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Sazetak

Geni ukljuceni u senescenciju stanica glioma

Jan Tezak

Uvod: Stani¢na senescencija je proces u kojem se stanice trajno prestaju dijeliti, a koji ima
kljuénu ulogu u kontroli tumorskog rasta i odgovoru na terapiju. Gliomi su najces¢i primarni
tumori sredi$njeg ziv€anog sustava, a prognoza im je ¢esto nepovoljna zbog agresivnog
klini¢kog tijeka i Ceste rekurencije nakon terapije. Sve vise istrazivanja upucuje na znacaj
senescentnih stanica glioma na takav klinicki tijek ovih tumora. Cilj ove studije je analizirati
ucestalost i tip promjena gena ukljucenih u stani¢nu senescenciju u razli¢itim tipovima glioma.
Materijali i metode: Analizirali smo 3425 uzoraka glioma koriste¢i podatke s cBioPortala za
genomiku tumora. Odabrali smo 10 naj¢esc¢e promijenjenih gena povezanih sa senescencijom:
TP53, CDKN2A, EGFR, ATM, TNFRSFIA, IGFBP7, TNFRSFI11B, TP53BP1, HGF i
SERPINE]I. In silico analiza podataka ukljucivala je odredivanje ucestalosti mutacija,
amplifikacija, delecija i viSestrukih promjena u svakom tipu glioma.

Rezultati: Rezultati su pokazali da su u ukupnom uzorku 7P53, CDKN2A i EGFR naj¢esce
promijenjeni geni. CDKN2A, EGFR, ATM, IGFBP7, TP53BP1 i HGF su imali veci postotak
promjena u gliomima visokog stupnja (HGG), dok su TP53, TNFRSFIA, TNFRSF11B 1
SERPINE] bili ¢es¢e promijenjeni u gliomima nizeg stupnja (LGG). Statisticki znacajna razlika
u promjenama izmedu HGG i LGG skupina je utvrdena za TP53, CDKN2A, EGFR, IGFBP7 te
TNFRSF11B.

Zakljucak: Pokazali smo kako su proucavani geni ¢eS¢e promijenjeni u gliomima visih gradusa.
Obrasci promjena odgovaraju dosadasnjim spoznajama iz literature. Ovi nalazi naglaSavaju
vaznost specificnih genetskih promjena u regulaciji stani¢ne senescencije i njihov utjecaj na
malignost glioma. Daljnja istrazivanja su potrebna kako bi se bolje razumjeli mehanizmi kojima

ovi geni utjeCu na senescenciju i klini¢ki tijek glioma.

Kljuc¢ne rijeci: stani¢na senescencija, gliom, cBioPortal, SASP, in silico analiza
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Summary

Genes Involved in Glioma Cellular Senescence
Jan Tezak

Introduction: Cellular senescence is a process in which cells permanently cease to divide,
playing a key role in controlling tumor growth and response to therapy. Gliomas are the most
common primary tumors of the central nervous system, often with a poor prognosis due to
aggressive clinical behavior and frequent recurrence after therapy. Increasing research indicates
the significance of senescent glioma cells in shaping the clinical profile of these tumors. The aim
of this study was to analyze the frequency and type of alterations in genes involved in cellular
senescence in different types of gliomas.

Materials and Methods: We analyzed 3425 glioma samples using data from the cBioPortal for
Cancer Genomics. We selected and studied the 10 most frequently altered genes related to
senescence: TP53, CDKN2A, EGFR, ATM, TNFRSF 1A, IGFBP7, TNFRSF11B, TP53BP1, HGF
and SERPINE]. Data analysis included determining the frequency of mutations, amplifications,
deletions, and multiple alterations in each type of glioma.

Results: The results showed that TP53, CDKN2A, and EGFR were the most frequently altered
genes. CDKN2A, EGFR, ATM, IGFBP7, TP53BP1, and HGF had a higher percentage of
alterations in high-grade gliomas (HGG), while TP53, TNFRSF1A, TNFRSF11B and SERPINE]
were more frequently altered in low-grade gliomas (LGG). A statistically significant difference
in alterations between the HGG and LGG groups was found for TP53, CDKN2A, EGFR,
IGFBP7 and TNFRSF11B.

