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POPIS KRATICA

CAMLs - lokusi mikrosatelita specfi¢ni za tumor, povezani s tumorom (cancer-associated
microsatellite loci)

CDKN2A - cyclin-dependent kinase inhibitor 2A4
CDKN2C - cyclin-dependent kinase inhibitor 2C
CDKN2B - cyclin-dependent kinase 4 inhibitor B

CFTR - transmembranski regulator cisticne fibroze (cystic fibrosis transmembrane

conductance regulator)

CIN - kromosomska nestabilnost (chromosomal instability)
CNL-LOH - LOH s gubitkom broja kopija (copy number losses LOH)
CNN-LOH - LOH neutralnog broj kopija (copy number neutral LOH)
DNA - deoksiribonukleinska kiselina (deoxyribonucleic acid)

EGEFR - receptor epidermalnog faktora rasta (epidermal growth factor receptor)
GBM - glioblastoma multiforme

LOH - gubitak heterozigotnosti (loss of heterozygosity)

MMR - mismatch popravak (mismatch repair)

MSI - mikrosatelitna nestabilnost (microsatellite instability)

PCR - lancana reakcija polimerazom (polymerase chain reaction)

RFLP - polimorfizam veli¢ine restrikcijskih fragmenata (restriction fragment length

polymorphism)
RNA - ribonukleinska kiselina (ribonucleic acid)
SNP - polimorfizam jednog nukleotida (single nucleotide polymorphism)

SSCP - polimorfzam konformacije jednolancane DNA (single strand conformation

polymorphism)

STRs - kratka uzastopna ponavljanja (short tandem repeats)


https://en.wikipedia.org/wiki/DNA_mismatch_repair

TCGA - the Cancer Genome Atlas
UDP - uniparentalna disomija (uniparental disomy)
VNTRs - promjenjivi broj ponavljajucih sekvenci (variable number of tandem repeats)

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (World Health Organization)



1. UVOD

Gliomi su naj¢es¢i oblici tumora srednjeg ziv€anog sustava. Rije¢ je o razliitim vrstama
tumora mozga koji potjecu iz glija stanica te ih mozemo podijeliti na astrocitome,
oligodendrogliome, ependimome te mijeSane gliome (American Brain Tumor Association,
2014). Astrocitomi su tumori mozga koji se razvijaju iz subtipa glija stanica zvanih astrocite.
Rijec je o stanicama zvjezdastog oblika koje su locirane u mozgu i lednoj mozdini. U ovom
radu fokus je na najzlo¢udnijem predstavniku astrocitoma, glioblastomu, poznatom kao
stupanj IV astrocitoma ili Glioblastoma multiforme (GBM). Rijec je o malignom, invazivnhom
i agresivno rastu¢éem tumoru mozga koji ¢ini vise od 51% ukupnih glioma (Adamson, 2009).
Govorit ¢u o dvije genske promjene u GBM-a i njihovom utjecaju na proces kancerogeneze.
Naime, kancerogeneza je proces nastajanja tumora preobrazbom normalne tjelesne stanice u
malignu. Zlocudna preobrazba zapocinje oSte¢enjem stanicnog genoma, a zavrSava gubitkom
nadzora stani¢nog ciklusa i diferencijacije (Cooper, 2000). Tijekom kancerogeneze dolazi do
promjena u genima koji kodiraju za proteine ukljuene u vazne stani¢ne i genske dogadaje.
Ostecenje gena moze dovesti do produkcije abnormalnih razina proteina (previse ili premalo),
produkcije nenormalnih proteina (gubitak ili dobitak funkcije) ili do potpune odsutnosti
proteina (Nowell, 1976). Genske promjene o kojima ¢u govoriti su gubitak heterozigotnosti
(LOH, od eng. loss of heterozygosity) 1 mikrosatelitna nestabilnost (MSI, od eng.
microsatellite instability). MSI stanje je genske hipermutabilnosti gdje dolazi do promjena u
broju ponavljajucih jedinica mikrosatelita (Richard i sur., 2008) dok je LOH pojava gubitka
jednog alela u lokusu odredenog gena Sto dovodi do nastajanja lokusa s abnormalnom

funkcijom (Ryland 1 sur., 2015).



2. OPCENITO O GLIOBLASTOMU

2.1. ASTROCITOMI
Svjetska zdravstvena organizacija (WHO, od eng. World Health Organization) klasificira
astrocitome prema njihovoj agresivnosti 1 histoloskim karakteristikama, odnosno
abnormalnostima, u stupnjeve ili graduse od I do IV. Oni se razlikuju prema morfologiji,
lokaciji, genskim promjenama i odgovoru na terapiju. Gradus I predstavlja najmanje
agresivne, sporo rastuce, benigne tumore. Oni se uspjesno uklanjaju operacijom te
kemoterapijom po potrebi. Gradus II ili tumori "niskog stupnja" relativno sporo rastu te se iz
njih mogu razviti tumori "viSeg stupnja". Blago invazivnog su karaktera, §to znai da
penetriraju u okolno tkivo mozga. Uklanjaju se operacijom nakon koje slijedi kemoterapija ili
zraCenje. Gradusi III i IV su maligni tumori koji brzo rastu i invazivni su. U III. stupanj
pripadaju anaplasti¢ni tumori ¢ije je lijeCenje manje uspjesno u odnosu na graduse I i II.

Konacno, gradus IV obuhvac¢a GBM (Louis i sur., 2007).

2.2. GLIOBLASTOMI
Kada govorimo o GBM-u, ucestalost oboljenja je priblizno 3 odrasle osobe na njih 100,000
(Adamson, 2009). Pacijenti prezive oko godinu dana nakon §to se provede operacija pracena
tretmanom zracenja i kemoterapije te mali broj pacijenata preZivi nekoliko godina. Razlog
tome je otpornost GBM na trenutne protokole zracenja i kemoterapije. Tumor se ponovno
vraca ili dalje napreduje (Kanu i sur., 2009b). Oko 90% glioblastoma razvija se nakon kratkog
vremena 1 bez nekog pokazatelja o manje malignom prekursoru. To su primarni ili de novo
GBM-i. Sekundarni GBM-i razvijaju se sporije iz astrocitoma "niZzeg stupnja" ili iz
anaplasti¢nih astrocitoma. Ove dvije vrste GBM-a razlikuju se s obzirom na nacin djelovanja i
dob pacijenta kojeg pogadaju, razvijaju se kroz razliCite genske puteve, pokazuju razlicite
profile ribonukleinske kiseline (RNA, od eng. ribonucleic acid) 1 ekspresije proteina te se
mogu razlikovati u odgovoru na tretman zra¢enjem i1 kemoterapijom. Primarni oblik javlja se
najc¢eS¢e u muskaraca iznad 62 godine a sekundarni oblik ¢e$¢i je u Zena iznad 45 godina
starosti. Primjer razlike izmedu primarnih i sekundarnth GBM-a ako se vr$i promatranje na
genskom nivou je u mutaciji tumor supresorskog gena 7P53. Mutacija je identificirana kao
rana genska promjena pri razvoju sekundarnog GBM-a, dok se ta mutacija rijetko nalazi u
primarnih  GBM-a (Ohgaki i Kleihues, 2013). Takoder, amplifikacija gena receptora

epidermalnog faktora rasta (EGFR, od eng. epidermal growth factor receptor) ¢es¢a je u



primarnom (ucestalost pojave 40-60%) nego u sekundarnom tipu GBM-a (ucestalost manja od
10%). Amplifikacija tog gena dovodi do strukturnih promjena tog gena, odnosno do mutacija.
Nastajanjem EGFR mutanta (de2-7 ili AEFGR) generiraju se specificni signali za koje se
smatra da doprinose razvoju tumora. Iz tog razloga, EGFR signalizaciju korisno je promatrati

u okviru samih puteva prijenosa signala te uloge tog gena u otpornosti na terapiju (Hatanpaa i

sur., 2010).

Small cortical lesion —- Primary glioblastoma
68 days

Nov 1986

Dec 1991

Low-grade astrocytoma ===  Secondary glioblastoma
(WHO grade II) 5 years (WHO grade IV)

Slika 1. Gornja slika prikazuje nagli razvoj primarnog GBM-a nakon samo 2 mjeseca. Vidi se
nastanak centralne nekroze i znacajno Sirenje tumora. Donji prikaz je nastanak sekundarnog
GBM-a iz astrocitoma "nizeg stupnja" kroz 5 godina. Napredak sekundarnog GBM-a varira
od osobe do osobe, u vremenskom rasponu od ispod godine dana do iznad 10 godina (Louis i

sur., 2007).



Nadalje, histopatoloska dijagnoza GBM-a ukazuje na njegove morfoloske znacajke. Maligne
stanice astrocite koje ga ¢ine su nediferencirane ili vrlo slabo diferencirane (stanice tumora ne
nalikuju na normalne stanice tkiva iz kojeg nastaju), atipi¢nog su karaktera i visoke mitoti¢ne
aktivnosti. Apoptoza stanica tumora je smanjena (programirana smrt stanice prirodnim putem)
te dolazi do angiogeneze (formiranja krvnih Zzila u tkivu tumora) i nekroze (podrucje mrtvih
stanica nastalih suprotno prirodnom putu apoptoze). Nekroza i vaskularna hiper-proliferacija
su glavne osobine koje GBM razlikuju od glioma "nizeg stupnja". GBM je lociran najcesée u
cerebralnoj hemisferi mozga, ali moze se naci bilo gdje u mozgu i lednoj mozdini. Razlog
zbog kojeg je operativno uklanjanje GBM-a neuspjesno je njegova izrazito invazivna priroda.
Stanice tumora migriraju kroz parenhim mozga na udaljene regije mozga, pri ¢emu zahvate i
one regije esencijalne za prezivljavanje. Moze do¢i do takvog prodiranja stanica da u cijelom
mozgu ne postoji neko definirano ZzariSte tumora, ve¢ je cijeli mozak infiltriran stanicama
tumora. Takoder, oko 25% pacijenata ima viSe centara GBM-a rasporedenih u mozgu
(Holland, 2000). Kada se GBM promatra na genskom nivou, vidljivo je da se genske
promjene dogadaju diljem genoma. Rije¢ je o gubicima dijelova kromosoma, cijelih
kromosoma 1 gena. Ovi gubici dovode do gubitka tumor supresorskih gena i genske
nestabilnosti tumorskih stanica. Rijeda pojava od navedenih gubitaka gena, no svakako bitna,
je pretjerana ekspresija gena (duplikacija cijelih kromosoma, amplifikacija alela unutar
kromosoma, poja¢anje mutacija itd.). Takoder dolazi do pogresaka prilikom replikacije
deoksiribonukleinske kiseline (DNA, od eng. deoxyribonucleic acid), segregacije kromosoma
1 greSaka pri popravku DNA (npr. bazni ekscizijski popravak, nukleotidni ekscizijski
popravak). Vidljive su i promjene signalnih puteva (primjerice Wnt signalni put) te epigenske

promjene poput hipermetilacije promotorskih regija (Kanu i sur., 2009a).

