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1. UVOD

U odrasloj populaciji multiformni glioblastom je jedan od najsmrtonosnijih tumora i
predstavlja gotovo polovicu svih primarnih tumora mozga. Desetljea pokusaja razvijanja
efikasne terapije nisu dali Zeljenje rezultate 1 dosadasnja dostignuca uspjela su samo neznatno
produziti zivotni vijek oboljelih. Predvideni zivotni vijek oboljelih koji primaju odgovarajucu
terapiju jest izmedu 12 i 15 mjeseci, dok oni koji ne tretiraju tumor umiru unutar 3 mjeseca.
Terapija protiv glioblastoma ukljuc¢uje kombinacija kirurske resekcije $to veceg dijela tumora,
poprac¢enu radioterapijom te kemoterapijom s temozolomidom (TMZ). lako se inicijalnom
terapijom moze gotovo potpuno izljeciti tumor, jo§ uvijek nije u potpunosti jasno zasto u svim
poznatim slucajevima nastupa pojava recidiva i koji molekularni mehanizmi stoje iza te pojave.
Stoga je u svrhu otkrivanja genskih abnormalnosti koje dovode do nastanka tumora, godine
2008. zapocet je projekt ,,The Cancer Genome Atlas* (TCGA) kojemu je cilj bio mapirati
genome preko 100 poznatih vrsta tumora, medu kojima je prvi mapiran genom bio upravo
genom glioblastoma. Medutim desetak godina prije toga ve¢ je pronadena poveznica izmedu
mutacija na mismatch repair genima 1 nastanka Lynch-ovog sindroma- genskog poremecaja
koji prethodi nastanku razliCitih tumora, ukljucujuéi i glioblastom. Nadalje, nekolicina
nezavisnih studija identificirala je metilaciju promotora MGMT gena kao biomarker koji dosta
pouzdano moze predviditi dugotrajno prezivljavanje bez progresije (PFS) 1 ukupnu moguénost
prezivljenja glioblastoma nakon terapije TMZ-om. Supresija promotora gena O%-metilgvanin-
DNA metiltransferaze povezana je s poboljSanom reakcijom glioblastoma na tretman
temozolomidom. Medutim, zasto dolazi do pojave recidiva, te koji su molekularni mehanizmi
rezistencije na terapiju, joS uvijek nije u potpunosti jasno. Pretpostavka je da je terapija
temozolomidom selektivna za nemetilirane MGMT tumorske stanice S§to omogucuje

rezistentnim stanicnim klonovima ponovan nekontroliran rast i u konac¢nici povratak tumora

[Type text]



2. MULTIFORMNI GLIOBLASTOM (GBM)

2.1.  Opcenito o tumorima

Tumor je naziv koji obuvaca skupinu oboljenja koju karakterizira nastanak mase
izmjenjenih stanica koje pokazuju nekontroliran i progresivan rast.

U zdravom organizmu ljudske stanice rastu i dijele se ovisno o potrebama organizma, a
kad ostare, odnosno ukoliko dode do oStecenja stanica, one umiru i nove stanice uzimaju
njihovo mjesto. Medutim, tumorske stanice imaju sposobnost prezivljavanja i u slu¢ajevima
teskih ostecenja pa i starenja a istovremeno rastu nove stanice iako organizam ne prepoznaje
potrebu za istima.

Razlikujemo dvije glavne skupine tumora - benigni (dobro¢udni) tumori, koji ne prodiru

u okolno zdravo tkivo i ne metastaziraju na druge organe, te maligni (zlo¢udni) tumori koji
imaju mogucnost Sirenja i napadanja okolnog zdravog tkiva te stvaranja metastaza.
Tumori su genska oboljenja, odnosno uzrokuju promjene na samim genima koji kontroliraju
rast, diobu te funkcije stanica. Alteracije genoma koje mogu pokrenuti rast i razvoj malignih
stanica tumora mogu biti: promjene sekvence DNA, aberacije broja kopija, preraspodjela
kromosoma, te modifikacije metilacije DNA.?
Genske promjene koje mogu prethoditi razvoju tumora mogu biti nasljedne, odnosno
prenositi se s direktog krvnog srodnika. Takoder, mogu biti posljedica pogreSaka nastalih
prilikom diobe stanica ili zbog oSte¢enja na DNA nastalih pod utjecajem vanjskih faktora
(agresivnih kemikalija, zracenja poput UV ili X zraka...).

Svaki tumor je individua poput osobe koja ga nosi, posjeduje unikatnu kombinaciju
genskih promjena, pa tako i unutar istog tumora razlicite stanice mogu sadrzavati razlicite
promjene. Stoga, iako postoje ve¢ propisane terapije za vecinu poznatih vrsta tumora, one
se moraju jo$ dodatno prilagoditi svakom pojedinacnom pacijentu u svrhu postizanja boljih

rezultata lijecenja. !

2.2.  Opce znacajke glioblastoma 1 klinicka slika
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Glioblastoma multiforme (GBM), glioblastom ili astrocitom IV stupnja, najucestaliji je i
najsmrtonosniji tumor mozga i u rjedim slu¢ajevima ledne mozdine.> To je brzorastuéi tumor &ije
stanice zapocinju svoj rast i diobu unutar nakupina glija stanica zvjezdastog oblika-astrocita. Pogada
ponajvise ljude starije Zivotne dobi (iznad 50 godina) i to osobito muskarce.® Za sada nije pronaden
nacin kojim se GBM moze potpuno ukloniti, odnosno izlijeciti, te je predvideni zivotni vijek oboljelih
koji primaju terapiju temozolomidom i radioterapiju srednje vrijeme prezivljenja je oko 14.6 mjeseci,
dok samo oko 30% oboljelih pozivi do 2 godine. Medutim studija iz 2009. objavila je kako gotovo
10% oboljelih prezivi ¢ak 5 godina ili nesto viSe..Kao dosad najucinkovitiji tretman protiv GBM-a,
koristi se kombinacija kirurSke resekcije Sto veceg dijela tumora, popradena radioterapijom te

kemoterapijom s temozolomidom.’

Mnoge studije su potvrdile da postoje primarni i sekundarni glioblastom koji imaju razlicite
genetiCke puteve nastanka. Za primarni GBM tipi¢no je pojacanje aktivnosti EGFR receptora,
mutacija PTEN gena i gubitak cijelog kromosoma 10, dok se uz sekundarni GBM veZu mutacije TP53
i gubitak kromosoma 19q.°

glioblastoma
multiforme
(GBM)

2 Mayfield Clinic & Mayfield Clinic

Slika 1. Tlustracija i snimak magnetske rezonance glioblastoma tjemenog reznja. ’

3. MISMATCH REPAIR GENI (MMR)
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3.1.  Geni ukljuceni u popravak osteCene DNA

Genske promjene koje mogu dovesti do nastanka tumora mogu zahvatiti jednu od tri
velike skupine gena: proto-onkogeni, geni supresori tumora i geni za popravak oStecene
DNA. Promjene na ovim genima &esto nazivaju “pokreta¢ima tumora“.’

Stani¢éna DNA je podlozna promjenama, odnosno osStecenjima koja se mogu javiti
uslijed djelovanja vanjskih ¢imbenika poput ionizirajuéeg ili ultraljubicastog zracenja te
djelovanja kemijskih agensa, ili moze do¢i do unutarnjih oStecenja tijekom same replikacije
DNA (oksidativna oSte¢enja DNA 1 spontani gubitak baza.)