Conclusion: We have shown that the studied genes are more frequently altered in high-grade
gliomas. The patterns of alterations correspond to the existing knowledge in the literature. The
results highlight the importance of specific gene changes in cellular senescence and their
association to glioma grade. Further research is needed to better understand the mechanisms by

which these genes influence senescence and the clinical course of gliomas.

Key Words: cellular senescence, glioma, cBioPortal, SASP, in silico analysis



Uvod

Gliomi

Gliomi su tumori porijeklom iz glijalnih stanica (1) te su najces¢i primarni tumori srediSnjeg
Zivéanog sustava (SZS-a)(2). Gliomi ¢ine oko 30% svih tumora sredi$njeg Zivanog sustava, ali
kad govorimo o malignim tumorima, gliomi ¢ine ¢ak 80 % (3). lako incidencija primarnih
tumora SZS-a ¢&ini svega 2% incidencije svih primarnih tumora, primarni tumori SZS-a
odgovorni su za 7% smrti od tumora u osoba mladih od 70 godina (4). Za klini¢ku praksu je, na
temelju biologije samog tumora, uobicajena podjela na gliome niskog stupnja malignosti (engl.
low grade glioma, LGQG), 1 gliome visokog stupnja malignosti (engl. high grade glioma, HGQG)
(5,6).

Klasifikacija

Kad govorimo o gliomima, zapravo govorimo o vise razliitih vrsta tumora koje povezuje
odredena histoloSka slicnost s glijalnim stanicama. lako se radi o stanicama glijalnog porijekla,
jos uvijek ne postoji konsenzus o tome iz kojih to¢no ishodis$nih stanica nastaju tumorske stanice

glioma — normalnih glijalnih stanica, prekursorskih glijalnih stanica, mati¢nih stanica, itd. (7)

Ovisno o specifi¢noj patohistologiji, Klasifikacija tumora srediSnjeg Ziv€anog sustava Svjetske
zdravstvene organizacije (SZO) iz 2007. godine kao glavne skupine glioma navodi: astrocitome,
oligodendrogliome, oligoastrocitome, ependimome, 1 neuronalne i mijeSane neuronalno-glijalne
tumore (8). Unutar tih skupina na temelju stanicne morfologije, dodatno se ovisno o raznim
citoloSkim i histoloskim parametrima malignosti (npr. stani¢na atipija, mitotska aktivnost,
vaskularizacija) odreduje gradus, te se odreduje o kojem se tumoru radi (9). Treba naglasiti da su

klasifikacije obnavljane, revidirane i azurirane s novim spoznajama u vise izdanja.

No, u praksi su jos od prve Klasifikacije iz 1979. godine uoceni problemi s ovakvom,
patohistoloSkom podijelom, jer ostavlja prostora za veliku varijabilnost izmedu promatraca-

dijagnosticara. Patohistoloska klasifikacija koja se oslanja na individualnu vizualnu procjenu



mikroskopom jako ovisi o iskustvu promatraca, i ¢ini metodu razmjerno subjektivnom (10).

Posljedica toga bile su velike razlike u dijagnostici, terapiji, i prognozi u lijeCenju ovih tumora.

U meduvremenu, znanstveni napredak koji se dogodio nakon klasifikacije iz 2007. godine
promjenio je paradigmu sistematizacije tumora srediSnjeg Ziv€anog sustava zbog spoznaja o
vaznosti specificnih genetskih i molekularnih karakteristika tumora, uz ve¢ uvazena

patohistoloska obiljezja (2).

