Patogeneza nedostatne homologne rekombinacije u
solidnim tumorima

Sabarié, Viktor

Master's thesis / Diplomski rad
2020

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:548083

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-26

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:548083
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/mef:3543
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:3543
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:3543

SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

VIKTOR SABARIC

PATOGENEZA NEDOSTATNE HOMOLOGNE
REKOMBINACIJE U SOLIDNIM TUMORIMA

DIPLOMSKI RAD

ZAGREB, 2020.

SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET



Ovaj diplomski rad izraden je na Katedri za patofiziologiju Medicinskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu pod vodstvom doc. dr. sc. Natalije Dedi¢
Plaveti¢, dr. med. i predan je na ocjenu u akademskoj godini 2019.

12020.



POPIS | OBJASNJENJE KRATICA

A - adenin

aCGH - komparativha genomska hibridizacija na array-u (od engl. array
comparative genomic hybridization)

APEL - apurinska/apirimidinska endonukleaza 1

ATM — ataksija teleangiektazija mutirani (od engl. ataxia teleangiectasia
mutated)

ATR — povezan s ataksija teleangiektazija i RAD3 (od engl. ataxia
teleangiectasia and Rad3-related)

ATRIP - od engl. ATR interacted protein

BACH1 - od engl. BTB and CNC homology 1

BARDL1 - RING domena 1 povezana s BRCA genom (od engl. BRCA
associated RING domain 1)

BER - popravak izrezivanjem baza (od engl. base excision repair)

BLM - Bloom

BRCAL - od engl. breast cancer type 1

BRCA2 - od engl. breast cancer type 2

C - citozin

CHEK?1 - od engl. checkpoint kinase 1

CHEK2 - od engl. checkpoint kinase 2

CpG - 5'-citozin-fosfat-gvanin-3'

CPD - ciklobutanski pirimidinski dimeri

CS - Cockaynov sindrom

CSA - Cockayne sindrom grupa A

CSB - Cockayne sindrom grupa B

DDB2 - od engl. DNA damage-binding protein 2

DDR - odgovor na oStecenje DNA (od engl. DNA damage response)
dGTP - deoksigvanozin trifosfat (od engl. deoxyguanosine triphosphate)
dHJ - dvostruki Holliday spoj (od engl. double Holliday junction)

DNA - deoksiribonukleinska kiselina (od engl. deoxyribonucleic acid)
DNA-PK - DNA-ovisna protein kinaza (od engl. DNA-dependent protein

kinase)



DNA-PKcs - DNA-ovisna protein kinaza, katalitiCcka podjedinica (od engl.
DNA-dependent protein kinase, catalytic subunit)

dNTP - deoksinukleozid trifosfat (od engl. deoxyribonucleoside triphosphate)
dRP - deoksiribofosfat

dsDNA - dvolan¢ana DNA (od engl. double-stranded DNA)

dTTP - deoksitimidin trifosfat (od engl. deoxythymidine triphosphate)

ER - estrogen receptor

FEN1 - od engl. Flap Structure-Specific Endonuclease 1

G - gvanin

GG-NER - od engl. global genome NER

HAA - heterocikliCki aromatski amini

hDNA - od engl. heteroduplex DNA

HER?2 - receptor za humani epidermalni ¢Cimbenik rasta 2 (od engl. human
epidermal growth factor receptor 2)

HGSOC - serozni tumor visokog stupnja malignosti (od engl. high-grade
sSerous ovarian cancer)

HR - homologna rekombinacija

HRD - nedostatna homologna rekombinacija (od engl. homologous
recombination deficiency)

ICL - od engl. interstrand crosslink

LOH - gubitak heterozigotnosti od engl. loss of heterozigosity)

LST - od engl. large scale transition

MLH1 - mutL homolog 1

MMR - popravak pogresno sparenih baza (od engl. mismatch repair)

MSH2 - mutS homolog 2

MSI - mikrosatelitna nestabilnost (od engl. microsatelite instability)

mutL - od engl. mutator L

mutS - od engl. mutator S

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (od engl. nicotinamide adenine

dinucleotide phosphate)

NER - popravak izrezivanjem nukleotida (od engl. nucletiode excision repair)



NHEJ - nehomologno spajanje krajeva DNA (od engl. non-homologous end
joining)

PAH - polickli¢ki aromatski ugljikovodici (od engl. polycyclic aromatic
hydrocarbons)

PALB2 - od engl. partner and localizer of BRCA2

PARP - poli (ADP-riboza) polimeraza

PIKK — kinaza povezana s fosfatidilinozitol 3-kinazom (od engl.
phosphatidylinositol 3-kinase-related-kinase)

PMS2 - od engl. postmeiotic segregation increased 2

PNK - polinukleotid kinaza

Pol - polimeraza

PR — progesteronski receptor

RB - retinoblastom

RMI1 - od engl. RecQ-mediated genome instability protein 1

RNA - ribonukleinska kiselina (od engl. ribonucleic acid)

rNTP - ribonukleozid trifosfat (od engl. ribonucleoside triphosphate)
ROS - reaktivni spojevi kisika (od engl. reactive oxygen species)

RPA - replikacijski protein A

SCID - teSka kombinirana imunodeficijencija (od engl. severe combined
immunodeficiency)

SDSA - od engl. synthesis-dependant strand annealing

SSB - jednolan¢ani lom DNA (od engl. single-stranded break)

ss-DNA - jednolan€ana DNA (od engl. single stranded-DNA)

T - timin

TAI - od engl. telomeric allelic imbalance

TC-NER - od engl transcription coupled NER
TFIIH - Transkripcijski faktor 11 H

TLS - translezijska DNA sinteza

TOP3 - topoizomeraza 3 alfa
TTD - trihotiodistrofija

UV - ultraljubiasto (od engl. ultraviolet)



UV-DDB - od engl. UV-damaged DNA-binding protein

VUS - varijanta neizvjesne vaznosti (od engl. variant of uncertain significance)
XLF - od engl. XRCC4-like faktor

XP - Xeroderma pigmentosum

XPA - Xeroderma pigmentosum grupa A

XPB - Xeroderma pigmentosum grupa B

XPC - Xeroderma pigmentosum grupa C

XPD - Xeroderma pigmentosum grupa D

XPE - Xeroderma pigmentosum grupa E

XPG - Xeroderma pigmentosum grupa G

XRCC1 - od engl. X-ray repair cross-complementing protein 1
XRCC4 - od engl. X-ray repair cross-complementing protein 4
6-4PP - pirimidin - (6-4) - pirimidon

8-0kso-G - 7,8-dihidro-8-okso-2'-deoksi-gvanin



SAZETAK
Viktor Sabarié

Patogeneza nedostatne homologne rekombinacije u solidnim tumorima

Deoksiribonukleinska kiselina (DNA), osnovna molekula naslijedivanja, svakodnevno
trpi oSteCenja nastala endogenim i/ili egzogenim putem, koja ako se ne poprave
mogu dovesti do mutacija koje pridonose apoptozi stanica, starenju organizma,
razvoja neurodegenerativnih bolesti i tumorogeneze. Kako se to ne bi dogodilo,
stanice reagiraju pokretanjem odgovora na oStecenje DNA (DDR), koji regrutira
mehanizme popravka DNA ovisno o tipu oSteCenja. Popravak izrezivanjem baza
(BER), popravak iscijecanjem nukleotida (NER) i popravak pogresno sparenih baza
(MMR) popravljaju jednolan¢ane lomove DNA, dok su nehomologno spajanje krajeva
DNA (NHEJ) i homologna rekombinacija (HR) zaduZeni za popravak dvolancanih
lomova DNA. Homologna rekombinacija vrlo je sloZen proces u kojem glavnu ulogu
imaju geni poput BRCA1, BRCA2, PALB2, ATM, ATR, BACH1, BARD1. Nedostatnu
homolognu rekombinaciju mogu izazvati mutacije gena povezanih s procesom
homologne rekombinacije, ali moZe nastasti i putem epigenetskih promjena, sto
mozZze uzrokovati tumore dojke, jajnika, prostate i gusterace, te razvoj bolesti poput
Fanconijeve anemije i Bloomovog sindroma. Dijagnostika nedostatne homologne
rekombinacije (HRD), izuzetno zna¢ajna zbog odredivanja optimalne terapijske
opcije, zasad nije polucila zadovoljavajuce rezultate. OnkoloSkim pacijentima, u &ijim
tumorskim stanicama je detektirana ili somatska ili mutacija zametne loze koja dovodi
do nedostatne homologne rekombinacije, danas je poboljSano preZivljenje i ishodi
lije€enja razvojem inhibitora poli (ADP-riboza) polimeraza (PARP) (olaparib,
rucaparib, niraparib, talazoparib). Cilj ovog diplomskog rada je dati detaljniji pregled
na mehanizme popravka DNA s naglaskom na homolognu rekombinaciju, te prikazati
bolesti, a posebice solidne tumore, prouzro€ene nedostatnom homolognom

rekombinacijom, te njihovu dijagnostiku i terapiju.

klju€ne rijeci: nedostatna homologna rekombinacija, PARP, tumor



SUMMARY

Viktor Sabarié¢

Pathogenesis of deficient homologous recombination in solid tumors

Deoxyribonucleic acid (DNA), basic molecule of inheritance, gets damaged on daily
basis by endogenous and/or exogenous agents. Damaged DNA, if left unrepaired,
can lead to mutations which can cause cell death, organism senescence,
neurodegenerative disease and tumorigenesis. In order to stop that, cells initiate
DNA damage response (DDR), which recruits DNA repair pathaways depending on
the type of DNA damage. Single-stranded DNA breaks can be repaired by base
excision repair (BER), nucleotide excision repair (NER) or mismatch repair (MMR),
while double-stranded DNA breaks are repaired either by non-homologous end-
joining (NHEJ) or homologous recombination (HR) pathaway. Homologous
recombination is a highly complex pathaway in which genes such as BRCA1,
BRCA2, PALB2, ATM, ATR, BACH1, BARDL1 play pivotal role. Homologous
recombination deficiency (HRD) can be caused by mutations in genes related to HR
pathaway, however it can be also caused by epigenetic changes in given genes,
which can contribute to breast, ovary, prostate and pancreas carcinogensis or add to
development of Fanconi anemia or Bloom syndrome. HRD diagnostics, extremely
significant in terms of selecting optimal therapy, so far has not obtained adequate
results. Oncology patients, in whose tumor cells either somatic or germ-line mutation
which leads to HRD has been detected, today have better survival rates due to
development of PARP inhibitors (olaparib, rucaparib, niraparib, talazoparib). The aim
of this gradute thesis is to give a detailed review of DNA repair pathaways with
emphasis on homologous recombination, as well as to present diseases, especially

solid tumors, caused by HRD and their diagnostics along with therapy options.

