inhibiraju Cdc25 protein fosfatazu koja je klju¢na u aktivaciji
Cdk2 i Cdk1 proteina, Sto kao posljedicu ima zaustavljanje stani¢nog ciklusa u G1, Siili
G2 fazi. Takoder, ATM i Chk2 fosforiliraju protein p53 i time ga stabiliziraju ¢ime
povecavaju njegovu koncentraciju. Protein p53 sluzi kao transkripcijski faktor te
njegova povisena koncentracija inducira sintezu Cdk inhibitora i time onemogucava
djelovanje Cdk2/ciklin E kompleksa. Mutirani se gen koji kodira za protein p53 Cesto
nalazi u stanicama raka. (Kastan i Bartek, 2004.)

2.4.1. TUMOR SUPRESORSKI GENI

Tumor supresorski geni su geni koji kontroliraju stani¢nu diobu i replikaciju. Bez
njih bi stanica rasla nekontrolirano te bi kao posljedica toga doslo do nastanka tumora.
Mutacije na tumor supresorskim genima dovode do gubitka funkcije ili smanjene
aktivnosti proteina za koje kodiraju. U kombinaciji s drugim mutacijama, mutacije na
tumor supresorskim genima, dovode do nenormalnog rasta stanice. (American Cancer
Society, 2000.)

Tumor supresorske gene mozemo grupirati u nekoliko kategorija (Tablica 1).
Prva su kategorija takozvani ,caretaker" geni. Oni osiguravaju stabilnost genoma
pomocu mehanizama za popravak DNA. Mutacije na takvim genima omoguduju
nakupljanje mutacija. Primjeri su tih gena BRCA1 i BRCA2.

Druga su kategorija tumor supresorskih gena ,,gatekeeper" geni. Ti geni izravno
reguliraju stanicni ciklus, inhibicijom stani¢noga ciklusa ili indukcijom stani¢ne smrti,
odnosno apoptoze. Primjer je tog gena TP53 i ACP.

Treca su kategorija ,landscaper" geni. Oni izravno ne reguliraju stanicni rast,
ali kada su mutirani, pridonose razvitku tumora omogucujuci okolis koji pogoduje
nereguliranoj stani¢noj proliferaciji. Ti geni kodiraju za proteine koji kontroliraju
stani¢nu mikrookolinu. Stani¢ni rast ovisi i o interakciji izmedu samih stanica, ali i o
interakciji s izvanstani¢nim matriksom. Produkti tih gena odreduju sastav stanicnih

membrana. (Olivera, 2005.)
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Tumor Suppressor Gene Category Function
Rb1 Gatekeeper Inhibition of cell cycle
ps3 Gatekeeper/Carefaker DNA repair; cell cycle and apoptosis regulator
BRCA1 Carefaker DNA repair
ATM Caretaker DNA repair
MLH1 Carefaker Mismatch repair
CDKN1B Galekeeper Inhibition of cell cycle
MSH2 Carefaker Mismatch repair
APC Gatekeeper Transcription inhibition of B-catenin
STK11 (LKB1) Gatekeeper Serine-threonine kinase signaling

CDH1 Gatekeeper Cell adhesion

Tablica 1. Tumor supresorski geni i funkcija (www.cubocube.com)

Nastanak je tumora posljedica mutacija na tumor supresorskim genima. Da bi
se mutacija manifestirala fenotipski, oba alela u vecini tumor supresorskih gena,
moraju biti mutirana. To znadi da se mutirani tumor supresorski geni ponasaju kao
recesivni geni. A. G. Knudson ustanovio je tu hipotezu prateéi slucajeve
retinoblastoma. Ustanovio je da su potrebne dvije mutacije da bi doslo do nastanka
retinoblastoma te da djeca koja naslijede mutirani RB1 gen imaju vece predispozicije

za razvitak retinoblastoma. Gen TP53 ne prati Knudsonovu hipotezu. (Knudson, 1971.)