Otkric¢e vaznosti odredenih genotipskih karakteristika, kao Sto su na primjer mutacija izocitrat-
dehidrogenaze (IDH) ili kodelecija kromosomskih krakova 1p/19q, omogucilo je bolje klinicke
ishode, primarno zbog vece preciznosti dijagnostike, i omoguéavanja razvoja ciljane terapije(11).
1z tog je razloga 2016. Svjetska zdravstvena organizacija objavila novu Klasifikaciju tumora
sredi$njeg ziv€anog sustava koja se po prvi put temeljila na kombinaciji genotipskih, kao i
fenotipskih karakteristika tumora. S daljnjim znanstvenim napretkom, sistematizacija je dodatno
produbljena te SZO 2021. godine objavljuje novu, petu po redu, Klasifikaciju tumora sredisSnjeg
ziv€anog sustava, koja ima za cilj azurirati i pojednostaviti prethodnu iz 2016. (12)

Prema toj je klasifikaciji, koja je jo$ uvijek na snazi, osnovna podjela glioma odrasle dobi na:
difuzne gliome (astrocitome s IDH mutacijom (gradus 2, 3, ili 4), oligodendrogliome s IDH-
mutacijom i 1p/19q kodelecijom (gradus 2 ili 3), i glioblastome (GBM) IDH divljeg tipa (gradus
4)), 1 ogranicene astrocitne gliome unutar kojih su svrstani pilociti¢ni astrocitom i1 drugi manje
ucestali tipovi (13).U ovom radu analiziramo gliome podijeljene prema njihovom
patohistoloSkom tipu, pritom se vode¢i najnovijom klasifikacijom iz 2021. godine te

usporedujemo tumore podijeljene u skupine niskog (LGG) i visokog (HGG) stupnja malignosti.



Tablica 1. Usporedba histologije glioma, podjele prema klasifikacijama WHO-a iz 2016. i 2021. godine, te

pridruzeni gradusi.

Izradeno prema Huang LE. Impact of CDKN2A/B Homozygous Deletion on the Prognosis and Biology of IDH-

Mutant Glioma. Biomedicines. 2022 Jan 24;10(2):246.

Rad je dostupan na poveznici: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8869746/.

Tablica je izmijenjena na temelju CC 4.0 licence dostupne na https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

Histologija SZ.0 2016.

Oligodendrogliom  Oligodendrogliom, IDH-
mutant i 1p/19q kodeletiran

Anaplasti¢ni Anaplasticni
oligodendrogliom oligodendrogliom,
IDH-mutant i 1p/19q
kodeletiran
Difuzni Difuzni astrocitom,
astrocitom IDH-divlji tip ili
IDH-mutant
Anaplasti¢ni Anaplasti¢ni
astrocitom astrocitom, IDH-divlji tip ili
IDH-mutant
Glioblastom Glioblastom, IDH-
divlji tip ili IDH-mutant
Astrocitom
Astrocitom

Gradus 2016.

SZ0O gradus
11

SZO gradus
I

SZ0 gradus
11

SZO gradus
I

SZO gradus
v

SZO0 2021.

Oligodendrogliom, IDH-
mutant 1 1p/19q
kodeletiran

Oligodendrogliom, IDH-
mutant 1 1p/19q
kodeletiran

Astrocitom,
IDH-mutant

Astrocitom,
IDH-mutant

Glioblastom,
TDH-divlji tip
Astrocitom,
IDH-mutant i
CDKN2A/B
homozigotna delecija

Glioblastom,
IDH-divlji tip & TERT
promotor mutacija,
EGFR amplifikacija, ili
gubitak/dobitak
kromosoma 7/10

Gradus 2021.
SZ0 gradus 2

SZ0 gradus 3

SZ0 gradus 2

SZ0 gradus 3

SZ0 gradus 4

SZ0 gradus 4

SZ0 gradus 4



Klinicka slika

Pacijenti s primarnim tumorima mozga mogu imati fokalne ili generalizirane simptome, ovisno o
brzini rasta i lokaciji tumora. Tumori se ponekad otkriju i sluc¢ajno, prilikom snimanja mozga iz

drugih razloga.

Op¢i simptomi tumora mozga ukljucuju epilepticke napadaje (kod 50-80% pacijenata)(14),
glavobolje (kod 30%) (15), 1 simptome povecanog intrakranijalnog tlaka kao $to su no¢ne

glavobolje, jutarnja mucnina, povracanje, pospanost, zamucen vid i dvostruka slika (15).