2.3. TUMOR SUPRESORSKI GENI
Vrstu gena koju je potrebno istaknuti u ovom radu su tumor supresorski geni. Funkcija tumor
supresorskih gena je prevencija nekontroliranog rasta stanica. Njihova uloga je usporavanje
diobe stanica i popravljanje pogreSaka u DNA. Takoder "govore" stanici kada da umre,
odnosno bitni su u procesu programirane stani¢ne smrti ili apoptoze. Naime, apoptoza je nain
prirodne eliminacije abnormalnih stanica (samo-uniStenje DNA 1 ostalih komponenata
stanice). Kada su izbrisane, mutirane ili inaktivirane obje kopije tumor supresorskih gena,
nedostatak njihovih produkata, proteina, uzrokuje nekontroliran rast stanica. Stoga,
inaktivacija tih gena kljuan je ¢imbenik u procesu kancerogeneze te ono Sto nastaje kao

posljedica prekomjernog umnazanja abnormalnih stanica naziva se neoplazma ili novotvorina,
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odosno tumor (Fearon i Bommer., 2008). Naime, ve¢ina novotvorina ili neoplazma nastaje iz
jedne stanice (porijekla). Daljnja progresija proizlazi iz stecenih genskih varijabilnosti unutar
originalnog klona pri ¢emu se selekcioniraju jo§ agresivniji stani¢ni subtipovi. Tumorske
stani¢ne linije su genski nestabilnije od normalnih, zbog aktivacije nekih specifi¢nih genskih
lokusa unutar neoplazme, prisutnosti tumorskih gena te nutritivnog nedostatka unutar
neoplazme. Zbog steCene genske nestabilnosti povezane s procesom selekcije, humane
neoplazme su vrlo individualne bioloski i kariotipski (Weathers i Gilbert, 2014). Takoder
valja spomenuti proto-onkogene, gene koji takoder pomazu pri normalnom rastu stanica.
Kada se proto-onkogen promijeni (mutira) ili je previSe njegovih kopija on postaje onkogen,
gen koji znaCajno poveéava umnazanje tumorskih stanica. Onkogen postaje aktivan
mutacijom proto-onkogena ili trajno ili u trenucima kada njegova aktivnost nije potrebna.
Stoga, tumor supresorski geni djeluju kao anti-onkogeni jer suprimiraju nekontroliran rast
(dijeljenje) tumorskih stanica. Takoder, razlikuju se od onkogena jer onkogeni nastaju
aktivacijom proto-onkogena a tumor supresorski geni dovode do kancerogeneze kada su
inaktivirani. Primjer tumor supresorskog gena koji je najviSe izucavan i Cije su mutacije
najcesce uocene u tumorima je 7P53. On kodira za protein p53 i1 pojavljuje se u razliitim 1

mnogobrojnim vrstama tumora (Petitjean i sur., 2007).

3. MIKROSATELITI

Mikrosateliti su ponavljaju¢e sekvence DNA gradene od ponavljaju¢ih nukleotidnih jedinica
(oligonukleotida) ¢ija duljina moze biti od 2 do 5 parova baza, dok neka istrazivanja kazu da
je raspon duljine od 1 do 6 parova baza (Buecher i sur., 2013). Primjer dinukleotid
mikrosatelita bila bi TATATATATA sekvenca, trinukleotid mikrosatelita GTCGTCGTCGTC
te postoje tetra- 1 penta- nukleotid mikrosateliti. Pojavljuju se na desecima tisu¢a mjesta u
ljudskom genomu te ¢ine oko 3% ljudskog genoma, odnosno Cine vise od milijun fragmenata
DNA. Dulje sekvece nazivaju se minisateliti (10-100 parova baza) te one jo$ dulje nazivaju se
satelitna DNA mjesta. Mikrosateliti i minisateliti zajedno se klasificiraju kao promjenjivi broj
ponavljaju¢ih sekvenci (VNTRs, od eng. variable number of tandem repeats) dok se
mikrosateliti individualno nazivaju kratka uzastopna ponavljanja (STRs, od eng. short tandem
repeats) (Kumar, 2015). Sto je veé¢i genom, mikrosatelitna gustoca je veéa te se moZe naéi
duplo vise mikrosatelita na krajevima kromosoma nego u njihovom srediStu. Naime, telomere
na krajevima kromosoma, koje se smatraju bitne u procesu starenja, sastoje se od ponavljajuce

DNA, toc¢nije heksanukleotid ponavljanih motiva TTAGGG. Te sekvence pripadaju
11



minisatelitima. Opcenito, mikrosateliti pokazuju visok stupanj mutacija te se vecina mutacija
dogada 1 u kodiraju¢im i nekodiraju¢im mikrosatelitima. Posebno su skloni pogreskama
tijekom replikacije ba$ zbog svog ¢estog uzastopnog ponavljanja (Jarne i Lagoda, 1996). Oni
mikrosateliti locirani u nekodiraju¢em dijelu genoma (introni) su bioloski inertni 1 omogucuju
nesmetano akumuliranje mutacija preko generacija i tako dovode do varijabilnosti. Upravo ta
varijabilnost sluzi pri DNA identifikaciji (DNA otisak prsta) jer duljina mikrosatelita
individualno ovisi o pojedincu - svaki pojedinac sadrzi mikrosatelite zadane duljine u

stanicama (Turnpenny 1 Ellard, 2005).

3.1. MIKROSATELITNA NESTABILNOST
Ono §to nas zanima su pogreske koje nastaju u mikrosatelita lociranih direktno u kodonima
gena (kodiraju¢i dio genoma, eksoni) i1 regulatornim sekvencama. Nakupljanje mutacija u tih
mikrosatelita naziva se mikrosatelitna nestabilnost (MSI) te predstavlja genski put kojim se
akumuliraju pretpostavljeni onkogeni ucinci u tumorima s MSI (Turnpenny i Ellard, 2005).
Do takvog stanja ne dolazi ako stanica funkcionira normalno, odnosno MSI nastaje kao
posljedica nemogucénosti stanice da popravi pogreske u redoslijedu nukleotida nastale tijekom
replikacije DNA. Niz nakupljenih pogreSaka moze dovesti do maligne transformacije stanice
te tumori u kojima dolazi do MSI pokazuju razliite znacajke od tumora u kojima je MSI
izuzeta. Preciznije, MSI proizlazi iz nefunkcionalnog mismatch popravka (MMR, od eng.
mismatch repair) DNA, odnosno prisutnost MSI dokaz je da MMR ne funkcionira normalno.
Naime, funkcionalni MMR ispravlja greSke koje se spontano dogadaju tijekom replikacije
DNA (Richard i sur., 2008). Navedene greske su zapravo oStecenja DNA, odnosno promjene
u DNA koje stanica moze primjetiti. To su pogreske poput nesparenih 1 krivo sparenih baza,
kratkih insercija i delecija. Proteini uklju¢eni u MMR sustav prepoznaju krivo sparenu ili
nesparenu regiju DNA tvore¢i kompleks s njom, isprave pogresku te insertiraju ispravne baze
na potrebno mjesto. U stanicama gdje MMR sustav ne funkcionira ispravno, nastale pogreske
tijekom replikacije DNA ne mogu se ispraviti $to posljedicno dovodi do nakupljanja tih
pogresaka, odnosno dolazi do mutacija. Ucestalost (stopa) mutacija u lokusima mikrosatelita
razlikuje se od drugih stopa mutacija, kao npr. zamjena baza. Stopa mutacija raste s
povecanjem broja ponavljanja dok ne dosegne broj od 6 do 8 ponavljanja nakon Cega stopa
mutacija opada. Mutacije o kojima je rije¢ su promjene u broju ponavljaju¢ih sekvenci
mikrosatelita — insercije i delecije, odnosno promjene u duljini mikrosatelita. O stvarnom
uzroku navedenih mutacija se raspravlja. Jedni predlazu kako ove promjene nastaju zbog

replikacijskog klizanja koje je ces¢e tijekom replikacije ponavljaju¢ih sekvenca, kao §to su
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mikrosateliti (Forster 1 sur., 2015). Naime, klizanje se odvija u nekoliko koraka. Prvo, enzim
zasluzan za sintezu DNA, DNA polimeraza, provodi replikaciju uzastopnih ponavljanja
mikrosatelita dok u jednom trenu ne dode do obustavljanja replikacije i privremenog
disociranja polimeraze s lanca kalupa. Zatim se novosintetizirani lanac odvaja od lanca kalupa
1 sparuje s drugim direktnim ponavljanjem uzvodno na lancu kalupu (nastaje "omca"), slika
3.b). Iz tog razloga, polimeraza prilikom vrac¢anja na svoju poziciju na lancu kalupu, kako bi
nastavila proces replikacije, ponovno dodaje deoksiribonukleotide koji su ve¢ dodani. Time
dolazi do duple replikacije nekih sekvenci, odnosno insercije u novi lanac. S druge strane, u
rijetkim slucajevima nastaje omc¢a na lancu kalupu zbog neispravnog spajanja lanca kalupa s
direktnim ponavljanjem na novom lanca, no time dolazi do gubitka slijeda nukleotida
(delecije). Navedeno dovodi do neslaganja izmedu novoga lanca i lanca kalupa. Posljedi¢no,
proteini koji vrSe nukleotidni ekscizijski popravak prepoznaju nastale promjene te dolazi do
nastajanja ili proSirenja ili gubitka u sekvencama, pri ¢emu je ¢eSc¢a pojava proSirenje. Nakon
drugog ciklusa replikacije, generiraju se sekvence s promjenama u njihovim duljinama u

odnosu na ishodi$nu sekvencu (Viguera i sur., 2001).
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Slika 2. Mutacije uzrokovane replikacijskim klizanjem. Prikazano je neslaganje u jednom
ponavljanju (opcenito, klizanjem moZe do¢i 1 do nekoliko nesparenih ponavljanja).
Narancastom bojom prikazan je novosintetizirani lanac, a zelenom lanac kalup. a) Normalna
replikacija. b) Klizanje unatrag $to dovodi do insercije. ¢) Klizanje unaprijed Sto dovodi do

delecije.

Kao drugi uzorak mikrosatelitnih mutacija pretpostavljaju se toCkaste mutacije i supstitucije
baza (rijede), gdje se samo jedan nukleotid pogresno kopira tijekom replikacije. Razne studije
pokazale su da pogreSke u kratkim ponavljaju¢im sekvencama mikrosatelita nastaju zbog
toCkastih mutacija, a ne samo zbog replikacijskog klizanja (Amos, 2010). Naime, poznato je
da u nasem genomu postoje proteini za koje kodiraju geni sacinjeni od ponavljajuch sekvenci
(najcesce je rijec o trinukleotid ponavljaju¢im sekvencama jer one kodiraju za aminokiseline).

Ako se prethodno navedene mutacije dogode u takvim kodirajuéim regijama, nakon
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transkripcije 1 translacije dolazi do sinteze abnormalnih proteina Sto posljedi¢no moze dovesti
do kancerogeneze. Kao §to je reCeno, temeljni geni u kojima ¢e mutacije rezultirati
kancerogenezom su tumor supresorski geni. Posljedi¢no, inaktivacijom tih gena, dolazi do
napretka tumora (Buecher i sur., 2013). Takoder, mutacije u mikrosatelita lociranih u
promotorima i drugim regulatornim sekvencama mijenjaju samu ekspresiju gena (Rockman i
Wray, 2002). Iz toga se zakljucuje kako su mikrosateliti korisni, ne samo u DNA profiliranju i
forenzickoj identifikaciji, ve¢ sluze kao genska veza, odnosno markeri za pronalazenje gena
ili mutacije odgovorne za neku bolest ili svojstvo (osobinu) (Turnpenny i Ellard, 2005). U

ovom slu¢aju zanima nas njithova korist u boljem razumijevanju GBM-a.

4. HETEROZIGOTNOST

Potrebno je objasniti strukturu genoma ljudskih somatskih stanica kao uvod u gensku
promjenu LOH-a. Naime, somatske stanice su ve¢inom diploidne jer sadrze dvije kopije
genoma od kojih svaka potjece od jednog roditelja, odnosno sadrze par kromosoma. To znaci
da za svaki gen postoje dva alela, odnosno dvije forme istoga gena, tj. genskog lokusa. Ako su
oba alela identi¢na govorimo o homozigotnosti, a ako se aleli razlikuju govorimo o

heterozigotnosti (Malats 1 Calafell, 2003).

