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1 SAZETAK

Petar Brlek
In silico analiza genskih, transkripcijskih, epigenetickih i proteinskih promjena sudionika

signalnog puta EGFR-PI3K-AKT-mTOR u difuznim gliomima mozga

Difuzni gliomi heterogena su skupina tumora s agresivnim bioloskim ponasanjem. Unato¢
novim molekularnim saznanjima razlike izmedu patohistoloskih tipova su nedovoljno
istrazene. U ovoj in silico analizi istrazivali smo uloge 8 gena, sudionika signalizacije EGFR-
PI3BK-AKT-mTOR, u gliomima mozga.

Analiza AKT1, AKT2, AKT3, CHUK, GSK3p, EGFR, PTEN i PIK3AP1 napravljena je
koriStenjem podataka javno dostupne baze cBioPortal za tumorsku genomiku i transkriptomiku.
Genske, transkripcijske, epigeneticke te proteinske promjene obradene su na 751 uzorku (62
difuzna astrocitoma, 129 anaplasti¢nih astrocitoma te 560 glioblastoma).

Rezultati su pokazali promjene u broju kopija (CNA od engl. copy number alteration) gena
PTEN (76%), PIK3AP1 i CHUK (75% svaki), EGFR (74%), AKT2 (39%), AKT1 (32%), AKT3
(19%) te GSK3p (18%). Ucestalost promjena razlikovala se izmedu gradusa. Najveci broj CNA
imali su glioblastomi u kojima su EGFR, PIK3AP1 i PTEN bili promijenjeni u 89%, CHUK u
88%, a AKT2 u 43% analiziranih uzoraka. Kruskal-Wallis test pokazao je znacajnu razliku u
metilaciji i ekspresiji mRNA ispitivanih gena izmedu pojedinih gradusa. Korelacija rezultata
sugerira da se geni AKT1, AKT2, EGFR i PIK3AP1 ponasaju kao onkogeni, a geni AKT3,
CHUK, GSK3p i PTEN poput tumor supresora.

Rezultati doprinose saznanjima o molekularnim razlikama izmedu patohistoloSkih tipova

glioma te mogu posluZiti za bolju klasifikaciju i poboljSanje metoda lijecenja.

Kljucne rijeci: difuzni gliom, CHUK, GSK38, PIK3AP1, cBioPortal



2 SUMMARY

Petar Brlek
In silico analysis of genetic, transcription, epigenetic and protein changes of EGFR-

PI3K-AKT-mTOR signaling pathway participants in diffuse gliomas of the brain

Diffuse gliomas are a heterogeneous group of tumors with aggressive biological behavior.
Despite new molecular findings, the differences between pathohistological types need to be
explained better. In this in silico analysis, we investigated participants of EGFR-PI3K-AKT-
mTOR signaling in brain gliomas.

The analysis of AKT1, AKT2, AKT3, CHUK, GSK3p, EGFR, PTEN, and PIK3AP1 was
performed using data from the publicly available cbBioPortal database. 751 samples (62 diffuse
astrocytoma, 129 anaplastic astrocytoma and 560 glioblastomas) revealed changes at genetic,
transcriptome, epigenome, and protein levels. The results showed copy number alterations
(CNA) of PTEN (76%), PIK3AP1 and CHUK (75% each), EGFR (74%), AKT2 (39%), AKT1
(32%), AKT3 (19%) and GSK3p (18%). The highest number of CNA had glioblastomas with
alterations in EGFR, PIK3AP1, and PTEN in 89%, CHUK in 88%, and AKT2 in 43%. The
Kruskal-Wallis test showed a significant difference in the methylation and expression of the
MRNA of the tested genes between individual grades. The correlation of the results suggests
that AKT1, AKT2, EGFR, and PIK3AP1 behave like oncogenes, while AKT3, CHUK, GSK3p,
and PTEN act like tumor suppressors.

The results contribute to the knowledge of molecular differences between pathohistological
types of gliomas and may serve for better classification and treatment methods improvement.

Keywords: diffuse glioma, CHUK, GSK3p, PIK3AP1, cBioPortal



3 UvOoD

Gliomi su heterogena skupina tumora sredi$njeg Zivéanog sustava za koju danas jos uvijek nemamo
efikasne metode lije¢enja. Unato¢ multimodalnom lijecenju, ukljucujuéi kirursko lije¢enje, radioterapiju
te kemoterapiju, medijan prezivljenja za pacijente s glioblastomom iznosi samo 12-14 mjeseci (1).
Novija istrazivanja molekularnog profila glioma pokazuju slozenu dinamiku progresije te objasnjavaju
evoluciju mutacija ove bioloski agresivne grupe tumora tijekom vremena i kao odgovor na terapiju (2).
Najnovije spoznaje u neuroonkologiji dovele su do nozoloskih promjena u Kklasifikaciji tumora
srediSnjeg zivéanog sustava, stoga su u klasifikaciju WHO (engl. World Health Organization) iz 2016.
godine uz fenotipske integrirani i genotipski parametri u podjelu glijalnih tumora (3). Dotadasnja
klasifikacija razvrstavala je sve astrocitne tumore od prvog do cetvrtog gradusa kao zasebnu kategoriju,
dok je najnovija klasifikacija grupirala zajedno sve difuzne gliome, bili oni astrocitni ili ne (4). Tako je
skupina difuznih glioma sredi$njeg ziv€anog sustava grupirana ne samo prema brzini rasta i bioloskom
ponasanju, ve¢ prema statusu mutacija gena IDH1 te IDH2 (5). Takva klasifikacija patogenetski grupira
tumore koji dijele iste prognostiCke markere te omogucuje potencijalno zajedni¢ke terapijske
mogucnosti molekularno sli¢nih entiteta. Grupa difuznih glioma u najnovijoj WHO Klasifikaciji
obuhvaca astrocitome gradusa Il i I1l, oligodendrogliome gradusa Il i 11, oligoastrocitome gradusa Il i
111, glioblastome gradusa I'V te ostale difuzne gliome (npr. dje¢je dobi) (4). Drugim rije¢ima, difuzni se
I) nego astrocitomima gradusa I, $to je razlika u odnosu na starije klasifikacije (3). Unato¢ novim
molekularnim saznanjima koja su objedinila grupu difuznih glioma, razlike izmedu pojedinih
patohistoloskih tipova i gradusa unutar te grupe jo§ su nedovoljno istrazene. Upravo iz tog razloga u
ovom smo istrazivanju odlucili prouciti molekularne karakteristike signalnog puta EGFR-PI3K-AKT-
mTOR izmedu tri patohistoloska tipa i gradusa difuznih glioma mozga. Receptor epidermalnog faktora
rasta (EGFR) transmembranska je tirozinska kinaza koja se moze aktivirati putem epidermalnog faktora
rasta (EGF), transformirajuceg faktor rasta a (TGFa) ili putem nekoliko drugih liganada (6). Nakon
aktivacije, dimerizacija receptora inducira autofosforilaciju tirozinskih ostataka na C-terminalnoj
domeni ovog receptora te dolazi do aktivacije nizvodnih proteina u signalnoj kaskadi kao $to su MAPK
(mitogenom aktivirana proteinska kinaza), PI3K (fosfoinozitid 3-kinaza), STAT (signalni pretvarac i
aktivator transkripcije) i njima pridruzenih signalnih puteva (7, 8). Mutacije gena EGFR identificirane
su u razli¢itim tumorskim tkivima ukljucuju¢i tumore pluca, tumore glave i vrata, dojke,
gastrointestinalnog trakta i mozga, a istrazivanja su pokazala njegovu nedvojbenu onkogenu aktivnost
zbog poticanja proliferacije, angiogeneze i invazije tumorskih stanica (9). Jedan od signalnih puteva
kojeg stimuliraju receptori tirozinskih kinaza kao sto je EGFR je signalni put PI3K-AKT-mTOR (10).
Fosforilacija tirozinskih dijelova receptora omogucuje premjestanje i sidrenje PI3K (fosfoinozitid 3-
kinaze) na membranu stanice, ¢ime ujedno sudjeluje u prijenosu signala raznih molekula izvanstani¢nog
matriksa. Nakon $to se regulatorna podjedinica PI3K veZe na odgovarajuéi receptor ili protein koji veze