Tumori u odredenim dijelovima mozga uzrokuju specifi¢nije simptome. Na primjer, tumori u
frontalnom reznju mogu uzrokovati slabost ili probleme s govorom; u parijetalnom reznju
utrnulost ili prostornu dezorijentaciju; a tumori u optickim putevima mogu uzrokovati probleme
s vidom. Tumori u prefrontalnom ili temporalnom reznju te Zuljevitom tijelu ¢esto uzrokuju
suptilnije probleme poput promjena osobnosti, poremecaja raspolozZenja i kratkotrajne memorije.
Infratentorijalni tumori mogu izazvati kombinaciju problema s kranijalnim zivcima,

koordinacijom i dugim Ziv€anim putevima (16).

Terapija

U lije€enju primarnih tumora mozga neovisno o njihovom specificnom tipu 1 histologiji, prvi
korak je gotovo uvijek kirurska resekcija (17). Iako se do nedavno smatralo kako je maksimalna
sigurna kirurSka resekcija povezana s najboljim ishodom u svim slu¢ajevima primarnih tumora
mozga, recentnija istrazivanja pokazuju kako ovisno o tipu tumora to nije istina, te kako neki
gliomi nizih gradusa ne pokazuju bolje ishode proporcionalno opseZnosti kirurSkog zahvata, te
postoje naznake kako bi za neke pacijente bili primjereniji poStedniji zahvati — naravno u
kombinaciji s drugim modalitetima terapije (18). Resekcijom tumora postize se terapijski u€inak
zbog uklanjanja tumorske mase, ali resekcija je takoder i kljuan korak u preciznoj dijagnostici

tumora, jer omogucava detaljnu analizu izvadenog tumorskog tkiva (17).

Uz kirursku resekciju, u lijeCenju primarnih tumora mozga koriste se i radioterapija i
kemoterapija, a u novije vrijeme sve vise i imunoterapija. Postoje razlike u specifi¢nim

protokolima radioterapije i kemoterapije u lijeCenju glioma niskog stupnja, no nacelno su sli¢ni
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standardiziranom protokolu u terapiji glioblastoma — Stuppovom protokolu. Stuppov protokol
obuhvaca: u prvom koraku kirurski zahvat (maksimalnu sigurnu resekciju, §to moze znaciti

biopsiju, debulking, ili parcijalnu resekciju - ovisno o anatomskoj lokaciji tumora) s ciljem Sto
opseznijeg uklanjanja tumorske mase; zatim radioterapiju (60 Gy u 30 frakcija) i kemoterapiju

konkurentnim i adjuvantnim temozolomidom (19).

Unato¢ multimodalnoj terapiji, prognoza je u velikom broju slucajeva vrlo nepovoljna. U
gliomima nizeg gradusa (1 i 2), 10-godiSnje prezivljenje je 47%, s medijanom vremena
prezivljenja od 11.6 godina (20). Za gliome gradusa 3, medijan ukupnog prezivljenja je 3 godine,
a kod gradusa 4 samo 15 mjeseci (21). Veliki problem kod glioma, a posebice glioblastoma, je

njegova tendencija da se opetovano vraca nakon terapije (22).

U razmatranju terapije kao problem se vise ne prepoznaje samo efikasnost terapije, nego i
sigurnost odnosno dugoro¢ni utjecaj na kvalitetu Zivota. Zbog bolje i objektivnije dijagnostike na
temelju suvremene, molekularne klasifikacije tumora, dolazi do napretka u prezivljenju
pacijenata — no samim time i do vece izlozenosti dugoro¢nim Stetnim posljedicama agresivne
radioterapije i kemoterapije (18). Podrucje koje se zato intenzivno razvija u novije vrijeme je
imunoterapija. Prema Mahmoudu 1 suradnicima (23), samo za glioblastom je u 2022. u tijeku

bilo viSe od 88 klini¢kih studija (dostupno na: https://clinicaltrials.gov/, koje istrazuju

imunoterapeutike.