4.1. POLIMORFIZMI JEDNOG NUKLEOTIDA
Svaka kopija cjeloukupnog genoma sadrzi oko tri milijarde nukelotidnih baza (A- adenin, G-
gvanin, C- citozin i T- timin). Za ve¢inu pozicija u genomu, sastav nukleotidnih baza jednak
je za sve pojedince, ali mali postotak genoma razlikuje se u sastavu baza ovisno o pojedincu.
Pozicije u genomu koje mogu ¢initi tu razliku zovu se polimorfizmi jednog nukleotida (SNPs,
od eng. single nucleotide polymorphisms) i one su najces¢i tip genske varijabilnosti medu
ljudima. Svaki SNP predstavlja razliku u nukleotidu kao $to je npr. zamjena nukleotida C
nukleotidom T u odredenom dijelu DNA. SNPs pojavljuju se normalno kroz DNA pojedinca
te je ucestalost njihove pojave u prosjeku jedan na tristo nukleotida, Sto znaci u grubo deset
milijuna SNPs u ljudskom genomu. Navedene varijacije sluze kao bioloski markeri koji
znanstvenicima omogucuju lokaciju gena ukljucenih u neku bolest jer opcenito prisutnost
SNPs u genima 1 regulatornim regijama utjeCe na funkcije gena pa tako i1 razvoj bolesti.
Vec¢ina SNPs nema utjecaj na razvoj bolesti, ali doprinose boljem proucavanju ljudskog
zdravlja jer omogucuju predvidanje odgovora pojedinca na odredene lijekove, okoliSne
¢imbenike, toksine itd. Takoder se mogu predvidjeti rizici vezani za razvoj odredene bolesti

(Biad, 2016). Prethodno navedeni mikrosateliti, odnosno razli¢ite duljine mikrosatelitnih
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regija za alele nekog gena, takoder dovode do heterozigotnosti, bas kao 1 SNPs. Kako
kromosomi somatskih stanica veéinom dolaze kao par, nasljedivanjem se omogucuje

potencijalna heterozigotnost za SNP i mikrosatelitne lokacije.

4.2. GUBITAK HETEROZIGOTNOSTI
Kao $to je reCeno, heterozigotnost nastaje kada kopije genoma dobivene od svakog roditelja
posjeduju razlicite alele za neki gen. S druge strane, stanje heterozigotnosti moze nastati i
zbog mutacija u samo jednom alelu gena, pri cemu drugi ostaje u funkcionalnoj formi, formi
divljeg tipa. Medutim, jedna kopija nastale heterozigotne regije genoma moze se izgubiti, $to
rezultira regijom koja sadrzi samo jednu kopiju te ona kao takva ne moze biti heterozigot,
odnosno dolazi do gubitka heterozigotnosti (LOH). Preciznije, dolazi do pojave gubitka
jednog alela u lokusu odredenog gena. Kada dode do gubitka alela divljeg tipa (funkcionalni
alel) dolazi do nastajanja lokusa s abnormalnom funkcijom. To je Cest genski dogadaj pri
razvoju tumora i smatra se da je LOH u tumorima odgovoran za gubitak funkcije tumor
supresorskih gena kroz gubitak preostalog funkcionalnog alela divljeg tipa (Ryland i sur.,
2015). Mutacije koje dovode do LOH-a su rekombinacije, delecije, konverzije gena,
translokacije, kromosomski lom, gubitak kromosoma itd. (Thiagalingam i sur., 2002).
Rezultat LOH-a je transformacija iz heterozigotnog stanja za odredenu regiju u homozigotno
(identi¢ni aleli gena na oba kromosoma) ili hemizigotno stanje (prisutnost samo jedne kopije
gena). LOH se smatra znacajkom tumora u kojima dolazi do kromosomske nestabilnosti
(CIN, od eng. chromosomal instability), koja je karakterizirana viSkom ili gubitkom
kromosomskih regija (Bleeker 1 sur., 2012). LOH op¢enito obuhvac¢a LOH s gubitkom broja
kopija (CNL-LOH, od eng. copy number losses LOH) pri ¢emu nastaje hemizigotno stanje za
odredenu regiju te LOH neutralnog broja kopija (CNN-LOH, od eng. copy number neutral
LOH), ¢ija je posljedica homozigotno stanje. U CNL-LOH-u briSe se cijela ili dio jedne
kopije kromosoma dok CNN-LOH proizlazi ili iz homologne rekombinacije ili zbog
umnazanja preostale kopije kromosoma prije ili nakon LOH-a. CNN-LOH posljedica je
duplikacije ili maj¢inske ili o¢eve kopije kromosoma ili kromosomalne regije te istovremenog
gubitka druge kopije. Naziv CNN-LOH proizlazi iz ¢injenice da se broj kopija ne mijenja,
samo se mijenja njihov sadrzaj duplikacijom. Pod pojmom CNN-LOH smatra se i
uniparentalna disomija (UDP, od eng. uniparental disomy) koja je posljedica greSaka u mejozi
I 1 II prilikom stanicne diobe gdje osoba naslijedi dvije kopije kromosoma ili dijela
kromosoma samo od jednog roditelja i nijednu kopiju od drugog roditelja. Tako stecena

homozigotnost takoder moze dovesti do razvoja tumora ako pojedinac naslijedi samo

16



nefunkcionalni alel tumor supresorskog gena (O'Keefe i sur., 2010). Kada govorimo o razvoju
tumora, postoji Knudsonova hipoteza koja govori o dva "udarca" (two-hit hypothesis) koja
dovode do kancerogeneze. Prvi udarac ("first hit") podrazumijeva tockastu mutaciju koja
inaktivira jednu kopiju (alel) tumor supresorskog gena. Ako je rije¢ o nasljednim tumorima,
osoba se ve¢ rada s ovakvim stanjem. Pojedinac u ovom trenutku ne razvija tumor jer je
preostali alel tumor supresorskog gena aktivan i funkcionalan, ali je doSlo do nastanka
heterozigotnog stanja. Drugi udarac ("second hit") je mutacija koja rezultira gubitkom

preostalog funkcionalnog alela tumor supresorskog gena, tj. LOH. (Pelengaris i Khan, 2013).

a TSG mutation in a normal cell, leading to sporadic cancer
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Slika 3. Pojednostavljen prikaz procesa kancerogeneze na temelju Knudsonove hipoteze
sukladno s prethodno objasnjenim mehanizmom. Gornji niz (a) prikazuje razvoj tumora koji
nije nasljedan, kao §to je GBM gdje je "second hit" zapravo LOH. Donji slijed (b) mehanizam

je razvoja nasljednih tumora (Richards, 2001).
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5. PROMATRANI EKSPERIMENTALNI RADOVI

5.1. TEORIJSKI UVOD U EKSPERIMENTALNE METODE
Za pocetak, objasnit ¢u neke od metoda koje se provode pri eksperimentalnoj analizi MSI,
LOH 1 ostalih genskih nestabilnosti te koje ¢u kasnije spominjati u radu. Prvenstveno, vazna
je metoda lancane reakcije polimerazom (PCR, od eng. polymerase chain reaction). PCR,
opcenito, metoda je za umnazanje tocno odredenog dijela genoma iz male koli¢ine genskog
materijala. Dobiveni umnoZzeni fragmenti materijal su za provodenje daljnjih analiza. Za svoje
provodenje, PCR zahtijeva prisutnost pocetnica (oligonukleotidi koji se komplementarno
sparuju "lijevo 1 desno" od dijela DNA koji Zelimo umnoziti). Pocetnice potrebne za
umnazanje sintetizirane su specificno za Zeljene sekvence koje Zelimo umnoziti te su kao
takve najces¢e kupljene. Enzim koji provodi reakciju umnazanja je DNA polimeraza cija se
aktivnost regulira promjenom temperature. Prva faza PCR-a je denaturacija DNA pri
povisenoj temperaturi (94-95°C) nakon ¢ega se temperatura spusta na optimalnu vrijednost za
vezanje pocetnica (50-65°C). U zadnjoj fazi, temperatura se ponovno podize i to na vrijednost
koja je optimalna za rad DNA polimeraze (70-72°C) koja tada produljuje 3' kraj pocetnica i
sintetizira dvolanCanu DNA. Nakon tre¢eg ciklusa provodenja PCR-a, dolazi do sinteze
zeljenog fragmenta DNA koji po€inje s 3' krajem jedne a zavrSava s 5' krajem druge pocetnice
te se naj¢eS¢e provodi oko tridesetak ciklusa umnaZanja. Dakle, cilj PCR-a je umnoziti
odredeni fragment koliko god puta nam je potrebno u svrhu nesmetanog provodenja analiza,
primjerice sekvencioniranja ili analize elektroforezom. PCR je ujedno 1 metoda detekcije
odredene sekvence DNA jer ako se fragment koji Zelimo umnoziti ne umnoZi (pocetnice se
nisu imale za §to spariti), znaci da fragment u uzorku nije prisutan (5. predavanje iz kolegija
Geneticko inZenjerstvo, 2015). Sljede¢a metoda je elektroforeza, metoda za analizu,
razdvajanje, procis¢avanje i izolaciju nukleinskih kiselina (i proteina). Elektroforeza sluzi za
razdvajanje nabijenih molekula, u ovom slucaju DNA fragmenata, na temelju razlike u
njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima (veli€ina, sastav i molekulska masa) prolaskom
molekula kroz gel. Postoje dvije vrste gela, agarozni i poliakrilamidni, pri ¢emu agarozni sluzi
za razdvajanje vecih, a poliakrilamidni za razdvajanje manjih DNA fragmenata. Razdvajanje
se odvija u prisutnosti elektri¢nog polja pa tako molekule putuju prema suprotno nabijenom
polu nego Sto je to njihov naboj (DNA putuje prema pozitivnom polu). Molekule s obzirom
na njihova svojstva prelaze razli¢ite duljine u gelu (zaustavljaju se na razli¢itim pozicijama,