2.4.1.1. TP53

Gen TP53 kodira za protein p53. To je jedan od najvaznijih tumor supresorskih
gena. Taj je gen jedan od najces¢e mutiranih gena koji se nalazi u stanicama tumora.
Gen TP53 nalazi se na kromosomu 17. Gen je dugacak 20 kb i ima 7 domena. Mutacije
koje inaktiviraju protein p53 uglavnom se nalaze u domeni koja omogucuje vezanje na
molekulu DNA te se tako sprjeCava aktivacija tih gena. Uloge su proteina p53 viSestruke
(Slika 5). Taj protein aktivira proteine koji su odgovorni za popravak DNA. On moze
zaustaviti stanicni ciklus u G1/S kontrolnoj tocki, a moze i inicirati apoptozu ukoliko se
pokaze da je ostecenje DNA preveliko.

Protein se p53 aktivira kao posljedica stani¢nog stresa, Sto ukljucuje oste¢enu
DNA, hipoksiju ili aktivaciju onkogena. U normalnim se uvjetima koncentracija p53
drzi niskom pomocu E3 ubikvitin ligaze MDM2. Fosforilacijom se p53 aktivira tako da
postaje nesenzitivan na MDM2 sto dovodi do nakupljanja p53 u stanici. Protein je p53

transkripcijski aktivator viSe gena koji sluze u popravku DNA, kontroli stani¢nog ciklusa,
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a aktivacija gena ovisi o vrsti i stupnju osStecenosti DNA te o vrsti stanice. Nakon
oStecenja DNA, p53 ¢e aktivirati gene za zaustavljanje stani¢nog ciklusa te popravak
DNA ili gene koji vode do apoptoze. Neki od gena koji p53 aktivira su: DDB2 koji kodira
za DBA, damage-binding protein 2 te CDKN1A koji kodira za protein p21 koji zaustavlja
stanicni ciklus u G1/S kontrolnoj tocki. Takoder aktivira gene PUMA i BAX koji sudjeluju
u procesu apoptoze. Istrazivanja su otkrila da p53 direktno i indirektno utjece na
ekspresiju do 1500 gena ovisno o kontekstu aktivacije proteina p53. (Kanapathipillai,
2018.)

‘ DNA breaks ‘ ‘ UV light stress | ‘ Oncogenes |
DNA Casein
F‘TR dependent FTR kinase 14ARF
kinase . kinase P
kinase Il
p21 <+
ﬁ p53 MDM2
GADD45 / ‘ [ - ]
14-3-30 ¢ J
—| Scotin PERP NOXA
Reprimo | TSP1 BAIN |
—»| KILLER/DRS p53AIP1
L | Maspin GD-AIF |«
o Fas BAX PIDD P
L Reactive oxygen species Prevention of new blood vessel formation
Apoptosis

SLIKA 5.. Mreza djelovanja p53 proteina (Oliveria, 2005.)
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2.4.1.2. RB

Rb gen je tumor supresorski gen koji kodira za protein pRB, prvi put identificiran
u retinoblastomu. Pronadeno je da je Rb gen mutiran i inaktiviran u nekoliko vrsti
tumora. Naslijedeni inaktivirani oblik Rb gena viSestruko pospjesuje moguénost
razvitka tumora. Protein Rb odgovoran je za G1 kontrolnu toc¢ku, odnosno sprjecava
prijelaz iz G1 faze u S fazu. Interakcija je izmedu porodice pRb proteina i porodice
transkripcijskih faktora E2F klju¢na u upravljanju progresijom stani¢noga ciklusa i
replikacije DNA, poput TP53 i BRCA1, 2. To se postize kontrolom ekspresije E2F ovisnih
gena, a to su ciklini, regulatori kontrolnih toCaka stanicnoga ciklusa te proteini koji
sudjeluju u popravku DNA. Protein pRB takoder ima jednu od glavnih uloga u
diferencijaciji stanica. Porodica se Rb proteina sastoji od nekoliko proteina poput
Rb/p105, Rb2/p130 i p107. Ti proteini imaju veliku regiju homologije, posebno u
~pocket" regiji. Ta je regija strukturno karakterizirana s dvije domene A i B odvojene
sa spacerom S, koji se razlikuje izmedu proteina. Transkripcijski faktori stupaju u
interakcije s proteinima u A i B domeni. Osim tih transkripcijskih faktora, u interakciju
s pRB proteinima stupaju i proteini koji sadrze LXCXE-motiv, poput E7 proteina HPV-a
i ciklina D. Kompleksi ciklin/ciklin ovisne kinaze fosforilacijom upravljaju aktivnoscu
tog proteina. Fosforilacija omogucuje disocijaciju E2F faktora, odnosno inaktivaciju pRB
proteina te to omogucuje da E2F transkripcijski faktori omoguée ekspresiju gena
potrebnih za progresiju u S fazu. Gubitak funkcije pRb proteina dovodi do deregulacije
stanicnog ciklusa. Rb se proteini mogu inaktivirati fosforilacijom, mutacijama ili
stupanjem u komplekse s viralnim onkoproteinima. Kao izravna posljedica toga, gubi
se regulacija E2F transkripcijskih faktora Sto pridonosi gubitku kontrole nad odredenim
kontrolnim to¢kama stanicnoga ciklusa. (Korenjak i Brehm, 2005.)