Ljudski genom, kao i genomi ostalih organizama, posjeduje informacije koje mu
pomazu u ocuvanju genske cjelovitosti i vijabilnosti. Ukoliko dode do oStecenja, stanica u
svrhu samoocuvanja aktivira razne molekulske mehanizme popravka kao Sto su: reverzija
ostecenja, bazni 1 nukleotidni ekscizijski popravak, rekombinantni popravak i popravak
krivo sparenih baza. Popravak oSte¢ene DNA moze stanicu potpuno vratiti u prvobitno
stanje ali moze doc¢i i do pogresaka uslijed popravka u smislu tolerancije i zaobilazenja
osteéenja, §to rezultira izmjenom u redoslijedu baza DNA i moguéim nastankom mutacija. !’
Stanica koja je nakupila dostatnu koli¢inu o$tecenja ili ako vise efektivno ne popravlja Stetu
nastalu na njenoj DNA moZze u¢i u jedan od tri procesa:

-biolosko starenje stanice ili ireverzibilno stanje spavanja
-programiranu stani¢nu smrt - apoptozu

-nekontroliranu diobu stanica koja vodi do nastanka tumora. !

(A) Direct repair

Damaged
nucleotide
(B) Excision repair
L a—) —
Damaged Excised Resynthesized
nucleotide segment DNA
(€) Mismatch repair
I — IOOOTON - I
. — —
Mismatch Excised Resynthesized
segment DNA

(D) Nonhomologous end-joining

| — LLL]

e
Double-strand break

Figers 18 19 Gamomens 1 (5 Gastand Semnce 3007

Slika 2. Vrste popravka oStecene DNA.

3.2.  Otkrice 1 uloga mismatch repair gena
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Prvi spomen MMR gena datira iz 70-th godina proslog stoljeca, a radi se o genima hexA4 i
hexB iz bakterije Streptococcus pneumoniae. Prva istrazivanja o MMR genima provedena na
E. coli otkrila su da je popravak krivo sparene baze karakteriziran odsutnos$¢u metiliranog
adenina na d(GATC) mjestu novosintetiziranog DNA lanca. Stoga, funkcija hemimetiliranog
d(GATC) lanca (roditeljskog lanca) u popravku krivo sparene baze jest da osigura lom na
nemetiliranom lancu (lancu kéeri) koji sluzi kao signal za pocetak popravka.'> Geni odgovorni
za popravak krivo sparenih baza u E.coli su homo-oligomeri mutS 1 mutL. MutS prepoznaje
gresku u sparivanju i $alje signal o polozaju pogreske na lancu DNA; zatim mutL gen zapoCinje

proces popravka.!

Signal koji usmjeruje ispravak replikacijskih pogresaka kod eukariota jo$ uvijek nije jasno
definiran, medutim poznato je da lom na jednom lancu DNA dovoljan pokreta¢ mehanizma
popravka. Kod sisavaca, homologni mutS djeluju kao heterodimer, pri ¢emu su analozi genu
mutSa eukariotski kompleks MSH2-MSH6, dok su analozi mutSh kompleks MSH2-MSH3.'* U
gotovo 90% slucajeva, MMR gen MSH?2 nalazi se u obliku kompleksa MSH2-MSH6 1 njegova
funkcija je prepoznati krivo sparivanje baza uslijed delecije ili insercije, kada se dogada da su
jedan ili dva nukleotida ostala nesparena; ali isto tako moZe prepoznati delecije 1 insercije veceg
broja baza.!> Kompleks MSH2-MSH3 odgovoran je za prepoznavanje i popravak insercija i
delecija 2 do 8 nukleotida . MSH3 gen je ukljucen u velik broj somatskih mutacija u tumorima
1 njegova inaktivacija moze povecati mogucnost pojave mutacija u ostalim mismatch repair
genima. Eukariotske stanice posjeduju tri kompleksa koji su analozi genu mutl iz E.coli:
MLHI-PMS2 —analog mutLa, MLHI-PMS1 — analog mutLb i MLHI-MLH3- analog mutLy.
MutLa je najaktivniji od ovih kompleksa i obavlja popravke koje mutS kompleks prepozna.
Uloga mutLb kompleksa u mismatch repair popravku u humanoj DNA jo$ uvijek nije
razjasnjena. Naposljetku, smanjena ekspresija pojedinih mismatch repair proteina moze se

razmatrati kao posljedica kumulativnih pogresaka tokom popravka.'®

3.3.  Mehanizmi nastanka krivo sparenih baza
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Prepoznavanje i popravak nepravilno sparenih nukleotida slozen je proces kojim se
stanica bori za prezivljenje 1 oCuvanje svojih funkcija. Do krivog sparivanja baza moze do¢i
zbog nepravilne insercije ili delecije baza, zbog gresaka prilikom replikacije DNA ili
prilikom formiranja heterodupleksne DNA koja je intermedijer u procesu genske
rekombinacije. Za razliku od nukleotidnog/baznog ekscizijskog popravka, kod kojeg
stanica prepoznaje kemijski modificirane nukleotide/baze; kod “mismatch® popravka,
stanica prepoznaje normalne nukleotide koji ili nisu uopcée spareni s odgovaraju¢im

nukleotidom ili su spareni s nekomplementarnim nukleotidom.'”

a1 The Hollilay junsctioos ard misman b sopadr mode Chd T chaubbe=sirand brcak repair mod

A R [y & ] Lt
— 1 — I .
C— N — — C -
5 B > A I I
il i) d l [
L | L ___________ |
| — L __________________________ |
a y il a h g
Tl Arlinue leas edexanprease J s [liegraces B
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&
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Slika 3. Holiday-ev model rekombinacije (a); popravak pomoéu dvolan¢anog loma (b).'®
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Teoretske analize genske konverzije dovele su 1964. godine do postavljanja uvrijezenog
Holliday-evog modela genske rekombinacije, prema kojem DNA heterodupleks sadrzi dva
uparena DNA lanca od kojih svaki potjeCe iz dva razlicita roditeljska kromosoma. Takva
heterodupleksna DNA derivirana iz genetski razli¢itih kromosoma mutanta 1 divljeg tipa
DNA, sadrzava nepravilno sparene nukleotide. Popravak krivo sparenih baza ili
nemogucnost popravka istih, smatra se glavnim uzrokom genske konverzije i post-
mejotic¢kih segregacija genskih markera.!'®

Vaznost popravka nesparenih i krivo sparenih baza je izrazito naglasena nakon Sto je
otkriveno da postoji veza izmedu tumora (bilo nasljednih ili sporadi¢nih) i nedostataka
unutar ljudskih mehanizama popravka krivo sparenih baza.

Ekstrakti pripravljeni iz nekih tumorskih stani¢nih linija i stani¢nih linija otpornih na
alkiliraju¢e agense pokazali su nedostatke aktivnosti vezanih uz popravak krivo sparenih

baza ili pak nemoguénost popravka krivo sparenih baza in vitro.!!