No $§to je u stvari imunoterapija tumora? Radi se o postupcima koji za lijecenje raka koriste
pacijentov imunoloski sustav 1 usmjeravaju ga da prepoznaje i unistava stanice raka. Postoji
nekoliko vrsta imunoterapija, ukljucujuci blokade imunoloskih kontrolnih tocaka (ICB — engl.
immune checkpoint blockades), adoptivne stanicne terapije, terapijska cjepiva, onkoliticke

virusne terapije (OV —engl. oncolytic virus), 1 druge metode (24).

U imunoterapiji glioblastoma, najées¢e govorimo o 4 vrste imunoterapije: ICB terapiji, terapiji s
T-stanicama s kimeri¢nim antigenskim receptorom (CAR-T), cjepivima, 1 onkoliti¢kim virusnim
terapijama (OV) (25). ICB terapije funkcioniraju tako da blokiraju imunoloske kontrolne tocke,
kao §to su npr. PD-1/PD-L1, ¢ime uklanjaju imunosupresivni u¢inak tumora. Peptidna i

dendriti¢ka cjepiva ciljaju tumoru-pridruzene antigene (TAA) 1 tumor-specifi¢ne antigene (TSA)


https://clinicaltrials.gov/

1 poti¢u imunosni odgovor pacijenta. CAR-T stani¢ne terapije pak ciljaju molekule na povrsini
tumora kao $to su npr. aktivna mutantna forma receptora epidermalnog faktora rasta EGFRVIII,
IL13Ra2 ili HER2, aktivirajuéi T-stani¢ni odgovor organizma protiv tumorskih stanica. Terapija
onkolitickim virusima je relativno nova metoda bazirana na ideji unoSenja modificiranog virusa,
npr. herpes simplex virusa, koji pokazuje specifi¢ni afinitet za ulazak i replikaciju u tumorskim
stanicama u kojima onda remeti metabolizam 1 uniStava ih, te pritom stimulira antitumorski

imunoloski odgovor organizma (26,27).

No, s obzirom na posebno tvrdokornu prirodu ovih tumora, i njihovu sklonost rekurenciji, unato¢
agresivnoj terapiji, istrazivaci su usmjerili pozornost prema mehanizmima koji bi mogli objasniti
tvrdokornost tumorskih stanica glioma s ciljem otkrivanja ucinkovitijih modaliteta terapije. Sve
brojnija otkri¢a u novije vrijeme upucuju na fenomen zasluzan za neucinkovitost terapije i
rekurenciju glioma - stani¢nu senescenciju(28,29). Shodno tome, trenutno se nalazimo u trenutku
kad se tek ocekuje zamah razvoja terapija koje ciljaju stani¢nu senescenciju. Prema Wangu i
suradnicima (30) s pocetka 2024. u tijeku su bile 34 studije koje ispituju potencijalne

senoterapeutike u lijecenju tumora, koje su dosegle drugu fazu ispitivanja.

Potencijalni lijekovi koji utje€u na senescenciju su vrlo raznoliki; od ve¢ uvazenih lijekova za
druge namjene — npr. azitromicina, do novosintetiziranih molekula, poput Navitoclaxa, inhibitora

Bcl-2 proteina (30).

Sto staniéna senescencija zapravo znaci u kontekstu tumora i glioma, i koja je poveznica s
terapijom? Da bismo odgovorili na ta pitanja, trebamo kratko prouciti pojavu stanicne

senescencije.
Stanicna senescencija

U svojem slavnom radu The serial cultivation of human diploid cell strains iz 1961., Leonard
Hayflick i Paul Moorehead opisuju fenomen koji je danas postao dio popularne znanstvene
svijesti — diploidne stanice fibroblasta se in vitro dijele ogranicen broj puta, nakon ¢ega
nastavljaju Zzivjeti, ali se viSe ne dijele. To stanje u koje stanica ude nazivaju stanicnom
senescencijom (31). Trinaest godina kasnije, australski virolog Macfarlane Burnet koncept

ograni¢enog broja diobi stanice naziva Hayflickovim limitom (32). S vremenom se
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razumijevanje stanicne senescencije sve vise produbljuje, te od inicijalnog poimanja kako se radi
0 pojavi prisutnoj u stani¢noj kulturi in vitro, dolazimo do shvacanja kako je senescencija
prisutna u gotovo svim tipovima stanica viSestani¢nih organizama, i klju¢na za njihovu normalnu

fiziologiju i1 razvoj, kao 1 za patoloske procese u njima (33,34).