Gubitak je heterozigotnosti Rb gena pronadena u mnogim tumorima, Sto znaci
da se tumori razvijaju tek kada su oba alela mutirana (pRb -/-). (Murphree i Benedict,
1984.)

Prevelika ekspresija ciklina D1 i ovisnih kinaza dovodi do konstantne
fosforilacije pRb proteina te gubitka regulacije nad E2F transkripcijskim faktorima. E7
se proteini HPV-a vezu za pRB proteine onemogucavajuci stvaranje pRb/E2F
kompleksa te tako dereguliraju stanicni ciklus. (Giacinti i Giordano, 2006.)
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2.4.2. ONKOGENI

Onkogeni su geni koji imaju potencijal izazvati tumore. U tumorskim su
stanicama ti geni Cesto mutirani te eksprimirani u visokim koncentracijama. Aktivirani
onkogeni mogu pomodi stanicama da izbjegnu apoptozu te im tako omoguditi da
prezive i krenu u daljnju diobu. Veéina su onkogena aktivirani protonkogeni.
Protonkogeni su normalni geni koji su ukljuceni u kontrolu stani¢nog ciklusa. Aktivacija
onkogena obic¢no se dogada sa ,gain of function" mutacijom najéesce u regulatornoj
regiji. Takve mutacije uzrokuju da produkti dobiju novu, nenormalnu funkciju te imaju
povecanu razinu ekspresije i aktivnosti. (Croce,2008.)

Protoonkogen se mozZe aktivirati i kromoskomskom translokacijom.
Translokacija se moze dogoditi tako da se protoonkogen relocira na lokaciju s ve¢om
ekspresijom. Takoder, translokacijom se moze dogoditi fuzija protoonkogena i nekog
drugog gena koji Ce kreirati hibridni protein, koji moZe imati izraZzenu onkogenu
aktivnost. Primjer je takve mutacije Philadelphijska translokacija koja daje
Philadelphijski kromosom. Ta se mutacija nalazi u stanicama oboljelih od kronicne
mijeloi¢ne leukemije. To je bolest u kojoj stanica u kostanoj srzi postane kancerozna i
proizvodi velik broj nenormalnih granulocita. Karakteristika je te mutacije translokacija
genetskog materija izmedu kromosoma 9 i kromosoma 22. Tada nastaje fuzionirani
gen zvan BCR-ABL1 koji daje funkcionalni hibridni protein, stalno aktivan tirozin kinazni

protein koji omogucuje nekontrolirano dijeljenje stanice. (Saattler, 2001.)

Onkogene dijelimo u nekoliko kategorija. Prva su kategorija onkogeni koji
kodiraju za faktore rasta, druga za onkogene koji kodiraju za receptorske tirozin kinaze,
treCa za citoplazmatske tirozin kinaze, Cetvrta za citoplazmatske serin/treonin kinaze i
njihove regulatorne podjedinice te geni koji kodiraju za GTPaze i transkripcijske

faktore.