3.4. Mutatorski fenotip 1 mikrosatelitna nestabilnost

U S.cerevisiae mutacije gena rash2, mlhl i pros 1,2, 3 16 dovode do stvaranja mutatorskg
fenotipa koji nastaje kao posljedica pogreSaka u sparivanju baza, dok mutacije gena msh2,
mlhl i pmsl uzrokuju mikrosatelitnu nestabilnost. Slican mutatorski fenotip i mikrosatelitna
nestabilnost otkriveni su u ljudskim tumorskim stanicama, a uzrokuju ih mutacije gena
hMSH?2 ili h(MLH 1. Geni mutS 1 mutL 1z E.coli kodiraju za proteine koji imaju ulogu u post-
replikacijskom popravku. S obzirom da izmedu tih gena i gena MSH, MLH 1 PMS
pronadenih u eukariotima postoji odredena sli¢nost, vjeruje se kako i oni imaju istu ulogu
u organizmu eukariota.'®!° Ljudske tumorske stanice kojima su aktivnosti gena AMSH?2
1 hMLHI defektne, pokazuju uopcéen porast spontanih mutacija, fenotip pozitivne
replikacijske pogreSke (RER"), te otpornost na alkiliraju¢e agense. Ljudski MSH3 gen
djeluje kao ORF (open reading frame) u blizini gena koji kodira za dihidrofolat reduktazu,
ali jo§ nije razjasnjeno ima li ulogu u popravku krivo sparenih baza. Navedeni fenotipi
ukazuju na dosljednost s fenotipima nadenim u bakterijama i S.cerevisiae za koje je poznato
da su uzrokovani mutacijama koje onemogucuju popravak krivo sparenih baza, $to ukazuje

na to da geni AMSH?2 i hMLHI imaju ulogu u popravku krivo sparenih baza .202!-%

3.5. MMR geni i HNPCC sindrom
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Istrazivanja su pokazala da su nasljedne mutacije MMR gena jedan od glavnih uzroka
Lynch-ovog sindroma (LS), odnosno, hereditarnog nepolipoznog kolorektalnog karcinoma
(HNPCC). Radi se o karcinomskom sindromu, odnosno o genskom poremecaju u kojem
nasljedne genske mutacije jednog ili viSe gena oznacavaju predispozicije za razvoj karcinoma
s velikim rizikom od nastanka karcinoma prvenstveno debelog crijeva, ali i drugih vrsta
karcinoma kao $to su karcinomi jajnika, Zeludca, tankog crijeva te karcinomi mozga.'®
Studije o genetskim vezama identificirale su dva lokusa gena za koje se smatraju uzro¢nicima
90% svih HNPCC. Jedan lokus je isprva mapiran na kromosomu 2p15-16, a kasnije pri ve¢im
rezolucijama mapiran na kromosomu 2p21 i vjeruje se da je odgovoran za 60% slucajeva
HNPCC-a, dok se drugi lokus nalazi na kromosomu 3p21 i povezuje se s 30% slu¢ajeva.'® Do
danas su otkrivena barem sedam MMR gena ¢ije mutacije mogu dovesti do HNPCC, te preko
1500 razli¢itih varijanti istith. Godine 1993. kloniran je prvi MMR gen povezan s Lynch
sindromom - gen MSH2, a neSto kasnije otkriveno je 1 ostalih Sest MMR gena.
Iz prakti¢nih i financijskih razloga, prije same genotipizacije svakog pojedina¢nog karcinoma,
potrebno je testirati DNA karcinoma na mikrosatelitnu nestabilnost 1i/ili napraviti
imunohistokemijsku procjenu tumorskih sekcija kako bi pronasli MMR proteine. Svrha takve
provjere je kako bi se utvrdila dosljednost mikrosatelitne nestabilnosti kao znacajke nositelja

tumora, pa je tako utvrdeno kako mikrosatelitna nestabilnost nije prisutna u svim tumorima.*

Family number/ mutation Genetic status diagn:‘r:fi;"ze nder Histology of nervous-system tumour
I/MLHI exon 16 ~ Mutation carrier 49/M Glioblastoma multiforme grade 4
11/MLHI exon 16 50% risk 49/F Glioblastoma multiforme grade 4
11/MLH! exon 16 50% risk 53/M Anaplastic astrocytoma grade 3
11/MLHI exon 16  50% risk 64/M Undefined brain tumour
13/MLHI exon6  25% risk 59/F Meningioma grade 1
24/MLHI exon 16  Mutation carrier 5UF Acoustic neurinoma
39/ MLHI exon 12 25% risk /M Neuroblastoma (mediastinum)
SO/MLHI exon 16 Obligate mutation carrier 65/M Anaplastic astrocytoma grade 3
S50/MLHI exon 16 50% risk 41/F Glioblastoma multiforme grade 4
S9/MLHI exon 16 Mutation carrier 42/M Anaplastic astrocytoma grade 3
T8/MLHI exon 16 50% risk S51/F Glioblastoma multiforme grade 4
83/MLHI exon 17  25% nisk 40/M Meningioma fibroblastic grade 1
83/MLHI exon 17 50% risk 60/F Meningioma meningo-epithelial anc
fibroblastic grade 1
90/MLHI exon6  25% risk 54/M Undefined brain tumour

Slika 4. Histologija, dob u kojoj je utvrdena dijagnoza 1 spol pacijenata oboljelih od

karcinoma centralnog Zivéanog sustava.?*

3.5.1. Povezanost HNPCC sindroma s razvitkom tumora
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Godine 1999. provedena je studija u kojoj se ispitala veza izmedu nositelja mutacija u
MMR genima i rizika za oboljenje od Lynch-ovog sindroma (LS), te se utvrdila ucestalost
pojava karcinoma kod oboljelih od LS. U studiji je sudjelovalo 1763 ispitanika, objedinjenih u
50 genskih HNPCC obitelji, te svrstanih u 4 grupe s obzirom na genetske predispozicije: oni
koji nose mutaciju na nekom od MMR gena, oni koji ne nose mutaciju ili pojedinci sa 50% 1
25% Sanse da nose mutaciju u svom genomu. Ucestalost pojave karcinoma kod ispitanika zatim
je usporedena s ucestalos¢u pojave karcinoma u cijeloj Finskoj populaciji. Najmanje sedam
tipova karcinoma povezano je s HNPCC sindromom, a to su tumori endometrija, jajnika,
zeludca, zucnog sustava, mjehura, uro-epitelski 1 tumori srediSnjeg Zziv€anog sustava.
Standardizirani omjer ucestalosti pojave karcinoma (SIR) povecavao se proporcionalno sa
povecanjem vjerojatnosti da je pojedinac nositelj mutacije na nekom od MMR gena. S obzirom
da je za popravak oStecene DNA potrebna interakcija niza razli¢itih genskih produkata,
predispozicija za nastanak raka rada se ukoliko mutacija nekog od MMR gena ugasi njegovu
funkciju. Iz tog proizlazi da tumorski spektar moze varirati u odnosu na specifi¢an gen, odnosno
mutaciju iz koje je nastao. Vecina karcinoma povezana s HNPCC-om su iste ili gotovo iste
histologije sa specifi¢nim znacajkama koje ukazuju na osnovnu uzroke nastanka individualnih
slu¢ajeva. Pa je tako kod tumora jajnika i tumora mozga pronadeno nekoliko histoloski
razliitih vrsta. Pod tumore srediSnjeg Ziv€anog sustava spada 12 vrsta tumora mozga, razlicitih

stupnjeva malignosti i dva tumora Ziv&anog tkiva (neuroblastoma i akusti¢ni neurinoma). >

Rezultati istrazivanja prikazani na slici 4, pokazuju kako 14 pacijenata od ukupno 50
HNPCC obitelji boluje od tumora mozga, od ¢ega Cetvero za koje je utvrdeno da su nositelji
mutacije boluju od glioblastoma, a kod pacijenata s 50% Sanse da su nositelji mutacije je
potvrdeno da postoji predispozicija za nastanak glioblastoma ili drugih histoloski razliitih
tipova tumora mozga, a koja je ocigledno u vezi s mutacijom nekog od MMR gena. Pojavu
HNPCC sindroma, poprac¢enog razvojem karcinoma uglavnom uzrokuju mutacije MMR gena
na spolnim stanicama, dok su iste mutacije kao mogu¢i uzrok pronadene i kod somatskih
stanica. S druge strane, istrazivanja pokazuju pozitivan trend nastanka karcinoma mozga koji
su potekli iz HNPCC sindroma, a utvrdeno je kako vec¢ina pokazuju mikrosatelitnu nestabilnost

i mutacije mismatch repair gena spolnih stanica.?