receptor, aktivira se kataliti¢ka podjedinica ove kinaze koja katalizira stvaranje PIP3 (fosfatidilinozitol
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3,4,5-trifosfat), koji preko PDPK1 (fosfoinozitid-ovisha proteinska kinaza-1) aktivira molekulu AKT
(proteinska kinaza B) (11). Signalni put PI3K-AKT-mTOR igra vaznu ulogu u regulaciji transdukcije
signala i bioloskih procesa poput proliferacije stanica, apoptoze, metabolizma i angiogeneze (12). Stoga
je razumljivo da je neispravno funkcioniranje ovog puta vezano ne samo za pojavu i razvoj tumora, vec¢
i mnogih drugih bolesti kao $to su leukemije, dijabetes i shizofrenija (13). Adapterski proteini vazni su
relejni proteini receptorskog kompleksa koji omogucuju prijenos signala razliitih signalnih puteva.
Znacajna uloga u aktivaciji receptorskog kompleksa i njihovih nizvodnih puteva dovela je do sve veceg
interesa za istrazivanje ovih makromolekula. Jedan od njih je PIK3AP1 (BCAP) - Sesti identificirani
TLR (toll-like receptor) adapterski protein koji kao dio receptorskog kompleksa EGFR (receptor
epidermalnog faktora rasta) povezuje TLR signalizaciju sa signalnim putem AKT-mTOR preko kinaze
PI3K (fosfoinozitid 3-kinaze) klase I. Aktivacijom ove kinaze potiCe se prezivljavanje i proliferacija
stanica te sinteza proteina (14). PIK3AP1 znacajno je eksprimiran u zdravim hematopoetskim stanicama
kao $to su limfociti B, NK stanice te makrofagi (15), dok je njegova ekspresija i uloga u razli¢itim
tumorima jo§ nedovoljno istrazena. PIK3AP1 djeluje kao klju¢ni negativni regulator upale, izazvane
toll-like receptorima, iako to¢ni nizvodni proteini i mehanizmi jo§ nisu opisani (16). Tumor supresor
PTEN negativno regulira AKT signalizaciju pretvaranjem PIP3 (fosfatidilinozitol 3,4,5-trifosfat) u PIP2
(fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat) (17). Na taj nac¢in PTEN inhibira signalni put PI3K-AKT-mTOR te
dovodi do usporavanja stani¢ne proliferacije i stanicnog metabolizma (18). Inhibicija PTEN-a dovodi
do aktivacije AKT i nizvodne signalizacije. Istrazivanja na misevima U kojima je PTEN bio nokautiran
pokazala su da miSevi umiru tijekom embrionalnog razvoja zbog nenormalne proliferacije razlicitih
tkiva u kojima je kinaza AKT kontinuirano aktivirana. lako su PTEN-heterozigotni misevi prezivjeli, u
njih su se pojavili spontani tumori (13). Glavna molekula PI3K signalizacije, serin-treonin protein
kinaza AKT (proteinska kinaza B) postoji u 3 izoforme: AKT1 (PKBa), AKT2 (PKBp) i AKT3 (PKBY)
i djeluje nizvodno od PI3K (19). AKT1 eksprimirana je u mnogim tkivima, dok se AKT2 eksprimira
uglavnom u tkivima osjetljivim na inzulin, a u ostalim je tkivima razina ekspresije vrlo niska. AKT3
izrazena je samo u tkivu mozga i testisa. Tri izoforme kinaze AKT pokazuju 85% homologije u slijedu
aminokiselina te imaju vrlo slicne trodimenzionalne strukture koje su sastavljene od tri razlifite
funkcionalne domene (13). N-terminalna PH (engl. pleckstrin homology) domena regulira interakcije
izmedu proteina i proteina i lipida. U sredi$njoj, katalitickoj domeni kinaze odgovornoj za enzimsku
aktivnost dolazi do fosforilacije aminokiseline treonina - Thr308 koja je neophodna za njenu aktivaciju.
Regulatorno podru¢je C-terminalne domene sadrzi aminokiselinu serin - Ser473, koji je nuzan za
dovrsetak aktivacije AKT proteina. Poznato je da AKT mogu regulirati razni hormoni i faktori rasta,
ukljucujuéi inzulin. Nakon aktivacije putem PIP3 (fosfatidilinozitol 3,4,5-trifosfata) i PDPK1
(fosfoinozitid ovisna protein kinaza-1) AKT posreduje u regulaciji rasta stanica, proliferaciji, stanicnom
ciklusu i metabolizmu ugljikohidrata daljnjim fosforiliranjem molekula GSK-3 (glikogen sintaza kinaza
3), Bad (bcl-2 vezan promotor smrti), kaspaza-9, NF-xB (nuklearni faktor kB ), mTOR (ciljna molekula
rapamicina u sisavaca) i proteina p21 (13). Slijedec¢i molekularni sudionik puta PI3K-AKT-mTOR Kkoji
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nas je interesirao u ovom istrazivanju je glikogen sintaza kinaza-3  (GSK3p). Radi se o citoplazmatskoj
multifunkcionalnoj serin-treonin proteinskoj kinazi koja je izvorno identificirana kao sredi$nji regulator
metabolizma glikogena (20). lako se GSK3p u pocetku istrazivala zbog svoje uloge u dijabetesu,
Alzheimerovoj bolesti i poremecajima raspoloZenja, novije studije otkrile su vaznu ulogu GSK3p u
tumorima covjeka (19). GSK3p je opisana kao vazan regulator prezivljavanja u raku gusterace i kao
pro-apoptoticki faktor kod kolorektalnog karcinoma, ali se 0 njezinoj ulozi u glijalnim tumorima zna
vrlo malo. GSK3p ima aktivnu ulogu u nekoliko stani¢nih procesa, uklju¢ujuéi stani¢nu diferencijaciju,
mitohondrijsku apoptozu, mikrotubularnu reorganizaciju i kontrolu stani¢nog ciklusa (20). Novija
istrazivanja pokazala su vaznu ulogu kinaze IkB (IKK) u tumorigenezi glioma aktivacijom signalnog
puta NF-«xB (21). IKK je proteinski kompleks koji sadrzi dvije kataliticke podjedinice nazvane IKKa.
(CHUK), IKKp te regulatornu podjedinicu IKKy. Eksperimenti pokazuju da IKKa (CHUK) pozitivno
potige fosforilaciju kinaze AKT na aminokiselinama serin - Ser473 i treonin - Thr308. Stovise, CHUK
povecava aktivnost kinaze mTORC2 (mTOR kompleks 2) koja fosforilira Akt na Ser473 $to omogucuje
daljnju AKT-om posredovanu fosforilaciju FOXO3a i GSK3p. S obzirom da fosforilacija drugih
proteina uklju¢enih u AKT signalizaciju kao §to su TSC2 i PRAS40 nije omogucena, OVO ukazuje na
postojanje vise razli¢itih mehanizama aktivacije signalnog puta AKT (22). Druge studije otkrivaju
mehanizam kojim IKK smanjuje PI3K-AKT signalizaciju kao odgovor na nedostatak hranjivih tvari $to
moze imati znacajan utjecaj na razvoj bolesti u kojima je poremecéen stani¢ni metabolizmam kao $to je
to u onkoloskih bolesnika (23). IKK fosforilira podjedinicu p85a u C-terminalnoj SH2 domeni PI3K
(fosfoinozitid 3-kinaze) i tako suzbija interakciju izmedu PI3K i tirozin kinaza te indirektno spjecava
aktivaciju AKT proteina (24). Potreba za boljim razumijevanjem funkcije i mehanizama prijenosa
signala puta PI3BK-AKT-mTOR dovela je do ideje o istrazivanju i karakterizaciji brojnih uzvodnih i
nizvodnih molekula ovoga puta, §to u konac¢nici moze doprinijeti poboljsanju dijagnostike i lije¢enja
primarnih tumora mozga. Zbog slozenosti regulacije signalizacije PI3K-AKT-mTOR potrebna su
detaljna istrazivanja za potpuno razumijevanje ovog puta i njegove uloge u gliomima (13). Cilj ovog
istrazivanja je doprinijeti boljem razumijevanju uloge signalnog puta EGFR-PI3BK-AKT-mTOR te

otkriti razlike u aktivnosti njegovih sudionika unutar razlicitih gradusa difuznih glioma mozga.

4 HIPOTEZA

Promjene na genskoj, transkripcijskoj, epigenetickoj i proteinskoj razini gena AKT1, AKT2, AKT3,
CHUK, GSK3p, EGFR, PTEN i PIK3A4PI razlicite su izmedu patohistoloskih tipova i gradusa difuznih
glioma mozga te u visim gradusima imaju znac¢ajnu ulogu u aktivaciji signalnog puta EGFR-PI3K-AKT-
mTOR.



5 MATERIJAL | METODE
5.1 Baza podataka cBioPortal

Visedimenzionalna analiza difuznih glioma mozga napravljena je uz pomo¢ cBioPortal
(https://www.cbioportal.org/) javno dostupne baze podataka za tumorsku genomiku i transkriptomiku
(25). Ova baza omogucuje interaktivno istrazivanje, obradu, statistiCku analizu i grafi¢ki prikaz
promjena u tumorima od genske do proteinske razine. Cilj bioinformatickih baza je omoguciti brz, a
visokokvalitetan pristup kompleksnim genomskim podatcima, molekularnom profilu tumora te
klinickim podatcima kako bi znanstvenici preveli veliku koli¢inu podataka u medicinski znacajne i
klini¢ki primjenjive rezultate (26). Rezultati prikazani u ovom istrazivanju temelje se na podacima koje
je generirala istrazivacka mreza TCGA (The Cancer Genome Atlas, https://www.cancer.gov/tcga) koja
sadrzi ukupno vise od 400 TB neobradenih podataka za 33 razlicite vrste tumora koji zahtijevaju analizu
(27).

5.2  Protokol za analizu javno dostupne baze podataka

Upotrebom baze cBioPortal stvorena je virtualna studija koriste¢i kombinaciju podataka koje su
dale dvije velike prethodne studije: Brain Lower Grade Glioma (TCGA Firehose Legacy) i Glioblastoma
Multiforme (TCGA Firehose Legacy). Svi TCGA Firehose Legacy podatci su javno dostupni na mreznoj
stranici: https://gdac.broadinstitute.org/. Velike analize TCGA podataka na razli¢itim vrstama tumora
potvrduju vjerodostojnost podataka koristenih u nasem istrazivanju (27-34). Probrani su uzorci koji
sadrze podatke o slijede¢im parametrima: spol i dob pacijenta pri postavljanju dijagnoze, pacijent bez
viSestrukih uzoraka, pacijent sa potpunom genskom analizom, odabrani patohistoloski tipovi difuznih
glioma (difuzni astrocitom, anaplasti¢ni astrocitom, glioblastoma multiforme). U stvorenoj virtualnoj
studiji upotrebom programskog jezika OQL (engl. Onco Query Language) uneseni su geni te odabrani
parametri za analizu promjene broja kopija odabranih gena (CNA — od engl. copy number alterations),
transkripcijsku (mRNA), epigeneticku (metilacija DNA) te proteinsku analizu. In silico analiza ukljuéila
je slijedec¢e gene: AKT1, AKT2, AKT3, CHUK, GSK3p, EGFR, PTEN i PIK3AP1 koji pripadaju
signalnom putu EGFR-PI3K-AKT-mTOR. Za podatke 0 povisenoj i snizenoj ekspresiji MRNA i
proteina optimizirani su pragovi prema izvornim postavkama cBioPortala (Z-score=+2.0). Genska
analiza CNA ukljucila je slijede¢e promjene upotrebom programskog jezika OQL: homozigotne delecije
(HOMDEL), hemizigotne delecije (HETLOSS), amplifikacije (GAIN) i viSestruke amplifikacije
(AMP). Nakon kreiranja virtualne studije, preuzeti podatci o metilaciji, ekspresiji mRNA, CNA te
proteinskoj ekspresiji odabranih gena obradeni su poput klasicne studije. Grafovi genskih promjena
CNA napravljeni su u programu Excel 2016 (Microsoft), dok su grafovi dobi po gradusima, metilacije
te MRNA ekspresije napravljeni uz pomo¢ programskog paketa IBM SPSS Statistics 23.0 (SPSS,
Chicago, IL, SAD), a grafovi korelacije razli¢itih parametara preuzeti s cBioPortal-a. Koristenje
podataka preuzetih s javno dostupne baze cBioPortal ne zahtijeva eti¢ko odobrenje. Svi pacijenti, ¢iji su

uzorci koristeni u ovoj analizi, potpisali su informirani pristanak.



5.3 Uzorci glioma u bazi cBioPortal i bioinformati¢ke metode

Podatci za ovu studiju preuzeti su 30. travnja 2020. godine. Trenutna verzija javno dostupnog
cBioPortala koristi hg19/GRCh37 kao referencu humanog genoma. Originalne individualne publikacije
iz kojih su prikupljeni podatci unutar cBioPortala mogu se pronaci na stranici TCGA PanCancer Atlas
(https://www.cell.com/pb-assets/consortium/pancanceratlas/pancani3/index.html). Firehose Legacy
studije cBioPortala preuzele su podatke s Broad Institute Firehose-a (http://gdac.broadinstitute.org/) te
se azuriraju i nadopunjuju svaka 3 mjeseca kako bi sadrzavali §to potpuniju i to¢niju bazu podataka. U
istraZivanje je uklju¢en 751 uzorak difuznih glioma mozga razli¢itog stupnja malignosti od ¢ega 62
difuzna astrocitoma (gradus II) (DA), 129 anaplasti¢nih astrocitoma (gradus Ill) (AA) te 560
glioblastoma multiforme (gradus IV) (GBM). Svi podatci baze cBioPortal imaju unesene jednake
klini¢ke kriterije te su podatci procesuirani i normalizirani na isti na¢in §to omoguéuje komparativnu
analizu uzoraka izmedu razli¢itih studija. CNA (copy number alterations) su linearne vrijednosti
promjene broja kopija gena koje su dobivene kao razlika u broju kopija tumorskog gena i pripadajuce
normale. Normalizirane linearne vrijednosti CNA su obradene unutar cBioPortala pomo¢u Genomic
Identification of Significant Targets in Cancer (GISTIC 2.0) algoritma (35) te su linearne vrijednosti
nize od -2,0 proglasene homozigotnim delecijama (HOMDEL), a izmedu -2,0 i -1,0 hemizigotnim
delecijama (HETLOSS), dok su vrijednosti izmedu 1,0 i 2,0 proglasene amplifikacijama (GAIN), a vise
od 2,0 visestrukim amplifikacijama (AMP). Uzorci ¢ija je linearna vrijednost CNA iznosila izmedu -1,0
i 1,0 proglaseni su diploidnim uzorcima (DIPLOID) §to znaci da takvi uzorci nemaju promjene u broju
kopija gena. Buduéi da rezultati dobiveni GISTIC algoritmom dobro koreliraju sa stvarnim
amplifikacijama i delecijama jednog ili viSe alela u ovom radu ¢emo koristiti slijedecu terminologiju:
homozigotne delecije (gubitak oba alela), hemizigotne delecije (gubitak jednog alela), diploidnim uzorci
(uzorci s 2 alela, odnosno bez CNA promjena), amplifikacije (postojanje 3 kopije alela) te viSestruke
amplifikacije (postojanje 4 ili viSe kopija alela). Za dobivanje mRNA ekspresije koriStena je tehnika
sekvenciranja sljedece generacije upotrebom RNA Seq V2 RSEM softvera (36) koja odreduje ukupni
RNA transkript. Podatci o proteinskoj ekspresiji dobiveni su tehnologijom RPPA (Reverse Phase
Protein Arrays) (26), a metilacija gena odredena je metodom HumanMethylation450 (HM450) (37).