Od inicijalnog otkri¢a do danas, istrazivanja su pokazala kako senescencija ne nastupa samo kao
posljedica prestanka stani¢nih dioba do Hayflickovog limita, $to je posljedica skrac¢ivanja
telomera, nego moze biti potaknuta raznim ¢imbenicima. Shva¢amo i kako je stani¢na
senescencija slozeni proces u kojem dolazi do ireverzibilnog aresta stani¢nog ciklusa, a koji se
zapravo razlikuje od tkiva do tkiva, ovisno o kontekstu (35). Ne postoji standardizirana
sistematizacija senescencija, te razni autori navode razne podjele. Neki autori koriste trojnu
podjelu na: replikacijsku senescenciju vezanu za skracivanje telomera, onkogenom-induciranu
senescenciju, i stresom-induciranu senescenciju (SIPS — engl. stress-induced premature
senescence) (33,36). Drugi autori kao posebne vrste senescencije navode jos i terapijom-
induciranu senescenciju (koju ¢e neki autori smatrati vrstom stresom-inducirane, ali ju se moze
izdvojiti ponajvise zbog klinicke vaznosti), senescenciju uzrokovanu mitohondrijskom
disfunkcijom (miDAS — engl. mitochondrial disfunction-associated senescence), i razvojnu
senescenciju koja je jedan od embriogenetskih mehanizama oblikovanja organizma (37—40).

-DNA damage
-Cell stress

G1/5 arrest:

G2fM check -yH2AX (DDR)
-safi-Gal
GZJ:'I arrest: __pllslnhh
® -SASP
-SASP [

-CCN2

G1/5 check
- DNA damage
- Cell stress (growth factors/nutrition)
= Chronic mitogenic stimuli

Telomere shortening

Slika 1. Stanicni ciklus, faze, tocke provjere i ulazak stanice u senescenciju.

Preuzeto iz Valentijn, F.A., Falke, L.L., Nguyen, T.Q. et al. Cellular senescence in the aging and diseased kidney. J.
Cell Commun. Signal. 12, 69-82 (2018.) (41).

Rad je dostupan na https://link.springer.com/article/10.1007/s12079-017-0434-2.

Slika je preuzeta na temelju dopustenja prema CC 4.0 licenci dostupnoj na poveznici:

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.



Vise rijeci o klasifikaciji senescencije ¢e biti kasnije, a prije razmatranja specifi¢nosti samih
procesa koji se ovdje odvijaju, ilustrirajmo u slijede¢om odjeljku kakva je to uopce senescentna

stanica.

Senescentna stanica je ziva, morfoloski i metaboli¢ki promijenjena, te iako zaustavljenog
stani¢nog ciklusa, metabolicki aktivna. Neke od morfoloskih 1 strukturalnih karakteristika
senescentnih stanica ukljucuju povecanu, spljostenu, multinukleiranu stanicu s povecanim
vakuolama, izmijenjen sastav stanicne membrane i znatno povecanje jezgre. Metabolicke
promjene ukljucuju stabilno i u nac¢elu nepovratno zaustavljanje proliferacije koje ne reagira na
mitogene podrazaje (33) (iako novija istraZivanja pokazuju kako postoje odredeni uvjeti u kojima
se senescentne stanice mogu ponovno poceti dijeliti) (42), odrzanu ali promijenjenu metabolicku
aktivnost, i generalnu otpornost na apoptozu (43). Te promjene rezultiraju nastankom stanice
imunogenog fenotipa — dolazi do ekspresije raznih imunogenih liganada na samoj stanici,
pojacane aktivacije puteva stanicnog prezivljavanja, i izlu¢ivanja pro-inflamatornog sekretoma
(44). Cjjeli ovaj pro-inflamatorni fenotip senescentne stanice naziva se sekretornim fenotipom

povezanim sa senescencijom (SASP — engl. senescence-associated secretory phenotype) (45).