4. MISMATCH REPAIR GENI U GLIOBLASTOMU

4.1.  Atlas genoma ljudskog karcinoma
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Uobicajeni defekti nadeni u stanicama humanih karcinoma, kao $to su kromosomske
aberacije, supstituirane nukleotide i epigenske modifikacije, smatraju se pokretacima
malignih transformacija. Atlas genoma ljudskog karcinoma ili u izvornom imenu - The
Cancer Genome Atlas (TCGA), projekt je pokrenut 2008. godine s ciljem mapiranja
genoma preko 100 vrsta poznatih karcinoma, kako bi se identificirale genske abnormalnosti

26 TCGA projekt radi procjenu vrijednosti

koje dovode do nastanka istih."
multidimenzionalnih analiza molekularnih karakteristika ljudskog karcinoma u velikom
mjerilu, te omoguéuje brz pristup podatcima istrazivackoj zajednici. ?® U pilot projektu
analiziran je 20661 gen koji kodira za proteine iz 22 uzorka humanog glioblastoma.
Takoder, duz Citavog genoma GBM-a provedena je analiza aberacija broja kopija, te
homozigotne delecije, upotrebom oligonukleotidnih mikro¢ipova visoke gustoce.

Naposljetku, istrazeni su ekspresijski profili istih uzoraka upotrebom SAGE-a (serial

analysis of gene expression), te tehnike sekvencioniranja nove generacije.?

4.1.1. Genske znacajke glioblastoma

Prvi ispitivani karcinom TCGA projekta bio je glioblastom, najucestaliji tumor mozga
kod odraslih. Primarni glioblastoma nosi 90% slucajeva ove bolesti i specifi¢nost vezana
uz njega jest da izrasta “de novo*, odnosno ne nadovezuje se na nize stupnjeve bolesti 1 u
pocetnoj fazi ne pokazuje nikakve simptome oboljenja.?’ Zbog toga je o¢igledno jedini
nacin pronalaska uzroka nastanka tumora, a zatim 1 pristupa lije€enju bilo “zavirivanje* u
genom ove zloc¢udne bolesti. Dvadesetak godina molekularnih studija otkrile su vazne
znacajke humanih glioblastomima: a) aktivacijom mutiranog receptora gena za tirozin
kinazu dolazi do poremecaja regulacije signalnih puteva za lucenje faktora rasta, b) aktivira
se fosfatidilinozitol-3-OH kinaza (PI3K) metabolicki put i c¢) dolazi do inaktivacije
metaboli¢kih puteva proteina p53 i supresora retinoblastoma.?’ Nadalje, profiliranje genoma
glioblastoma dovelo je do saznanja o heterogenosti genoma tumora i podjeljenosti tumora

na molekularnoj razini na podjedinice koje zahtjevaju razlicite pristupe lije¢enja.?®

4.2.  Mikrosatelitna nestabilnost (MSI) u glioblastomu
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Mikrosatelitna nestabilnost karakterizirana je ekspanzijom i kontrakcijom kratkih
ponavljajucih sekvenci tijekom DNA replikacije i1 prisutna je u velikoj vecini tumora iz
porodice hereditarnog nepolipoznog karcinomskog sindroma.?’ MSI je zna¢ajan slu¢aj kod
velikog broja sporadi¢nih malignosti. Studija provedena 1998. godine s 22 pacijenta s
dijagnosticiranim gliomima visokog stupnja, od kojih je 17 pacijenata bolovalo od
glioblastoma ispitivala je povezanost MMR gena s pojavom mikrosatelitne nestabilnosti.*
Usporedno su u PCR reakcijama umnaZzani uzorci tumorskog i normalnog tkiva, a kao
pocetnice se koristilo 5 mikrosatelitnih lokusa. MSI je definirana po prisutnost dodatnih
vrpci iz uzorka tumora u odnosu na vrpce uzorka normalnog tkiva (slika 5). Rezultati su
pokazali prisutnost MSI kod cetiri od 22 ispitanika (18%), od Cega je troje bolovalo od
glioblastoma. Sva cetiri slucaja pokazala su MSI visoke razine a zahvacenos¢u preko 75%
lokusa gena. Kod sva Cetiri pacijenta s MSI gliomima visokog stupnja, pokazali su mutacije
u MMR genima spolnih stanica; od ¢ega su tri mutacije bile na genu AMSH?2 1 jedna na genu

hMLH]. Tri mutacije rezultirale su krnjom produkcijom proteina.

A B C D E F
NT NT NT NT NT NT

J.i""'

Slika 5. Prikaz rezultata

elektroforeze

uzorka - (N) normalnog tkiva i (T) tumorskog tkiva na poliakrilamidnom gelu.*

4.3. Utjecaj metilacije MGMT promotora na lije¢enje GBM-a
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4.3.1. Promotor gena MGMT

Jedna od prvih i najvaznijih epigenskih modifikacija proucavnih u ljudima je metilacija
DNA; §to oznacava kovalentnu adiciju metilne grupe preferencijalno na 5°-kraj citozinskog ili
gvaninskog nukleotida. Ovi CpG dinukleotidi teze grupiranju u takozvane CpG otocice koji su
smjesteni unutar promotorskih regija vise od polovice svih ljudskih gena.’! MGMT gen kodira
za enzim O6-metil-gvanin-DNA-metiltransferazu koja ima klju¢nu ulogu u oCuvanju genske
stabilnosti, s obzirom da popravlja mutagene lezije O6-metilgvanina nazad u gvanin, te
sprijedava pogreske u sparivanju baza tijekom replikacije i transkripcije DNA.** Zbog
potencijalnih klini¢kih implikacija, posebno je vazna veza izmedu metilacije MGMT promotora
i hipermutatorskog fenotipa uzrokovanog nedostatkom aktivnosti popravka krivo sparenih baza
(mismatch repair). Metilacija promotora gena MGMT moze odigrati znaajnu ulogu u
karcinogenezi. Kod pacijenata kojima je dijagnosticiran glioblastom, metilacija promotra
MGMT rezultira suprimiranom ekspresijom tog gena, Sto za posljedicu ima znatno poboljSanu
reakciju tumorskih stanica na terapiju alkiliraju¢im agensom TMZ-om, ¢ime se moZe znatno

produziti Zivotni vijek oboljelih.*?

4.3.2. Metilacija MGMT u glioblastomu

Metilacija promotora gena MGMT u glioblastomu svojevrsni je biomarker koji moze sluZziti
u odabiru rezima lijeenja. MGMT gen je lociran na kromosomu 1026 i kodira za enzim koji
odstranjuje alkilne grupe sa O6 pozicije gvanina. O6-alkilirani gvanin moze uzrokovati pucanje
dvostrukog lanca DNA 1 krivo sparivanje baza $to u konacnici vodi u stani¢nu smrt. Medutim
jednako kako enzim MGMT ¢uva zdrave stanice od abnormalnosti, isto tako cuva i tumorske
stanice od letalnih ucinaka kemoterapije alkiliraju¢im agensima kao $to je TMZ. Medutim,
utjecaj ekspresije MGMT u glioblastomu jo$ uvijek se ne moZze staviti u korelaciju s razinom

prezivljavanja pod kemoterapijom.>*

4.3.3. Veza izmedu metilacije promotora MGMT 1 mismatch repair gena
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Metilirani promotor MGMT gena, pronaden je kod preko 35% malignih glioma visokog
stupnja (WHO stupnja III i IV), te u preko 80% glioma II stupnja. Studija
provedena 2008. godine, ispitivala je utjecaj metilacije CpG nukleotida unutar promotora 2305
gena koji su stavljeni u usporedbu s DNA zdravog mozga.’! Medu 91 sekvencioniranim
slucajem, kod 19 uzoraka otkriveno je da sadrze metilirani MGMT promotor. Kada su uz to
postavljeni podatci o somatskim mutacijama, uocena je veza izmedu hipermutatorskog fenotipa
i metilacije MGMT u glioblastomima podvrgnutim terapiji.?® Metilacija MGMT povezana je s
smislenim pomakom u supstituciji nukleotida tretiranih GBM. Od 13 tretiranih uzoraka kod
kojih nije uo¢ena metilacija MGMT, 29% somatskih mutacija bile su izmjena GNC baze u ANT
unutar CpG dinukleotida, dok su 23% svih mutacija bile izmjena GNC tripleta u ANT u ne-
CpG dinukleotidima. 2