5.4  Statisticka analiza

Svi uzoreci statisticki su analizirani prema sljede¢im varijablama: patohistoloska dijagnoza (PHD),
spol, dob, tip CNA, razina mRNA transkripta, razina metilacije te proteinska ekspresija za svaki pojedini
gen AKT1, AKT2, AKT3, CHUK, GSK3f, EGFR, PTEN i PIK3AP1. Podatci o metilaciji nedostajali su
za gen PIK3AP1 u skupini glioblastoma multiforme, a podatci o proteinskoj ekspresiji nedostajali su za
proteine CHUK te PIK3AP1 u sva tri tipa ispitivanih glioma. Statisticka analiza dobivenih podataka
napravljena je u programskom paketu IBM SPSS Statistics 23.0 (SPSS, Chicago, IL, SAD), uz razinu
znacajnosti od p<0.05. Dobiveni rezultati prikazani su tablicno i graficki. Za statisticku analizu CNA
gena koriStene su linearne vrijednosti podataka, dok su za graficki prikaz CNA koriStene vrijednosti

dobivene algoritmom GISTIC. Za sve ostale parametre (MRNA, metilacija, proteinska ekspresija) za
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graficki prikaz i statisticku analizu koriStene su normalizirane linearne vrijednosti. Normalnost
raspodjele pojedinih parametara unutar skupina testirana je upotrebom Kolmogorov-Smirnovljeva i
Shapiro-Wilkova testa normalnosti (niska znacajna vrijednost (p<0.05) upucuje da se distribucija
znacajno razlikuje od normalne). Razlike u izmjerenim vrijednostima CNA, mRNA, metilacije te
proteinske ekspresije izmedu tri patohistoloska tipa glioma testirane su Kruskal-Wallis testom, a nakon
toga za usporedbu pojedinih skupina proveden je Mann-Whitney test. Kruskal-Wallis i Mann-Whitney
test koriSteni su i za usporedbu dobi pacijenata u pojedinim gradusima difuznih glioma. Korelacije
izmedu CNA i ekspresije mMRNA, metilacije i ekspresije mRNA te izmedu ekspresije proteina i mMRNA

provedene su Spearmanovim testom.



6 REZULTATI
6.1 Demografski podaci ispitivanih difuznih glioma mozga

U istrazivanju je analiziran 751 uzorak difuznih glioma mozga, od ¢ega 62 difuzna astrocitoma
(gradus I1) (DA), 129 anaplasti¢nih astrocitoma (gradus III) (AA) te 560 glioblastoma multiforme
(gradus 1V) (GBM). Uzorci su prikupljeni od 446 osoba muskog i 305 osoba Zenskog spola. Ispitani
bolesnici bili su Zivotne dobi u rasponu od 10 do 89 godina zivota, dok je medijan zivotne dobi u trenutku
postavljanja dijagnoze iznosio 55 godina. Medijan zivotne dobi za muskarce je iznosio 56 godina, dok
je za Zene iznosio 54 godine. U Tablici 1 prikazane su mjere centralne tendencije (aritmeti¢ka sredina i
medijan zivotne dobi u trenutku postavljanja dijagnoze) i zastupljenost spolova prema patohistoloskom

tipu i gradusu glioma u ukupnom uzorku.

Tablica 1. Dob i spol pacijenata prema patohistoloskom tipu i gradusu difuznih glioma.

Patohistoloski tip Dob / god. Spol
i gradus Srednja vrijednost + SD Medijan M Z
DA (gradus 1) 36.32+1.41 34.5 36 26
AA (gradus I11) 44.71+1.10 44.0 70 59
GBM (gradus 1V) 57.86+0.62 59.0 340 220
Ukupno 53.83+15.68 55.0 446 305

DA - difuzni astrocitom; AA — anaplasti¢ni astrocitom; GBM — glioblastoma multiforme; SD —

standardna devijacija; M — muskarci; Z — Zene
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Slika 1. Dob pacijenata pri postavljanju dijagnoze za specific¢an patohistoloski tip i gradus difuznih

glioma. DA - difuzni astrocitom; AA - anaplasti¢ni astrocitom; GBM - glioblastoma multiforme



Rezultati Kruskal-Wallis testa pokazali su da postoji statisti¢ki zna¢ajna razlika u dobi obolijevanja
od pojedinog patohistoloskog tipa difuznih glioma (p<0.001) (Slika 1). Upotrebom Mann-Whitney testa
ustanovljeno je da se DA (gradus II) javljaju u mladoj dobi u odnosu na AA (gradus III) (p<0.001) i u
odnosu na GBM (gradus 1V) (p<0.001). Takoder, Mann-Whitney test je pokazao da se GBM (gradus
IV) javljaju u starijoj dobi u odnosu na AA (gradus Ill) (p<0.001). Statisticka analiza nije pokazala

znacajnu razliku izmedu spolova ni u jednom patohistoloskom tipu difuznih glioma mozga.

6.2 Promjene broja kopija (CNA) gena signalnog puta EGFR-PI3K-AKT-mTOR
Analiza CNA gena u ukupno 751 uzorku (62 DA, 129 AA, 560 GBM) difuznih glioma mozga
pokazala je da je najveci ukupni broj CNA svih navedenih gena naden u skupini GBM (gradus IV), dok
je najmanje CNA svih ispitivanih gena bilo u skupini DA (gradus Il). Ovaj rezultat pokazuje
akumulaciju genskih aberacija tijekom progresije glioma te je u skladu s bioloskim ponasanjem
pojedinog patohistoloskog tipa buduc¢i da su najagresivniji GBM pokazali najveci broj genskih
promjena. Daljnja analiza svakog pojedinog gena pokazala je da su u skupini GBM (gradus IV) najveci
broj CNA pokazali geni CHUK (88%), EGFR (89%), PIK3AP1 (89%) te PTEN (89%). U skupini AA
(gradus IIT) najveci broj CNA pokazali su geni PTEN (50% AA), PIK3AP1 (49% AA) te CHUK (49%
AA). Najveci broj CNA u skupini DA (gradus II) pokazali su geni AKT1 (15% DA), AKT2 (11% DA)
te GSK3p (11% DA). Na Slici 2 vidimo da su u gradusu Il CNA primarno prisutne u genima AKT1,
AKT2 te GSK3p koji pokazuju sli¢ne CNA udjele, dok u gradusu IV sli¢ne udjele CNA pokazuju geni
CHUK, EGFR, PIK3AP1 te PTEN. To upucuje da geni AKT1, AKT2 i GSK3p sudjeluju u ranoj fazi
nastanka difuznih glioma, dok se promjene gena CHUK, EGFR, PIK3AP1 i PTEN nagomilavaju tijekom
progresije u vise graduse.
100%
90%
80%

70%
60%

88% 89% 89% 89%

49% 49% 50%

50% 43% 41%
I I 8%I I

34%
40% 30|  33%
30% 225 21%
0% 159 119 19% | 11%
10% I I I I 8% 8% 10% 8%
° HER “HE sl = HEl =
0% —_

AKT1 AKT2 AKT3 CHUK EGFR GSK3B  PIK3AP1  PTEN
Gen
B DA (gradusIl) ®AA (graduslll) B GBM (gradus IV)

Postotak uzoraka s CNA

Slika 2. Raspodjela promjena broja kopija pojedinog gena u svakom od patohistoloskih tipova i
stupnjeva malignosti difuznih glioma. DA-difuzni astrocitom; AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-
glioblastoma multiforme; analiza na ukupno 751 uzorku (62 DA, 129 AA, 560 GBM)
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Statisticka analiza Kruskal-Wallis testom pokazala je da postoji znacajna razlika u relativnom
linearnom broju CNA izmedu pojedinih patohistoloskih tipova glioma za gene AKT2 (p<0.001), AKT3
(p<0.001), CHUK (p<0.001), EGFR (p<0.001), PIK3AP1 (p<0.001) i PTEN (p<0.001). Detaljna analiza
izmedu pojedinih patohistoloskih tipova i gradusa napravljena je Mann-Whitney testom te je prikazana
za svaki gen zasebno u narednim poglavljima.

6.2.1 AKT1

Analizom gena AKT1 utvrdeno je da su u ukupnom uzorku hemizigotne delecije (gubitak jednog
alela) najéescaa vrsta CNA (194 uzorka, 26%). U skupini glioblastoma nadeno je 151 hemizigotna
delecija (27%) te su znatno ¢e$¢e od amplifikacija (6% GBM). Tablica 2 i Slika 3 pokazuju raspodjelu
CNA unutar pojedinog patohistoloSkog tipa i gradusa. lako statisticka analiza nije pokazala znacajne
razlike izmedu pojedinih patohistoloskih tipova i gradusa vidljivo je da je postotak delecija ovoga gena

veci u visim gradusima te je najvisi u gradusu V.

Tablica 2. Broj uzoraka s CNA gena AKT1 unutar pojedinog patohistoloskog tipa i gradusa glioma

Promjene broja kopija gena AKT1
Patohistoloski tip i i _
homozigotna | hemizigotna o o visestruka
gradus - B diploid | amplifikacija S
delecija delecija amplifikacija
DA (gradus II) 0 9 53 0 0
AA (gradus I11) 3 34 90 2 0
GBM (gradus 1V) 2 151 371 31 5
Ukupno 5 194 514 33 5

DA-difuzni astrocitom; AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme

B DA (gradus1l) ®AA (graduslll) = GBM (gradus IV)
[
100% 85%
80% 70% 66%
60%
40% 26% 27%
20% 15%
0,
0% 2% 0% o% 2% ©% 0% 0% 1%
0%
HOMD HEMD D A VA

Slika 3. Postotak CNA gena AKT1 u pojedinom patohistolo§kom tipu i gradusu difuznih glioma. DA-
difuzni astrocitom; AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme; HOMD-homozigotna

delecija; HEMD-hemizigotna delecija; D-diploid; A-amplifikacija; VA-visestruka amplifikacija
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6.2.2 AKT2

Analizom gena AKT2 utvrdeno je da su u ukupnom uzorku amplifikacije (26%) najcesca vrsta CNA.
Ova promjena nadena je u 182 (33%) uzorka GBM (gradus V). Tablica 3 i Slika 4 pokazuju raspodjelu
CNA unutar pojedinog patohistoloskog tipa i gradusa. Rezultati Mann-Whitney testa pokazali su
statisticki znacajnu razliku u linearnim vrijednostima CNA gena AKT2 izmedu DA (gradus II) i GBM
(gradus 1V) (p<0.001) te izmedu AA (gradus IIT) i GBM (gradus IV) (p<0.001), dok razlika izmedu DA
(gradus IT) i AA (gradus III) nije bila statisticki znacajna. Ovi rezultati pokazuju da su GBM (gradus

IV) znacajno vise pogodeni amplifikacijama ovog gena u odnosu na AA i DA.

Tablica 3. Broj uzoraka s CNA gena AKT2 unutar pojedinog patohistoloskog tipa i gradusa difuznih

glioma.
Promjene broja kopija gena AKT2
Patohistoloski tip _ __
. homozigotna hemizigotna o o visestruka
i gradus B i diploid | amplifikacija L
delecija delecija amplifikacija
DA (gradus II) 2 4 55 0 1
AA (gradus I1I) 3 26 86 13 1
GBM (gradus 1V) 0 55 320 182 3
Ukupno 5 85 461 195 5

DA-difuzni astrocitom; AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme

M DA (gradus Il) ®AA (graduslll) = GBM (gradus IV)
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Slika 4. Postotak CNA gena AKT2 u pojedinom patohistoloskom tipu i gradusu difuznih glioma. DA-
difuzni astrocitom; AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme; HOMD-homozigotna

delecija; HEMD-hemizigotna delecija; D-diploid; A-amplifikacija; VA-visestruka amplifikacija

6.2.3 AKT3

Analizom gena AKT3 utvrdeno je da su amplifikacije (3 kopije alela) ponovo najc¢esca vrsta CNA
nadena u 99 (13%) ukupnih uzoraka od cega je 85 (15% GBM) uzoraka pridruzeno gradusu IV. Tablica
4 i Slika 5 prikazuju raspodjelu CNA unutar razlicitih patohistoloskih tipova i gradusa. Rezultati Mann-
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Whitney testa pokazali su statisti¢ki znacajnu razliku linearnih vrijednosti CNA gena AKT3 izmedu DA
(gradus IT) i GBM (gradus IV) (p<0.001) te izmedu AA (gradus IIT) i GBM (gradus IV) (p<0.001). Ovi

rezultati statisticki gledano potvrduju znacajno visu zastupljenost amplifikacija u gradusu IV.