key words: homologous recombination deficiency, PARP, tumor
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1. UVOD

Svaki dan u nasim stanicama dogode se deseci tisu¢a deoksiribonukleinskih
(DNA, od engl. deoxyribonucleic acid) greSaka i mnogi razli€iti stani¢ni mehanizmi
razvili su se sa svrhom popravka istih. Odgovor na oste¢enje DNA (DDR, od engl.
DNA damage response) je pojam koji obuhvaca sve intracelularne i intercelularne
mehanizme koji se odvijaju posljedi¢no nakon ostec¢enja DNA. (1) Poznato je da je
DNA, osnovna jedinica nasljedivanja, vrlo reaktivha molekula i podlozna
modifikacijama endogenim i egzogenim tvarima. (2) Kako bi stanica prezivjela i
proliferirala, DNA greske moraju biti popravljene. Genska nestabilnost uzrokuje
inicijalno tumorogenezu, a kasnije dovodi do steCene otpornosti tumora na terapiju.
lako je genska nestabilnost biljeg tumorskih stanica, genom tumora ne moze biti
suviSe nestabilan. Nakon prelaska odredene granice, tumorske stanice umrijet e
zbog prevelikih genomskih promjena. (3) Stanice reagiraju na o$te¢enje DNA
pokretanjem spomenutog DDR-a, §to osigurava dovoljno vremena specificnim

mehanizmima popravka DNA da uklone ostecenje. (2)

Koji ¢e se mehanizam popravka DNA aktivirati ovisi 0 samom tipu oStecCenja.
Poznamo najmanje pet glavnih mehanizama popravka DNA — popravak izrezivanjem
baza (BER, od engl. base excision repair), popravak izrezivanjem nukleotida (NER,
od engl. nucleotide excision repair), popravak pogresno sparenih baza (MMR, od
engl. mismatch repair), homologna rekombincija (HR) i nehomologno spajanje
krajeva DNA (NHEJ, od engl. non-homologous end joining), koji su aktivni tijekom
razliitih faza stani¢nog ciklusa. Ti procesi su klju€ni za odrzavanje genetske
stabilnosti u stanicama. Ukoliko DNA greske perzistiraju, aktivira se programirana
stani¢na smrt odnosno apoptoza da bi se odstranile stanice s nestabilnoSc¢u
genoma. U mnogim tumorima su mehanizmi popravka DNA poremeceni, $to
pridonosi mutagenezi i razvitku tumora. Starenje i odredene neurodegenerativne

bolesti mogu biti produkt ovih procesa. (2)

U ovom preglednom radu naglasak ¢e biti na solidnim tumorima Ciju genezu
uzrokuje nedostatna HR i disfunkcionalnim genima koji dovode do poremecaja u tom

mehanizmu popravka DNA. Takoder, prikazana Ce biti i trenutno dostupna terapija



solidnih tumora koja se temelji na sadasnjim spoznajama mehanizama popravaka
DNA.

2. NACINI OSTECENJA DNA

Godine 1761., nakon $to je rekreacijsko koristenje duhana postalo popularno u
Londonu, lije€¢nik John Hill napisao je knjigu ,Cautions Against the Immoderate Use
of Snuff‘. Hillova opazanja da uSmrkavanje duhana moze uzrokovati polipe vodilo je
ka epidemioloskim studijama gotovo 200 godina kasnije, koje su potvrdile
povezanost izmedu pusenja duhana i raka plué¢a. Nekoliko godina kasnije, 1775.
godine, Sir Percivall Pott objavio je revolucionarni esej u kojem je pokazao da
izlozenost ¢adi dovodi do visoke incidencije skrotalnog karcinoma u mladih
dimnjacara. To se smatra prvom poveznicom izmedu zanimanja i raka. No, trebalo je
gotovo 70 godina da se u Ujedinjenom kraljevstvu donese zakon protiv rada djece
kao dimnjacara. JoS viSe zapanjuje Cinjenica da je proteklo 150 godina do dodatnih
studija o kemijskim karcinogenima, iako su slu€ajevi povezanosti raka i izlozenosti

kemijskim karcinogenima bili kontinuirano sporadi¢no prijavljivani. (4)

OstecCenja DNA su posljedica egzogenih ili endogenih procesa. Karcinogeni,
neovisno o njihovom podrijetlu, djeluju putem raznih mehanizama. Mozemo ih
podijeliti na kemijske i fizikalne agense, te prema izlaganju karcinogenima, oni mogu
direktno ili indirektno ostetiti DNA. Direktni karcinogeni su svi oni koji ne zahtijevaju
metaboliCku aktivaciju ili bilo koju vrstu molekularne modifikacije kako bi ostetili DNA.
U tu grupu, primjerice, spadaju ultraljubi¢asto (UV, od engl. ultraviolet) zraCenje,
nitrozamini i alkiliraju¢i agensi. Indirektni karcinogeni su pak oni Cije je relativho
nereaktivne roditeljske spojeve potrebno bioaktivirati kako bi ih se pretvorilo u
karcinogene ili reaktivne meduspojeve koji su sposobni izazvati genotoksi¢ne efekte.
U tu skupinu, primjerice, spadaju policiklicki aromatski ugljikovodici (PAH, od engl. .
polycyclic aromatic hydrocarbons), heterociklicki aromatski amini (HAA), mikotoksini i
aristoholi¢na kislina. Takoder, egzogeni ili endogeni agensi mogu prouzrociti DNA
oStecenje posredovano oksidativnim stresom, Ciji glavni uzrok su reaktivni spojevi

kisika (ROS, od engl. reactive oxygen species). (5)



U daljnjem tekstu detaljnije ¢emo prikazati dva agensa kojima smo konstantno

izlozeni, UV zraCenje i ROS.

2.1. UltraljubiCasto zraCenje

Najcesci okoliSni agens koji ostecuje DNA jest upravo UV zracenje. (6)
Ultraljubicasto zraCenje potiCe od sunca i dio je elektromagnetskog spektra koji
uklju€uje valne duljine izmedu 100 i 400 nm: UVC (100-280 nm), UVB (280-315 nm) i
UVA (315-400 nm) (7, 8). Kisik i ozonski omotac potpuno apsorbiraju UVC zrake i
90% UVB zraka, Sto znaci kako su za ljudsko zdravlje i ekosisteme relevantne samo
UVA i UVB zrake. UVB zracenje koze glavni je izvor vitamina D koji je klju€an kako
za odrzavanje homeostaze kalcija tako i za druge vazne procese. No, pretjerano
izlaganje UVB zrakama dovodi do raka koze poput malignog melanoma i
nemelanomskih rakova koze poput planocelularnog i bazocelularnog karcinoma.
Nekad smatrano relativno neskodljivim, za UVA zracenje danas je poznato da moze
uzrokovati oSte¢enja DNA (5, 6, 8), te oStecCenje proteina i lipida, Sto mozZe imati

Stetne posljedice poput karcinogeneze i starenja koze. (7)

Lezije inducirane ultraljubi¢astim zracenjem uzrokuju kemijske modifikacije i
strukturne distorzije DNA formirajuci fotoprodukte, te putem oksidativnog stresa.
Produkcija fotoprodukata, poput ciklobutanskih pirimidinskih dimera (CPD), pirimidin
— (6-4) — pirimidon (6-4PP) fotoprodukata i njihovih Dewarskih izomera postize se
putem direktne apsorpcije UVB zraka. (5, 9) Ciklobutanski pirimidinski dimeri
predstavljaju 75% mutacija koje su inducirane UV-om. Timin-citozin (T-C) i C-C CDP
lezije su predominantne u tumor supresor genu TP53 u pacijenata s karcinomom
koZe. S druge strane, T-T CDP lezije su manje zastupljene zbog njihove eradikacije
insercijom adenina putem DNA popravljackih mehanizama. (5) Ciklobutanski
pirimidinski dimeri, 6-4PP i Dewar izomeri blokiraju sintezu DNA kada se nalaze na
lancu kalupu prevenirajuci prolaz DNA polimeraze. (9) Izlaganje UVA zrakama
uzrokuje stvaranje timinskih dimera, te vodi ka stvaranju reaktivnih spojeva kisika
kroz fotosenzibilne reakcije i tako indirektno uzrokuje oksidativnhe DNA lezije. U ljudi i

miSeva se lezije CPD i 6-4PP izazvane UV zraCenjem popravljaju putem NER-a,



najsvestranijeg mehanizma popravka DNA. Popravak izrezivanjem nukleotida
popravlja Siroku lepezu lezija nukleotidnih baza, koje uzrokuju distorziju DNA
uzvojnice, a posljedica su djelovanja okolisSnih karcinogena, ukljuCujuci UV zracenje i
zagadivacCe zraka. Ukoliko NER nije djelotvoran, opisane lezije ostaju nepopravljene
Sto vodi ka bolestima poput: Xeroderme Pigmentosum (XP), Cockaynovog sindroma
(CS) i trihotiodistrofiji (TTD). Ti poremecaiji karakterizirani su u€estalijom pojavom
karcinoma u raznim organima, razvojnim i imunolo$kim defektima, neuronalnom i
retinalnom degeneracijom te starenjem. Nadalje, pacijenti s defektnim NER-om imaju
2000-10000 puta veci rizik za razvitak raka koze i u ranijoj zivotnoj dobi, te im je rak
koZe na prvom mjestu po smrtnosti u usporedbi s drugim unutrasnjim tumorima. (8)
Kako bi izbjegle takav nepovoljan ishod, stanice imaju nekoliko mehanizama, a jedan
od njih je i translezijska sinteza DNA (TLS, od engl. translesion DNA synthesis) u
kojem specijalizirane DNA polimeraze, nazvane TLS polimeraze, rade na
prevladavanju replikacijskog bloka DNA (uzrokovanog nefunkcionalnim NER-om)
ponovno pokrecuéi sintezu DNA na opstrukcijskim, odnosno oste¢enim bazama. (9)

ViSe rijeCi o NER-u biti ¢e u daljnjem tekstu.