nastaju tzv. vrpce) pri ¢emu manje molekule putuju brze. Nakon provedene elektroforeze i
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detekcije dobivenih vrpci u gelu, moze se provesti usporedba s fragmentima standarda kojima
je poznata molekulska masa ili sama duljina te tako procijeniti masa ili duljina zeljenih
fragmenata (3. predavanje iz kolegija Geneticko inzenjerstvo, 2015). Nadalje,
sekvencioniranje je metoda koja se zasniva na mogucnosti razdvajanja obiljezenih
polinunkleotidnih lanaca c¢ija se duljina razlikuje za samo jedan nukleotid pomocu
elektroforeze u denaturiraju¢im uvjetima. Time se omogucuje odredivanje to¢nog redoslijeda
nukleotida u zeljenom fragmentu DNA. Postoji viSe metoda sekvencioniranja te su razvijene i
automatizirane metode (umjesto manualnih). Nakon provedenog sekvencioniranja, dobivene
informacije sluze za genomska istrazivanja (analiza sekvence) ili za provodenje
eksperimentalnih genomskih pristupa (inaktivacija gena - otkrivanje funkcije gena, ispitivanje
interakcija proteina itd.) (11. predavanje iz kolegija Geneti¢ko inZenjerstvo, 2016). U novije
vrijeme, za analizu GBM-a koristi se "SNP-based arrays" ili SNP bazirana mikropolja, ¢ipovi
— metoda hibridizacije DNA. Hibridizacija je postupak kojim se pomocu specifi¢nih sekvenca
DNA detektiraju njima komplementarne sekvence Cc¢iju prisutnost provjeravamo (13.
predavanje iz kolegija Geneticko inzenjerstvo, 2016). U slu¢aju SNP baziranih ¢ipova, DNA
je hibridizirana na ¢ipove koji sadrZe oligonukleotidne sekvence sa SNPs. Ovisno o gustoci
oligonukleotida, detektiraju se promjene u broju kopija, od malenih intragenskih delecija do
kromosomskih promjena. Ovim ¢ipovima mogu se detektirati signali individualnih alela te
CNN LOH (Bleeker 1 sur., 2012). Takoder, koriste se metode poput imunohistokemije.
Imunohistokemija je proces lokalizacije antigena od interesa u tkivu pomocu ciljno
usmjerenih antitijela. Bazira se na temelju vezanja specificnog antitijela za ciljni antigen,
nakon §to ga antitijelo prepozna. Omogucuje dobivanje informacija prilikom analize tkiva da
bi se naSli stanicni markeri za odredenu bolest te da bi se bolje razumjela lokalizacija 1
ekspresija pojedinih proteina. Nadalje, metoda analize polimorfizma duljine restrikcijskih
fragmenata (RFLP, od eng. restriction fragment length polymorphism) je metoda za
detektiranje razlika u manjem broju nukleotida za sekvence DNA tako da se restrikcijskim
enzimima pocijepa DNA 1 analizira gel elektroforezom. Rije¢ je o enzimima koji cijepaju
DNA na to¢no odredenom mjestu Sto rezultira fragmentiranjem DNA. Broj i veli¢ina
dobivenih fragmenata ovisi o tome gdje i na koliko mjesta enzim moze cijepati (2. predavanje
iz kolegija Geneticko inZenjerstvo, 2015). RFLP se koristi za detekciju vecih delecija,
insercija, inverzija itd. iz razloga $to je ovom metodom moguca detekcija toCkastih mutacija
samo u restrikcijskom mjestu te time nije pouzdana metoda za detekciju drugih tocCkastih
mutacija. Ako postoji mutacija u specificnoj sekvenci koju cijepa enzim, nec¢e do¢i do

cijepanja DNA (nastaje velik fragment DNA). S druge strane, mutacija moze uzrokovati
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nastajanje novog restrikcijskog mjesta pa time dolazi do dodatnog cijepanja DNA (nastajanje
manjih fragmenata). Ove promjene detektiraju se kao polimorfizmi nakon usporedbe sa
standardom pomocu elektroforeze te Southern blottinga. Southern blotting metoda je
hibridizacije s obiljezenom probom (komplementarna sekvenca DNA) na membrani nakon
provedene elektroforeze. Sluzi za detekciju prisutnosti DNA sekvence od interesa u nekom
uzorku. Naposljetku, analiza polimorfizma jednolancane DNA (SSCP, od eng. single strand
conformation polymorphism) daje uvid u razliku izmedu dvije jednolancane DNA jednake
duljine ali razli¢itih sekvenca nukleotida. Sluzi za detekciju tockastih mutacija te se za
fragmente duljine od 200 do 300 nukleotida moZe detektirati oko 70% razli¢itih tockastih
mutacija. Detekcija se vr§i pomocu elektroforeze u denaturiraju¢im uvjetima pri ¢emu
jednolan¢ane DNA formiraju razli¢ite konformacije (zbog razlika u slijedu nukleotida) te time
razli¢ito putuju kroz gel (10. predavanje iz kolegija Geneti¢ko inZenjerstvo, 2015). Svrha
provodenja navedenih metoda je detekcija nestabilnosti u tumorskoj DNA usporedbom zdrave

1 tumorske DNA.

5.2. PROMATRAN EKSPERIMENTALNI RAD VEZAN UZ GENSKE
NESTABILNOSTI U GLIOBLASTOMA

Prvi rad kojem sam posvetila paznju govori o molekularnim mehanizmima koji su povezani s
kromosomskom 1 mikrosatelitnom nestabilno$¢u u sporadi¢énih GBM-a te obuhvaca neke od
najcesce vidanih 1 istraZzivanih promjena u GBM-a. Naime, Martinez 1 sur., (2004) fokusirali
su se na genske nestabilnosti koje igraju kljuénu ulogu u patogenezi mnogih tumora te na
proteine MMR sustava koji igraju vaznu ulogu u odrzavanju stabilnosti DNA. Kada govorimo
o promatranim genskim nestabilnostima, istraZzivani su CIN 1 MSI. Sveobuhvatna analiza
molekularnih promjena povezanih s MSI, utjecaj MMR sutava i povezanost s CIN nije jo$
bila provedena za GBM-e, ve¢ je samo opisana MSI za mali broj tumora ili je za analizu
koristeno samo nekoliko polimorfnih ponavljanja. Stoga, Martinez i sur., (2004) analizirali su
109 novodijagnosticiranih GBM-a 1 20 recidiva. Provodili su sljede¢e: analizu MSI za 15
polimorfnih ponavljanja, imunohistokemiju za proteine MMR sustava (hMLH1, hPMS2,
hMSH2 i hMSH6) i screening mutacija za gen A”MLH]I. Takoder su proveli analizu metilacije
promotora AMLHI gena. Naime, metilacija je epigenska promjena koja dovodi do utiSavanja
tog gena te se smatra povezanom s nastajanjem MSI fenotipa. Takoder, u svrhu jasnije
ovisnosti izmedu MSI i1 CIN, proveli su sljede¢e: analizu LOH-a za lokuse PTEN i TP53
ukljucene u patogenezu GBM-a (tumor supresorski geni), screening mutacija za gene 7P53 i

PTEN te analizu amplifikacije EFGR-a. Kako bi dobili Zeljene rezultate, navedene metode
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paralelno su provodili za tumorsku i1 zdravu DNA te nakon detekcije MSI za tumore u kojima

je MSI prisutna, odnosno izuzeta, radi usporedbe.

5.2.1. PROVODENIJE ANALIZA
Sto se tite MSI analize, prethodno opisanim na¢inom PCR-a umnozili su fragmente DNA
izolirane iz krvi te iz GBM-a koriste¢i 15 razli¢itih pocetnica. Umnozeno je 6 vrsta
mononukleotidnih ponavljanja, 8 vrsta dinukleotidnih i jedno tetranukleotidno ponavljanje.
Nakon umnazanja, provedena je poliakrilamidna gel elektroforeza te analiza pogodnim
software-om. Dobivene krivulje nakon analize upucuju na MSI ako su vidljivi pikovi (viska)
u usporedbi s krivuljom normalne DNA. Sljedeéa provedena analiza bila je imunohistokemija
MMR proteina. Uzorci koji sadrze ispitivane fragmente DNA (antigeni) tretirani su
odgovaraju¢im puferima te se proveo dodatak BSA proteina koji blokiraju nespecificno
vezanje protutijela. Nakon toga, uzorci su inkubirani preko no¢i zajedno s misjim
monoklonskim protutijelima (IgG) od kojih je svako protutijelo specificno za jedan od
fragmenata/antigena. Detekcija prisutnosti antigena omoguéena je na temelju vezanja
sekundarnog antitijela na spomenuto primarno antitijelo (IgG) pri ¢emu sekundarno antitijelo
jo§ na sebe veze molekulu koja omogucuje detekciju. Stanice u kojima nije detektirana ili je
smanjena prisutnost analiziranith fragmenata/antigena nakon detekcije smatraju se
promjenjene. Treca analiza, screening mutacija za gene hMLHI, TP53 1 PTEN, provela se
sekvencioniranjem eksona i ekson-intron granica za navedene gene. Nadalje, status metilacije
hMLHI promotora, odredivan je cijepanjem DNA restrikcijskim endonukleazama. KoriSten je
Hpall enzim osjetljiv na metiliranu DNA (ne moZe pocijepati DNA ako je ona metilirana na
mjestu koji cijepa) 1 Mspl koji nije osjetljiv na metiliranu DNA (Kessler 1 Manta, 1990).
Nakon cijepanja, dobivene sekvence umnoZene su PCR-om te podvrgnute analizi
elektroforezom. Zatim, analiza LOH-a provedena je za lokus PTEN promatranjem pozicija 23
1 24 na duljem kraku kromosoma 10 (10923-24) pomocu sljedecih markera za PTEN: dva
markera za bocne regije PTEN, intragenski marker PTENCA 1 dva markera za centromerne 1
telomerne regije u odnosu na PTEN. Takoder je provedena i analiza LOH-a za lokus 7P53
tako da su za poziciju 13 kraceg kraka kromosoma 17 (17p13) koriSteni markeri: T7P53
marker 1 intragenski 7P53 marker. Navedeni markeri umnoZeni su PCR-om pomocu
pocetnica te analizirani na elektroforezi. Naposljetku, za otkrivanje amplifikacije EGFR-a
koristena je PCR metoda gdje se umnazao gen transmembranskog regulatora cisticne fibroze
(CFTR, od eng. Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator). Naime, CFTR gen

opcenito inhibira ekspresiju EGFR-a te ako je nakon analize omjer EGFR/CFTR ve¢i nego §to
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je to u zdravom tkivu, moze se zakljuciti da je viSak kopija EGFR gena, odnosno doslo je do

amplifikacije (Martinez i sur., 2010).

5.2.2. REZULTATI
Nakon analize, definirane su tri kategorije MSI: MSI visoke razine (MSI-H), MSI niske razine
(MSI-L) i mikrosatelitna stabilnost (MSS, bez MSI). Rezultati su ukazali da je ukupni
postotak prisutnosti MSI (MSI+ GBM-i) 8,5% (11/129 pacijenta), s time da je rije¢ o 11
"divovskih stanica" tumora. Postotak MSI-L iznosio je 5,5% za novodijagnosticirane GBM-e
te 25% za recidive, dok MSI-H nije uo¢ena. Najnestabilnijima su se pokazali dinukleotidni
markeri, dulja ponavljanja kao tetranukleotid mutirala su povremeno, a mononukleotidna
nestabilnost nije uocena. Primjeri uocene MSI vidljivi su na slici 4. Kako je medu
analiziranim tumorima bilo pacijenata s primarnim 1 sekundarnim GBM-om, uocen je veci
udio MSI za sekundarne GBM-e nego za de novo GBM-e. Sto se ti¢e imunohistokemije,
10/11 MSI+ GBM-a pokazalo je pozitivan rezultat na MMR proteine, dok je u samo jednom
pronaden gubitak hPMS2 i smanjena ekspresija hMLHI1. Sve "ne-divovske" stanice bile su
pozitivne na sve MMR proteine. Takoder, analizom ekspresije hMLH1 proteina usporedbom
"divovskih" 1 "ne-divovskih" stanica utvrdeno je znacajno smanjenje ekspresije hMLHI1 u
"divovskih stanica". S druge strane, metilacija promotora AMLHI nije pronadena (slika 5.),

kao ni mutacije gena AMLHI nakon sekvencioniranja.

351614 05197

Slika 4. Prikaz rezultata analize MSI za dinukleotidne markere D3S1619 1 D10S197. N
oznacava konstitutivnu, zdravu DNA a T predstavlja tumorsku DNA. Strijelice prikazuju
nove pikove detektirane u tumorskoj DNA. Oni se objasnjavaju kao promjena u broju

ponavljajucih sekvenci, tocnije povecanje broja ponavljanja (insercije).
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Slika 5. Rezultat analize metilacije AMLH1 promotora.