Tablica 4. Broj uzoraka s CNA gena AKT3 unutar pojedinog patohistoloskog tipa/gradusa difuznih

glioma.
Promjene broja kopija gena AKT3
Patohistoloski tip i i _
homozigotna | hemizigotna o o visestruka
gradus . - diploid | amplifikacija o
delecija delecija amplifikacija

DA (gradus 1) 0 0 61 1 0
AA (gradus I11) 1 9 105 13 1
GBM (gradus V) 1 24 439 85 11
Ukupno 2 33 605 99 12

DA-difuzni astrocitom; AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme

M DA (gradus Il) ®AA (graduslll) = GBM (gradus IV)
98%
100%
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Slika 5. Postotak CNA gena AKT3 u pojedinom patohistoloskom tipu i gradusu difuznih glioma.
DA-difuzni HOMD-

homozigotna delecija; HEMD-hemizigotna delecija; D-diploid; A-amplifikacija; VA-viSestruka

astrocitom; AA-anaplastiéni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme;

amplifikacija
6.2.4 CHUK

Analiza gena CHUK pokazala je da su hemizigotne delecije (gubitak jednog alela) najées¢a CNA
ovoga gena. Hemizigotne delecije pretrpjelo je 557 (74%) ukupnih uzoraka. Ova promjena nadena je u
491 uzorku (88%) GBM (gradus IV). Tablica 5 i Slika 6 prikazuju raspodjelu CNA unutar razli¢itih
patohistoloskih tipova i gradusa. Rezultati Mann-Whitney testa pokazali su statisticki znac¢ajnu razliku
linearne vrijednosti CNA gena CHUK izmedu DA (gradus IT) i AA (gradus IIT) (p<0.001), izmedu DA
(gradus IT) i GBM (gradus IV) (p<0.001) te izmedu AA (gradus IIl) i GBM (gradus IV) (p<0.001).

Statisticki testovi pokazuju da je CHUK znacajno jace pogoden delecijama u visim gradusima.
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Tablica 5. Broj uzoraka s CNA gena CHUK unutar pojedinog patohistoloskog tipa i gradusa difuznih

glioma.
Promjene broja kopija gena CHUK
Patohistoloski tip i i __
homozigotna | hemizigotna o o visestruka
gradus . . diploid | amplifikacija L
delecija delecija amplifikacija
DA (gradus 1) 0 5 57 0 0
AA (gradus I11) 1 61 66 1 0
GBM (gradus 1V) 2 491 65 1 1
Ukupno 3 557 188 2 1

DA-difuzni astrocitom; AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme

B DA (gradusll) mAA ((graduslll) = GBM (gradus IV)

100% 88% 92%
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Slika 6. Postotak CNA gena CHUK u pojedinom patohistoloSkom tipu i gradusu difuznih glioma.
DA-difuzni astrocitom; AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme; HOMD-
homozigotna delecija; HEMD-hemizigotna delecija; D-diploid; A-amplifikacija; VA-viSestruka
amplifikacija
6.25 GSK3p

Promjene GSK3p nisu bile toliko Ceste, ukupno je 135 uzoraka (18%) imalo CNA sto je vidljivo iz
Tablice 6. Naj¢es¢e CNA gena GSK3p su amplifikacije (3 kopije alela) koje su pronadene u ukupno 65
(9%) uzoraka. Ove promjene zahvatile su 59 (11%) uzoraka GBM (gradus V). Vrlo Geste bile su i
hemizigotne delecije ovoga gena u ukupno 64 (9%) uzorka. Unutar skupine GBM bila su 53 (9%) uzorka
s hemizigotnom delecijom. Tablica 6 i Slika 7 prikazuju raspodjelu CNA unutar razli¢itih
patohistoloskih tipova i gradusa. Statisticka analiza nije pokazala znacajne razlike u CNA izmedu

pojedinih patohistoloskih tipova i gradusa.
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Tablica 6. Broj uzoraka s CNA gena GSK3f unutar pojedinog patohistoloskog tipa/gradusa glioma.

Promjene broja kopija gena GSK3f
Patohistoloski tip i _ __
homozigotna | hemizigotna o L visestruka
gradus . B diploid amplifikacija L
delecija delecija amplifikacija
DA (gradus 1) 3 3 55 1 0
AA (gradus I11) 0 8 116 5 0
GBM (gradus V) 2 53 445 59 1
Ukupno 5 64 616 65 1

DA-difuzni astrocitom; AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme

B DA (gradusll) ®mAA (graduslll) = GBM (gradus V)

80%
60%
40%
20% .
9% 11%

0, 0, G‘y

% 00 0% 2P 7 2% 4% 0% 0% 0%
0%

HOMD HEMD D A VA

Slika 7. Postotak CNA gena GSK3f u pojedinom patohistoloskom tipu i gradusu difuznih glioma.
DA-difuzni HOMD-
homozigotna delecija; HEMD-hemizigotna delecija; D-diploid; A-amplifikacija; VA-viSestruka

astrocitom; AA-anaplastiéni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme;

amplifikacija
6.2.6 EGFR

Pokazano je da je gen EGFR vrlo ¢esto pogoden promjenama u uzorcima glioma (554 uzorka, 74%).
Analizom gena EGFR utvrdeno je da su u ukupnom uzorku amplifikacije (3 kopije alela) najées¢e CNA
(275 uzoraka, 37%). Ove su promjene nadene u 244 (44%) GBM (gradus 1V). Slijede ih viSestruke
amplifikacije (4 ili vise kopija alela) u ukupno 272 (36%) uzorka. U skupini GBM visestruke
amplifikacije je pokazalo 247 (44%) uzoraka gradusa IV. Tablica 7 i Slika 8 prikazuju raspodjelu CNA
promjena unutar razli¢itih patohistoloskih tipova i gradusa. Rezultati Mann-Whitney testa pokazali su
statisticki znacajnu razliku linearnih vrijednosti CNA gena EGFR izmedu DA (gradus II) i AA (gradus
) (p<0.001), izmedu DA (gradus II) i GBM (gradus IV) (p<0.001) te izmedu AA (gradus III) i GBM
(gradus 1V) (p<0.001). Rezultati pokazuju da amplifikacije i visestruke amplifikacije ovoga gena

progresivno rastu s porastom gradusa te su znacajno vise pridruzene vi§im gradusima, posebice gradusu
IV (Slika 8).
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Tablica 7. Broj uzoraka s CNA gena EGFR unutar pojedinog patohistolo§kog tipa.

Promjene broja kopija gena EGFR
Patohistoloski tip i i __
homozigotna | hemizigotna o o visestruka
gradus B i diploid | amplifikacija L
delecija delecija amplifikacija
DA (gradus 1) 0 1 57 3 1
AA (gradus I11) 0 1 76 28 24
GBM (gradus V) 0 5 64 244 247
Ukupno 0 7 197 275 272

DA-difuzni astrocitom; AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme

B DA (gradusll) ®mAA (graduslll) = GBM (gradus IV)
100% 92%
80%
60%
40%

20%
0% 0% 0% 2% 1% 1%

0%
HOMD HEMD D A VA

Slika 8. Postotak CNA gena EGFR u pojedinom patohistoloskom tipu i gradusu difuznih glioma. DA-

difuzni astrocitom; AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme; HOMD-homozigotna

delecija; HEMD-hemizigotna delecija; D-diploid; A-amplifikacija; VA-visestruka amplifikacija

6.2.7 PTEN

Hemizigotne delecije (gubitak jednog alela) najces¢a su CNA gena PTEN na ukupno 506 (67%)
uzoraka. Ove promjene nadene su u 442 (79%) uzorka GBM (gradus IV). Tablica 8 i Slika 9 prikazuju
raspodjelu CNA unutar razlicitih patohistoloskih tipova i gradusa. Rezultati Mann-Whitney testa
pokazali su statisticki znacajnu razliku linearne vrijednosti CNA gena PTEN izmedu DA (gradus II) i
AA (gradus Il1) (p<0.001), izmedu DA (gradus II) i GBM (gradus IV) (p<0.001) te izmedu AA (gradus
I11) i GBM (gradus V) (p<0.001). Ovi rezultati statisticki potvrduju da je PTEN znacajno deletiran u

vi§im gradusima.
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Tablica 8. Broj uzoraka s CNA gena PTEN unutar pojedinog patohistoloskog tipa i gradusa difuznih

glioma.
Promjene broja kopija gena PTEN
Patohistoloski tip _ __
. homozigotna hemizigotna o o viSestruka
i gradus . . diploid | amplifikacija L
delecija delecija amplifikacija
DA (gradus 1) 0 5 57 0 0
AA (gradus I11) 5 59 65 0 0
GBM (gradus V) 55 442 61 1 1
Ukupno 60 506 183 1 1

DA-difuzni astrocitom; AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme

B DA (gradusll) ®mAA ((graduslll) = GBM (gradus IV)

100% 92%
80%
60%
40%

20%
0% 0% 0% 0% 0% 0%

0%

HOMD

HEMD D A VA

Slika 9. Postotak CNA gena PTEN u pojedinom patohistoloskom tipu i gradusu. DA-difuzni astrocitom;
AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme; HOMD-homozigotna delecija; HEMD-
hemizigotna delecija; D-diploid; A-amplifikacija; VA-visestruka amplifikacija

6.2.8 PIK3AP1

Analizom gena PIK3AP1 utvrdeno je da su hemizigotne delecije (gubitak jednog alela) vrlo este
u ispitanom uzorku s 88% promijenjenih GMB i 47% AA. Ova najc¢es¢a CNA nadena je ukupno u 556
(74%) uzoraka. Tablica 9 i Slika 10 prikazuju raspodjelu CNA unutar razli¢itih patohistoloskih tipova i
gradusa. Rezultati Mann-Whitney testa pokazali su statisti¢ki znacajnu razliku linearne vrijednosti CNA
gena PIK3AP1 izmedu DA (gradus II) i AA (gradus III) (p<0.001), izmedu DA (gradus II) i GBM
(gradus IV) (p<0.001) te izmedu AA (gradus III) i GBM (gradus IV) (p<0.001). Ovo pokazuje da su

visi gradusi, a posebice GBM, jace pogodeni delecijama ovoga gena.
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Tablica 9. Broj uzoraka s CNA gena PIK3AP1 unutar pojedinog patohistoloSkog tipa i gradusa difuznih

glioma
Promjene broja kopija gena PIK3AP1

Patohistoloski tip _ __

) homozigotna hemizigotna o o viSestruka

i gradus . . diploid | amplifikacija L

delecija delecija amplifikacija

DA (gradus 1) 0 5 57 0 0
AA (gradus I11) 2 60 66 0 1
GBM (gradus 1V) 3 491 64 1 1
Ukupno 5 556 187 1 2

DA-difuzni astrocitom; AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme

B DA (gradus1l) ®AA (graduslll) = GBM (gradus IV)

100% 38% 92%
(o)