Taj obrazac je dosljedan neuspjehu popravka alkiliranih gvanin rezidua koji su uzrokovani
terapijjom TMZ-om; drugim rije€ima, metilacija MGMT pomaknula je spektar mutacija
tretiranih uzoraka s prevagom izmjene GNC u ANT baza u ne-CpG myjestima. Nadalje,
mutacijski spektar MMR gena oCigledno se odrazava na metilacijski status MGMT gena pa tako
1 znacajke lijecenja. Unutar 6 metiliranth MGMT, pronadeno je svih 7 dosad poznatih mismatch
repair gena i sve su se odnosile na zamjenu tripleta GNC s ANT na ne-CpG mjestima, dok
nijedna mutacija u ne-metiliranim, tretiranim tumorima nije imala ove karakteristike. Stoga, ovi
podaci pokazuju kako nedostatci MMR gena 1 metilacija MGMT zajedno djeluju na obrasce i
frekventnost tockastih mutacija somatskih stanica tumora, $to je potencijalno od velike vaznost

za buduénost lije¢enja glioblastoma.?®
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[0 Other mutations
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Mean number of mutations per tumour
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Slika 6. Uzorci somatskih mutacija, metilirani MGMT promotor 1 mutacije u tretiranim

glioblastomima.?®
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Slika 7. Prikaz razli¢itih vrsta mutacija kod tretiranog i netretiranog GBM-a, te tretiranog

GBM-a kod kojeg je promotor MGMT metiliran.?®

Prikaz rezultata istraZivanja (slike 6 1 7): Srednji broj validiranih somatskih nukleotidnih
supstitucija po tumoru za kljucne grupe uzoraka nanesen je na os y i obiljezava visinu
stupaca histograma. Uzorci su grupirani na x osi na temelju statusa tretiranosti bolesti,
metiliranosti promotora MGMT i genskom statusu MMR gena (minus oznacava da nema
mutiranih gena; Mut oznacava da su jedan ili viSe MMR gena mutirani. Broj ispod svakog
stupca oznaCava broj uzoraka u grupi. Obojanost stupca pokazuje tip nukleotidne
supstitucije: plavo su promjena G u A u ne-CpG mjestima; zelenom su oznacene promjene

G u A u CpG mjestima i sivom su oznadene ostale mutacije.*°

4.4. Gubitak heterozigotnosti pojedinih kromosoma GBM

4.4.1. Pojam heterozigotnosti

Polimorfizam jednog nukleotida, odnosno single nucleotide polymorphism (SNP) je
zamjena mjesta jednog nukleotida drugim na to¢no odredenom mjestu na genomu. Ljudske
stanice su diploidi, $to znaci da sadrze dvije kopije genoma - po jednu od svakog roditelja.
Kada kopije genoma, derivirane od svakog roditelja imaju razli¢ite baze na tom istom
mjestu u genomu - na polimorfnoj regiji SNP, za tu regiju na genomu kaze se da je

heterozigotna. Kromosomi koji nose gene od oba roditelja u normalnim sluc¢ajevima stoje
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u paru Sto omogucava pojavu heterozigotnosti. Medutim, moze se dogoditi da se jedna
roditeljska kopija u regiji SNP zagubi. Tada dolazi do pojave koja se naziva gubitkom
heterozigotnosti - LOH (eng. loss of heterozygosity).>

4.4.2. Utjecaj gubitka heterozigotnosti na razvoj karcinoma

Geni supresori tumora (TSG) mogu biti inaktivirani razli¢itim mehanizmima,
ukljucujué¢i hipermetilaciju i gubitak heterozigotnosti.*> Kod nasljednih autosomalnih
karcinomskih poremecaja, jedan alel moze biti normalan a drugi abnormalan (mutiran). Ako
u takvom sluc¢aju dode do gubitka normalnog alela, gen gubi svoju normalnu funkciju.
Ukoliko se radi o genu supresoru tumora, gubitak normalnog alela moze oznaciti pocetak
malignog rasta stanica, drugim rijeCima gubitak alela supresora tumora moze dovesti do
razvoja tumora. (National Cancer Institute) Vjeruje se zapravo da je normalan alel
dominantan, te da tek gubitak istoga otkriva mutaciju TSG na preostalom alelu, §to upucuje
na recesivnost TSG.*® Aneuploidija je sveprisutna znacajka epitelnih karcinoma kao i
eksperimentalno promjenjenih stanica. Vjeruje se da kromosomske promjene mogu dovesti
do malignih transformacija stanica zbog sljedec¢ih razloga: prvo, ukoliko se TSG nalaze u
regijama kromosoma koji su podlozni gubitku alela, te ukoliko je prvi alel mutacijom
inaktiviran ili utidan, moZe do¢i do nekontroliranog rasta stanica.’>> Drugo, promjene broja
kromosoma mogu dovesti do promjene obrasca ekspresije gena, tako da ih precizno navode
do optimalnog rasta stanice abnormalnoj mikrookolini unutar neoplazme. Promjene u broju
kromosoma pokrece kromosomska nestabilnost koja je sveprisutna u Zivotnom ciklusu

tumorskih stanica.

4.43. Najcesce genske alteracije povezane s LOH-om u GBM-u

Studija iz 2009. godine donijela je zakljucke o kromosomima koji su najéesée pogodeni

alteracijama gena u smislu delecije pojedinih alela kod glioblastoma. Najucestalija genska

alteracija koja se pojavljuje u cak do 80% slucajeva primarnog glioblastoma je LOH na

kromosomu 10; najceS¢e popracena gubitkom ¢itavog alela (10p 1 10q). Najmanje 3 lokusa su

Cesto deletirana na kromosomu 10, $to ukazuje na prisutnost nekoliko gena supresora tumora

na tom kromosomu.>* Pojava LOH-a na kromosomu 10q dosta je ucestala kod sekundarnih
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glioblastoma (€ak do 70%), dok je LOH na 10925 povezana s progresivhim rastom i
transformacijom anaplasticnog astrocitoma niskog stupnja u visoki stupanj anaplasti¢nog

glioblastoma.?’

Kod 12% primarnih i ¢ak 38% sekundarnih glioblastoma detektiran je LOH na kromosomu
13q, najcesce ukljucujuci lokus RBI. Kromosomska regija 9p23-24 koja kodira za gen PTPRD
cesto je deletirana u GBM. Gen PTPRD kodira za receptor protein-tirozin-fosfatazu koja ima
funkciju supresora tumora, a koja je kod oko 6% tumora mutirana a kod ¢ak 37% inaktivirana
metilacijom.*® LOH 22q je ucestala alteracija u sekundarnim GBM (oko 80% slucajeva.
Delecija male regije (957 kb) na kromosomu 22 ukljucuje podrucje gena koji kodira za inhibitor
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Slika 8.Gubitak heterozigotnosti a)shematski prikaz; b)slika DNA na gelu nakon elektroforeze