2.2. Reaktivni spojevi kisika

Svi aerobni oblici Zivota ovisni su o kisiku kao pokretacu bazi¢nih kemijskih
stani¢nih reakcija koje proizvode energiju i mnostvo esencijalnih metabolita. Jedno
od problemati¢nih svojstava potrosnje kisika svakako je njegov reaktivan potencijal
koji dovodi do stvaranja ROS-a. (10) Reaktivni spojevi kisika je pojam koji se odnosi
na nestabilne, reaktivne, djelomi¢no reducirane derivate kisika. (11) Reaktivni spojevi
kisika uklju€uju molekule poput superoksidnog aniona (O2-), hidrogen peroksida
(H202) i hidroksilnog aniona (OH-). (10-13) Endogeno ROS proizvode: mitohondriji
(u kojima kisik sluzi kao terminalni akceptor elektrona u elektronskom transportnom
lancu), nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH, od engl. nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate) oksidaza (enzim koji se nalazi na membranama stanica),
peroksisomi (sadrze enzime koji stvaraju vodikov peroksid) i endoplazmatski
retikulum (proizvodi vodikov peroksid za vrijeme proteinskog savijanja). Reaktivni

spojevi kisika mogu nastati i egzogeno primjerice nakon izlaganja ioniziraju¢em



zraCenju ili prilikom uporabe kemoterapeutika. (12) Kako bi suzbile stvaranje ROS-a
stanice su opremljene enzimatskim i neenzimatskim antioksidansima. No, kada
intracelularne razine ROS-a nadmase kapacitet antioksidansa stanice ulaze u stanje
oksidativnog stresa, tijekom kojeg ROS moZze oStetiti makromolekule, poput proteina,
lipida, ribonukleinske kiseline (RNA, od engl. ribonucleic acid) i DNA. Ukoliko
novonastale lezije ostanu nepopravljene, one postaju prijetnja genomskom integritetu
i mogu prouzrociti stani¢nu disfunkciju, smrt stanice ili njenu onkogenu

transformaciju. (10)

Od raznih DNA lezija koje uzrokuje ROS najucestalija je 7,8-dihidro-8-okso-2'-
deoksi-gvanin, skraceno ,8-okso-G*. (10, 12, 13) Visoke koncentracije 8-okso-G-a su
primijecene pri upalnim patolo$kim promjenama, starenju, ubrzanom skracivanju
telomera i u neoplasticnom tkivu. Takoder, egzogeni poticatelji stvaranja ROS-a
poput puSenja i prekomjerne konzumacije alkohola €ine vazan rizi¢ni ¢imbenik jer
povecavaju stvaranje 8-okso-G-a za ¢ak 50%. (13) Glavni problem s 8-0kso-G
pojavijuje se tijekom S-faze stani¢nog ciklusa, u kojoj stanica mora proizvesti to¢nu
kopiju cijelog genoma kako bi obje stanice kceri mogle naslijediti identiCne genetske
informacije. U suprotnosti s mnogim DNA lezijama, 8-0kso-G nije tzv. ,blocking“ lezija
koja bi zaustavila replikacijske raslje, ve¢ 8-0okso-G funkcionalno oponas$a timin. To
vodi ka formiranju promutagenog adenin (A):8-okso-G pogresno spojenog para baza,
umjesto nemutagenog C:8-okso-G para baza. Ukoliko te pogresSno spojene baze
ostanu nepopravljene, jedna od stanica kceri naslijedit ¢e toCkastu mutaciju na
mjestu 8-okso-G (C:G -> A:T). Uz to $to napada DNA baze direktno, ROS takoder
moze uzrokovati oksidaciju niza deoksinukleozid trifosfata (dNTP, od engl.
deoxyribose nucleotide triphosphate) prisutnih u stanici. Doista, deoksigvanozin
trifosfat (dGTP, od engl. deoxyguanosine triphosphate) je jo$ skloniji oksidaciji od
gvanina u DNA. Ukoliko je 8-0kso-dGTP, imitirajuci deoksitimidin trifosfat (dTTP, od
engl. deoxythymidine triphosphate), umetnut nasuprot adenina, ciklusima replikacije
ili popravka greSkom moze doc¢i do zamjene adenina citozinom i time do toCkaste
mutacije (A:T -> C:G). (10) Oksidirane baze tipi€no prepoznaje i popravlja BER

mehanizam. (10, 12) O BER mehanizmu biti ¢e viSe rijeCi u nastavku rada.



3. MEHANIZMI POPRAVKA DNA

3.1. Popravak izrezivanjem baza (BER)

Popravak izrezivanjem baza je neophodan mehanizam za popravak
oksidiranih DNA baza. Svi aerobni organizmi su kontinuirano izloZeni reaktivnim
spojevima kisika (ROS) nastalim kao nusprodukt respiracije, stoga su proteini
uklju¢eni u BER mehanizam evolucijski oCuvani. Popravak izrezivanjem baza
popravlja tzv. ,non-bulky“lezije i lezije koje ne uzrokuju distorziju heliksa, te uklanja i

popravlja Stetu pretrpljenu deaminacijom, alkilacijom ili oksidacijom. (14)

Popravak izrezivanjem baza moze se podijeliti u korake koji uklju€uju:
prepoznavanje lezije i eksciziju putem DNA glikozilaze koja tvori intermedijarno
abazi¢no mjesto, zatim inciziju posljedi¢nog abazi¢nog mjesta AP-endonukleazom 1
(APE1). Na posljetku nastupa aktivnost fosfodiesteraze koja stvara 5' —
deoksiribofosfat (dRP, od engl. deoxyribophosphate)) fragment, te popunjavanije
praznine DNA polimerazom i lijepljenje reza DNA ligazom koja ponovno uspostavlja
kontinuitet fosfodiesterske okosnice DNA. (14) Klju€an protein u BER-u koji regrutira
ostale proteine uklju¢ene u popravak DNA je poli(ADP-riboza) polimeraza 1
(PARP-1). Nakon pretrplijenog oksidativhog stresa, PARP-1 veze se efikasno na
DNA lezije, Sto stimulira dodavanje ponavljajucih jedinica ADP-riboza, odnosno
,PAR" lanaca. Nakupljanje PAR lanaca, pogotovo na PARP-1, a i na njegovog
homologa PARP-2, poti¢e novacenje BER komponenti poput XRCC1 (od engl. x-ray
repair cross-complementing protein 1), APE1, Polimeraze (Pol) beta i DNA ligaze IIl.
(15) Postoje dvije razliCite vrste DNA glikozilaza, monofunkcionalne glikozilaze (imaju
samo aktivnost DNA glikozilaze) i bifunkcionalne glikozilaze (DNA glikozilaze koje
vrSe i cijepanje DNA). (16) U klasi€énom putu glikozilaze uklanjaju oste¢enu bazu
putem reza N — glikozidne veze izmedu ciljane baze i deoksiriboze i time ostavljaju
tzv. ,AP“ mjesto, odnosno mjesto na DNA lancu koje ne sadrzi ni purinsku ni
pirimidinsku bazu. Ovo netaknuto AP mjesto je dalje procesuirano ljudskom APE1
koja posljedi¢no radi rez na 5' kraju AP mjesta i time stvara 3' — hidroksil i 5' — dRP

kraj. 5' — dRP zatim uklanja dio Pol beta zaduzZen za lizu, a novi nukleotid na to



mjesto umece dio Pol beta zaduZen za transfer nukleotida. Uz pomoc¢ proteina
XRCC1, DNA ligaza lll zapec€acuje rez i stvara novi popravljeni produkt BER-a. Za
usporedbu, bifunkcionalna glikozilaza pokre¢e BER mehanizam i uklanjajuci
oStecenu bazu i rezuc¢i DNA na 3' mjestu AP mjesta (ili beta ili beta, delta
eliminacijom) stvarajuci jednostruki lom DNA. 3' — alfa, beta — nezasiceni aldehid
nastao eliminacijom putem glikozilaze beta moze biti uklonjen putem
fosfodiesterazne aktivnosti APEL. Ukoliko bifunkcionalna glikozilaza iskoristi beta,
delta — eliminacijski mehanizam, ostatna 3' fosfatna grupa biti ¢e uklonjena
polinukleotid kinazom (PNK). | APE1 i PNK ostavljaju 3' — hidroksilni kraj, te time
omogucuju Pol beta popunjavanje praznine i ligaciju putem DNA ligaze Ill/ XRCC1,

kao Sto je opisano iznad u klasichom BER mehanizmu. (15-19)

Popravak izrezivanjem baza se moze provesti i na drugi nacin. U tzv. ,long
patch“ BER-u, polimeraze (beta, delta i eta) popunjavanju prazninu jednim
nukletidom i nastavljaju sintetizirati nukleotide pomicuci DNA nizvodno od inicijalnog
oStecenja, stvarajuci fragment DNA. Endonukleaza FEN1, (od engl. flap structure-
specific endonuclease 1) zatim uklanja fragment DNA ostavljajuéi prazninu te se 2-13
nukletida uklanjaju iz DNA. (15-19). Da li ¢e se BER provesti prvo navedenim kratkim
putem ili pak dugim putem ovisi o tome je li abazi¢ni Seéer oksidiran ili reduciran, jer
Pol beta ne moZze prepoznati modificirani Secer. Ukoliko je opisani Secer modificiran,

nije ga moguce ukloniti putem Pol beta te se pokrece dugi put. (18)

Genetska stabilnost je od vitalne vaznosti, ne samo za izbjegavanje bolesti,
vec i za prezivljavanje same stanice. Popravak izrezivanjem baza mehanizam, koji je
osnovno orude stanice za popravak oksidacijskog ostecenja, je toliko kljucan za Zivot
da je vrlo teSko povezati oStecenje individualnog proteina koji sudjeluje u mehanizmu
razvitka odredene bolesti, zbog toga sto pokusaji da se stvore homozigotni
.knockout“ modeli BER enzima brzo rezultiraju smréu organizma. (15) Takoder
znamo da oSteéenja popravljana BER mehanizmom mogu inicirati karcinogenezu
ukoliko je viSe od jedne glikozilaze izbaceno u ,knockout“modelima miSeva, te takvi
miSevi razvijaju tumore u ranoj dobi. Stoga zasad prikupljeni podaci ukazuju da su
pojedinci s oSteCcenim BER mehanizmom pod povec¢anim rizikom za razvitak raka.
Ovaj ociti zaklju€ak je vodio prema velikom broju studija u kojima je klju¢no pitanje

bilo stavlja li odredena polimorfna varijanta u BER enzimima pojedince u skupinu s



povecanim rizikom za razvitak karcinoma. (18) Zasad, zaklju€ci su nekonkluzivni,
jedino je MUTYH gen iznimka, gdje su odredene varijante povezane s razvitkom

karcinoma kolona. (17, 18)