80%
60%
40%

20%

0% 2% 1% 0% 0% 0% 0% 1% 0%

0%

HOMD HEMD D A VA

Slika 10. Postotak CNA gena PIK3AP1 u pojedinom patohistoloskom tipu i gradusu difuznih glioma.
DA-difuzni astrocitom; AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme; HOMD-
homozigotna delecija; HEMD-hemizigotna delecija; D-diploid; A-amplifikacija; VA-viSestruka

amplifikacija

6.3 Ekspresija mRNA i proteina ispitivanih gena u difuznim gliomima

6.3.1 Ekspresija mRNA u difuznim gliomima

Za usporedbu ekspresije mMRNA gena signalnog puta EGFR-PI3K-AKT-mTOR analizirana su 62
DA (gradus I1), 129 AA (gradus II1) te 140 GBM (gradus 1V) (Tablica 10). Analiza rezultata pokazala
je da transkripti gena AKT1 pokazuju najvisu razinu ekspresije mRNA u DA (gradus II) , dok je u AA
(gradus 111) te GBM (gradus IV) najvisu ekspresiju mRNA pokazao gen EGFR. Najnizu ekspresiju
MRNA u DA (gradus Il) pokazao je PIK3AP1, a u AA i GBM (gradusi III i IV) najnizu je pokazao
CHUK (Tablica 10, Slika 11). Rezultati Kruskal-Wallis testa pokazali su da postoji statisti¢ki znac¢ajna
razlika u ekspresiji mMRNA svih ispitivanih gena izmedu pojedinih patohistoloskih tipova i gradusa
(p<0.001 za AKT1, AKT3, CHUK, GSK3p, PTEN i PIK3AP1; p=0.025 za AKT2; p=0.003 za EGFR).
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Mann-Whitney test pokazao je da postoji znacajno niza razina ekspresija mRNA gena AKT3 (p=0.019),
CHUK (p=0.008) i PTEN (p<0.001) u AA (gradus III) u odnosu na DA (gradus II) te zna¢ajno visa
ekspresija mRNA gena EGFR (p=0.020) i PIK3AP1 (p=0.047) u AA (gradus Ill) u odnosu na DA
(gradus I1). Daljnja analiza Mann-Whitney testom pokazala je znacajno visu ekspresiju mMRNA gena
AKT1 (p=0.002), AKT2 (p=0.030), EGFR (p=0.001) i PIK3AP1 (p<0.001), a zna¢ajno nizu ekspresiju
MRNA gena AKT3 (p<0.001), CHUK (p<0.001), GSK3p (p=0.001) i PTEN (p<0.001) u GBM (gradus
IV) u odnosu na DA (gradus II). Takoder, Mann-Whitney test je pokazao znacajno visu ekspresiju
MRNA gena AKT1 (p<0.001), AKT2 (p=0.018) i PIK3AP1 (p=0.013), a znac¢ajno nizu ekspresiju gena
AKT3, CHUK, GSK3p i PTEN (p<0.001) u GBM (gradus IV) u odnosu na AA (gradus III).

Tablica 10. Srednje vrijednosti ekspresije MRNA ispitivanih gena unutar pojedinog patohistoloskog

tipa i gradusa difuznih glioma.

Razina ekspresije MRNA (RNASeq V2 RSEM)

GEN AKT1 AKT?2 AKT3 CHUK | GSK3p EGFR PTEN | PIK3AP1
N 62 62 62 62 62 62 62 62
PA AS 3182,20 | 2291,16 | 1428,41 | 494,95 | 1540,72 | 2453,12 | 1403,90 397,07
(gradus SD | 659,60 | £722,17 | +468,29 | 116,16 | £519,52 | +£2538,78 | £349,50 | +417,35
' 3123,58 2245,96 | 1450,79 | 501,64 | 1530,27 | 1901,81 | 1403,18 311,42
N 129 129 129 129 129 129 129 129
AR AS 3212,82 2353,85 | 1316,06 | 452,55 | 1711,55 | 9044,42 | 1187,80 503,68
(gradus SD | £759,42 | +£826,28 | £762,44 | 110,24 | +£653,53 | £18095,74 | £346,20 | +425,20
') M 3213,98 2179,75 | 1174,06 | 442,53 | 1659,60 | 2612,05 | 1212,54 | 364,66
N 140 140 140 140 140 140 140 140
GBM AS | 4004,13 2688,12 844,66 395,44 | 1304,77 | 12446,15 | 966,19 596,24
(gradus SD | £3866,07 | £1125,53 | +890,85 | £103,84 | +£500,88 | +20111,17 | £363,05 | +455,47
V) M 3737,21 2394,95 693,48 383,62 | 121572 | 4179,58 952,07 536,57

DA-difuzni astrocitom; AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme; N-broj uzoraka; AS-aritmeticka

sredina; SD-standardna devijacija; M-medijan
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Slika 11. Distribucija mRNA ekspresije dobivene metodom RSEM s intervalom pouzdanosti (95%)

ispitivanih gena prema patohistoloskom tipu i gradusu difuznih glioma. DA-difuzni astrocitom; AA-
anaplastiéni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme
6.3.2 Ekspresija proteina u difuznim gliomima

Za usporedbu proteinske ekspresije u pojedinom patohistoloskom tipu i gradusu, cBioPortal
sadrzavao je podatke proteinske ekspresije za 348 glioma te je analizirano 46 DA (gradus I1), 99 AA
(gradus 111) te 213 GBM (gradus IV) (Tablica 11). Potrebno je napomenuti da su u procesu normalizacije
podataka dobivenih metodom RPPA (od engl. Reverse Phase Protein Arrays) podatci iz cBioPortala
logaritmirani te su vrlo male vrijednosti (manje od 1) prikazane kao negativne vrijednosti, stoga je vazno
razumjeti da Sto je vrijednost proteinske ekspresije negativnija, ekspresija je niza. Dakle, negativna
vrijednost ekspresije ne ukazuje na potpuni gubitak ekspresije, ve¢ da je ekspresija znatno oslabljena.
Rezultati analize pokazuju da najvisu aritmeti¢ku sredinu proteinske ekspresije u sva tri gradusa ima
EGFR, a najnizu GSK3f u DA i GBM te PTEN u AA (Tablica 11).

Statisticka analiza nije pokazala da postoji znacajna razlika u ekspresiji proteina unutar razlicitih
patohistoloskih tipova i gradusa difuznih glioma. Ekspresija proteina AKT1, AKT2, AKT3, GSK3p te
EGFR bila visa u GBM (gradus IV) i AA (gradus III) u odnosu na DA (gradus II) (Tablica 11). lako su
vrijednosti ekspresije gena EGFR bile znatno vise, a gena PTEN znatno nize u AA (gradus III) u odnosu
na vrijednosti u DA (gradus II) ova razlika nije bila statisticki znacajna, vjerojatno zbog relativno malog
broja uzoraka DA. Takoder, zna¢ajna razlika nije pronadena u proteinskoj ekpresiji EGFR izmedu
DA(gradus IT) i GBM (gradus V) iako je aritmeticka sredina ekspresije EGFR u gradusu IV bila znatno

vi$a u odnosu na gradus II.
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Tablica 11. Srednje vrijednosti ekspresije proteina (RPPA, od engl. Reverse Phase Protein Arrays)

ispitivanih gena unutar pojedinog patohistoloskog tipa i gradusa glioma

Razina proteinske ekspresije (RPPA)
PROTEIN AKT1 AKT2 AKT3 GSK3p EGFR PTEN
N 46 46 46 46 46 46
DA
AS -0,063 -0,063 -0,063 -0,073 0,051 -0,041
(gradus
n SD +0,383 +0,383 +0,383 +0,380 +0,493 +0,374
M -0,024 -0,024 -0,024 -0,160 0,042 -0,055
N 99 99 99 99 99 99
AA
AS 0,067 0,067 0,067 -0,024 0,434 -0,177
(gradus
m SD +0,367 +0,367 +0,367 +0,328 +1,075 +0,415
M 0,082 0,082 0,082 -0,051 0,023 -0,162
N 213 213 213 213 213 213
GBM
AS -0,004 -0,004 -0,004 -0,050 0,200 -0,043
(gradus
) SD +0,621 +0,621 +0,621 +0,446 +1,551 +0,422
M 0,073 0,073 0,073 0,0004 -0,116 0,018

DA-difuzni astrocitom; AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme; N-broj uzoraka;
AS-aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija; M-medijan
Napomena: Zbog nedostatka podataka o proteinskoj ekspresiji CHUK i PIK3AP1 nisu prikazani
tabli¢no.

6.4 Metilacija ispitivanih gena u difuznim gliomima

Za usporedbu metilacije ispitivanih gena u ukupnom ali i pojedinom patohistoloskom tipu i gradusu
analizirana su 62 DA (gradus I1), 129 AA (gradus I11) te 123 GBM (gradus IV) te je broj uzorka (N=314)
prikazan za svaki gen u Tablici 12. Od 129 uzoraka AA (gradus I1l) podaci o metilaciji gena AKT2 su
nedostajali za 2 uzorka. Takoder, podatci o metilaciji gena PIK3AP1 unutar skupine GBM (gradus 1V)
nisu bili dostupni. U Tablici 12 i na Slici 12 prikazane su srednje vrijednosti metilacije za ispitivane
gene. Metilacija gena AKT3 bila je najvisa u GBM (gradus IV), dok su srednje vrijednosti metilacije
gena AKT1 bile najvise u DA (gradus II) te AA (gradus III). Najnizu vrijednost metilacije imao je gen
PTEN u sva tri gradusa difuznih glioma mozga (Slika 12). U ukupnom uzorku najvecu metilaciju
pokazao je gen AKTS.

Rezultati Kruskal-Wallis testa pokazali su da postoji statisticki znacajna razlika u metilaciji svih
ispitivanih gena izmedu pojedinih patohistoloskih tipova i gradusa (p<0.001 za AKT1, AKT3, CHUK,
GSK3p, EGFR, PTEN, PIK3AP1; p=0.032 za AKT2). Upotrebom Mann-Whitney testa ustanovljeno je
da je metilacija gena AKT3 (p=0.015) te PIK3AP1 (p<0.001) znacajno visa u DA (gradus II) u odnosu
na AA (gradus IlI), dok je metilacija gena CHUK (p<0.001) i PTEN (p=0.008) znaéajno visa u AA

(gradus 111) u odnosu na DA (gradus Il). Daljnja analiza Mann-Whitney testom pokazala je zna¢ajno
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visu metilaciju gena AKT1 (p<0.001), AKT2 (p=0.047), GSK3p (p<0.001), PTEN (p<0.001) te EGFR
(p<0.001) u AA (gradus I11) u odnosu na GBM (gradus 1V). Statisticki znacajno visu metilacija u GBM
(gradus 1V) u odnosu na AA (gradus I11) imali su geni AKT3 (p<0.001) i CHUK (p<0.001). Metilacija
gena AKT1, GSK3p, EGFR, PTEN (p<0.001) te AKT2 (p=0.018) bila je znacajno niza u GBM (gradus
1V), dok su geni AKT3 i CHUK (p<0.001) bili zna¢ajno vise metilirani u GBM (gradus IV) u odnosu na
DA (gradus II). Na Slici 12 vidljivo je da su specifi¢ni geni razli¢ito uti$ani u razli¢itim tipovima
glijalnih tumora: AKT1, GSK34 i EGFR bili su znatno utisani u gradusima II i I1I, dok su AKT3 i CHUK
pokazali visu metilaciju u gradusu IV. Ovi rezultati upucuju na potencijalno znacajnu ulogu metilacije
u regulaciji ekspresije gena AKT1, AKT3, CHUK, EGFR te PIK3AP1.

Tablica 12. Srednje vrijednosti metilacije (HM450) ispitivanih gena unutar pojedinog patohistoloskog

tipa i gradusa difuznih glioma.