4.5. Poveznica izmedu promotora MGMT, mismatch repair gena 1 pojave
recidiva GBM

4.5.1. Povratak tumora nakon zavrsetka terapije - recidivi glioblastoma
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Supresija promotora gena OS-metilgvanin-DNA metiltransferaze povezana je s
poboljsanom reakcijom glioblastoma na tretman temozolomidom (TMZ). Nekolicina
nezavisnih studija identificirala je metilaciju promotora MGMT gena kao biomarker koji dosta
pouzdano moze predviditi dugotrajno prezivljavanje bez progresije (PFS) 1 ukupnu moguénost
prezivljenja glioblastoma nakon terapije TMZ-om. Usprkos tome, zapravo svi slucajevi GBM
pokazuju pojavu recidiva nakon zavrsSetka pocetne terapije; ¢ak i oni s najboljim prognozama i
nakon potpune resekcije tumora. Zasto dolazi do pojave recidiva, te koji su molekularni
mehanizmi rezistencije na terapiju, jos uvijek nije u potpunosti jasno. Pretpostavka je da je
terapija TMZ-om selektivna za nemetilirane MGMT tumorske stanice Sto omogucuje

rezistentnim staniénim klonovima ponovan nekontroliran rast i u konaénici povratak tumora.>

Mogucée promjene metiliranosti promotora MGMT kod povratka tumora mogle bi biti
znacajne za postavljanje u¢inkovite terapije recidiva glioblastoma. Prijasnje studije pokazale su
da se kao posljedica lijeenja recidiva glioblastoma TMZ-om, javljaju alteracije DNA mismatch
repair gena. Nadalje, imunohistokemijske pretrage pokazale su znacanjo nize razine ekspresije
gena MSH2, MSH6 i PM?2 u recidivima tumora, iz ¢ega slijedi da su reducirana ekspresija MMR
proteina 1 nepromjenjen status metilacije MGMT promotora glavne znacajke pojave recidiva

GBM. 40

4.5.2. Usporedba utjecaja metilacije promotora MGMT na primarni GBM i recidive

Studija objavljena 2011. godine ukljucivala je 80 pacijenata s histoloSkom potvrdom de novo
glioblastoma koji su nakon terapije pokazali pojavu recidiva. Uzorci su uzeti iz tkiva primarnog
tumora 1 recidiva u svrhu usporedbe krajnjih rezultata. MSP analiza pokazala je prisutnosti
metiliranog MGMT promotera kod 31 od 80 pacijenata oboljelih od primarnog GBM-a,
ukljucujuci troje pacijenata s nesto nizim stupnjem metilacije tumora. Kod 49 pacijenata nije
utvrdena metilacija ranije navedenog promotora. Kod povratnih tumora, slika je bila gotovo
neznatno drugacija - kod 26 od 80 pacijenata pronaden je metilirani promotor MGMT, a kod 54
pacijenta nije bilo traga metilaciji. Usporedbom podataka dobivenih o primarnim i s druge
strane povratnim tumorima, potvrdeno je da kod gotovo 90 % pacijenata nije doslo do promjene

statusa metilacije, a samo je sedam pacijenata pokazalo gubitak ili redukciju metilacije.*
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Slika 9. Primjeri imunohistokemije ekspresije MMR proteina u glioblastomima 1 recidivima
(a, b) MLH; (c,d ) MSH?2; (e, f) MSHG6; (g, h) PMS. Prikazani su primjeri pacijenata s
reduciranom ekspresijom MMR proteina u recidivima (b, d, f, h) u usporedbi s onima u

primarnim tumorima (a, c, e, g).*°

4.6. Gubitak mismatch proteina MSH6 u humanom glioblastomu

Glioblastom, najucestaliji primarni tumor mozga, prototipicna je ljudska neoplazija:
akumuliraju mutacije onkogena (npr. EGFR) i tumor supresor gena (npr. PTEN), daju odgovor
na terapiju X-zrakama (XRT) i alkiliraju¢éim kemoterapeutskim agensom TMZ-om, ali u
konaénici bez obzira na terapiju vode ka fatalnom ishodu.*! Mutacije gena MSH6 uzrokuju
djelomican ili potpun gubitak aktivnosti odgovarajueg proteina, Sto za posljedicu ima

redukciju njegovih sposobnosti popravka pogresaka u DNA. Gubitak funkcije MSH6 rezultira
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pojavom nestabilnosti na krajevima mononukleotida. Takoder, inaktivacija tog istog gena
dovodi do tolerancije stanice na citotoksi¢ne doze alkiliraju¢ih agensa i rast u takvim uvjetima
in vitro. Medutim, kada se tolerantne stanice dovedu u kontakt s stanicama divljeg tipa koji
sadrze gen MSHG6, dolazi do resenzitiranja tih stanica na alkiliraju¢e agense, Sto jasno ukazuje
na direktnu ulogu gena MSH6 u efektu kemorezistencije.*>* Do sada je analiziran status
mutacija i ekspresije MSH6 gena u uzorcima glioblastoma prije tretmana i poslije 1 usporeden

je s obrascem statusa ekspresije MGMT-a.

4.6.1. Gubitak MSH6 u recidivima GBM-a

Studija iz 2007. objavila je prisutnost gena MSH6 u 54 uzorka glioblastoma, od ¢ega su 14
bili uzorci recidiva, a 40 su uzorci primarnog tumora prije tretmana. Ekspresija gena MSH6
uocena je u svim uzorcima primarnog tumora, ali je izgubljena kod preko 40% uzoraka recidiva.
Sto ukazuje na ¢injenicu da gubitak ekspresije MSH6 pridonosi pojavi recidiva nakon terapije
TMZ-om.*! Popratna studija potvrdila je prisutnost mutacija na MSH6 kod glioblastoma nakon
terapije, ali ne i kod uzoraka tumora prije terapije.** Zanimljivo je da unato¢ mutacijama na
MSH6 genu 1 ostalim mismatch repair genima, recidivi glioblastoma ne pokazuju visoke razine
mikrosatelitne nestabilnosti. *° Gubitak MSH6 prisutan je kod recidiva kojima je prethodio
tretman zraCenjem u kombinaciji s TMZ-om i povezan je s progresijom tumora, $to odrazava i
rezistenciju na alkiliraju¢e agense u in vitro ispitivanju. Nadalje, MSH6 je prvenstveno uzet u

nepristranim genskim testiranjima rezistencije na kemoterapiju.*’

4.6.2. Metilacija MGMT promotora i mutacije na MSH6

Sveokupna frekvencija pojave alteracija na MSH6 u glioblastomima je jo§ uvijek nepoznata
i u velikom broju prijasnjih istraZzivanja nisu pronadene mutacije tog gena kod odraslih
pacijenata sa sporadi¢nim glioblastomom, medutim homozigotne mutacije tog gena spolnih

stanica pronadene su u izoliranim slu¢ajevima kod djece s dijagnosticiranim GBM-om.

Mutacije na MSH6 nisu pronadene u uzorcima DNA tumora prije tretmana zracenjem i
kemoterapije, niti u uzorcima nelijeCenih pacijenata, Sto ukazuje na to da su spomenute mutacije

zapravo vjerojatno posljedica same terapije. Stoga, pronalazak mutacija na MSH6 genu kod
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recidiva je svojevrsni dokaz da odgovor tumora na terapiju TMZ-om moze biti unaprijed
predvidena odredivanjem statusa metiliranosti MGMT gena.*' Cini se da rezistencija na
alkilirajuce agense in vitro, potjece ili od ekspresije MGMT ili od manjka aktivnosti MMR gena
te da manjak aktivnosti MMR gena predstavlja alternativni put kada stanice tumora pokazuju
niske razine ekspresije MGMT.*** Medutim, analize recidiva su pokazale da se gubitak MSH6
pojavljuje neovisno o statusu metilacije MGMT kod netretiranih tumora, tj. da gubitak MSH6
nije mjerilo statusa metiliranosti MGMT promotora. Postoji mogucnost da i drugi MMR geni
kao npr. MSH?2 ili MLHI imaju sli¢nu ulogu u tumoru kao MSH6, medutim mikrosatelitna
nestabilnost tipi¢na za MSH2 i MLHI smanjenih aktivnosti, rijetko je pronadena u jedinkama