U- nepocijepana DNA, NC- negativna kontrola (DNA zdrave osobe), CALS51- stanica raka
dojke u kojoj je pronadena metilacija AMLHI promotora (pozitivna kontrola), G5- testirana
DNA iz "divovske stanice" GBM-a, H- cijepanje od strane Hpall, M- cijepanje od strane
Mspl. Nije doslo do metilacije AMLHI promotora s obzirom da na gelu nakon cijepanja s

Hpall nije vidljiv fragment promotora (metilacija nije blokirala njegovo djelovanje).

Tablica 1. Rezultati analize genskih promjena povezanih s kromosomskom nestabilno$¢u te

rezultati analize amplifikacije EGFR-a usporedbom 11 MSI+ i 26 MSS GBM-a izraZeni u

postocima.
LOH Mut. EGFR LOH Mout.
i3 pii amplification FPTEN FTEN
M&1+ GEM 31 (27.3%) L1915 4711 (36.4%) B/11{72.7%)  211(18.2%)
MSS GBM 476 (15.4%)  TR26(269%) 1226(463%) 21726(B0.8%) 1226(46.2%)

Mut. = Mutation.

Mutacije u 7P53 pronadene su u jednom MSI+ pacijentu i to: zamjene para baza na petom
eksonu za kodon 175 (CGC->CAC, posljedi¢no zamjena arginina histidinom) te Sestom
eksonu za kodon 199 (GGA->AGA, zamjena glicina argininom) zajedno s LOH-om na
17p13. LOH je takoder pronaden za joS 2 MSI+ GBM-a na 17p13, ali bez prisutnosti mutacija
za TP53 te za 4 MSS GBM-a. Kao §to je vidljivo za MSS tumore, mutacije za TP53 bile su
ucestalije (sveukupno 7 mutacija) i to: 6 zamjena para baza na drugom, cetvrtom i osmom

eksonu §to je u ovom slucaju dovelo do zamjene pet aminokiselina te delecija na sedmom
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eksonu. Sto se ti¢e gena PTEN, 2 MSI+ slu¢aja pokazala su mutacije na petom eksonu dok je
u MSS GBM-a ucestalost PTEN mutacija veca. RijeC je o 10 zamjena para baza na drugom,
petom, Sestom i sedmom eksonu Sto je predvidanjem dovelo do zamjena 8 aminokiselina.
Takoder je doslo do dvije heterozigotnosti nastale mutacijom spojnog mjesta na petom eksonu
(promjena broja nukleotida nepravilnim izrezivanjem introna u pre-mRNA prilikom njenog
procesiranja u mRNA) (Berget, 1995). Valja nadodati kako je ucestalost PTEN mutacija bila
veca za MSS primarne GBM-e i MSS recidive nego za MSI+ tumore dok je LOH na 10g23-
24 pronaden u oba tumora s ve¢im postotkom za MSS GBM-e. Sto se tice amplifikacije
EGFR-a, rezultati su pokazali kako je omjer EGFR/CFTR ve¢i od normalnog za 4 MSI+ 1 12
MSS tumora $to upuéuje na amplifikaciju EGFR-a. Amplifikacija je opéenito bila ucestalija u
MSI+ tumorima ali je jaCa (veéeg stupnja) za primarne tumore MSS tipa u usporedbi s MSI+

tipom.

5.2.3. ZAKLJUCAK RADA
Kao zakljuCak valja istaknuti nekoliko ¢injenica koje proizlaze iz rada Martineza i sur.,
(2004). Ucestalost MSI veca je za pacijente koji su prethodno lijeceni za astrocitome stupnja
IT ili III, nego za de novo GBM-e §to ukazuje na vezu izmedu MSI i razvoja tumora niZeg
stupnja u GBM. Nadalje, samo "divovska stanica" pokazala je nenormalnu ekspresiju MMR
proteina. Rije¢ je o stanicama koje su subtip, posebna varijanta normalnih GBM stanica te
¢ine oko 5% ukupnih GBM stanica. Zajedno c¢ine rijetku neoplazmu karakteriziranu
dominacijom neobi¢nih multinukleinskih "divovskih stanica" s obilnom citoplazmom (Kozak
1 Moody, 2009). lako metilacija i mutacije promotora ZMLH nisu nadene, njihova prisutnost
u "divovskim stanicama" ne treba se iskljuciti s obzirom na histoloSke karakteristike tih
stanica i ¢injenicu da je ekspresija tog promotora utidana. Sto se ti¢e MMR proteina, za veéinu
MSI+ tumora ekspresija im je pozitivna, Sto pokazuje sli€nost s istraZivanjima Zelucanih
karcinoma (prema Katabuchi 1 sur., 1995). Ovakav rezultat dovodi do toga da bi se pojava
MSI za vecinu analiziranih GBM-a mogla opisati kao posljedica inaktivacije nekih manjih
gena MMR sustava koji ovdje nisu analizirani, npr. AMSH3 i hPMSI (prema Marra i sur.,
1998). Nadalje, uocena je inverzna povezanost izmedu MSI i mutacija u 7P53 jer je ucestalost
tth mutacija manja za MSI+ GBM-e u odnosu na MSS GBM-e. Kao dodatak, samo su
"missense" mutacije u 7P53 uocene, dok delecije i1 insercije u ponovljenih baza nisu. Takoder,
mutacije u 7P53 detektirane su samo za MSI+ "divovske stanice" §to je 1 tipi¢no za taj subtip
stanica (Peraud i sur., 1999). Mutacije u PTEN takoder su pokazale obrnutu povezanost s MSI

te nije uofena mutacija na osmom eksonu cesta za MSI+ tumore — mutacija u poli-
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adeninskom ponavljanju. Prema tome, GBM se razlikuje od ostalih tumora koji pokazuju
ovakvu mutacija u PTEN, kao §to je tumor endometrija (prema Kong i sur., 1997). LOH kao
promatrani CIN put detektiran je 1 smatra se kao jedan od razloga koji dovodi do nestabilnosti
gena TP53 i PTEN. Nadalje, amplifikacija EGFR-a bila je ¢es¢a u MSI+ recidivima, nego u
MSS te ovakva povezanost prije nije dokumentirana. Sto se ti¢e vremenske povezanosti
izmedu MSI i razvoja tumora tesko je do¢i do tocnog zakljuc¢ka. U ovom radu, ucestalost MSI
bila je veca za recidive u odnosu na primarne GBM-e, no kako su svi pacijenti bili izlozeni
zracenju nakon operacije, moze biti da je doslo do oStec¢enja induciranih zra¢enjem. S druge
strane, sekvencioniranjem nisu uocene promjene poput delecije para baza koje inace nastaju
ostecenjem DNA od strane zracenja $to je i1 u skladu s prijasnjim radovima. Stoga, povecana
ucestalost MSI u recidivima moze se objasniti kao mutatorski fenotip koji je predispozicija za
vracanje, progresiju tumora, ali upitno je koliko doprinosi samoj kancerogenezi. Takoder,
dosad navedeno upucuje kako MSI i1 CIN doprinose stanju genske nestabilnosti u GBM-a, no
rije¢ je 0 nezavisnim putevima s obzirom na inverzan odnos izmedu MSI i mutacija u 7P53 i

PTEN (Martinez i sur., 2004).

5.3. PROMATRANA DOSTIGNUCA VEZANA UZ POJAVU MIKROSATELITNE
NESTABILNOSTI U GLIOBLASTOMA

5.3.1. MIKROSATELITNI LOKUSI KAO MARKERI
U sljede¢em promatranom radu, Karunasena i sur., (2014) krenuli su od hipoteze da
varijabilnost mikrosatelita moze pomoc¢i u boljem razumijevanju glioma te dati saznanja o
predispoziciji za razvoj glioma. Fokus je bio na analizi DNA iz "germlines", §to se moze
prevesti kao stanica klica. Sekvencionirana zdrava "germline" DNA usporedivana je sa
sekvencama "germline" tumorske DNA i1 same tumorske DNA pacijenata oboljelih od glioma
stupnja II 1 III (136 pacijenata) te stupnja IV, GBM-a (252 pacijenta). Svrha je bila
identificirati lokuse mikrosatelita za koje je poznato da su povezani s odredenim gliomima,
specifini za odredene gliome (CAMLs, od eng. cancer-associated microsatellite loci) 1 koji se
razlikuju od zdrave DNA. Dakle, rije¢ je o ne-nasumic¢noj identifikaciji. Sto se tice "germline"
DNA, identificirano je 48 specificna lokusa za GBM (GBM CAMLs), 42 CAMLs glioma
nizeg stupnja te 29 CAMLs koji razlikuju GBM od glioma nizeg stupnja. Postotci detektiranih

CAMLs u pojedinim tumorima prikazani su na slici 6.
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Slika 6. Ovisnost postotka analiziranih uzoraka u kojima je detektiran odredeni udio poznatih
CAMLs genotipova. Gornji prikaz je udio detektiranih CAMLs specificnih za GBM-e
(postotak detektiranih genotipova od ukupno mogucih) za zdravu DNA, GBM "germline"
DNA 1 GBM DNA (sukladno s mapom u desnom kutu slike). 19% GBM "germline" DNA
sadrzi > 75% GBM CAMLs genotipova te 16% tumorske DNA takoder sadrzi >75% tih
lokusa. Svi specifi¢ni lokusi za GBM, znaci 100% GBM CAMLs, nadeni su u 12% GBM
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"germlines" dok je samo 3% zdrave DNA pokazalo sli¢ne rezultate. Donji prikaz je udio
detektiranih CAMLs specifi¢nih za gliome nizeg stupnja u zdravoj DNA, "germline" DNA
glioma nizeg stupnja te DNA glioma nizeg stupnja. Najveci postotak od priblizno 18%
"germline" DNA ima 40-50% CAMLs genotipova specifi¢nih za gliome niZeg stupnja te malo
niZi postotak tumorske DNA ima iste postotke navedenih CAMLs. 100%-tni CAMLs nadeni

su za 3% "germline" tumorske DNA te za nijedan uzorak zdrave DNA.

Takoder, pronadena je razlika izmedu glioma stupnja II (67 pacijenata) i GBM-a i to u 8
lokusa. Kao §to i slika prikazuje, uocena je razlika u lokusima mikrosatelita zdrave "germline"
DNA i tumorske "germline" DNA. S druge strane, usporedbom "germline" tumorske DNA i
njoj pripadajuce tumorske DNA, u svih glioma, nije pronadena znacajna razlika u CAMLs,

odnosno varijabilnost mikrosatelita ostala je o€uvana.