Razina genske metilacije (HM450)

GEN AKT1 | AKT2 | AKT3 | CHUK | GSK38 | EGFR | PTEN | PIK3AP1
N 62 62 62 62 62 62 62 62
DA AS | 0,848 | 0,081 | 0,305 | 0,041 | 0,110 | 0,287 | 0,025 0,773

(gradus 1) | SD | +0,053 | £0,025 | +0,085 | +0,009 | +0,044 | +0,132 | +0,005 | =+0,082
M | 085 | 0,075 | 0,294 | 0,040 | 0,108 | 0,250 | 0,025 0,796
N 129 127 129 129 129 129 129 129

AA
d AS | 0856 | 0,077 | 0,280 | 0,051 | 0,108 | 0,263 | 0,030 | 0,658
radus

(gm) SD | 20,033 | £0,021 | 0,125 | £0,030 | 0,069 | £0,129 | £0,022 | 0,177

0,856 | 0,073 | 0,252 | 0,045 0,095 0,235 0,026 0,696
N 123 123 123 123 123 123 123 0
GBM AS | 0,100 | 0,074 | 0,915 | 0,168 | 0,034 | 0,028 | 0,014 -
(gradus IV) | SD | 0,036 | +0,025 | +0,059 | +0,170 | +0,008 | +0,012 | +0,003 -
M | 0,096 | 0,068 | 0,934 | 0,105 | 0,032 | 0,025 | 0,014 -

DA-difuzni astrocitom; AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme; N-broj uzoraka;

AS-aritmeticka sredina; SD-standardna devijacija; M-medijan
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Slika 12. Distribucija metilacije gena (HM450) s intervalom pouzdanosti (95%) prema patohistoloskom

tipu i gradusu difuznih glioma. DA-difuzni astrocitom; AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-glioblastoma
multiforme

Napomena: Zbog nedostatka podataka o metilaciji u GBM gen PIK3APL1 nije prikazan graficki.

6.5 Usporedba svih parametara ispitivanih gena u difuznim gliomima

6.5.1 Korelacija CNA i ekspresije MRNA unutar pojedinog patohistoloskog tipa glioma

Analiza korelacija izmedu CNA gena i ekspresije mMRNA u pojedinom patohistoloskom tipu i
gradusu glioma ukljucivala je 62 DA (gradus 1), 129 AA (gradus I11) te 140 GBM (gradus IV). Rezultati
Spearmanova testa pokazali su statisticki zna¢ajnu pozitivnu korelaciju izmedu ekspresije mMRNA i
linearne vrijednosti CNA u AA (gradus I1l) te GBM (gradus IV) za gene AKT1, AKT2, CHUK, EGFR
te PTEN (p<0.001). Geni EGFR i PTEN pokazali su pozitivnu korelaciju CNA i ekspresije mRNA i u
DA (gradus Il) (p<0.05), a geni GSK3p i PIK3AP1 pokazuju korelaciju samo u GBM (gradus 1V)
(p<0.001). Slike 13 i 14 pokazuju grafove medusobne ovisnosti CNA 0 ekspresiji mMRNA svakog
patohistoloskog tipa. Takoder, na Slici 13 i 14 vidi se da uzorci prikazani crvenim tockama
(amplifikacije i viSestruke amplifikacije) pokazuju povisenu ekspresiju mRNA u odnosu na uzorke bez
CNA (sive tocke), dok uzorci prikazani plavim toc¢kama (homozigotne i hemizigotne delecije) pokazuju
snizenu ekspresiju mRNA u odnosu na uzorke bez CNA (sive tocke). Bitno je uociti da s porastom
gradusa raste i jaCina korelacije izmedu sve veceg broja gena, pa je tako u GBM (gradus IV) jaca
korelacija (koeficijent korelacije) izmedu CNA i ekspresije mRNA nego metilacije i ekspresije mRNA
u svim ispitivanim genima osim gena AKT3 (Slike 13, 14 i 15). To upucuje na zakljucak da je u visim
gradusima bioloska agresivnost tumora ovisnija o CNA, dok u nizim gradusima vazniju ulogu u

ekspresiji ispitivanih proteina ima metilacija njihovih gena.
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6.5.2 Kaorelacija metilacije i ekspresije MRNA unutar pojedinog patohistoloskog tipa glioma
Analiza korelacija izmedu metilacije pojedinog gena i ekspresije njegove mRNA u pojedinom
patohistoloskom tipu i gradusu glioma ukljucila je ukupno 62 DA (gradus II), 127 AA (gradus III) te 42
GBM (gradus 1V). Zbog nedostatka podataka o metilaciji gena PIK3AP1 u GBM (gradus 1V) korelaciju
s mRNA nije bilo moguée provesti. Spearmanovim testom utvrdena je statisticki znacajna negativna
korelacija izmedu metilacije i mRNA ekspresije gena GSK3f, EGFR te PIK3AP1 u DA (gradus II)
(p<0.05), gena AKT1 (p<0.05), AKT2, AKT3, GSK3f, EGFR te PTEN (p<0.001) u AA (gradus IlI) te
gena EGFR i PTEN u GBM (gradus 1V) (p<0.05). Slika 15 prikazuje grafove medusobne ovisnosti
metilacije 0 MRNA ekspresiji gena AKT3, GSK3p, EGFR te PTEN kroz sva tri patohistoloska tipa i
gradusa ispitivanih difuznih glioma. Takoder, usporedbom Spearmanova koeficijenta korelacije (r)
(Tablica 13), metilacija pokazuje jacu korelaciju s ekspresijom mMRNA u odnosu na korelaciju ekspresije
MRNA s CNA u nizim gradusima. U gradusu Il ukupno je 5 gena (AKT1, AKT3, GSK3p, EGFR te
PIK3AP1) pokazalo jacu korelaciju, u gradusu III 3 gena (AKT3, GSK3f i EGFR), dok je u gradus IV
samo AKT3 pokazao jacu korelaciju MRNA i metilacije. Medutim, u gradusu IV geni AKT1, AKT2,
GSK3p, EGFR, PIK3AP1, CHUK i PTEN pokazuju bolju korelaciju ekspresije mRNA s CNA u
usporedbi s korelacijom mRNA i metilacije (Slike 13, 14 i 15; Tablica 13). Iz toga proizlazi da su u
gliomima viSih gradusa za kontrolu ekspresije mRNA zasluznije CNA od metilacije svih ispitivanih
gena osim AKT3 koji je pokazao drugadiji obrazac regulacije.
6.5.3 Korelacija ekspresije MRNA i proteina unutar pojedinog patohistoloskog tipa glioma
Korelacija ekspresije mRNA i proteina u pojedinom patohistoloskom tipu i gradusu glioma
analizirana je na ukupno 46 DA (gradus II), 99 AA (gradus III) te 63 GBM (gradus V). Spearmanov
test pokazao je statisticki zna¢ajnu pozitivnu korelaciju izmedu mMRNA i proteinske ekspresije gena
EGFR (p<0.001) i PTEN (p<0.001) u DA (gradus II), gena AKT1, AKT2 i GSK3p (p<0.05) te gena
EGFR i PTEN (p<0.001) u AA (gradus IlI), te gena AKT2(p=0.031), GSK3p (p=0.025) i EGFR
(p<0.001) u GBM (gradus 1V) (Tablica 13). Slika 16 prikazuje grafove ovisnosti ekspresije proteina o
ekspresiji mMRNA gena AKT2, GSK3f, EGFR te PTEN u sva tri patohistoloSka tipa i gradusa difuznih
glioma. Navedene korelacije pokazuju da mRNA ekspresija gena EGFR najbolje korelira s ekspresijom

proteina u sva tri patohistoloska tipa difuznih glioma (Slika 16; Tablica 13).
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Tablica 13. Korelacija metilacije i ekspresije proteina s ekspresijom mRNA u 3 patohistoloska tipa

glioma
KORELACIA
CNA gena vs mRNA Genska metilacija vs Proteinska ekspresija
Patohistoloski GENI ekspresija MRNA ekspresija vs mMRNA ekspresija
tip i gradus Spearmanov Spearmanov Spearmanov
koeficijent p koeficijent p koeficijent p
korelacije (r) korelacije (r) korelacije (r)
AKT1 0.10 0.448 -0.15 0.239 0.10 0.525
AKT?2 0.21 0.108 -0.10 0.420 0.12 0.417
AKT3 -0.06 0.655 -0.22 0.080 0.27 0.070
DA (gradus I1) CHUK 0.22 0.092 -0.16 0.201 - -
GSK3p 0.17 0.187 -0.29 0.024* 0.16 0.295
EGFR 0.25 0.047* -0.32 0.012* 0.55 <0.001*
PTEN 0.28 0.030* -0.02 0.859 0.46 0.001*
PIK3AP1 0.11 0.382 -0.28 0.028* - -
AKT1 0.50 <0.001* -0.26 0.003* 0.32 0.001*
AKT2 0.49 <0.001* -0.42 <0.001* 0.29 0.003*
AKT3 -0.03 0.714 -0.45 <0.001* 0.01 0.910
AA (gradus 111) CHUK 0.69 <0.001* -0.45 <0.001* - -
GSK3p 0.15 0.0985 -0.36 <0.001* 0.23 0.023*
EGFR 0.48 <0.001* -0.49 <0.001* 0.73 <0.001*
PTEN 0.59 <0.001* -0.32 <0.001* 0.37 <0.001*
PIK3AP1 0.14 0.123 -0.12 0.160 - -
AKT1 0.61 <0.001* -0.06 0.703 0.24 0.063
AKT2 0.47 <0.001* -0.30 0.052 0.27 0.031*
AKT3 0.05 0.526 0.34 0.030* 0.15 0.254
GBM CHUK 0.56 <0.001* 0.05 0.763 - -
(gradus 1V) GSK3p 0.30 <0.001* 0.09 0.571 0.28 0.025*
EGFR 0.79 <0.001* -0.44 0.003* 0.89 <0.001*
PTEN 0.56 <0.001* -0.40 <0.001* 0.19 0.126
PIK3AP1 0.49 <0.001* - - - -

DA-difuzni astrocitom; AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme; * - p<0.05

25



AKT2: mRNA expression (RNA Seq V2 RSEM)

AKT3 mRNA expression (RNA Seq V2 RSEN]

CHUK: mRNA axpression (RNA Seq V2 RSEM)

5
1 DA (gradus I1) AA (gradus IlI) GBM (gradus V)
45k AKT]. . * AKT]. 40k AKTl
Z r=0.10 7.l r=0.50%** B r=0.61**
g % o
5 i 5 30k
£ 55 % &
3 3 35k ;
g é - 20k-
- 3 g
E 25 S 25k % 1ok
2 2
0
- 1.5k
4 49 48 471 06 05 44 43 02 <01 & o1 A 8 &l .l 22 ? 92 b4 0 7 7 2 3
AKT1: Relative finear copy-number valus AT A Eisiative inar oopy smtar valksss AKT1: Relative linear copy-number values
ok
“1 DA (gradus I1) AA (gradus I11) .. GBM (gradus 1V)
o AKT2 . AKT2 : . AKT2
+ r=021 S r=0.49 ** g U r=047**
5 ow & &
35k S H
& 4
§ H
3 H g %
2.5k 9 é % Ik
& o
%* g x g
% N
1.5k
o 1k: Tk
1k
4 08 406 04 02 0 02 04 06 08 1 12 T 48 96 44 <02 0§ 02 04 05 08 1 3 de 46 04 G2 & 02 04 06 08
AKT2 Relative linear copy-number values AKT2 Relative linear copy-number values AKT2 Relative lingar copy-number values
- ° 10K
DA (gradus I1) AA (gradus I11) GBM (gradus 1V)
“ AKT3 «f AKT3 . AKT3
= s B —
1.8k —_ o r=- o r= 005
r=-0.06 t 0.03 :
1.6k o F3
& & 6k
1.4k %; * gu
5 Z 4
1k : * :
200 5 % .
% ]
500
400 h °
o
200 o
€1 005§ 085 01 0% 02 0% 03 0% 45§ 05 1 15 % 25 5 35 3 7 95 6 05 1 15 2 25 3 35
AKT3. Relative linear copy-number values AKT3 Relative linear copy-number values AKT3 Relative linear copy-number values
800 800

700

600

500

400

300

200

DA (gradus II)

C

r=0.22

HUK ™

600
500

400

CHUK: mRNA expression (RNA Seq V2 RSEM)