3.2. Popravak izrezivanjem nukleotida (NER)

Popravak izrezivanjem nukleotida mehanizam je najsvestraniji mehanizam
popravka DNA. (20) Popravak izrezivanjem nukleotida uklanja Siroku lepezu lezija
koje uzrokuju distorziju DNA heliksa, uklju€ujuéi UV uzrokovane CPD-e, 6-4 PP-e i
razne kemijski inducirane tzv. ,bulky*“ dodatke. (20, 21) NER mehanizam moze se
podijeliti na 4 osnovna koraka: prvi korak je prepoznavanje oStec¢enja, drugi korak
obuhvaca inciziju na obje strane lezije i uklanjanje oligonukleotidnog fragmenta koji
sadrzi ostecenje, treci korak €ini popunjavanje novonastale praznine kako bi se
ponovno uspostavila DNA uzvojnica bez oStecenja i Cetvrti, posljedniji korak je ligacija
preostalog reza. (22, 23) Popravak izrezivanjem nukleotida se moze odvijati na dva
nacina: global genome NER (GG-NER) ili transcription-coupled NER (TC-NER). GG-
NER se moZe odviti na bilo kojem mjestu u genomu, dok je TC-NER odgovoran za
ubrzan popravak lezija u aktivnim genima koji se nalaze na lancu koji se prepisuje.
(20-25)

TC-NER prepoznaje i uklanja oStecenja s lanca kalupa i ovisi 0 aktivhosti RNA
polimeraze 2, kao i proteinima Cockaynovog sindroma: Cockayne sindrom grupa A
(CSA) i Cockayne sindrom grupa B (CSB). S druge strane, GG-NER uklanja greske
prisutne u cijelom genomu i ovisi o faktorima koji prepoznaju leziju poput ,UV-
damaged DNA-binding protein“ (UV-DDB) kompleksa u kojem ,DNA damage-binding
protein 2“/Xeroderma pigmentosum grupa E (DDB2/XPE) dolazi u susret s lezijom, te
Xeroderme pigmentosum grupe C(XPC). Kada osteéenje prepoznaju bilo TC-NER ili
GG-NER, oba puta konvergiraju ka regrutaciji transkripcijskog faktora 1l H (TFIIH),
koji sadrzava helikaze Xeroderma pigmentosum grupa B (XPB) i Xeroderma
pigmentosum grupa D (XPD) i pomocu njih otvara DNA heliks na mjestu oStecenja.
Zajedno s Xeroderma pigmentosum grupom A (XPA), TFIIH kompleks pretrazujuci

DNA traZi mjesta koja blokiraju helikaze i time potvrduje potrebu za popravkom DNA,



te regrutira endonukleaze Xeroderma pigmentosum grupa F (XPF) i Xeroderma
pigmentosum grupa G (XPG) koje izrezuju osteceni lanac. Posljedi¢no nastaje rupa u
jednolan¢anoj DNA (ssDNA, od engl. single-stranded DNA), koja se popunjava
sintezom DNA i ligacijom. (20-25)

Defekti u NER mehanizmu su povezani s grupom autosomno recesivnih bolesti
poput: Xeroderme pigmentosum, Cockaynovog sindroma i fotosenzitivhog oblika
trinotiodistrofije. Svaki od ovih poremecaja karakteriziran je iznimnom osjetljivos¢éu na
UV zracenje, te razvijanjem tumora, a u nekim slu€ajevima uocena je i neuroloska
disfunkcija. (22)

3.3. Popravak pogresno sparenih baza (MMR)

Popravak pogresno sparenih baza je evolucijsko visoko o€uvani stani¢ni
proces, koji ukljuCuje brojne proteine zaduzene za prepoznavanje i posljedicno
popravak pogreSno sparenih baza nastalih tijekom DNA replikacije, genetske
rekombinacije ili nakon kemijskog, odnosno fizikalnog osteéenja. Cetiri su kljuéna
gena otkrivena do danas: mutL homolog 1 (MLH1), mutS homolog 2 (MSH2), mutS
homolog 6 (MSH6) i postmeiotic segregation increased 2 (PMS2), nazvani tako zbog

svoje homolognosti MMR genima E. coli. (26)

Proteini MSH2 i MSH6 formiraju heterodimerni kompleks mutS (od engl.
mutator S) alfa koji je uklju€en u incijalno prepoznavanje pogresno sparenih baza i
nakon toga inicira DNA popravak, dok mutL (od engl. mutator L) homolozi MLH1 i
PMS2 zajedno Cine heterodimer mutL alfa zaduZen za organiziranje drugih potrebnih
proteina. (22, 26) Prepoznato je da svoju glavnu ulogu MMR upravo ima u stanicama
koje se dijele, gdje djeluje tako da suprimira genetsku nestabilnost proizaslu iz
replikacijskih greSaka i time sprijeci posljedi€énu karcinogenezu. (22) Ukoliko MMR
sustav razvije greSku u funkcioniranju dolazi do odredenog fenotipa nazvanog
mikrosatelitna nestabilnost (MSI, od engl. microsatelite instability). (22, 26, 27) U
genomu se nalazi vise od 100 000 mjesta kratkih sekvenci tandemskog ponavljanja
(mono-, di-, tri- ili tetranukleotidnih ponavljanja) koja su osobito sklona pogreSkama
tijekom replikacije i stoga ovise o popravku putem MMR sustava. (27) Uzrok



defektnog MMR sustava je drugaciji ovisno o tome da li je tumor sporadican ili je

rezultat autosomno dominatnog poremecaja, nazvanog Lynch sindrom. (26)

Lynch sindrom je posljedica mutacije zametne loze u opisanom MMR sustavu,
a zahvaceni bolesnici su skloni mnogim vrstama tumora, ponajvise nepolipoznom
kolorektalnom karcinomu i karcinomu endometrija. (26, 27) Vise od 1500 varijanti
mutacija Lynch sindroma je prepoznato, a vecinu Cine delecije u MLH1 (50%) i MSH2
(39%) genima. (27) Sporadicni tumori pak, u kojima je detektiran defektan MMR
sustav, ¢eS¢e nastaju zbog epigenetskih promjena, osobito zbog metilacije 5'-citozin-
fosfat-gvanin-3' (CpG, od engl. 5'-cytosine-phosphate-guanine-3') otoka unutar

promotora MLH1, §to vodi ka posljedi€nom utiSavanju MLH1 gena. (22, 26, 27)

3.4. Nehomologno spajanje krajeva DNA (NHEJ)

Nehomologno spajanje krajeva DNA je najucestaliji mehanizam popravka
dvostrukih lomova DNA i obuhvac¢a popravak gotovo svih dvostrukih lomova izvan S i
G2 faze (28), dok je homologna rekombinacija zaduzena za S i G2 fazu kada je
sestrinska kromatida dostupna. (29) Od svih tipova oste¢enja DNA, dvostruki lomovi
su posebice pogubni jer mogu rezultirati insercijama, delecijama ili kromosomskim
translokacijama, koje su pocetni korak nastanka brojnih tumora. Dvostruki lomovi
DNA mogu prouzrociti egozgeni €¢imbenici, primjerice ionizirajue zracenje ili ROS, a
mogu nastati i endogenim mehanizmima poput pogre$aka u DNA replikaciji ili
pogresnom aktivacijom DNA enzima. (28, 30) Takoder, mogu biti uzrokovani
ijatrogeno putem ioniziraju¢eg zracenje koriStenog u radioterapiji, te lijekova poput
bleomicina, inhibitora topoizomeraze 1 kamptotecina, te inhibitora topoizomeraze 2
etopozida. (31) Vazno je napomenuti kako je homologna rekombinacija ucinkovitija
od NHEJ pri popravku dvostrukih lomova DNA i odrzavanju genomske stabilnosti jer
koristi homologni kalup, dok je NHEJ skloniji pogreskama. (32, 33, 34) Stovise NHEJ
Cesto moze rezultirati malim delecijama i/ili kromosomskim preslagivanjima i time
uvelike doprinijeti genomskoj nestabilnosti. (33) U nekim slu€ajevima dvostruki
lomovi mogu biti dio fiziolo§kog procesa, kao sto je V(D)J rekombinacija putem
NHEJ-a u imunoloskom sustavu (28-30) ili mejoza putem HR puta u reprodukciji. (35,
36)
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Koja god bila njihova etiologija dvostruki lomovi moraju se popraviti tako da
slomljeni kromosom pretrpi nikakvu ili vrlo malu Stetu. Pojam ,nehomologan® moguée
je pogresno protumaciti u smislu da je proces koji uklju€uje nehomolognu
rekombinaciju potpuno neovisan o homolognom DNA nizu, no taj proces ustvari
koristi do 4 parova baza sto ga €ini mikrohomolognim za razliku od procesa

homologne rekombinacije, koja koristi nekoliko stotina homolognih parova baza. (28)

Nehomologno spajanje krajeva DNA zapocinje detekcijom dvostrukog loma Ku
heterodimerom (Ku70/80) i vezanjem Ku heterodimera za DNA krajeve nastale
nakon dvostrukog loma DNA. Vezani Ku heterodimer zatim angazira katalitiCku
podjedinicu DNA-ovisne protein kinaze (DNA-PKcs, od engl. DNA-protein kinase,
catalytic subunit) zajedno s endonukleazom Artemis, koja je klju¢na u V(D)J
rekombinaciji. Nukleaze, pa tako i Artemis, sluze za resekciju nekompatibilnih DNA
krajeva nastalih nakon loma DNA. Ukoliko se nukleazama ne odstrane
nekompatibilni DNA krajevi, posljednji korak tj. ligacija nece biti moguc¢a. Kako bi se
endonukleaza Artemis aktivirala kompleks DNA-PKcs se mora autofosforilizirati.
Nakon Sto su se obradili krajevi, polimeraze iz Pol X obitelji polimeraza, polimeraza
mi i polimeraza lambda umec¢u u DNA lanac dNTP ili ribonukleozid trifosfat (rNTP, od
engl. ribonucleoside triphosphate), a svi umetnuti ribonukleotidi ¢e kasnije biti
uklonjeni BER-om. Naposljetku, DNA ligaza IV u kompleksu s ,X-ray repair cross-
complementing 4“ (XRCCA4) lijepi krajeve oSte¢ene DNA uz pomo¢ drugih faktora,
uklju€ujuéi ,XRCC4-like factor” (XLF, poznatim i kao Cernunnos). (28-30, 37)

Pacijenti s odredenim deficijentnim NHEJ faktorima, poput Artemis, DNA ligaze
IV i XLF skloni su razvitku teSke kombinirane imunodeficijencije (SCID, od engl.
severe combined immunodeficiency), zbog greske u V(D)J rekombinaciji. Takoder
Cesto razvijaju tumore, ubrzano stare, te su vrlo radiosenzitivni i pokazuju znakove

mikrocefalije. (22)

3.5. Homologna rekombinacija

Homologna rekombinacija je esencijalni DNA mehanizam popravka, koji koristi
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genetske informacije koje se nalaze na sestrinskim kromatidama ili na homolognim
kromosomima. Glavna uloga HR jest popravak dvostrukih lomova DNA u somatskim
stanicama, te proces mejoze u spolnim stanicama. (31, 38, 39) U ovom radu ¢emo

se fokusirati na ulogu HR u somatskim stanicama.