Nadalje, u svrhu boljeg razumijevanja vaznosti navedenih CAMLs, Karunasena i sur., (2014)
identificirali su bioloSke procese u koje su ukljuceni geni s takvim lokusima. Rezultati analize
upucuju na to da neki od analiziranih gena u kojima su videni CAMLs utjecu na procesiranje
RNA 1 ubikvitin proteasom sistem. Obje navedene funkcije vazne su za identifikaciju 1
degradaciju/ispravljanje nepravilno spakiranih makromolekula (DNA, RNA, proteina) te je
nefunkcionalan ubikvitin proteasom sistem cCesto povezan s gliomima 1 neuropatijom
(oStecenje zivaca). Jednako tako, pronadeno je 6 modificiranih gena za helikaze (enzimi
zasluzni za razdvajanje lanaca nukleinskih kiselina u procesima replikacije, transkripcije,
translacije, popravka DNA itd.) koji sadrze GBM CAMLs. Nadalje, usporedivali su ekspresiju
gena koji sadrze CAMLs s pripadaju¢im normalnim genima te je pronadena smanjena ili
pretjerana ekspresija za neke od gena. Zatim, za poznate gene ¢ije mutacije doprinose
gliomagenezi (npr, IDH-1 te MMR geni) analizirali su prisutnost CAMLs. Za uzorke GBM-a
u tim genima nadeno je 80% GBM CAMLs genotipova, a za gliome nizeg stupnja 60%
CAMLs glioma niZeg stupnja, neovisno o broju mutacija u analiziranim genima. Samo za
pojedince s vise od 5 mutacija, uoceno je povecanje CAMLs S§to upucuje na stanje
cjeloukupne nestabilnosti genoma tih pojedinaca. Vazno je re¢i kako je bilo minimalno
prisutnih mutacija za MMR gene u GBM-a i glioma niZeg stupnja u odnosu na prethodno
navedene CAMLs u helikazama. To dovodi do toga da su helikaze u usporedbi s MMR-om od
znacajnog utjecaja pri odrzavanju stabilnosti DNA te mutacije u njima doprinose
gliomagenezi. Takoder, moguce je kako je nedovoljno istrazenih proteina MMR sustava koji

bi takoder imali znacajan utjecaj. Nadalje, za gene BRWD?2 (tumor supresorski gen) i FGFR2
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(onkogen) pronadeni su GBM CAMLs. Ovi geni smjeSteni su kao par na lokusu gdje
delecijom FGFR?2 dolazi do inaktivacije BRWD?2, stoga specificni GBM CAMLs za ove gene
mogu posluziti kao markeri za razvoj GBM-a. Zaklju¢no, CAMLs se smatraju komponentama
koje specificno obiljezavaju razliCite stupnjeve glioma i1 tako omogucuju razliku izmedu
stupnjeva. Takoder, ¢ine razliku izmedu zdravog pojedinca i1 pojedinca s tumorom. S druge
strane, kako su za oboljele pacijente CAMLs isti za "germline" i tumorsku DNA (ocuvana
varijabilnost) moze se zakljuciti da postoje glioma iniciraju¢e populacije stanica i svojstvene
su za pojedinca i bolest. Stoga, kako se pomocu CAMLs mogu detektirati stanice porijekla
glioma, ti lokusi mogu posluziti kao geni markeri. One gene u "germline" DNA C¢iju
mikrosatelitnu varijabilnost treba istrazivati su: geni vazni za prezivljavanje stanica tumora,
geni koji doprinose tumorskom fenotipu (invaziji, heterogenosti i agresivnosti) te tkivno
specifi¢ni geni (geni povezani sa samo jednim tipom tumora ili tkivom porijekla). Time se
moze predvidjeti rizik ili predispozicija za razvoj specificnog tumora i sama progresija tumora
(stupanj) te bolje planirati terapija u novodijagnosticiranih pacijenata (Karunasena i sur.,

2014).

5.3.2. POVEZANOST NESTABILNOSTI PROTEINA MISMATCH REPAIR
SUSTAVA S MIKROSATELITNOM NESTABILNOSCU PRI OTPORNOSTI
GLIOBLASTOMA NA TERAPIJU

Sljedece Sto Zelim istaknuti na temelju promatranih radova je kako se za terapiju lijeCenja
GBM-a cesto koristi citotoksi¢ni alkiliraju¢i agens temozolomid (TMZ). Rije¢ je o oralnom
kemoterapijskom sredstvu koje povecava stopu prezivljavanja oboljelih pacijenata od GBM-a.
Funkcionira na nacin da sprjeCava nastanak nove DNA u tumorskim stanicama 1 time ne
dolazi do diobe, umnaZanja tumorskih stanica. Postotak prezivljenja od 2 godine za pacijente
podvrgnute zracenju u kombinaciji s TMZ kemoterapijom iznosi 26,5%, dok je taj postotak za
pacijente koji prolaze samo zracenje 10,4% (Stupp 1 sur., 2005). Problem je u tome §to se
GBM ponovno vraca i to u rezistentnoj formi nakon tretmana TMZ-om. Iz tog razloga
znanstvenici su u zadnjih nekoliko godina istraZivali utjecaj genskih nestabilnosti na otpornost
GBM-a pri lijecenju TMZ-om. Primjerice, istrazivali su nestabilnosti proteina MMR sustava
MSH6 i MSH2 te povezanost tih nestabilnosti s MSI (Yip i sur., 2009 te McFaline-Figueroa i
sur., 2015). Prvenstveno, Yip i sur., (2009) paralelno su analizirali lokus MSH6 1 provodili
detekciju MSI u GBM-a prije i nakon tretmana TMZ-om. Pri analizi MSH6, provodili su PCR
1 sekvencioniranje, a za detekciju MSI provodili su PCR i analizu odgovaraju¢im software-

om. Takoder, analizom in vitro promatrali su kako inaktivacija MSH6 gena utjece na ishod
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tretmana TMZ-om. Rezultat istrazivanja bile su mutacije u MSH6 genu za GBM-e¢ tretirane
TMZ-om, ali ne i za netretirane GBM-e. Odsutnost mutacija prije tretmana TMZ-om ukazuje
na to da MSH6 mutacije ne doprinose samoj kancerogenezi, ve¢ da je rije¢ o de novo
promjenama u ve¢ razvijenom GBM-u. Magnetskom rezonancom utvrdeno je da tumori u
kojima ne dolazi do MSH6 mutacija pokazuju napredak u lijecenju, dok oni u kojima se
mutacije ispoljavaju postoji rezistentnost na TMZ i nema napretka pri lijeCenju. Nadalje, in
vitro rekonstrukcija ekspresije MSH6 gena dovela je do ponovne osjetljivosti na TMZ. Sto se
tice MSI, detektirana su samo dva manja pomaka u lokusima za dva slucaja te nije detektirana
MSI-H. Sukladno s prethodnim istrazivanjima, MSI nije povezana s mutatorskim fenotipom
MSHG6 (prema Maxwell i sur., 2008). Naime, u radu Yipa i sur., (2009) za lokus MSH6, rijec¢
je o mutatorskom fenotipu gdje dolazi do tranzicije nukleotida C u T (C:G>T:A) i to najcesce
na mjestu CpC (dinukleotidni slijed citozina). Stoga, mutacije u MSH6 u skladu su s
njegovom inaktivacijom, odnosno mutatorskim fenotipom 1 nisu uzrokovane promjenama u
duljini mikrosatelita. Zakljucak rada je kako uloga MSH6 u tretmanu TMZ-om nije povezana
s MSI te inaktivacija MSH6 dovodi do rezistentnosti na lije¢enje TMZ-om, odnosno razlog je
povratka GBM-a. Iz tog razloga, vaZzno je sekvencioniranje gena u svrhu otkrivanja slicnih
mehanizama koji ¢e pomo¢i u buduéem tretiranju GBM pacijenata (Yip 1 sur., 2009).
Takoder, McFaline-Figueroa 1 sur., (2015) detektirali su sli¢nu korelaciju, samo za gen MSH?2.
In vitro analizom te analizom stanica GBM-a u ljudi nakon TMZ tretmana, detektirali su
smanjenje ekspresije MSH2. UocCeno je da prisutnost smanjenja ekspresije dovodi do
rezistencije na TMZ. U uvjetima in vitro, bilo je potrebno iznimno malo smanjenje MSH2
proteina za pojavu rezistencije. S druge strane, u recidivima GBM-a, detektirana je odsutnost
MSI (standardni marker nedostatka funkcionalnih MMR proteina) $to je dovelo do sumnje da
MMR ipak ne utjeCe na pojavu rezistentnog fenotipa recidiva. S druge strane, puno radova
kao 1 ovaj pokazuje nedostatak MMR proteina u recidivima GBM-a (prema Felsberg i sur.,
2011 te Stark 1 sur., 2015). U skladu s ovim 1 ostalim radovima, pretpostavlja se da je rijec o
mehanizmu koji dovodi do rezistencije na TMZ, no pri tome ne dolazi do pojave MSI
(McFaline-Figueroa i sur., 2015). Zaklju¢no, promatranjem ekspresije i MSH6 i MSH2, bez
obzira na odsustvo MSI, moZe se predvidjeti odgovor pacijenta na tretman TMZ-om pri

lijecenju GBM-a (Yip i sur., 2009 te McFaline-Figueroa i sur., 2015).
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5.4. PROMATRANA DOSTIGNUCA VEZANA Uz GUBITAK
HETEROZIGOTNOSTI U GLIOBLASTOMA

5.4.1. GUBITAK HETEROZIGOTNOSTI NA KROMOSOMIMA 10117
Sto se tie istraZivanja vezanih uz LOH, LOH na kromosomu 10 najée$¢a je genska promjena
(ucestalost 61%) nadena u primarnih i sekundarnih GBM-a te se smatra kasnim dogadajem u
sekundarnim GBM-ima. Jednako tako, povezan je s loSijom stopom prezivljavanja pacijenata
jer su razlicite regije izgubljene na kromosomu 10, kao Sto je tumor supresorski gen PTEN.
Naime, smatra se da izgubljene regije sadrze jo§ nedetektiranih tumor supresorskih gena koje
bi trebalo identificirati. Vezano uz pojavu LOH-a, Fults i sur., (1992) analizirali su 45
pacijenata razli¢itih stupnjeva astrocitoma. Provodili su RFLP za kromosome 10 i 17 kako bi
detektirali LOH. Isto tako, provodili su analizu mutacija tumor supresorskog gena 7P53
metodom SSCP te sekvencioniranjem. RFLP analizom razli¢itih lokusa na kromosomima 10 1
17 uocen je LOH. LOH na 17p pronaden je u 40% malignih astrocitoma. Mutacije za TP53
pronadene su u 28% (7/25) GBM-a, 36% anaplasticnih astrocitoma (5/14) te nijedna u
astrocitoma nizeg stupnja. U 62% pacijenata s pronadenim LOH-om na 17p nadene su i
mutacije za TP53. Stoga, smatra se da su mutacije povezane s LOH-om na 17p, pri ¢emu je
jedna kopija gena TP53 uklonjena kromosomskom delecijom (LOH) a druga kopija
inaktivirana mutacijom. Zakljucno, inaktivacija 7P53 Cest je dogadaj prilikom progresije
astrocitoma te navedene promjene mogu sluZziti kao signal tranzicije benignih astrocitoma u
maligne. Sto se tice LOH-a na kromosomu 10, detektiran je u 61% GBM-a, 23% anaplasti¢na
te u nijednom astrocitomu nizeg stupnja. Takoder, LOH na kromosomu 10 pojavljuje se
zajedno s mutacijama u 7P53 samo u GBM-a (ucestalost 22%). Ova korelacija upucuje na to
kako navedeni dogadaji uzrokuju progresiju tumora u zadnju fazu (GBM). S druge strane, ova
dva dogadaja nisu nadena istovremeno za sve GBM-e¢ i to se moze objasniti time kako postoji
vi$e puteva koji uzrokuju progresiju tumora u zadnju fazu, pri ¢emu su LOH na kromosomu

10 1 mutacije u 7P53 nezavisni putevi (Fults 1 sur., 1992).