300

200

AA (gradus Il1)
CHUK

r

=0.69 **

CHUK: mRNA expression (RNA Seq V2 RSEM)

7

2

600

500

400

300

200

100

GBM (gradus V) .
CHUK
r=0.56**-

-09

-08 07 06 05 -04 03 -02 01 0 01

CHUK: Relative linear copy-number values

4

0.8 06 04 02 0 02 04 06 08

CHUK: Relative linear copy-number values

-1 08 06 -04 02

CHUK: Relative linear copy-number values

Slika 13. Korelacija ekspresije mMRNA i CNA u gena AKT1, AKT2, AKT3 i CHUK unutar pojedinog

patohistoloskog tipa glioma. DA-difuzni astrocitom; AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme;

*p<0.05 (Spearman); **p<0.001 (Spearman); r-Spearmanov koeficijent korelacije; x os-relativan linearni broj

CNA,; y 0s-mRNA ekspresija (RSEM); crveni pravac-pravac regresije; plave tocke-uzorci s delecijom gena; crvene

tocke-uzorci s amplifikacijom gena; sive toc¢ke-diploidni uzorci
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Slika 14. Korelacija ekspresije mRNA i CNA u gena GSK3p, EGFR, PTEN i PIK3AP1 unutar pojedinog

patohistoloskog tipa glioma. DA-difuzni astrocitom; AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme;

*p<0.05 (Spearman); **p<0.001 (Spearman); r-Spearmanov koeficijent korelacije; x os-relativan linearni broj

CNA,; y 0s-mRNA ekspresija (RSEM); crveni pravac-pravac regresije; plave tocke-uzorci s delecijom gena; crvene

to¢ke-uzorci s amplifikacijom gena; sive tocke-diploidni uzorci
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Slika 15. Korelacija ekspresije mRNA i metilacije u gena AKT3, GSK3f, EGFR i PTEN unutar pojedinog

patohistoloskog tipa glioma. DA-difuzni astrocitom; AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme;

*p<0.05 (Spearman); **p<0.001 (Spearman); r-Spearmanov koeficijent korelacije; x os-metilacija (HM450); y os-

MRNA ekspresija (RSEM); crveni pravac-pravac regresije.
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Slika 16. Korelacija proteinske ekspresije i mMRNA ekspresije gena AKT2, GSK38, EGFR i PTEN unutar pojedinog
patohistoloskog tipa glioma. DA-difuzni astrocitom; AA-anaplasti¢ni astrocitom; GBM-glioblastoma multiforme;
*p<0.05 (Spearman); **p<0.001 (Spearman); r-Spearmanov koeficijent korelacije; x os-proteinska ekspresija
(RPPA); y 0s-mRNA ekspresija (RSEM); crveni pravac-pravac regresije
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7 RASPRAVA

Medicinski znacaj proteinske kinaze B (AKT) i njoj pridruzenih signalnih puteva dokazuju brojna
istrazivanja koja potvrduju aktivaciju AKT u razli¢itim tipovima karcinoma ukljucujuéi karcinom
bubrega (38), papilarni karcinom $titnjace (39), nazofaringealni karcinom (40), planocelularni karcinom
jednjaka (23), karcinom pluca (41) i uznapredovali karcinom dojke (42). U ovoj studiji zeljeli smo
saznati ucestalost promjena gena te povezanost transkripcijskih i epigenetickih promjena s promjenama
u ekspresiji gena AKT1, AKT2, AKT3, CHUK, GSK3f, EGFR, PTEN i PIK3AP1 u razli¢itim tipovima
difuznih glioma mozga. Nase in silico istrazivanje na ukupnom uzorku od 751 glioma pokazalo je
promjene gena PTEN-a u 76% ukupnih uzoraka, PIK3AP1 i CHUK u 75% ukupnih uzoraka svaki, te
gena EGFR u 74% uzoraka. Rezultati pokazuju vrlo visok stupanj ukljuenosti ovih gena u slozenu
regulaciju PI3BK-AKT-mTOR signalizacije u difuznim gliomima mozga. Ostali ispitivani geni bili su
promijenjeni u manjem postotku, gen AKT2 u 39% uzoraka, AKT1 u 32% uzoraka, AKT3 u 19% uzoraka,
dok je GSK3p pokazao najmanji stupanj genskih promjena u ukupno 18% uzoraka. Ucestalost genskih
promjena varirala je izmedu gradusa te su daleko najveci broj CNA imali GBM (gradus IV), u usporedbi
s nizim gradusima. Treba naglasiti da su geni EGFR, PIK3AP1 te PTEN, kada se usredoto¢imo na najvisi
stupanj malignosti, pokazali genske promjene u ¢ak 89% GBM, dok je CHUK bio promijenjen u 88%,
a AKT2 u 43% uzoraka GBM-a. Ovakva visoka ucestalost promjena na razini gena ukazuje na vaznu
ulogu ovih gena u tumorigenezi glioma mozga te na povezanost s bioloskom agresivnos¢u buduci da je
gradus IV (GBM) imao najvec¢i udio CNA. Analiza gena koji kodira za proteinsku kinazu B pokazala je
razlike u genskim i epigenetskim promjenama kao i u ekspresiji razli¢itih izoformi ovog proteina:
AKT1, AKT2 i AKT3. Gen AKTL1 bio je promijenjen u 15% DA (gradus I1), 30% AA (gradus IlI) te
34% GBM (gradus V), a AKT2 u 11% DA, 33% AA te ¢ak 43% GBM. Za razliku od njih, AKT3 je
pokazao promjene u samo 2% DA, 19% AA te 22% GBM. U podatcima iz literature (1) navedeno je da
priblizno 70% GBM pokazuje pojacanu aktivaciju jedne od izoformi proteinske kinaze B (AKT) §to se
podudara s na$im rezultatima. U istraZivanju razli¢ite uloge AKT izoformi, Western blot analiza je
pokazala da je u 5/5 uzoraka AKT2 bio aktivan/fosforiliran, a njegova je MRNA ekspresija pozitivno
korelirala s gradusom, dok su AKT1 i AKT3 bili aktivni u samo 3/5 uzoraka (43). U istoj je studiji
pretpostavljeno da snizena ekspresija AKT3 dovodi do dediferencijacije stanica koje postaju nalik na
maticne stanice te pogoduju progresiji GBM (43). Novije istrazivanje potvrdilo je tu hipotezu pokazavsi
da povisena ekspresija AKT3 moze odgoditi progresiju glioblastoma (1, 44). Nasi rezultati i literaturni
podatci potvrduju da AKT1 1 AKT2 djeluju kao promotori tumorigeneze GBM-a, dok AKT3 pokazuje
tumor-supresorsku ulogu. Na epigenetickoj razini nasi rezultati pokazuju snizenu metilaciju gena AKT1
te AKT2 u GBM u odnosu na nize graduse (Mann-Whitney, p<0.05), dok je gen AKT3 pokazao znacajno
visu metilaciju u GBM u odnosu na nize graduse (Mann-Whitney, p<0.001). Ovi podatci govore 0
vaznoj ulozi metilacijskog mehanizma koji interferira s promjenama gena te pridonosi visokoj ekspresiji
AKT1, AKT2 i snizenoj ekspresiji AKT3 $to dovodi do dediferencijacije stanica i progresije tumora (45).

U naSem istrazivanju analiza gena CHUK pokazala je visok udio CNA od ¢ega 8% u gradusu II (DA),
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49% u AA (gradus III) te ¢ak 88% u GBM (gradus IV). Usprkos nedostatku literaturnih podataka o
ponasanju gena CHUK u gliomima, radovi na nazofaringealnim karcinomima govore o pojatanom
bojenju uzoraka u 77,78% diferenciranih karcinoma u odnosu na samo 22,22% u nediferenciranih
nazofaringealnih karcinoma (46). U istoj studiji (46) in situ hibridizacija pokazala je povisenu razinu
MRNA povezanu s duljim prezivljenjem pacijenata s nazofaringealnim karcinomom. Takva su opazanja
u skladu s nasim rezultatima u kojima je najveci broj CNA gena CHUK u obliku hemizigotnih delecija
(88%) pridruzen upravo gradus IV (GBM) sa najloSijom prognozom, dok su DA (gradus IT) sa boljom
prognozom imali znacajno visu ekspresiju njegove mRNA u odnosu na AA (Mann-Whitney, p=0.008)
te GBM (Mann-Whitney, p<0.001). Analiza GSK3f pokazala je CNA u 11% DA, 10% AA te 21%
GBM. Iako su nasi rezultati pokazali relativno nizak udio CNA, prethodno istrazivanje na kulturi stanica
humanih glioma zabiljezilo je inaktivaciju GSK3f putem tockastih mutacija i fosforilacije u 67%
uzoraka glioma (47). Ti rezultati pokazuju da je uloga GSK3 u tumorigenezi veé¢im djelom regulirana
aktivacijom/inaktivacijom putem mehanizma fosforilacije, a manjim djelom putem CNA. U istom je
istrazivanju (47) dokazano da povisena ekspresija aktivnog oblika GSK3 sprjecava angiogenezu i rast
tumora sto je u skladu s nasim rezultatima koji pokazuju snizenu ekspresiju mRNA u GBM (gradus V)
u odnosu na DA (p=0.001) i AA (p<0.001). Udio CNA gena EGFR znatno se razlikovao izmedu 3
patohistoloska tipa. DA (gradus II) imali su CNA u samo 8% uzoraka, a AA (gradus III) u 41% uzoraka,
dok su GBM (gradus IV) pokazali dvostruko vise CNA (89%) u odnosu na gradus I11. Druga istraZivanja
u skladu su s naSim rezultatima te ukazuju na visoku ucestalost amplifikacija gena EGFR u ¢ak 57.4%
glioblastoma (48). U nasem je uzorku 43,6% GBM imalo amplifikaciju, dok je 44,1% uzoraka pokazalo
viSestruke amplifikacije gena. Literaturni podatci takoder govore da oko 45% glioblastoma sadrzi
promjene u obliku amplifikacije gena EGFR $to je u skladu s naSim podatcima (1). Nasi rezultati
pokazali su i velike promjene na epigenetskoj razini te je Mann-Whitney testom dokazana znacajno
snizena metilacija gena EGFR u GBM u odnosu na DA i AA (p<0.001). Takoder je dokazana povisena
ekspresija mRNA u GBM u odnosu na DA (Mann-Whitney, p<0.001), a ekspresija proteina pozitivno
je korelirala s ekspresijom mRNA u sva tri gradusa (Spearman, p<0.001). Tumor supresor PTEN u
nasem je istrazivanju pokazao promjene u 8% DA, 50% AA te 89% GBM. lako literaturni podatci
govore da oko 36% (1), odnosno 34,3% (48) uzoraka GBM pokazuje homozigotne delecije (gubitak oba
alela), u rezultatima nase analize samo je 10% uzoraka pokazalo homozigotne delecije, dok su
hemizigotne delecije (gubitak jednog alela) bile prisutne u cak 79% uzoraka GBM. U skladu s nasim
rezultatima su rezultati imunohistokemijske analize na GBM koji su pokazali statisticki znac¢ajno nizu
ekspresiju PTEN-a (p<0.05) u tumorskom tkivu u odnosu na okolno zdravo tkivo mozga (49). lako je
naSa analiza pokazala sniZzenu metilaciju gena PTEN u GBM u odnosu na niZe graduse, CNA promjene
su snazno pozitivno korelirale s ekspresijom mRNA (Spearman, p<0.001) u skupini GBM te su uzorci
s homozigotnim delecijama pokazali najnize vrijednosti mRNA ekspresije. Gen za adapterski protein
PIK3AP1 zadobio je CNA u 8% DA, 49% AA te ¢ak 89% uzoraka GBM. lako je uloga ovog proteina