Kada god DNA pretrpi oStecenje aktivira se ve¢ spomenuti DDR mehanizam,
Cija uloga jest otkrivanje DNA lezija i pokretanje DNA popravljackih mehanizama.
Upravo na taj nacin zapocinje i proces HR. DDR signalni put primarno reguliraju
Serin/Treonin proteinske kinaze koje spadaj u ,phosphatidylinositol3-kinase-like
protein kinase“ (PIKK) obitelj, koja uklju¢uje DNA-PK, spomenutu u NHEJ, te Ataxia
Teleangiectasia Mutated (ATM) i ATM-related (ATR) kinaze uklju¢ene u HR put. (32,
39) Nakon Sto se dogodio dvostruki lom DNA daljnju signalizaciju inicira vezanje
Mrell1l-Rad50-Nbsl (MRN) kompleksa na slomljene krajeve DNA. MRN kompleks
ima nekoliko uloga. Prvo, pomaze ATP-ovisnu endonukleaznu aktivnost blizu mjestu
dvostrukog loma, $to vodi ka kratkoj 3'-5' resekciji prema DNA kraju ¢ime se stvara 3'
kraj. Drugo, poti€e regrutaciju endonukleaze Exo1 ili Bloom (BLM) kompleksa kako bi
se odvila velika 5'-3' DNA resekcija. Trece, dodaje replikacijski protein A (RPA), koji
se regrutira na mjesta zaustavljanja replikacijskih raslji na jednolan¢ani dio DNA, te
aktivira ATM. ATM regulira stotine supstrata koji naposljetku dovode do zaustavljanja
stani¢nog ciklusa i pokretanja homologne rekombinacije. ATM redovno prati aktivhost
ATR i ,ATR interacted protein“ (ATRIP), koji zajedno utje€u na signalizaciju stvaranja
dugih dijelova ssDNA. Proces stvaranja dugih dijelova ssDNA koordinira RPA, te

ujedno i Stiti cjelovitost novonastale ssDNA. (39)

Klju€an protein u pokretanju invazije novonastale ssDNA na homologni slijed
DNA jest rekombinaza RAD51. Isprva, otkriven u plijesni kao RecA, ovaj protein
mora se na ATP-ovisan nacin vezati na novonastalu ssDNA s kojom tvori RADS1-
sSDNA nukleoproteinski filament, no tu radnju inhibira RPA. Kako bi RAD51 uspjesno
istisnuo RPA potreban je cijeli niz medijatora. Najvazniji od njih je ,breast cancer type
2“ (BRCAZ2). Vezanje BRCAZ2 proteina slozen je proces u kojem glavnu ulogu imaju
Jpartner and localizer of BRCA2“ (PALB2) i ,breast cancer type 1“ (BRCA1) protein.
(31, 35, 38-40)

Gen BRCAL nalazi se na kromosomu 17 i prvi puta je kloniran 1994. godine.
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Pokazalo se kako je BRCA1 multifunkcionalni protein koji ulazi u interakciju s brojnim
proteinskim partnerima i igra esencijalnu ulogu u procesima poput DDR,
zaustavljanja stani¢nog ciklusa, apoptozi, genetskoj nestabilnosti, aktivaciji
transkripcije i tumorogenezi. (33, 41) U BRCA1 genu najaktivnije su 3 domene: N-kraj
RING domena kodirana egzonima 2-7, regije egzona 11-13, te C-kraj kodiran
egzonima 16-24. (41) RING domena BRCAL gena vazna je zbog suradnje s RING
domenom ,BRCALl-associated RING domain protein 1“ (BARD1). Heterodimer
BRCA1-BARD1 je klju€an za suradnju s PALB2 proteinom o kojem ovisi vezanje
BRCAZ2 proteina. (32, 33, 41) BRCA1 ima vodecu ulogu u ovom kaskadnom nizu, jer
disrupcija BRCA1 dovodi do poremecaja u PALB2, BRCA2 i RAD51. Osteéenje
PALB2 dovodi do poremecaja u BRCA2 i RAD51, a BRCA 2 dovodi do poremecaja
samo u RAD51. Naravno, svaka od tih patolosSkih promjena vodi u nedostatnu
homolognu rekombinaciju. (42) Regije egzona 11-13 suraduju s brojnim proteinima
poput retinoblastom proteina (RB), c-Myc, RAD50 i RAD51. Takoder ta regija je
kljuéna u pokretanju MRN kompleksa opisanog ranije. C-terminalni kraj je zaduzen
za procese povezane s ATM i ATR koji zajedno s ,checkpoint kinase 1/checkpoint
kinase 2“ (CHEK1/CHEK?2) u slu€aju oste¢enja DNA fosforiliraju BRCA1. C-kraj se
dovodi i u vezu s regulatorima stani¢nog ciklusa p53 i ,BTB and CNC homology 1
(BACH1), kao i s proteinima DDR-a poput CtIP i CCDC98. (33, 41) Valja navesti
kako su BRCA1 i BARD1 detektirani i u mitohondriju, $to ukazuje na mogucu ulogu
BRCAL i u reguliranju popravka mitohondrijske DNA. (41)

Mutacije u genima BRCA1, BRCA2 i PALB2 povezane su s hasljednim
karcinomima dojke i jajnika (32, 33, 41), te s poveéanim rizikom za karcinom
prostate, gusteraCe, Zeludca, grkljana i jajovoda. Takoder, pojedinci s BRCA2
mutacijom razvijaju sindrom Fanconijeve anemije, koju karakterizira anemija,
skeletalne abnormalnosti i sklonost razvitku skvamoznih karcinoma. Vazno je
napomenuti kako je Fanconijeva anemija autosomno recesivna bolest, odnosno oba
alela moraju biti mutirana kako bi se bolest manifestirala. (32, 42) ViSe o solidim

tumorima uzrokovanim nedostatnom homolognom rekombinacijom biti ¢e u nastavku.

Jednom kada Rad51 uspjeSno pomocéu medijatora istisne RPA sa ssDNA,
Rad51 filament mora pronacéi homolognog donora kako bi se pokrenula sinteza DNA.
Da bi se to dogodilo homologna dvolan€ana DNA (dsDNA, od engl. double stranded
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DNA) mora se destabilizirati i otvoriti svoj heliks Sto Rad51 filamentu omogucuje
potragu za homolognom sekvencom DNA. (31, 35, 38, 40) Mikrohomologna podrucja
od svega 8 nukleotida dovoljna su za poticanje trajanja novonastalih Rad51-ssDNA-
dsDNA kompleksa. (38) Nakon $to pronade homolognu sekvencu, kompleks se

stabilizira i tvori ,sinapticki kompleks®. (31, 38)

Klju€an medukorak u procesu homologne rekombinacije je formiranje D-petlje.
D-petlja sadrzi tzv. ,heteroduplex DNA" (hDNA), koja se moZe opisati kao regija
unutar D-petlje koja sadrzi invadirajucu heterodimer Rad51-ssDNA isprepleten s
komplementarnom donorskom DNA. (31, 35, 38, 40) Minimalno samo 3' kraj
invadiraju¢e Rad51-ssDNA je potreban u hDNA kako bi se kreirala klica za DNA
sintezu, no hDNA mozZe biti i nekoliko stotina parova baza dugacka. (32) Nakon
uspjeSnog formiranja D-petlje DNA polimeraza delta sintetizira novu DNA po uzoru
na homologni lanac. (31, 35, 38, 40) Valja napomenuti kako sinteza nove DNA na
invadiraju¢em lancu mora biti dovoljno ,dugacka“ kako bi se nakon raspustanja D-

petlie ssDNA mogla uspjesno slijepiti s drugim krajem dvostrukog loma. (38)

RazrjeSenje D-petlje moze se odvijati bez ili uz posljediéni crossing-over. (31,
35, 38, 40) U spolnim stanicama, tijekom mejoze, mora se dogoditi barem jedan
crossing-over, da se osigura uredno razdvajanje homolognih kromosoma u prvoj
mejotickoj diobi. (35, 36) No, u somatskim stanicama tijekom mitoze, crossing-over
izmedu homolognih kromosoma moze rezultirati gubitkom heterozigotnosti na
segmentu kromosoma distalno od mjesta crossing-overa, sto je vazan mehanizam u
nastanku odredenih tipova tumora. U primarnom putu kod somatskih stanica
novosintetizirana DNA disocira iz D-petlje i prianja za drugi kraj dvostrukog loma bez
crossing-overa $to se naziva ,synthesis-dependent strand annealing” (SDSA). U
suprotnost, manje ucestaliji put u somatskim stanicama ukljuCuje stvaranje dvostrukih
Hollidayevih spojeva (dHJ, od engl ,double-Holliday junction®), koji nastaju kada oba
kraja dvostrukog loma simultano invadiraju homologni niz DNA ili kada kraj koji nije
uklju€en u invadiranje homolognog DNA niza prianja na donorsku DNA na mjesto
oslobodeno formiranjem D-petlje. Vazno je napomenuti kako formirani dHJ mogu biti
razrijeSeni s ili bez crossing-overa. RazrjeSenje dvostrukog Hollidayeva spoja nastaje
djelovanjem enzimskog kompleksa BLM/topoizomeraza 3 alfa (TOP3alfa)/,RecQ-

mediated genome instability protein 1“ (RMI1), &iju premecenu aktivnost nalazimo,
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zbog mutiranog gena BLM, u Bloomovom sindromu, posljedica je povecana
razmjena genetskog materijala i genomska nestabilnosti. (31, 35, 38, 40) Bloomov
sindrom je rijedak, autosomno recesivan genetski poremecaj karakteriziran niskim
rastom, eritematoznim osipom nakon izlaganja suncu i povecanoj sklonosti razvitka
karcinoma. (43) Vazno je napomenuti kako pacijenti oboljeli od Bloomovog sindroma
razvijaju sve tipove karcinoma u prosjeku prije nego u prosje¢noj populaciji, moguc je
razvoj simultanih primarnih karcinoma, te tipovi i sjela karcinoma su vrlo raznolika,
uklju€ujuci karcinome diSnog sustava, probavnog sustava, genito-urinarnog sustava,
karcinome koze, karcinome dojke, limfome, leukemije i rijetke pedijatrijske tumore
poput retinoblastoma, osteosarkoma i Wilmsovog tumora, a prosjecna starost pri

dijagnozi karcinoma iznosi svega 23 godine. (44)

TIP GRESKE jednolanéani lom DNA "bulky adduct”" pogresno sparene baze dvostruki lom DNA

MEHANIZAM
POPRAVKA

BER NER MMR NHE] HR

Slika 1. Prikaz mehanizama popravka molekule DNA ovisno o tipu DNA oSteéenja.
prema: Lord CJ, Ashworth A. The DNA damage response and cancer
therapy. Nature. 2012;481(7381):287-294. (84) i (1)
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4. TUMORI UZROKOVANI NEDOSTATNOM
HOMOLOGNOM REKOMBINACIJOM