5.4.2. GUBITAK HETEROZIGOTNOSTI NA KROMOSOMU 9
Nadalje, osim za opisane kromosome 10 i 17, uoc¢en je LOH na kromosomu 9p kao tipi¢na
molekularna pojava u GBM-a. Ono §to nije dokazano je povezanost LOH-a na 9p s loSijom
stopom prezivljavanja GBM pacijenata. U tu svrhu, Huang 1 sur., (2015) obradili su podatke
13 znanstvenih radova objavljenih do 2015. vezanih uz navedenu temu te je u radovima

sveukupno analizirano 1465 glioma. Analiza glioma je pokazala da postoji znacajna
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povezanost LOH-a na 9p s loSijom prognozom pacijenata oboljelih od glioma dok je analiza
subtipova glioma pokazala znacajnu povezanost LOH-a na 9p s loSijom prognozom GBM
pacijenata. Dakle, LOH na 9p koristan je marker pri predvidanju prezivljavanja pacijenata
(Huang i sur., 2015). Naime, kromosom 9p sadrzi gene poput CDKN2A4 i CDKN2B. Navedeni
geni kodiraju za tri vazna tumor supresora, pl4ARF, pl6INK4A i p15SINK4B koji igraju
vaznu ulogu u reguliranju stani¢nog ciklusa. Delecija CDKN2A i CDKN2B rezultira delecijom
CDKN2C na kromosomu 1p32 koji pak kodira za jo§ jedan protein stani¢nog ciklusa,
pl18INK4C. LOH na 1p kromosomu naden je i u primarnih i sekundarnih GBM-a (Bleeker i
sur., 2012). Stoga, LOH na jednom kromosomu posljedicno uzrokuje niz nestabilnosti u

stanici.

5.43. ANALIZA STOPE PREZIVLJAVANJA S OBZIROM NA UCESTALOST
GUBITKA HETEROZIGOTNOSTI ODREDENIH REGIJA

Nasuprot spomenutog LOH-a na 9p koji predstavlja marker loSije prognoze za pacijente,
takoder je detektiran LOH na 19q u GBM-a i u korelaciji je s boljom stopom prezivljavanja.
To su u svom radu pokazali Burton 1 sur., (2002) gdje su okarakterizirali 39 tumora rijetkih
pacijenata s veom stopom prezivljavanja (>3 godine) koriste¢i gensku hibridizaciju.
Usporedili su ucestalost 1 tip nestabilnosti tih tumora s 24 tumora tipi¢nih ili krace prezivjelih
pacijenata (<1,5 godina). U grupi krace prezivjelih detektirana je povecana ucestalost LOH-a
na kromosomima 9p i 10 te povecana ucestalost LOH-a na 6q. Takoder, za ovu grupu
detektiran je dobitak kopije 19q kromosoma. S druge strane, za grupu duZe preZivjelih
detektiran je LOH na 19q S$to dovodi do toga da je LOH na 19q u korelaciji s duzim
preZivljavanjem pacijenata. Time je broj kopija 19q koristan marker pri predvidanju stope
prezivljavanja pacijenata. Sto se ti¢e spomenutog LOH-a na 6q, on se povezuje s mnogim
malignim tumorima te je u ovom radu nadeno cak 5 razliCitih izgubljenih regija na tom
kromosomu. S druge strane, iako je LOH na 6q bio ucestalijih u krac¢e prezivjelih pacijenata,
razlika u uCestalosti za analizirane grupe prezivjelih nije dostigla statisticku vaznost. Ponekad,
dolazi do istovremene delecije u kromosoma 1p i 19q, no to nije u korelaciji s produljenim

vijekom pacijenata (Burton i sur., 2002).
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6. ZAKLJUCAK

Postoji sve viSe dokaza kako je razlog neuspjesnog lijeCenja GBM-a njegova molekularna
heterogenost. Heterogenost se ocituje ne samo unutar tumorskih stanica kao niz genskih
promjena tokom vremena ve¢ i u vanjskim morfoloskim karakteristikama tumora. Mala je
vjerojatnost da se kod pacijenata moze terapijom uspjesSno naciljati isti specifi¢ni stani¢ni ili
genski dogadaj. Sve to predstavlja veliki izazov u razvoju uspjeSnih terapija za lijeCenje
(Weathers 1 Gilbert, 2014). U tu svrhu, provode se mnoge analize koje pokusavaju razvrstati
tumorske profile u podrazrede kako bi se na temelju karakteristika podrazreda terapijom
naciljali kljuéni dogadaji. TCGA (od eng. The Cancer Genome Atlas) je tako na temelju
molekularnih abnormalnosti GBM-a definirao podrazrede: proneuroloski, neuroloski, klasi¢ni
1 mezenhimski GBM.  Svaki  podrazred razlikuje se s obzirom na
genske, epigenske i transkripcijske karakteristike (Verhaak i sur., 2010). Naime, klasifikacija
se 1 dalje razvija, u novije vrijeme ukljucuje 1 Siru grupu od 6 podrazreda u koje je ukljucen i
pedijatrijski GBM (Sturm 1 sur., 2012). Znac¢aj ovih podrazreda u prognozi i samoj terapiji je
trenutno nejasan i ima malu ulogu, no svakako pobuduje vaznost tumorskog profiliranja u
buduénosti (Weathers i Gilbert, 2014). Svaki pacijent zahtijeva specifi¢nu terapiju pri cemu i
dalje postoji velika moguénost razvoja otpornosti na terapiju. Istrazivanja bi se trebala
usmjeriti na pracenje procesa evolucije GBM-a, tj. njegovu gensku pozadinu (genotip)
individualno za pacijenta kako bi se taj proces kontrolirao i zaustavio prije dostizanja konacne
faze. Posebno je bitno istrazivanje molekularnih biljega, ne samo u svrhu postavljanja Sto
ispravnije dijagnoze, ve¢ 1 posljedicnog planiranja $to ucinkovitije terapije (Wang 1 sur.,
2015). Analiza mutacija 1 njthov odnos s fenotipom tumora i ishodom lije¢enja trebala bi
obuhvacati lokuse tumor supresorskih gena poput 7P53, pojavu LOH-a, prisutnost
spomenutih CAMLs, metilacije specificnih promotora i sl. Naravno, za to je potrebno
provoditi detaljne genske analize $to dovodi do potrebe za razvojem novih poboljSanih
tehnologija. Ve¢ spomenute metode poput PCR-a, SSCP-a, sekvencioniranja itd. zasad
predstavljaju zlatni standard za identifikaciju genskih promjena, no one nisu prikladne za
klini¢ku praksu jer zahtijevaju puno vremena i rada. Isto tako, te metode nisu najprikladnije
za procjenu LOH-a, stoga se razvijaju nove tehnike koje bi mogle olaksati rutinske analize,
kao $to je metoda bazirana na mikroCipovima (Weathers i Gilbert, 2014). U zadnjih 20 godina
istrazuje se posebna disciplina pri lijeCenju GBM-a, a to je genska terapija. Rije¢ je o
eksperimentalnoj tehnici koja koristi unoSenje DNA u stanice pacijenta u svrhu lijecenja.

Kada govorimo o GBM-u, dosad je istrazeno unosenje genskog materijala (gena) u tumor u
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svrhu ubijanja tumorskih stanica ili pobudivanja imunog sustava protiv tumorskih stanica
(tumor supresorski geni, "samoubojice" geni, repliciraju¢i onkoliti¢ki virusi itd.)
(Kwiatkowska 1 sur., 2013). Cilj ovog rada bio je iznijeti neka od dosadasnjih istrazivanja u
podrucju analize GBM-a za dvije genske promjene u GBM-a. Ono $to je jasno je da se LOH 1
MSI pojavljuju u GBM-a i doprinose stanju genske nestabilnosti. Naime, MSI se u nekim
analizama pojavljuje u manjoj zastupljenosti nego Sto je to ocekivano te se ne moze to¢no
definirati funkcija MSI pri samom razvoju GBM-a. Osim toga, ne moze se ni definirati to¢an
uzrok MSI u GBM-a s obzirom da promatrani radovi ukazuju kako MSI nije povezana s
nestabilno$¢u proteina MMR sustava, S$to se inace smatra uzrokom nastanka MSI. S druge
strane, specificni varijabilni mikrosatelitni lokusi predstavljaju koristan marker za
predispoziciju (razvoj GBM-a). Sto se ti¢e LOH-a, $iroko je rasprostranjen u GBM-a i
ukljucen je u proces kancerogeneze. Ukazuje na pozadinske genske mehanizme pri razvoju
tumora jer je razlog inaktivacije nekih klju¢nih tumor supresorskih gena. Takoder, LOH na
specificnim kromosomima sluzi kao marker za bolje predvidanje ishoda bolesti u pacijenata.
Upravo zato, bitno je fokusirati se dalje, ne samo na poznate markere, ve¢ i na pronalazenje
novih. Paralelno s time, trebaju se razvijati tehnologije koje ¢e olakSati i pospjesiti lijecenje

GBM-a u buduc¢nosti.

33



. LITERATURA

. Adamson, C., Kanu, O0.0., Mehta, A.L, Di, C., Lin, N., Mattox, A.K. i Bigner, D.,D.
(2009) Glioblastoma multiforme: a review of where we have been and where we are

going. Expert Opin Investig Drugs 18(8):1061-1083.

. American Brain Tumor Association, <http://www.abta.org/brain-tumor-

information/types-of-tumors/glioblastoma.html>. Pristupljeno 15. ozujka 2016.

. Amos, W. (2010) Mutation biases and mutation rate variation around very short human
microsatellites revealed by human-chimpanzee-orangutan genomic sequence alignments.

J Mol Evol. 71(3):192-201.

. Applied Biosystems,

<http://www.umassmed.edu/uploadedfiles/genemapperlohanalysisguide.pdf>.

Pristupljeno 1. svibnja 2016.

. Berget, M.S. (1995) Exon recognition in vertebrate splicing. J Biol Chem.
10:270(6):2411-2414.

. Biad, R.A. (2016) Debugging Human DNA, Lulu Press Inc., Blackwood NJ.

. Bleeker, F.E., Molenaar, J.R. 1 Leenstra, S. (2012) Recent advances in the molecular

understanding of glioblastoma. J Neurooncol. 108(1): 11-27.

Buecher, B., Cacheux, W., Rouleau, E., Dieumegard, B., Mitry, E. i Lievre, A. (2013)
Role of microsatellite instability in the management of colorectal cancers. Dig Liver Dis

45 (6): 441-449.

. Burton, C.E., Lamborn, R.K., Feuerstein G.B., Prados, M., Scott, J., Forsyth, P., Passe, S.,
Jenkins, B.R. 1 Aldape, D.K. (2002). Genetic Aberrations Defined by Comparative
Genomic Hybridization Distinguish Long-Term from Typical Survivors of Glioblastoma.

Cancer Res 62:6205.

34


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19555299
http://www.abta.org/brain-tumor-information/types-of-tumors/glioblastoma.html
http://www.abta.org/brain-tumor-information/types-of-tumors/glioblastoma.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20700734
http://www.umassmed.edu/uploadedfiles/genemapperlohanalysisguide.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23195666

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Cancer research UK,
<http://www.nhs.uk/ipegmedia/National/Cancer%20Research%20UK/assets/Temozolomid
€%28Temodal%29%28CRUK3Pages%29.pdf>. Pristupljeno 30. svibnja 2016.

Cooper, G. (2000). The Cell: A Molecular Approach, 2nd edition., Sinauer Associates,
Sunderland MA.

Fearon, E.R., i Bommer, G.T. (2008) Progressing from Gene Mutations to Cancer.

Elsevier 207-222.

Forster, P., Hohoff, C., Dunkelmann, B., Schiirenkamp, M., Pfeiffer, H., Neuhuber, F. i
Brinkmann, B. (2015) Elevated germline mutation rate in teenage fathers. Proc Biol Sci.

282(1803).

Fults, D., Brockmeyer, D., Tullous, W.M., Pedone, A.C. i Cawthon, M.R. (1992) p53
Mutation and Loss of Heterozygosity on Chromosomes 17 and 10 during Human

Astrocytoma Progression. Cancer res 52: 674-679.