u gliomima jo$ nedovoljno istraZzena novije istrazivanje na stanicnoj kulturi makrofaga i limfocita B
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pokazuje hiperfosforilaciju proteina PIK3API1 ¢ime je omoguéena aktivacija PI3K-AKT signalizacije
(50). Nasi su rezultati potvrdili zna¢ajno visu ekspresiju mRNA u GBM (gradus IV) u odnosu na DA
(Mann-Whitney, p<0.001) i AA (Mann-Whitney, p=0.013) $to upucéuje na vaznu ulogu ovog proteina u
prijenosu signala preko PI3K te pojacanu proliferaciju u GBM. Nasi rezultati pokazuju da AA (gradus
IIT) imaju znaéajno snizenu metilaciju u odnosu na DA (gradus II) (Mann-Whitney, p<0,001), a
pretpostavka je da sniZzena metilacija u GBM takoder uzrokuje pojac¢anu ekspresiju iako podatci o
metilaciji PIK3AP1 u GBM nisu bili dostupni. In silico analiza sudionika signalnog puta EGFR-PI3K-
AKT-mTOR pokazuje vaznu ulogu navedene signalizacije u tumorigenezi difuznih glioma mozga. Nasi
su rezultati doprinjeli molekularnim saznanjima o razlikama izmedu pojedinih patohistoloskih tipova i
gradusa unutar grupe difuznih glioma. Detaljnije razumijevanje molekularne signalizacije te razli¢itosti
izmedu pojedinih tipova ovih tumora sigurno ¢e posluziti za daljnje usmjerenje nasih in vivo istraZivanja
genomike i proteomike glioma. Nepovoljna prognoza bioloski najagresivnijih tumora ove skupine
usprkos multimodalnom lije¢enju poticaj je za daljnja istrazivanja na cijeloj skupini difuznih glioma
kako bismo poboljsali karakterizaciju i klasifikaciju tumora, unaprijedili trenutno dostupne metode

lijeCenja te omogucili bolju prognozu ove teske bolesti.
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8 ZAKLJUCCI

1. AKT1, AKT2, AKT3, CHUK, GSK3p, EGFR, PTEN i PIK3AP1 na genskoj, transkripcijskoj,
epigeneti¢koj i proteinskoj razini pokazali su razlike izmedu 3 patohistoloska tipa i gradusa difuznih
glioma mozga. Rezultati sugeriraju da se geni AKT3, CHUK, GSK3p i PTEN ponasaju poput tumor
supresora, a geni AKT1, AKT2, EGFR i PIK3AP1 poput onkogena te su u visim gradusima ukljuceni u
pojacanu aktivaciju signalnog puta EGFR-PI3K-AKT-mTOR.

2. In silico analiza pokazuje da su geni PIK3AP1 te CHUK izrazito bitni i povezani s AKT
signalizacijom u difuznim gliomima mozga s visokim postotkom promjena na svim razinama od gena
do proteina.

3. Onkogen AKT1 je pokazao znacajno (Mann-Whitney, p<0.001) smanjenu metilaciju u GBM
(gradus V) u odnosu na nize graduse II i Il uz zna¢ajno povisenu ekspresiju njegove MRNA u gradusu
IV u odnosu na gradus Il (Mann-Whitney, p=0.002) i Il (Mann-Whitney, p<0.001). Ovi rezultati
upucuju na vaznu onkogenu ulogu gena AKT1 u kojeg je smanjena metilacija znacajno povezana s
gradusom IV omogucila poja¢anu ekspresiju mRNA.

4.  Amplifikacija gena AKT2 u 33% uzoraka GBM uz znacajno smanjenje metilacije u gradusu 1V
u odnosu na AA (gradus Il1) (Mann-Whitney, p=0.047) te DA (gradus Il) (Mann-Whitney, p=0.018)
rezultirala je znacajnim povisenjem ekspresije MRNA u GBM (gradus IV) u odnosu na DA (gradus II)
(Mann-Whitney, p=0.030) i AA (gradus IIl) (Mann-Whitney, p=0.018). Ekspresija proteina znacajno
je pozitivno korelirala s poja¢anom ekspresijom mRNA (Spearman, p=0.031) kao rezultat Gestih
amplifikacija i smanjenja metilacije. To upuc¢uje na pojacanu aktivnost onkogena AKT2 u gradusu 1V i
njegovu povezanost s bioloskom agresivnoscu difuznih glioma.

5. AKT3 je pokazao znaéajno nizu ekspresiju mRNA u gradusu IV u odnosu na graduse Il i 11
(Mann-Whitney, p<0.001). Znacajno povisena metilacija u GBM u odnosu na niZe graduse (Mann-
Whitney, p<0.001) objasnjava sniZenje transkripcije gena AKT3 i upuc¢uje na njegovo djelovanje kao
tumor supresora.

6. Rezultati o visokom postotku hemizigotnih delecija (74% uzoraka) gena CHUK i povisenoj
metilaciji, koja je znacajno visa u GBM u odnosu na DA i AA (Mann-Whitney, p<0.001), objasnjavaju
smanjenje ekspresije MRNA gena CHUK u GBM (gradus IV) u odnosu na nize graduse (Mann-Whitney,
p<0.001) te znacajno nizu ekspresiju mRNA u AA u odnosu na DA (Mann-Whitney, p=0.008). Rezultati
sugeriraju da delecije i povisena metilacija 0vog tumor supresora imaju ulogu u progresiji.

7. Gen GSK3p pretrpio je hemizigotne delecije u 9% uzoraka i amplifikacije takoder u 9% uzoraka.
Unatoc znacajno nizoj razini metilacije gena u GBM (gradus IV) u odnosu na DA i AA (Mann-Whitney,
p<0.001) analiza je pokazala pad ekspresije mMRNA u GBM (gradus 1V) u odnosu na DA (Mann-
Whitney, p=0.001) i AA (Mann-Whitney, p<0.001). Na temelju ovih rezultata zakljucujemo da
ekspresija mRNA ovog tumor supresor gena nije kontrolirana promjenom u broju kopija gena, niti

metilacijom gena.
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8. Amplifikacija i viSestruka amplifikacija EGFR u 37% i 36% uzoraka, kao i zna¢ajno snizena
metilacija ovog onkogena u GBM (gradus 1V) u odnosu na graduse Il i 111 (Mann-Whitney, p<0.001),
pracena je povecanjem ekspresije MRNA u GBM u odnosu na nize graduse (Mann-Whitney, p<0.001).
Povecanje ekspresije mRNA u AA u odnosu na DA (Mann-Whitney, p<0.02) pozitivno je koreliralo s
ekspresijom proteina u sva tri gradusa difuznih glioma (Spearman, p<0.001). Ovo navodi na zakljucak
0 vaznoj ulozi EGFR u aktivaciji signalnog puta PI3K-AKT-mTOR i progresiji difuznih glioma.

9. lako je tumor supresor PTEN pokazao znaéajno povisenu razinu metilacije u DA (gradus 1) i
AA (gradus I11) u odnosu na GBM (gradus 1V) (Mann-Whitney, p<0.001) pad ekspresije mRNA gena
PTEN moze se objasniti velikim brojem hemizigotnih delecija u 67% ukupnih uzoraka, odnosno 89%
uzoraka GBM u kojima su niske linearne vrijednosti CNA (delecije) snazno korelirale s niskom
ekspresijom mRNA (Spearman, p<0.001).

10. Onkogen PIK3AP1 pokazuje znacajno visu ekspresiju mRNA u GBM (gradus IV) u odnosu na
DA (Mann-Whitney, p<0.001) i AA (Mann-Whitney, p=0.013). Metilacija gena pokazala se zna¢ajno
nizom u AA (gradus IIT) u odnosu na DA (gradus IT) (Mann-Whitney, p<0.001) §to omogucuje povisenu
ekspresiju mRNA. lako podatci o metilaciji u GBM (gradus IV) nisu bili dostupni moguce je da unatoc
velikom broju hemizigotnih delecija izostanak metilacije dovodi do visoke razine ekspresije mRNA.

11. Natemelju korelacije CNA, ekspresije mMRNA te metilacije svih ispitivanih gena mozemo
zakljuciti da u visim gradusima difuznih glioma, CNA utjece na ekspresiju mRNA, dok u nizim

gradusima vazniju ulogu ima metilacija gena.
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11 ZIVOTOPIS

Petar Brlek roden je 6. travnja 1995. u Varazdinu, a svoje djetinjstvo provodi u Petrijancu gdje
zavrSava osnovnoskolsko obrazovanje nakon ¢ega upisuje Prvu gimnaziju Varazdin. Tijekom svog
obrazovanja pokazao je interes za prirodoslovne predmete te ve¢ u 4. razredu osnovne $kole osvaja 3.
mjesto na drzavnom natjecanju tog karaktera. Ukupno se natjecao na 26 zupanijskih i 12 drzavnih i
medunarodnih natjecanja na kojima je osvojio 11 prvih, 2 druga i 6 tre¢ih mjesta. U svrhu promicanja i
popularizacije znanosti, na kreativan i zanimljiv nagin, sudjelovao je u Skolskom laboratoriju slave kao
i u Centru izvrsnosti iz biologije, kemije i fizike Varazdinske Zzupanije. Uz velik broj op¢inskih i
zupanijskih nagrada i priznanja, Ministarstvo znanosti, obrazovanja i sporta dodjeljuje mu nagradu
,»Oskar znanja“ za izvrsne rezultate i osvojeno 1. mjesto na drzavnom natjecanju iz biologije u Skolskoj
godini 2011./2012. Nakon drzavne mature na kojoj se istaknuo rijesivsi ispit iz biologije kao najbolji u
generaciji, upisuje Medicinski fakultet u Zagrebu. Uskoro postaje demonstrator na katedrama za
Medicinsku biologiju te Medicinsku kemiju i biokemiju, a 2016. se prikljucuje u znanstveni rad
Laboratorija za neuroonkologiju Hrvatskog instituta za istraZivanje mozga. Za vrijeme studija Medicine
paralelno upisuje diplomski studij Molekularne biologije na Prirodoslovno-matemati¢kom fakultetu u
Zagrebu gdje s prosjekom 5.0 polaze dodatne kolegije iz podru¢ju molekularne patologije, molekularne
onkologije, mutageneze i karcinogeneze, medicinske genetike te bioinformatike. Tijekom studija, zbog
interesa u polju racunalne genomike, dodatno se usavrSava te stjece certifikate ,,Data Science®,
»Machine Learning®, ,,Data Structures* te ,,Python Core* za teorijsko i prakti¢no razumijevanje metoda
strojnog u¢enja u biomedicinskim istrazivanjima. Uklju¢enjem u projekt ,, WNT4EMT* sudjelovao je u
organizaciji radionice ,,Uloga signalnog puta WNT u epitelno-mezenhimskoj tranziciji“ te kao aktivni
izlaga¢ odrZao predavanja na ukupno 8 domacih i medunarodnih skupova. Autor je i koautor na 17
kongresnih priopéenja te 4 znanstvene publikacije u Casopisima s medunarodnom recenzijom.
Prepoznavsi njegov dugogodis$nji rad, 2018. godine Opcine Petrijanec dodjeljuje mu nagradu za
izvrsnost te postignute rezultate u u¢enju i obrazovanju. Dobitnik je Nagrade za izvrsnost Rotary Cluba
Varazdin, stipendije za nadarene studente Opc¢ina Petrijanec te stipendije Varazdinske Zupanije. Na
studentskom kongresu neuroznanosti s medunarodnim sudjelovanjem - NeuRi 2019. osvaja nagradu za
najbolju poster prezentaciju, a 2021. godine nagradu za najbolji rad. U slobodno vrijeme ljubitelj je
vodenih sportova, certificirani instruktor jet skiinga, zaljubljenik u prirodu, planinarenje i astronomiju.
Tijekom epidemije COVID-19 aktivno je pomagao i volontirao u Ministarstvu zdravstva RH te u
pozivnom centru Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo, a svoje obrazovanje na Medicinskom fakultetu

zavrsava kao dobitnik cijenjene Rektorove nagrade za najbolji individualni znanstveni rad.
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