Kombinacija nekoliko onkogena u suradnji s inaktiviranim tumor supresorskim

genima ¢e dovesti do razvitka tumora.
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2.4.2.1. MYC

Onkogen MYC sudjeluje u nastanku mnogih ljudskih tumora. Protoonkogen
MYC lezi na raskrizju mnogih stani¢nih puteva koji potiCu rast. Eskpresija je MYC-a
regulirana pomocu brojnih mehanizama koji ukljuuju mnoge transkripcijske
regulatorne motive u promotorskoj regiji. U tumorima je kokoSi otkriven v-myc
onkogen Ccije je podrijetlo onkogeni retrovirus. Virus je preuzeo protoonkogenu verziju
ili c-myc iz stani¢nog genoma. Otkriveno je da je MYC cesto translociran u raznim
mijelomima te da je jedan od cesto amplificiranih onkogena u raznim vrstama
karcinoma. Sam po sebi MYC ne moze izazvati nastanak tumora, ve¢ to Cini u
kombinaciji s drugim onkogenima i inaktiviranim tumor supresorskim genima.  MYC
mRNA stvara Myc polipeptide na dva mjesta. Prvo je mjesto uobicCajen start kodon
AUG, a drugo je mjesto CUG kodon koji se nalazi uzvodno od start kodona. Funkcija
polipeptida koji nastaje od CUG kodona josS nije znana. Protein koji se sintetizirao iz
AUG mijesta, sadrzi N-kraj, regulatornu domenu te C-kraj s domenom vezanja za DNA
koja sadrzi motiv HLH-Zip (od engl. Helix-loop-helix leucin zipper).

Transkripcija je MYC protoonkogena vrlo kontrolirana. Neki su od
transkripcijskih faktora koji reguliraju CNBP, FBP i TCF. MYC se protein posttranslacijski
modificira, a vrijeme mu poluzivota iznosi 20 minuta. Mutirani proteini na
aminokiselinama Thr-58 i Ser-62 stabiliziraju protein i omoguduju dugotrajnije

djelovanje proteina. Ta je mutacija ¢esto nadena u Burkitovom limfomu.

Ubrzo je nakon otkrica MYC-a ustanovljeno da su ekspresija gena i razina proteina
u korelaciji s brzinom stani¢nog ciklusa. Pretjerana ekspresija inducira progresiju
stani¢nog ciklusa.

U ljudskom se genomu, c-myc nalazi na kromosomu 8 i smatra se da regulira
ekspresiju do 15% svih gena kroz svoju E-box (od engl. Enchanter box). E-box je
element DNA koji se nalazi u nekim eukariotima i sluzi kao mjesto za vezanje proteina.
To je specificna sekvenca DNA, CANNTG, gdje N moze biti bilo koji nukleotid. Proteini
koji se vezu na E-box imaju veliku ulogu u regulaciji transkripcijske aktivnosti. Ti
proteini obi¢no sadze motiv HLH. (Bretones, Delgado i Leon, 2015.)
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2.4.2.2. RAS

RAS su proteini GTPaze koje se Cesto nalaze mutirane u stanicama tumora.
Supresija je apoptoze od strane RAS proteina posljedica narusenog odnosa izmedu
signala za apoptozu i signala protiv apoptoze.

Tri RAS gena kodiraju za Cetiri distinktna proteina koji pokazuju visoki stupanj
homologije. RAS proteini su: HRAS, NRAS, KRAS4A i KRAS4B. RAS su proteini aktivni
ako su u interakciji s GTP-om, a inaktivni ako su u interakciji s GDP-om. Prijelaz je
izmedu ta dva stanja reguliran GEF-om (od engl. Guanine nucleotide exchange factor)
koji aktivira RAS proteine stimulirajuci izmjenu GDP-a s GTP-om te je reguliran i s GAP-
om (od engl. GTPase-activating proteins) koji promoviraju hidrolizu GTP-a u GDP.
Vecéina somatskih mutacija koje su pronadene u onkogenim varijantama RAS gena
ciliaju inaktivaciju RAS proteina pomoc¢u GAP-a. Ta mutacija uzrokuje promjenu
proteina te onemogucava povoljne uvjete hidrolitickog cijepanja fosfata i sprjecava
stvaranje sila koje omogucuju vezanje GAP-a na protein.