Hatanpaa, K.J., Burma, S., Zhao, D. i Habib, A.A. (2010) Epidermal growth factor
receptor in glioma: signal transduction, neuropathology, imaging and radioresistance.

Neoplasia 12(9):675-684.

Holland, S.E. (2000) Glioblastoma multiforme: The terminator. Proc Natl Acad Sci USA.
97(12): 6242-6244.

Huang, T., Li, S., Yang, Z., Liu, J. 1 Han, Y. (2015) Loss of Heterozygosity of 9p Is

Associated with Poorer Survival in Patients with Gliomas. Molecular Neurobiology 1-6.

Jarne, P. 1 Lagoda, P.J.L. (1996) Microsatellites, from molecules to populations and back.
Trends Ecol Evol 11: 424-429.

35


http://www.nhs.uk/ipgmedia/National/Cancer%20Research%20UK/assets/Temozolomide%28Temodal%29%28CRUK3Pages%29.pdf
http://www.nhs.uk/ipgmedia/National/Cancer%20Research%20UK/assets/Temozolomide%28Temodal%29%28CRUK3Pages%29.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hatanpaa%20KJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20824044
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Burma%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20824044
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhao%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20824044
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Habib%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20824044
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20824044

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Kanu, O.0., Hughes, B., Chunhui, D, Lin, N., Fu, J., Bigner, D.D, Yan, H. i Adamson, C.
(2009a) Glioblastoma Multiforme Oncogenomics and Signaling Pathways. Clin Med
Oncol. 3: 39-52.

Kanu, O.0., Mehta, A., Di, C., Lin N, Bortoff, K., Bigner, D.D., Yan, H. i Adamson, D.C.
(2009b) Glioblastoma multiforme: a review of therapeutic targets. Expert Opin Ther
Targets 13(6):701-718.

Karunasena, E., Mclver, J.L., Rood, R.B., Wu, X., Zhu, H., Bavarva, H.J. i Garner, R.H.
(2014) Somatic intronic microsatellite loci differentiate glioblastoma from lower-grade

gliomas. Oncotarget. 5(15): 6003—6014.

Kessler, C. i Manta, V. (1990) Specificity of restriction endonucleases and DNA

modification methyltransferases — a review (edition 3). Gene 92(1-2): 1-248.

Kozak, R.K. i Moody, S.J. (2009) Giant cell glioblastoma: A glioblastoma subtype with
distinct epidemiology and superior prognosis. Neuro Oncol. 11(6): 833—841.

Kumar, A. (2015) Assessment of genetic variability in Indian Karonda (Carissa opaca L.)
accessions using DNA based inter simple sequence repeat (ISSR) markers. Intl J Engg Sci
Adv Research 1(4):17-22.

Kwiatkowska A., Nandhu, S.M., Behera, P., Chiocca, A.E. i Viapiano, S.M. (2013)
Strategies in Gene Therapy for Glioblastoma. Cancers (Basel) 5(4).

Louis, D.N., Ohgaki H., Wiestler, D.O., Cavenee, K.W., Burger, C.P., Jouvet, A.,
Scheithauer, W.B. i1 Kleihues P. (2007) The 2007 WHO Classification of Tumours of the

Central Nervous System. Acta Neuropathol. 114(2): 97-109.

Malats, N. i1 Calafell, F. (2003) Basic glossary on genetic epidemiology. J Epidemiol
Community Health 57: 480-482.

36


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kanu%20OO%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hughes%20B%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lin%20N%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fu%20J%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bigner%20DD%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yan%20H%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adamson%20C%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kanu%20OO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19409033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mehta%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19409033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Di%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19409033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lin%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19409033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bortoff%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19409033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bigner%20DD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19409033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yan%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19409033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adamson%20DC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19409033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19409033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19409033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Louis%20DN%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wiestler%20OD%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cavenee%20WK%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Burger%20PC%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jouvet%20A%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scheithauer%20BW%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scheithauer%20BW%5Bauth%5D

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Martinez, R., Schackert, K.H., Plaschke, J., Baretton, G., Appelt, H. i Schackert, G.
(2004) Molecular Mechanisms Associated with Chromosomal and Microsatellite

Instability in Sporadic Glioblastoma multiforme. Oncology 66:395-403.

Martinez, R., Rohde, V. i Schackert, G. (2010) Different molecular patterns in

glioblastoma multiforme subtypes upon recurrence. J Neurooncol. 96(3):321-329.

McFaline-Figueroa, L.J., Braun J.C., Stanciu, M., Nagel, D.Z., Mazzucato, P., Sangaraju,
D., Cerniauskas, E., Barford, K., Vargas, A., Chen, Y., Tretyakova, N., Lees, A.J.,
Hemann, T.M., White, M.F. i Samson, D.L. (2015) Minor changes in expression of the
mismatch repair protein MSH2 exert a major impact on glioblastoma response to

temozolomide. Cancer Res. 75(15):3127-3138.

Nowell, P.C. (1976) The clonal evolution of tumor cell populations. Science

194(4260):23-28.

Ohgaki H. i Kleihues, P. (2013) The definition of primary and secondary glioblastoma.
Clin Cancer Res. 19(4):764-772.

O'Kefee, C., McDevitt, A.M. 1 Maciejewski P.J., (2010) Copy neutral loss of
heterozygosity: a novel chromosomal lesion in myeloid malignancies. Blood. 115(14):

2731-2739.

Osnove imunohistokemijskih metoda,
<http://www.medri.uniri.hr/files/NASTAVA/PATOLOGIJA/NASTAVNO_GRADIVO/I
MUNOHISTOKEMIJA I _IN_SITU_HIBRIDIZACIJA.pdf>. Pristupljeno 2. svibnja
2016.

PDQ Cancer Information Summaries - Dictionary of Genetics Terms,

<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK82217/>. Pristupljeno 10. veljace 2016.

37


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15331927
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26025730
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23209033
http://www.medri.uniri.hr/files/NASTAVA/PATOLOGIJA/NASTAVNO_GRADIVO/IMUNOHISTOKEMIJA_I_IN_SITU_HIBRIDIZACIJA.pdf
http://www.medri.uniri.hr/files/NASTAVA/PATOLOGIJA/NASTAVNO_GRADIVO/IMUNOHISTOKEMIJA_I_IN_SITU_HIBRIDIZACIJA.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK82217/

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Pelengaris, S. 1 Khan, M. (2013) Tumor suppressors. U: The Molecular Biology of
Cancer: A Bridge from Bench to Bedside. Second edition. (Roussel, F.M., ured.) Wiley-
Blackwell, Hoboken NI, str. 239-266.

Peraud, A., Watanabe, K., Schwechheimer, K.,Yonekawa, Y., Kleihues, P. i Ohgaki, H.
(1999) Genetic profile of the giant cell glioblastoma. Lab Invest. 79(2):123—-129.

Petitjean, A., Achatz, M.LW., Borresen-Dale, A.L., Hainaut, P. i Olivier, M. (2007) TP53
mutations in human cancers: functional selection and impact on cancer prognosis and

outcomes. Oncogene 26(15): 2157-2165.

Richards, M.F. (2001) Slika 3.,
<http://journals.cambridge.org/fulltext content/ERM/ERM3 _08/S1462399401002654sup
004.htm>. Pristupljeno 20.travnja 2016.

Richard, G. F., Kerrest, A. i Dujon, B. (2008) Comparative Genomics and Molecular
Dynamics of DNA Repeats in Eukaryotes. Microbiol Mol Biol Rev. 72(4):686—727.

Rockman, V.M. 1 Wray, A.G. (2002) Abundant Raw Material for Cis-Regulatory
Evolution in Humans. Mol Biol Evol. 19(11):1991-2004.

Ryland, L.G., Doyle, A.M., Goode, D., Boyle, E.S., Choong, Y.H.D., Rowley, M.S., Li,
J., Bowtell, D., Tothill, W.R.,, Campbell, G.I. i Gorringe, L.K. (2015) Loss of
heterozygosity : what is it good for? BMC Med Genomics 8:45.

Slika 2., <http://www.web-books.com/MoBio/Free/Ch7F3.htm>. Pristupljeno 24.ozujka
2016.

38


http://journals.cambridge.org/fulltext_content/ERM/ERM3_08/S1462399401002654sup004.htm
http://journals.cambridge.org/fulltext_content/ERM/ERM3_08/S1462399401002654sup004.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Richard%20GF%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kerrest%20A%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dujon%20B%5Bauth%5D
http://www.web-books.com/MoBio/Free/Ch7F3.htm

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Stupp, R., Mason, W.P., Bent, M.J.,, Weller, M., Eisenhauer, E., Mirimanoff, R.O.,
European Organisation for Research and Treatment of Cancer Brain Tumor and
Radiotherapy Groups, National Cancer Institute of Canada Clinical Trials Group. (2005)

Radiotherapy plus concomitant and adjuvant temozolomide for glioblastoma. Lancet

Oncol. 352(10):987-996.

Sturm, D., Witt, H., Hovestadt, V., Khuong-Quang, D., Jones D.T.W, Konermann, C.,
Pfaff, E. (2012) Hotspot mutations in H3F3A and IDHI1 define distinct epigenetic and
biological subgroups of glioblastoma. Cancer Cell. 22:425-437.

Thiagalingam, S., Foy, R.L., Cheng, K.H., Thiagalingam, A. i Ponte, J.F. (2002) Loss of
heterozygosity as a predictor to map tumor suppressor genes in cancer: molecular basis of
its occurrence. Curr Opin Oncol. 14(1):65-72.

Turnpenny, P.D. i1 Ellard, S. (2005) Emery's Elements of Medical Genetics, 12th edition,
Elsevier Churchill Livingstone Press, Edinburgh UK.

Verhaak, R.G.W., Hoadley, K.A., Purdom, E., Wang, V., Qi, Y., Wilkerson, M.D., Miller,
C.R., Ding, L., Golub, T. (2010) Integrated genomic analysis identifies clinically relevant
subtypes of glioblastoma characterized by abnormalities in PDGFRA, IDH1, EGFR, and
NF1. Cancer Cell. 17:98-110.

Viguera, E., Canceill D. i Ehrlich D.S. (2001) Replication slippage involves DNA
polymerase pausing and dissociation. EMBO J. 20(10): 2587-2595.

Weathers, S.P. i Gilbert, R.M. (2014) Advances in treating glioblastoma. F/000 Prime
Rep. 6: 46.

Yip, S., Miao, J., Cahill, P.D., Iafrate J.A., Aldape, K., Nutt, L.C. i Louis, N.D. (2009)
MSHG6 mutations arise in glioblastomas during temozolomide therapy and mediate

temozolomide resistance. Clin Cancer Res. 15(14): 4622-4629.

2.,3.,5.,10.,11. 1 13. predavanje iz kolegija Geneticko inZenjerstvo (2015,2016)

39


http://f1000.com/prime/search/evaluatedpubmed?query=European%20Organisation%20for%20Research%20and%20Treatment%20of%20Cancer%20Brain%20Tumor%20and%20Radiotherapy%20Groups&queryField=Corporate&filterBy=EVALUATED_ARTICLES
http://f1000.com/prime/search/evaluatedpubmed?query=European%20Organisation%20for%20Research%20and%20Treatment%20of%20Cancer%20Brain%20Tumor%20and%20Radiotherapy%20Groups&queryField=Corporate&filterBy=EVALUATED_ARTICLES
http://f1000.com/prime/search/evaluatedpubmed?query=National%20Cancer%20Institute%20of%20Canada%20Clinical%20Trials%20Group&queryField=Corporate&filterBy=EVALUATED_ARTICLES
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11790983
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=19584161