pred-tretiranog i post-tretiranog glioblastoma.**

4.6.3. Signalni putevi popravka

Kriva sparivanja O°-metilgvanin-timina specificno su vezana uz heterodimer mutSa,
kompleks MSH2:MSH6 te se smatra da aktiviraju ATR/Chk1S-G2 put. Posttranslacijske
promjene u subcelularnoj lokalizaciji heterodimera, oCituju se u odgovoru na genotoksi¢ne
agense, Saljuci signale za popravak kontrolnoj tocki. Za ovaj signalni put vjeruje se da posreduje
tumoricidalnim efektima kemoterapije alkilirajuéim agensima. Medutim, signalni putevi
mismatch repair gena su jo$ uvijek podrucje koje se istrazuje te je tako vjerojatno da postoje i

drugi mehanizmi popravka i popratni signalni putevi.*®

5. ULOGA MISMATCH REPAIR GENA U PRONALASKU NOVIH
NACINA LIJECENJA TUMORA

5.1.  Nacin djelovanja TMZ-a

Sadas$nji terapija protiv GBM-a ukljucuje kirurSku resekciju koju slijede terapija zracenje 1
kemoterapija s TMZ-om kao najaktivnijim agensom u borbi protiv ovog tumora. Kod slu¢ajeva
koji pokazuju rezistenciju na TMZ ne preostaje mnogo alternativnih pristupa lijecenja, s

obzirom da je jako malo poznatih agensa u¢inkovitih protiv ove bolesti. Stoga je bilo izrazito
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vazno otkriti mehanizme rezistencije kako bi se razvile strategije resenzitiviranja tumorskih

stanica na GBM.%’

Temozolomid je alkilirajuci agens koji metilira N7 mjesto na gvaninu, O mjesto adenina i
0% mjesto gvanina.*® Citotoksi¢na svojstva TMZ-a veéinom potje¢u od O°-metil-gvanina.
Ukoliko se metilna skupina ne skine s gvanina pomocu MGMT proteina, dolazi do krivog
sparivanja baza prilikom replikacije DNA, pri ¢emu se O®-meG sparuje s timinom. Anomaliju
sparivanja prepoznaju MMR geni, te kodiraju za proteine koji vr$e eksciziju novo-sintetiziranih
lanaca, ostavljajuéi roditeljski lanac s O®-meG lezijom netaknutim.* O°-meG se zatim moze
ponovno spariti s timinom, te slijedi niz ponavljaju¢ih ciklusa intervencije MMR proteina i
ponavljajuc¢eg pojavljivanja praznina na jednom lancu DNA. Kada se prilikom replikacije,
replikacijske raslje susretnu s prazninama na jednom lancu DNA nastaju dvolanc¢ani lomovi
(DSBs).* Takvi dvolanéani lomovi mogu se popraviti samo homolognom rekombinacijom
(HR). Kada bi se takvi lomovi popravljali drugim mehanizmom ili se uopcée nebi popravili, bili
bi ekstremno toksi¢ni za stanicu. lako su TMZ-om inducirani dvolancani lomovi izrazito
toksi¢ni za stanicu, efikasnost ovog agensa je u vrlo mnogo sluc¢ajeva ograni¢ena bilo

nasljedenim ili steGenim mehanizmima.>

5.1.1. Uloga homologne rekombinacije u razvitku rezistencije na temozolomid

Do sada je bilo govora o u¢incima MGMT promotra i gubitka funkcije MMR gena kao
jedinim represorima aktivnosti TMZ-a na tumorske stanice. Medutim novija istraZivanja
pokazuju kako se ovi fenomeni ne pojavljuju u svim tumorima koji pokazuju rezistenciju na
terapiju TMZ-om. Pretpostavka je da oko polovice GBM-a pokazuju ekspresiju gena MGMT,
a samo dio pokazuje nedostatak MMR gena, §to upucuje na to da mora postojati bar jos$ jedan
mehanizam rezistencije. Jedno od najnovijih istrazivanja iz ovog podrucja pokazalo je upravo
tako. Studija objavljenja u lipnju 2016. godine izvjestila je da produzen tretman TMZ-om GBM
tumora koji pokazuju manjak ekspresije MGMT rezultira rezistencijom na tretman zbog
ubrzanog popravka TMZ-om induciranih dvolancanih lomova. Nadalje, pokazali su kako do
rezistencije moze do¢i zbog povecane HR 1 da priguSenja HR mogu resenzitivirati tumorske
stanice na terapiju.*® U svrhu istraZivanja uspostavili su in vivo model pojave recidiva u
miSevima koji je omogudéio pradenje pojave rezistencije na terapiju i usporedbu medu

primarnim tumorima i recidivima, dajué¢i bolji uvid u promjene koje nastaju uslijed same
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terapije te na promjene mikrookoliSa tumora. Upotrebom ovog modela otkrivena je uloga
homologne rekombinacije dvolancanih lomova induciranih djelovanjem TMZ-a na stanice
tumora. Ovo otkrice je vazno jer opisuje mehanizam rezistencije na TMZ u tumorima koji ne

pokazuju mehanizme ekspresije MGMT i gubitak MMR proteina.*’

Cinjenica da HR ima ulogu u razvitku rezistencije na terapiju moze imati vazne klinicke
implikacije. Prvo, ukazuje na to da upotreba TMZ kao jedinog agensa kod tretmana recidiva
moze rezultirati nedovoljno dobrim terapeutickim odgovorom. Ovo je sukladno fazi II
klinickog testiranja u kojima su recidivi izlozeni re-tretmanu TMZ-om pokazali minimalan
odgovor na terapiju. Nadalje, analizom TCGA baza podataka, pronaden je podatak da su svi
recidivi glioblastoma tretirani TMZ-om pokazali velike razine ekspresije HR-gena kao §to je
RADS 1. Inhibitori navedenog gena su trenutno u izradi i mogli imati velik u¢inak na tretiranje
TMZ-rezistentnih tumora. U meduvremenu, s obzirom da je otkrivena veza izmedu CDK
signalnog puta 1 aktivacije HR, a inhibitori CDK signalnog puta su ve¢ u klinickim
ispitivanjima, ubrzo bi mogli biti iskoriSteni u klinickom lijeCenju za potrebe
kemoresenzitiviranja. Medutim, bitno je naglasiti kako ova terapija ima moguénosti koriStenja
1 kod primarnih tumora dokle god je TMZ u moguénosti izazivati lomove u dvolancanoj DNA
tumora. Ovaj pristup, osim §to je izrazito toksi¢an za sve tumorske stanice, takoder ciljano
djeluje na rijetke TMZ-rezistentne klonove koji se mogu pojaviti u primarnom tumoru. U
konacnici, pronalazak novog mehanizma rezistencije na TMZ podiZe Sanse za poboljSanje

terapeuti¢kog u¢inka TMZ na glioblastom.*’

5.2.  Utjecaj radioterapije na MMR gene

Terapija glioblastoma ukljucuje kirurSku resekciju, radioterapiju i kemoterapiju. Do
sada je bilo govora o ucincima kemoterapeutika TMZ-a na stanice tumora te ulozi MMR
gena u razvitku rezistencije na isti. Medutim, do danas joS$ uvijek nije poznata uloga MMR
gena u ocuvanju staniéne vijabilnosti za vrijeme terapije radiozracenjem.* Tumorske
stanice u kojima nedostaju MMR geni pokazali su izrazit senzibilitet na visoke doze radio-
zracenja dok su kod niskih doza radio-zracenja pokazale vecu otpornost od drugih stanica.