SASP je klju¢ni posrednik parakrinog u¢inka senescentnih stanica na tumorski mikrookolis, kao

i raznih drugih lokalnih i sistemskih bioloskih uc¢inaka (46).

SASP ima posebno vaznu ulogu u senescenciji tumorskih stanica, te se u ovom radu velikim

dijelom bavimo upravo molekularnim biljezima SASP-a, o ¢emu ¢e vise rijeci biti malo kasnije.

Ukratko, senescentna stanica je stanica drugacije membrane, velike jezgre, koja se nacelno vise
nece dijeliti, izmijenjenog je metabolizma i eksprimira specifiéne molekule, kako unutar stanice,

tako i izvan stanice, stvarajuci pro-upalni sekretom.

Ovdje se logi¢no namece pitanje — koja je razlika izmedu senescentne stanice 1 terminalno

diferencirane stanice, kao npr. neurona? Jesu li i neuroni senescentne stanice?

Trenutno shvacanje je da nisu — jer razliku velikim dijelom baziramo na drugacijem putu
nastanka. Naime terminalno diferencirane stanice su nastale iz prekursorske, manje diferencirane

stanice, a senescentne stanice su stanice ¢iji je stupanj diferencijacije cijelim putem isti, samo se
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metabolizam izmjenio (47). Takoder, otkriveni su i specifi¢ni signalni putevi ukljuceni u jedan ili
u drugi proces. Ukljucenost razlicitih signalnih puteva takoder sluzi kao dokaz razlicitosti
izmedu senescentnih i terminalno diferenciranih stanica koje se vise ne dijele. Tako su kljucni
signalni putevi u terminalnoj diferencijaciji Notch, Hedgehog, i Wnt (37,48), dok su u indukciji
senescencije kljucni p53/p21 i pl16INK4A/pRB (33,49).

Nastanak senescencije

Vec¢ smo ranije naglasili da senescencija nije samo posljedica dosega maksimalnog broja
stani¢nih dioba, ve¢ moze biti potaknuta i drugim ¢imbenicima. Replikacijskoj senescenciji,
onkogenom-, stresom-, ili terapijom-induciranoj senescenciji, 1 razvojnoj senescenciji (37,39),
svima je zajednicko to da rezultiraju stanicom zaustavljenog ciklusa, promijenjene morfologije i
metabolizma, koja izrazava specifi¢ne biljege i izlucuje specifi¢ni sekretom (SASP). Iako, osim
u nac¢inu nastanka, postoje razlike u fenotipu stanica ovisno o kojem se tipu senescencije radi, za
potrebe ovog rada ¢emo se zadrzati na proucavanju osnovnog, zajednickog procesa razvoja

stani¢ne senescencije.

Pojednostavljeno gledano, u nastupu senescencije odredeni okida¢ trajno zaustavlja stani¢ni
ciklus, 1 inducira stvaranje senescentnog fenotipa. Detaljni pregled svih nacina na koji se to moze
dogoditi je tema mnogih opseZnih radova, i kontinuiranog istraZivanja, no generalno se svodi na
inhibiciju kompleksa kinaza ovisnih o ciklinu (CDK — engl. cyclin-dependent kinases) i ciklina,
te posljedi¢no zaustavljanje stani¢nog ciklusa. Putevi koji su u tome najzasluzniji su
p53/p21WAF1/CIP1 i pl6INK4A/pRB (49). Stovise, poveéana ekspresija bilo kojeg od ova
Cetiri ¢cimbenika (p53, pRB, pl6INK4A, p21 WAF1/CIP1) moze inducirati senescenciju (33,50).
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Slika 2. Pojednostavljeni prikaz glavnih puteva nastanka stanicne senescencije.

Preuzeto iz Lujambio A. To clear, or not to clear (senescent cells)? That is the question. Bioessays. 2016 Jul;38
Suppl 1:S56-64 (51).