4.1 Tumori dojke

Tumori dojke su najprevalentniji maligni tumor u Zena u cijelom svijetu. (45)
Prema Hrvatskom registru za rak, tumori dojke zauzimaju prvo mjesto u Zena po
incidenciji s 2767 novooboljelih u 2017. godini, Sto €ini 25% svih novootkrivenih
tumora u Zena u 2017. godini. (46) lako je tumor dojke u cijelom svijetu najucestaliji
tumor u Zena, petogodiSnje prezivljenje bolesnica uvelike se razlikuje medu
drzavama, pa u razvijenim drzavama iznosi oko 80% zbog konstantnog ulaganja u
probir, odnosno mamografiju te suvremenih metoda lijeCenja, dok u zemljama u

razvoju ta brojka nerijetko pada i ispod 40%. (47)

lako vrlo heterogena grupa tumora, karcinomi dojke mogu se podijeliti na
molekularne podtipove prema ekspresiji estrogenskog receptora (ER),
progesteronskog receptora (PR), koji zajedno €ine hormonske receptore (HR), te
prema ekspresiji receptora za humani epidermalni faktor rasta (HER2, od engl.
»human epidermal growth factor receptor 2%). (48, 49) 4 glavna molekulska tipa su:
Luminalni A (HR+/HER2-), Luminalni B (HR+/HER2+), HER2 obogacéeni (HR-
/HER2+) i trostruko negativni (HR-/HERZ2-). (49) Podjela na molekularnoj razini
omogucila je ciljanu terapiju, primjerice hormonsku (tamoksifen) i HER2 ciljanu

(trastuzumab), te time poboljSala ishode lijeCenja. (48)

Tablica 1. Molekularni podtipovi karcinoma dojke

HORMONSKI
VRSTA TUMORA HER2 RECEPTORI
RECEPTORI
Luminalni A + -
Luminalni B + +
HER2 obogacdeni - +
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Trostruko negativni - -

Danas poznajemo mnoge faktore rizika poput: spola, dobi, reproduktivnih
faktora, izlozenosti estrogenu, pozitivne obiteljske anamneze i zivotnog stila, koji
pridonose vjerojatnosti razvitka tumora dojke. Spol je glavni faktor, $to pokazuje
¢injenica da muskarci razvijaju tumor dojke 100 puta riede od Zena. (47, 50) Osim
spola, dob je najvazniji faktor rizika za razvitak tumora dojke. U 2016. godini 99. 3%
Zena umrlih u Americi od karcinoma dojke bilo je starije od 40 godina, stoga vaznost
mamografskog probira dolazi do izraZaja nakon $to Zena napuni 40 godina. (50)
Dojka je estrogen osjetljivi organ. (47) Endogeni i egzogeni estrogeni povecavaju
rizik nastanka tumora dojke. Endogeni estrogen se vec¢inom prozvodi u jajniku
premenopauzalnih Zena, stoga ovariektomija moze umanijiti rizik razvitka tumora
dojke. (50) U postmenopauzalnih Zena estrogen nastaje primarno u masnom tkivu
pomocu enzima aromataze, a kako dojka sadrzi mnogo masnih stanica ne
iznenaduje Cinjenica da se estrogeni u dojci postmenopauzalnih Zena nalaze u veéim
koncentracijama u usporedbi s ostatkom tijela. Takoder mozemo uvidjeti kako
pretilost igra vaznu ulogu u povecaniju rizika za razvitak karcinoma dojke. (47) Glavni
izvor egzogenih estrogena su oralni kontraceptivi u premenopauzalnih Zena, te
hormonska nadomjesna terapija u postmenopauzalnih zena. (50) Rana menarha,
kasna menopauze, te nuliparitet pokazali su se rizicnim ¢imbenicima kao i povecan
unos masti i alkohola koji utje€u na podizanje razina estrogena u krvi. (47, 50)
Pusenje zasad nije ¢vrsto povezano s razvitkom karcinoma dojke. (50) Nadalje,
karcinom u jednoj dojci 4 puta povecava rizik razvitka karcinoma u drugoj dojci, a
pacijenti s osobnom anamnezom karcinoma jajnika, endometrija ili kolona imaju 1-2

puta veci rizik razvitka karcinoma dojke. (47)

Gotovo Cetvrtina karcinoma dojke povezana je s pozitivnom obiteljskom
anamnezom. (50) Ne postoji jedinstvena definicija hereditarnog raka dojke, ali neki
od prihvacenih kriterija su: barem 3 karcinoma dojke i/ili jajnika u obitelji, dva
karcinoma dojke u bliskih srodnika, od kojih je jedan dijagnosticiran prije 50. godine,
dva karcinoma dojke u obitelji dijagnosticiranih prije 40. godine, karcinom dojke u

muskaraca s obiteljskom anamnezom karcinoma jajnika ili zenskog karcinoma dojke
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u ranoj dobi, rak dojke u Ashkenazi zidovskoj zajednici, te rak dojke i jajnika u iste

pacijentice. (51)

Velika vecina hereditarnih sluCajeva raka dojke povezana je s visoko
pentrantnim, no rijetkim genima. U zadnjih godina dodatno su otkriveni geni srednje i
niske penetrantnosti koji takoder mogu dovesti do pojave obiteljskih karcinoma. Prvi
visoko penetrantni gen otkriven 1990. godine bio je BRCA1L, a ubrzo je 1994. godine
slijedilo otkrice BRCA2 gena. (51) Dosad je otkriveno preko 1800 mutacija BRCA1
gena i oko 2000 mutacija BRCA2 gena. (52) 16% svih nasljednih karcinoma dojke
moze se povezati s mutacijama u zametnoj lozi gena BRCAL i BRCAZ2. (45, 51)
Fenotip opisan u BRCA mutacija u zametnoj lozi naziva se Sindrom obiteljskog
karcinoma dojke/jajnika Hereditary Breast/Ovarian Cancer (HBOC) sindrom. Vazno
je napomenuti da postoje pacijenti s istim fenotipom, iako su negativni na BRCA
mutacije. Zene nosioci BRCA1 ili BRCA2 mutacije u zametnoj lozi imaju kumulativni
rizik od 50-85% za razvijanje karcinoma dojke, dok za karcinom jajnika taj rizik iznosi
10-40% za BRCAL1 i 10-20% za BRCA2 mutaciju.(51) BRCA mutacije u zametnoj lozi
mogu biti prisutne u razli€itim vrstama karcinoma dojke, no posebno su prevalentne u
trostruko negativnih karcioma (HR-/HERZ2-), povezanim sa znatno loSijim ishodom u
usporedbi s hormonski pozitivnim ili HER2 pozitivhim karcinomima. 15-20% Zena u
kojih je dijagnosticiran trostruko negativni karcinom dojke imaju mutacije BRCA gena
u zametnoj lozi. Osim mutacija u zametnoj lozi, BRCA geni mogu biti i sporadi¢no
mutirani. Bili BRCA geni mutirani u sporadi¢nim slu¢ajevima ili postoji mutacija u
zametnoj lozi, tumori koji sadrze te mutacije dijele sli¢na patoloSko-molekularna
svojstva, poput nedostatne homologne rekombinacije, $to moze biti iskoriSteno u

lijedenju istih. (53)

Zenama, koje nose mutaciju BRCA gena u zametnoj lozi, moze biti predloZena
i redukcija rizika putem kirur8kog uklanjanja jajnika i jajovoda, ukoliko su zavrsile s
radanjem, Sto smanjuje rizik za razvitak raka jajnika i rizik za razvitak raka dojke
ukoliko je uklanjanje u€injeno prije menopauze. Profilakticka mastektomija takoder

ulazi u mjere prevencije. (51)

Osim u visoko penetrantnim genima, mutacije u srednje penetrantnim genima

koji takoder sudjeluju u DNA popravljackim putevima i suraduju s BRCA genima
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poput CHEK2, BACH1, ATM i PALB2, povisuju rizik nastanka karcinoma. Prema
studijama na populaciji zena u Ujedinjenom Kraljevstvu, mutacije u srednje
penetrantnih gena su zasluzne za 3% obiteljskih karcinoma dojke. Zbog &injenice da
je rizik u srednje penetrantnih gena manji nego u visoko penetrantnih gena, probir i

preventivne intervencije su slabo definirane. (51)

Pomoc¢u novih metoda sekvenciranja genoma pojavila se mogucnost
paralelnog sekvenciranja brojnih gena, stoga danas prouc¢avamo i utjecaj
polimorfizma jednog nukleotida, koji se mogu nalaziti i u kodirajucoj i u nekodirajucoj
regiji genoma. Ukoliko se nalaze u nekodiraju¢im regijama zahtjevno je odrediti koji

gen reguliraju i na koji nacin. (51)

4.2 Tumori jajnika

Svake godine 225 tisu¢a Zena diljem svijeta oboli od raka jajnika. (54) Samo u
Hrvatskoj u 2015. godini od raka jajnika oboljela je 449 Zena. (46) U 75-80%
slu€ajeva rak jajnika dijagnosticiran je u uznapredovalom stadiju, stoga je
petogodisSnje prezZivljenje pacijentica unato€ suvremenim nacinima lije€enja svega
40%. (55) Glavni krivac tome su nedovoljno efikasne metode rane detekcije, Cemu

doprinosi nepovoljan anatomski polozZaj jajnika. (54)

Pojam tumor ovarija obuhvaca heterogenu grupu tumora razli€itih molekularnih
i klini¢kih svojstava. Procjenjuje se kako 90% tumora jajnika €ine tumori epitelnog
porijekla, dok samo 10% Cine tumori specijaliziranih stromalnih stanica i tumori
nastali iz zametnih stanica. (54) Prema histolo$koj slici postoje 4 glavna tipa
epitelnog tumora jajnika: serozni, endometrioidni, klarocelularni i mucinozni. (54, 56,
57) NajCesci tip epitelnog tumora jajnika je serozni tumor visokog stupnja malignosti
(HGSOC, od engl. high-grade serous ovarian cancer), koji €ini 70-75% svih epitelnih
tipova tumora jajnika. (58, 59) Nazalost, HGSOC je takoder jedan od najagresivnijih
tipova tumora jajnika, $to uz neizrazavanje specifi¢nih simptoma, te posljedi¢no

kasnu dijagnozu, dovodi do loSe prognoze. (4)
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U gotovo trecine tumora ovarija mozZe se pronaci mutacija u jednom ili viSe
gena homologne rekombinacije (BRCA1, BRCA2, ATM, BARD1, BACH1, CHEK1,
CHEKZ2, PALB2, RAD51). (55, 59) Posebno skloni mutacijama u genima homologne
rekombinacije su HGSOC u kojih je 15-20% svih HGSOC pozitivho na BRCA
mutacije, a 50% pozitivno na mutacije u drugim genima homologne rekombinacije.
(58)