Ovakva tolerancija stanica na niske doze zracenja moze biti posljedica akumulacije DNA
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lezija kao $to su nakupine oksidativnih DNA lezija (OCDLs) ili O%metilgvanin lezije.
Takoder, smatra se da HR popravak popravak zajedno s MMR putevima regulacije
stani¢nih ciklusa mogu biti uzrok osjetljivosti tumorskih stanica na radiozracenje. Medutim,
potrebno je provesti daljnje studije o utjecaju radioterapije na tumorske stanice koje

pokazuju nedostatak ekspresije MMR gena.>’

5.3. Povezanost mutacija MMR gena i sinteticke letalnosti

Najnovija istrazivanja na podrucju genomike, proteomike i transkriptomike dali su velik
doprinos razmjevanju molekularne biologije stanica karcinoma. Kako bi se poboljsala
efikasnost lijekova, poceli su se koristiti individualniji pristupi lijeCenju koji se temelje na
prikupljanju informacija o molekularnim 1 stani¢nim defektima pojedinih pacijenata §to
spada pod koncept “personalizirane medicine*. Kao nova strategija u terapiji protiv tumora
vezana uz koncept individualnog lijecenja, uveden je koncept sinteticke letalnosti koji
ciljano djeluje na tumor supresorske gene. Kod ovog modela, gubitak ili utiSavanje jednog
gena je povezano sa stanicnom vijabilnosti, dok kombinacija mutacija dva ili viSe gena
uzrokuju stani¢nu smrt. Kada je jedan od ta dva gena tumor supresorski kao npr. MMR gen
1 na njemu je prisutna mutacija, drugi gen predstavlja novu terapeutsku metu za selektivno
unistenje stanica s nedostatkom MMR gena.”>°

Model sinteticke letalnosti prvi put je 1922. godine opisao Calvin Bridges primjetivsi da
kombinacija dviju mutacija u genomu vinske musice (Drosophila melanogaster) uzrokuju
smrt.>! Kasnije, tokom procesa pupanja kvasca pronadene su interakcije sinteticke letalnosti
sa gubitkom MMR gena i DNA polimeraze. Nadalje, studije su pokazale kako utiSavanje
aktivnosti DNA polimeraza POLB ili POLG djeluje letalno u kombinaciji s gubitkom gena
MSH? ili MLH v humanim stanicama karcinoma. Nastali fenotip je posljedica akumulacije
nuklearne oksidativne Stete na DNA uslijed utiSavanja aktivnosti POLB u stanicama koje
ne pokazuju ekspresiju MSH2 gena, dok akumulacija mitohondrijske oksidativne Stete
uslijed utiSavanja POLG u stanicama koji ne posjeduju MLHI gen rezultira smanjenom

stani¢nom vijabilnosti.>

5.4. Uloga MMR gena u genskoj terapiji
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Kao jedna od posljedica nedostataka ekspresije MMR gena je akumulacija sekundarnih
mutacija, koja moze imati velik utjecaj na odgovor stanica na terapiju i predstavlja nove
mogucnosti za personaliranu terapiju. Neki od gena koji pokazuju sekundarne mutacije su
1 sudionici metabolickog puta popravka dvolancanih lomova (geni MREI11, ATR 1 RAD50 i
tumor-supresorski gen PTEN). Gubitak ovih gena izaziva efekt sinteticke letalnosti kada je
u kombinaciji s inhibicijom enzima koji sudjeluje u ekscizijskom popravku baza-Poly ADP
riboza-polimerazom. Stoga je moguce detaljnije ispitati u¢inke ovih sekundarnih mutacija

pomoéu tretmana inhibitorom PARP.*

Najnovija istrazivanja pokuSavaju pronaci primjenu MMR gena u genskoj terapiji tumora
koji pokazuju nedostatak ovih gena. U jednoj studiji koristila se mikrosatelitna nestabilnost
(MSI), koja nastaje kao posljedica manjka aktivnosti MMR gena, na nadin da je
mikrosatelitnu DNA izvan okvira ¢itanja insertirana unutar kodirajuée regije VP22FCUI
suicidalnog gena.*° Veliki dio MSI stanica koje su nosile suicidalni gen revertirale su okvir
Citanja te je doSlo do ponovne ekspresije odgovarajuc¢eg proteina u cjelosti. Naposljetku,
tretiranje ovih stanica s S-fluorocitozin induciralo je citotoksi¢nost zbog kombinacije
suicidalnog gena 1 navedenog agensa. Ovi novi pristupi lije€enju uz pomo¢ genske terapije
mogu omoguciti selektivnu i moénu terapiju u lije€enju tumora s nedostatkom aktivnosti

MMR gena.>

6. Zakljucak

Mismatch repair geni ne samo da igraju ulogu u nastanku tumora kada im je aktivnosti
smanjena, ve¢ njithovo razumijevanje moze imati veliku ulogu u terapijskim indikacijama
lijecenja tumora. Do sada su najbolje rezultate u lijeCenju glioblastoma dale imunoterapija i
terapija mati¢nim stanicama, medutim sve viSe primjenu pronalazi i genska terapija. Sadasnja
terapija protiv glioblastoma ukljucuje kirurSku resekciju koju slijede terapija zracenjem i
kemoterapija s TMZ-om kao najaktivnijim agensom u borbi protiv ovog tumora. Medutim, s
obzirom na kompleksnost ovog tumora i njegovu gensku pozadinu, najefikasniji pristup

pokazale su primjene personalizirane terapije, gledajuci svaki tumor kao individuu. Velik korak
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u razumijevanju mehanizma rezistencije na TMZ je otkri¢e promotora MGMT. Kod pacijenata
kojima je dijagnosticiran glioblastom, metilacija promotra MGMT rezultira suprimiranom
ekspresijom tog gena, $to za posljedicu ima znatno poboljSanu reakciju tumorskih stanica na
terapiju alkiliraju¢im agensom TMZ-om, ¢ime se moZe znatno produziti zivotni vijek oboljelih.
Medutim, pretpostavka je da je terapija TMZ-om selektivna za nemetilirane MGMT tumorske
stanice Sto omogucuje rezistentnim stani¢nim klonovima ponovan nekontroliran rast i u
konacnici povratak tumora. Do sada je bilo govora o u¢incima MGMT promotra i gubitka
funkcije mismatch repair gena kao jedinim represorima aktivnosti TMZ-a na tumorske stanice.
Medutim najnovija istrazivanja pokazuju kako se ovi fenomeni ne pojavljuju u svim tumorima
koji pokazuju rezistenciju na terapiju TMZ-om. Pretpostavka je da oko polovice GBM-a
pokazuju ekspresiju gena MGMT a samo dio pokazuje gubitak MMR gena, $to upucuje na to
da mora postojati bar jo§ jedan mehanizam rezistencije. Taj mehanizam je ubrzana homologna
rekombinacija (HR) dvolanc¢anih lomova nastalih prilikom terapije TMZ-om. Analogno tome,
prigusenja HR mogu resenzitivirati tumorske stanice na terapiju. Nadalje, jedan od novijih
opisanih modela s moguénoscu primjene u lijeCenju tumora je koncept sinteti¢ke letalnosti koji
kaze da kombinacijom mutacija na jednom mismatch repair genu i utiSavanja aktivnosti DNA

polimeraze POLB ili POLG dolazi do smrti tumorskih stanica.

Iako jo$ uvijek nije pronaden nacin kako potpuno izlije€iti multiformni glioblastom, te uloga
mismatch repair gena u lijecenju nije u potpunosti jasna, ¢ini se kako istraZivanja te poveznice
idu u pozitivnhom smjeru. Dosadasnja saznanja o ulozi MMR gena u glioblastomu otkrila su
moguce nacine nastanka tumora, medutim pitanje koje se namece jest- mogu li se ta znanja

primjeniti u lijeCenju tumora ili jo$ bitnije, prevenciji istog?
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