Stalno aktivni RAS omoguduje stanici proliferaciju. Prevelika je ekspresija
proteina HRAS dovoljna da bez ostalih faktora rasta omogudéi stanici koja se nalazi u
GO fazi ulazak u stanicni ciklus. Aktivni RAS proteini uzrokuju deregulaciju u transkripciji
faktora rasta poput HBEGF (od engl. Herapin — binding epidermal growth factor), TGFa
(od engl. Transforming growth factor a) te AREG (od engl. Amphiregulin). Takoder,
aktivirani RAS proteini utjecu i na regulaciju ekspresije receptora faktora rasta. Utjecaj
na sve te signale koji poticu proliferaciju stanice kulminira aktivacijom nekoliko razlicitih
transkripcijskih faktora koji pokrecu ekspresiju ciklina potrebnih za prolaz kroz G1 fazu
stani¢nog ciklusa, poput ciklina D1. Aktivirani HRAS protein uz poticanje transkripcije
ciklina D1 utjece na njegovu metabolicku stabilnost tako da inhibira djelovanje proteina
GSK3B (od engl. Glycogen synthase kinase 3B), koja je odgovorna za fosforilaciju i
posljedi¢nu ubikvintaciju te degradaciju ciklina D1. Onkogena se aktivnost RAS
proteina dakle bazira na njegovom utjecaju na ciklin D1. Pokazano je da u miSevima s
deficijencijom ciklina D1 ne dolazi do razvitka tumora povezanih s onkogenim
djelovanjem HRAS proteina. Kako RAS proteini daju stalni signal za stani¢nu
proliferaciju, dolazi do replikativnog stresa, koji se ocituje u povecanom broju aktivnih
ishodista replikacije te u promjenama u replikacijskoj viljuski. To sve dovodi do
oStec¢enja DNA i aktivacije stani¢nog odgovora na ostecenje DNA. U stanicama koje
posjeduju potpuno funkcionalne kontrolne tocke dolazi do zaustavljanja stani¢nog
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ciklusa koji se zove OIS (od engl. Oncogene-induced sensscence). Iako zaustavljanje
stanicnog ciklusa sprjeCava diobu stanice, ono takoder vrsi selektivni pritisak koji
favorizira diobu stanica u kojem su izgubljeni neki elementi tumor supresorske
aktivnosti, poput stanica u kojima je mutiran p53. HRAS omogucava stanicama da
brze produ kroz G2/M kontrolnu tocku, inhibira aktivaciju provjere oste¢enja DNA u G2
tocki te inducira defekte u kontrolnoj tocki diobenog vretena. To sve uzrokuje genetsku
nestabilnost.

RAS proteini djeluju i kao supresori apoptoze. Oni aktiviraju stani¢ne puteve
PI3K i RAF. Aktivacija PI3K puta uzrokuje deregulaciju pro-apoptoti¢kog proteina BAK1
(od engl. BCL-2-homologous antagonist/killer 1), dok RAF deregulira PAR4 (od engl.
Prostate apoptosis response 4).

RAS proteini utjeCu na stanicnu mikrookolinu i metabolizam. Kompleksnim
putevima poticu stvaranje novih krvnih zila te ubrzavaju metabolizam potreban za
stvaranje preteca. Stanice s mutiranim RAS proteinima uspjesno izbjegavaju stanicni
imunosni odgovor na nacin da smanjuju ekspresiju MHC-a (od engl. Major
hisocompatibility complex) na transformiranim stanicama. MHC su proteini na stani¢noj
membrani koji pomazu imunosnom sustavu prepoznavanje strane tvari. Smanjena

ekspresija MHC-a opisana je u 40 — 90% tumora. (Pylayeva-Gupta, 2011.)
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3. ZAKLJUCAK

Nastanak je karcinoma kompleksan proces u kojem sudjeluju razni stanicni
mehanizmi i stanicne komponente. Daljnjim istrazivanjima procesa i uzroka
karcinogeneze te signalnih puteva u stanici, moZzemo potencijalno otkriti nacine
sprjeCavanja nastajanja karcinoma, odnosno razvijanje metoda lije¢enja koje su
specificne za odredenu vrstu karcinoma. Jedna od tih metoda mogla bi biti genska

terapija.
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1zjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih kaji su u njemu navedeni.
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