Rano otkrivanje tumora jajnika pomocu ultrazvu¢nog pregleda i odredivanje
razine CA-125 antigena nije polucilo zadovoljavajuce rezultate. Sekvenciranjem
genoma i odredivanjem mutacije BRCA gena u zametnoj lozi moguce je prevenirati
rak jajnika radikalnim uklanjanjem jajnika i jajovoda. Zasad su preporuke o
radikalnom uklanjanju za nositeljice BRCA1 mutacije u zametnoj lozi nakon 35
godine ili po zavr8avanju perioda radanja djece, te za nositeljice BRCA2 mutacije u

zametnoj lozi nakon 50. godine. (59)

4.3. Tumori prostate

Tumor prostate je najéeSce dijagnosticirana novotvorina u muskaraca u
Hrvatskoj. Prema podacima Registra za rak u 2017. godini u Hrvatskoj je
dijagnosticirano 2794 slu€aja tumora prostate, sto je 21% svih dijagnosticiranih

tumora u muskaraca u 2017. godini. (46)

Kao i u pojedinih pacijenta s tumorima dojke i jajnika dio tumora prostate
takoder nastaje zbog mutacija u genima zaduzenim za proces homologne
rekombinacije. (60)

Takvi pacijenti razvijaju tumore viSeg zbroja na Gleason ljestvici, ¢eS¢e su tumori
uznapredovali pri trenutku dijagnoze i imaju loSiju prognozu u odnosu na pacijente
bez takvih mutacija. (61) Mutacije u BRCA2 genu nalaze se u 1.2%-3.2% slu€ajeva
tumora prostate (62), dok su mutacije u BRCA1 genu nadene u oko 1% slucajeva.
(60) U nekih etni¢kih grupa, kao u vec¢ prije spomenutih Ashkenazi Zidova, BRCA
mutacije su ucestalije i ak 5.2% tumora prostate u Ashkenazi zidova sadrzi BRCA
mutacije. (62) Mutacije BRCA2 gena u stanicama zametne loze povecéavaju rizik

razvitka tumora prostate za oko 8 puta (60, 62), dok BRCA1 mutacije u stanicama
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zametne loze nose Cetverostruko vedi rizik za razvitak tumora prostate. (62) | drugi
mutirani geni zaduzeni za proces homologne rekombinacije, poput ATM, CHEK2,
PALB2, RAD51, su pronadeni u tumorima prostate no njihov klini¢ki znacaj josS nije
definitivno odreden. (60, 61)

4.4. Tumori gusterace

Tumor gusterace bolest je s vrlo nepovoljnom prognozom. (63) Prema Registru
za rak u 2017. godini dijagnosticirano je 799 novih slu€ajeva novotvorina gusterace u
Hrvatskoj. (46) NajCeSci histoloski tip je duktalni adenokarcinom na kojeg otpada
95% novotvorina gusterace. (62, 63) Naime, petogodisnje prezivljenje 1A stadija
duktalnog adenokarcinoma je svega 14%, a u 4 stadiju ne prelazi 1%. Zbog tako
nepovoljne prirode tumora gusterace do izraZaja dolaze analize karcinogeneze na

molekularnoj razini. (63)

Gotovo 5-10% oboljelih ima pozitivhu obiteljsku anamnezu duktalnog
adenokarcinoma, te dodatno je ustanovljena povezanost duktalnog adenokarcinoma
S pojavom tumora jajnika i dojke u obitelji. (63) Najce$¢e mutacije povezane s
obiteljskom pojavom tumora gusterace su BRCAL i BRCA2 mutacije.(62,63)
Pojedinci s BRCA1 mutacijom imaju relativan rizik razvitka tumora gusterace 3.1, dok
je on gotovo dvostruk u nositelja mutacije BRCA2 gena i iznosi 6.6. (63) Takoder su
u slu€ajevima obiteljskog pojavljivanja duktalnog adenokarcinoma pronadene
mutacije i u drugim manje penetrantnim genima zaduzenih za proces homologne
rekombinacije poput ATM i PALB2 gena, no njihovo klinicko znagenje jo$ nije
definirano. (62)

5. DIJAGNOSTIKA NEDOSTATNE HOMOLOGNE
REKOMBINACIJE

Tumori koji se pojavljuju u obiteljima zbog mutacije BRCA gena u lozi zametnih
stanica ili mutacije drugih gena povezanih s procesom homologne rekombinacije, kao

i sporadi¢ni tumori u kojih su nadene mutacije gena zaduzenih za proces homologne
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rekombinacije, sadrze veliku koli€inu kromosomskih aberacija i pokazuju znacajnu
genomsku nestabilnost. (64) Fenotip sporadi¢nih tumora koji dijele fenotip s
tumorima nastalim zbog mutacija BRCA gena u stanicama zametne loze naziva se
,BRCAness" ili toCnije ,BRCAlessness®. (64, 65) ,BRCAness" fenotip se definira kao
fenotip s mutacijama u drugim genima zaduZenim za homolognu rekombinaciju i/ili
epigenetskim utiS8avanjem BRCA gena i/ili post-translacijskim promjenama proteina
zaduzenih za homolognu rekombinaciju. (64,66) Ovdje valja spomenuti i EMSY gen
koji nije direktno zaduzen za proces homologne rekombinacije, ali utje€e na funkciju
BRCAZ2 gena. (67) Njegova amplifikacija dovodi do utiSavanja BRCAZ2 gena, a
pronadena je u 20% HGSOC. (68) Vaznost utvrdivanja ,BRCAnessa“ proizlazi iz
¢injenice kako su i tumori koji pokazuju ,BRCAnNess” fenotip i tumori s mutacijama
BRCA gena u stanicama zametne loze osjetljivi na terapiju spojevima platine i PARP
inhibitorima.(64-70)

Kako je ranije spomenuto, opisani tumori izraZzavaju znacajnu genomsku
nestabilnost proizaslu iz nedostatne homologne rekombinacije, te se to svojstvo
mozZe iskoristiti u njihovoj dijagnostici. Genomska nestabilnost, odnosno tzv.
~-genomski oziljak®, moze se mjeriti pomocu biomarkera dobivenih komparativhom
genomskom hibridizacijom na array-u (aCGH od engl. ,array comparative genomic
hybridization®). (66) Dosad su 3 takva biomarkera razvijena: ,loss of heterezigosity
(LOH) score®, ,telomeric allelic imbalance (TAI) score“i ,large-scale state transitions
(LST) score®. (64, 69, 70) LOH se definira kao gubitak jednog roditeljskog alela, TAl
oznacava razliitu ekspresiju 2 alela s ili bez promjena u koli€ini genetskog
materijala, a LST karakterizira lom kromosoma veci od 10 mega baza izmedu
susjednih regija. (64) Sva 3 biomarkera pojedinacno visoko koreliraju s promjenama
u BRCA i ostalim genima koji sudjeluju u procesu homologne rekombinacije, te sa
osjetljivoS¢u tumora na soli platine i PARP inhibitore (69, 70), no najbolje rezultate
daje njihova kombinacija, odnosno tzv. ,homologous recombination deficiency (HRD)
score®. (70)

Tumore opcenito karakterizira genomska nestabilnost, zbog Cega je teSko
razluciti koje greske u genomu dovode do nedostatne homologne rekombinacije,
stoga je specificnost ovakvog testa zasad nezadovoljavajuc¢a. (66) Nadalje,

odredivanjem HRD score-a se ne moze detektirati ponovna uspostava funkcionalne
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homologne rekombinacije, koja se razvija kao oblik rezistencije na terapiju solima
platine i PARP inhibitorima. Kada se dogodi reverzija homologne rekombinacije,
kumulativni defekti u genomu tumora koji su doveli do nedostatne homologne
rekombinacije ostaju nepromijenjeni, stoga ¢e HRD skor idalje pokazivati kako tumor
izrazava fenotip nedostatne homologne rekombinacije, iako je ona ponovno
funkcionalna. Taj nedostatak mogli bi popraviti dinamicki biomarkeri poput

imunofluoroscencijske detekcije formiranja nukleofilamenta RAD51. (69)

6. ULOGA PARP INHIBITORA | OSTALIH LIJEKOVA U
LIJECENJU TUMORA S NEDOSTATNOM HOMOLOGNOM
REKOMBINACIJOM

Kao §to je u prijasnjim odlomcima navedeno, spojevi platine i PARP inhibitori
glavno su orude u borbi protiv tumora s nedostatnom homolognom rekombinacijom.
Spojevi platine koriste se u onkoloskom lijeCenju vec 50 godina, jo$ od otkri¢a
cisplatine u Sezdesetim godinama proslog stoljeca. Nisu specificni za odredeni dio
stani¢nog ciklusa, no pokazalo se da je citotoksi¢nost izrazenija kada se stanice
nalaze u S-fazi. Djeluju stvarajuci kovalentne veze, tzv. ,interstrand crosslinks” (ICL)
s molekulom DNA, stoga ih svrstavamo u alkilirajuce citostatike. ICL onemogucéavaju
razdvajanje DNA lanaca i time sprjeCavaju DNA transkripciju i replikaciju. Ukoliko se
ICL ne poprave prije dijeljenja stanice, stanica moze posljedi¢no oti¢i u proces
apoptoze. 1z navedenog je vidljivo kako su upravo tumori s nedostatnim

mehanizmima popravka idealna meta za terapiju spojevima platine. (71)

Cisplatin je vrlo potentan citostatik koji se koristi u terapiji mnogih tumora
(jajnik, dojka, mozak, plu¢a). Osim stvaranjem ICL, djeluje i putem povecanja
oksidativnog stresa. Glavni nedostatak mu je izrazita toksi¢nost. Pokazalo se kako je
cisplatin hepatotoksi¢an, nefrotoksi¢an, kardiotoksi¢an, neurotoksican, te
hematotoksican. Potaknuti toksi¢nosti cisplatina, za uporabu lijeCenja neoplazmi
razvijeni su i drugi spojevi platine poput karboplatina, koji se istiCe smanjenom

nefrotoksi¢nosti, no istovremeno je manje potentan u usporedbi s cisplatinom, te je
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skloniji izazivanju mijelosupresije. (72)

Otkricem specifinih genskih mutacija, primjerice mutacija u BRCA genima,
platine i PARP inhibitorima. (71, 73) Razlog uvodenja PARP inhibitora u kliniCka
ispitivanja bila je pretpostavka da bi PARP inhibitori mogli dodatno senzibilizirati
tumorske stanice na konvencionalnu kemoterapiju i radioterapiju. (73) Obitelj PARP
enzima €ini 18 ¢lanova od kojih su PARP1, PARP2 i PARP3 jedini ¢lanovi u kojih je
uoCena aktivnost pri popravku DNA. (74) Kako je ve¢ opisano, PARP enzimi,
poglavito PARP1, klju¢ni su u pokretanju BER popravljackog puta. Ukoliko je
aktivnost PARP enzima inhibirana, novonastalo oste¢enje na lancu DNA,
jednolancani lom (SSB, od engl. single-stranded break), nije mogucée poprauviti.
Dolaskom replikacijskih raslji na oSte¢eno mjesto lom se proSiruje i na drugi lanac
DNA, te nastaje dvolan¢ani lom DNA. Dvolancani lom DNA uobicajeno popravlja
proces homologne rekombinacije, $to u stanicama s nedostathom homolognom
rekombinacijom nije moguce, te posljedi¢no stanica umire putem apoptoze. (74, 75)
Popravak moze teéi i NHEJ putem, koji pak dovodi do dodatnih DNA promjena, poput
delecija genetiC¢kog materijala. (73) Opisani mehanizam djelovanja PARP inhibitora
naziva se sintetska letalnost. Sintetska letalnost se pojavljuje kada defekt u jednom
genu ili proteinu ne ugrozava Zivot stanice, no udruZenje tog defekta s drugim

defektom u genu ili proteinu dovodi do stani¢ne smrti. (76-78)

Poli (ADP-riboza) polimeraza inhibitori djeluju na dva nacina. Prvi je putem
supresije kataliticke aktivnosti PARPa, odnosno PARP inhibitori onemogucavaju
formiranje ADP-riboza polimera na mjestu oSte¢enja DNA lanca, $to vodi ka
dvostrukom lomu DNA lanca. Drugi nacin je putem ,zarobljavanja“ PARPa na
oSte¢enom mjestu DNA. Posljedicno PARP ne moZe disocirati s DNA lancai u
trenutku prolaska replikacijskih raslja na tom mjestu nastaje dvostruki lom DNA
lanca. (74, 76, 79) Upravo mehanizam ,zarobljavanja“ PARPa na mjestu ostecenja
DNA uvjetuje potentnost PARP inhibitora. (79)

Prvi registrirani PARP inhibitor bio je olaparib €ija u€inkovitost se pokazala u

terapiji karcinoma ovarija s dokazanom mutacijom u BRCA genima (SOLO studije)
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(76), te u terapiji BRCA-deficijentnom metastatskom karcinomu dojke (OlympiAD
studija). (79) Najpotentniji PARP inhibitor je talazoparib, Sto proizlazi iz opisanog
mehanizma ,zarobljavanja“ PARPa na mjestu oste¢enje DNA, a njegova ucinkovitost
je potvrdena u terapiji BRCA-deficijentnih karcinoma dojke (EMBRACA studija). (74,
79) Trenutno su u Hrvatskoj registrirana 4 PARP inhibitora centraliziranim postupkom
registracije: olaparib, rucaparib, niraparib i talazoparib. Indikacije za njihovu uporabu

navedene su u Tablici 2.

Tablica 2. Registrirani PARP inhibitori u EU i njihove indikacije

PARP
inhibitor

REGISTRIRANA INDIKACIJA

e Monoterapija u terapiji odrZzavanja odraslih pacijenata s na platinu
osjetljivim BRCA mutiranim (zametna loza i/ili somatska mutacija)
HGSOC, karcinomom jajovoda ili primarnim peritonealnim
karcinomom koji su imali kompletan ili parcijalan odgovor na terapiju

spojevima platine.

e Monoterapija u terapiji odrZzavanja odraslih pacijenata s na platinu
osjetljivim relapsnim HGSOC, karcinomom jajovoda ili primarnim
peritonealnim karcinomom koji su imali kompletan ili parcijalan

Olaparib odgovor na terapiju spojevima platine.

e Monoterapija za lije€enje odraslih pacijenata s BRCA1/2 mutacijama
u zametnoj lozi, koji boluju od HER2-negativnog lokalno
uznapredovalog ili metastatskog raka dojke. Pacijenti su prethodno
trebali biti lijeCeni antraciklinom i/ili taksanom u (neo)adjuvantnom,
lokalno uznapredovalom ili metastatskom okruzenju osim ako
pacijetni nisu bili prikladni za opisana lijeCenja. Pacijenti s HR-
pozitivnim rakom dojke trebali su prethodno primiti hormonsku
terapiju ili se hormonska terapija smatrala neprikladom za njih.
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Monoterapija u terapiji odrzavanja odraslih pacijenata s na platinu
osjetljivim relapsnim BRCA mutiranim (zametna loza i/ili somatska
mutacija) HGSOC, karcinomom jajovoda ili primarnim peritonealnim
karcinomom koji su imali kompletan ili parcijalan odgovor na terapiju

spojevima platine. (80)

Rucaparib

Monoterapija u terapiji odrzavanja odraslih pacijenata s na platinu
osjetljivim relapsnim HGSOC, karcinomom jajovoda ili primarnim
peritonealnim karcinomom koji su imali kompletan ili parcijalan

odgovor na terapiju spojevima platine.

Monoterapija u terapiji odraslih pacijenata s na platinu osjetljivim,
relapsnim ili progresivnim BRCA mutiranim (zametna loza i/ili
somatska mutacija) HGSOC, karcinomom jajovoda ili primarnim
peritonealnim karcinomom, koji su bili prethodno lijeceni s 2 ili viSe
linija kemoterapije na bazi platine i koji viSe ne podnose daljnju

kemoterapiju na bazi platine. (81)

Niraparib

Monoterapija u terapiji odrzavanja odraslih pacijenata s na platinu
osjetljivim relapsnim HGSOC, karcinomom jajovoda ili primarnim
peritonealnim karcinomom koji su imali kompletan ili parcijalan

odgovor na terapiju spojevima platine. (82)

Talazoparib

Monoterapija za lijeCenje odraslih pacijenata s BRCA1/2 mutacijama
u zametnoj lozi, koji boluju od HER2-negativnog lokalno
uznapredovalog ili metastatskog raka dojke. Pacijenti su prethodno
trebali biti lijeCeni antraciklinom i/ili taksanom u (neo)adjuvantnom,
lokalno uznapredovalom ili metastatskom okruzenju osim ako
pacijetni nisu bili prikladni za opisana lijeCenja. Pacijenti s HR-
pozitivnim rakom dojke trebali su prethodno primiti hormonsku
terapiju ili se hormonska terapija smatrala neprikladom za njih. (83)
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Na gotovo svu antineoplasti¢nu terapiju s vremenom se javlja rezistencija, pa
tako i na PARP inhibitore. Zasad su poznata dva puta stjecanja rezistencije na PARP
inhibitore: ponovna uspostava homologne rekombinacije i izbacivanje PARP
inhibitora iz stanice. Ponovna uspostava homologne rekombinacije nastaje zbog
sekundarnih mutacija u genima zaduzenim za proces homologne rekombinacije, dok
izbacivanje PARP inhibitora iz stanice i posljedicno smanjenje koncentracije istih u
stanici uzrokuje pojacana regulacija P-glikoproteina u tumorskim stanicama. (73, 74,
79)

Nedostatak terapije PARP inhibitorima su i nuspojave. Naj¢e$¢e nuspojave su
muchnina, povracanje, umor i glavobolja. Moguca je takoder i mijelosupresija koja
dovodi do anemije, leukocitopenije i trombocitopenije. (74, 78) Zabrinjava i Cinjenica
da lijekovi koji inhibiraju DNA popravljatke mehanizme mogu izazvati nove primarne
neoplazme, pa tako su u bolesnika lijeCenih PARP inhibitorima primijeéeni

mijelodisplasti¢ni sindrom i akutna mijeloicna leukemija. (74)

Svojevrsni izazov u primjeni PARP inhibitora predstavlja i pitanje ,koga lijeciti
PARRP inhibitorima?“ lako osjetljivost na spojeve platine dobro korelira s tumorskim
fenotipom nedostatne homologne kombinacije, jo$ uvijek nije moguce sa
zadovoljavaju¢om to€nosc¢u odrediti osjetljivost tumora na PARP inihibitore. Stoga,
potreban je razvitak odgovaraju¢eg biomarkera ,BRCAness-a“ o ¢emu je bilo govora
u dijagnostici nedostatne homologne rekombinacije. (73-75, 79) Takoder, veliki
problem u primjeni terapije predstavljaju variant of uncertain significance (VUS) ,

odnosno varijante gena €ije nam klini¢ko znacenje nije poznato. (78)

Osim PARP inhibitora, razvijaju se i drugi potencijalni lijekovi koji iskoriStavaju
princip nedostatne homologne rekombinacije. Regulatori transkripcije gena
zaduzenih za homolognu rekombinaciju i inhibitori ubikvitinacije proteina koji
sudjeluju u homolognoj rekombinaciji su primjer molekula kojima bi se mogao
proizvesti efekt sintetske letalnosti. Opisani tipovi molekula djelovali bi na principu
inhibicije homologne rekombinacije, $to bi bilo korisno u slu€ajevima kada se razvije

otpornost na postojece lijekove putem sekundarne mutacije tumora i ponovne
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uspostave homologne rekombinacije ili bi se mogle koristiti kao molekule koje
sintetski proizvode defekt homologne rekombacije, te tako senzibilizirati na PARP

inhibitore i one tumore koji nemaju nedostatnu homolognu rekombinaciju. (2)

7. ZAKLJUCAK

Otkricem PARRP inhibitora i novih lijekova u nastajanju, moguénosti lije¢enja
onkoloskih bolesnika sve su vece, Sto vodi ka boljim ishodima lijeCenja i pove¢anom
prezivljenju. No, i dalje ostaje mnogo pitanja na koja je potrebno odgovoriti, poput
boljeg razumijevanja mehanizma rezistencije na lijeCenje, te kako probrati one koji ¢e
imati korist od novih lijekova. Takoder, pitanje dugoroc¢nih nuspojava ostaje
neistrazeno zbog relativno kratke primjene PARP inhibitora, koji su se do sada
koristili samo za metastatsku bolest, a polako ulaze i u ranije linije lijeCenja. Novim
otkri¢ima u fizioloskim i patofizioloSkim procesima naseg organizma dolazimo do
vrijednih spoznaja koje ¢e ham mozda pomodi bolje razumjeti nase tijelo i nacin na
koje funkcionira, ali potrebne su jo$ godine istrazivanja kako bismo dobivena
saznanja mogli optimalno iskoristiti, te omoguciti ne samo bolju terapiju bolesti, nego

i njihovu prevenciju.
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