Rad je dostupan na sljedecoj poveznici: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/bies.201670910.

Slika je preuzeta na temelju dopustenja prema CC 4.0 licenci dostupnoj na poveznici:

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

Kako dolazi do aktivacije ovih ¢imbenika? U replikacijskoj senescenciji, telomere postaju
prekratke, odnosno stanica dolazi do svojeg Hayflickovog limita, §to aktivira stani¢ni odgovor na
oStecenje DNA (DDR — engl. DNA-damage response), konkretno putem dvostrukog prekida
uzvojnice (DSB — engl. Double-strand break). ATM kinaza prepoznaje ovo ostec¢enje 1 aktivira
put p53/p21, tako Sto fosforilira protein p53, stabilizirajuéi ga i povecavajuci njegovu
koncentraciju u stanici. Poveéana razina p53 potom inducira ekspresiju gena p21, koji djeluje
kao inhibitor ciklin-ovisnih kinaza CDK2, CDK4 i CDKG6. Inhibicija ovih kinaza zaustavlja
stani¢ni ciklus u fazi G1, spreCavajuci daljnju diobu stanica i time smanjujuci rizik od
potencijalne Stete uzrokovane nestabilnos¢u genoma. Postoji jo§ nacina na koje ATM kinaza
zaustavlja stanicni ciklus, kao npr. putem razgradnje CDC25a (33,52).

Prikazi ovih puteva vidljivi su na slikama 2 1 3.
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Slika 3. Pojednostavljeni prikaz zaustavljana stani¢nog ciklusa aktivacijom ATM kinaze uslijed dvostrukog loma
uzvojnice DNA. Autor: Cellular Biochemistry I (Wikipedia korisnik).

Preuzeto s: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:ATM_target proteins_(new).png.

Slika je preuzeta na temelju CC 3.0 licence dostupne na poveznici: https://creativecommons.org/licenses/by-

sa/3.0/deed.en.

U stresom-induciranoj senescenciji, moze doc¢i do direktnog ostecenja uzvojnice DNA koje po
maloprije opisanom principu aktivira ATM/ATR put, te nizvodno p53/p21, sto dovodi do
inhibicije CDK2/4/6. 1ako je ovaj put prevalentan u slu€aju genotoksic¢nog stresa, razni drugi
stresori, poput raznih lijekova, takoder djeluju i preko aktivacije INK4/ARF lokusa, §to za
posljedicu ima ekspresiju proteina p16, koji inhibira CDK4 1 6, te ekspresiju proteina ARF, koji
inhibira MDM?2. Kako je MDM2 inhibitor p53, njegova inhibicija indirektno aktivira p53 koji
zatim aktivira p21, inhibitor CDK2 (53,54).

Kad govorimo o senescenciji uzrokovanoj disfunkcijom mitohondrija (miDAS), do aktivacije
inhibitora stani¢nog ciklusa dolazi preko 2 klju¢na mehanizma — nastankom reaktivnih vrsta
kisika (ROS — engl. Reactive oxygen species), i aktivacijom AMPK zbog niskog omjera
NAD+/NADH i manjka ATP-a u stanici. Reaktivni kisikovi spojevi uzrokuju ostecenje DNA
nakon kojeg slijedi ve¢ opisan proces aktivacije p53/p21 puta, a AMPK takoder, izravno, aktivira

p53 (40).
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U onkogenom-induciranoj senescenciji, mutirani onkogeni preko Ras-GTP-aza aktiviraju sloZeni
put PI3K/AKT/mTOR, koji putem efektora p38MAPK i mTOR aktiviraju p53, i p16, djelujuci i
na CDK2, CDK4 i CDKG6 (33,55).

Jednom kad opisani putevi rezultiraju inhibicijom CDK, izostaje fosforilacija proteina pRb, te
takav hipofosforilirani pRb veZe i inhibira transkripcijski ¢imbenik E2F, ¢ime onemogucava

progresiju stani¢nog ciklusa (56).

No ovdje se opet postavlja pitanje — zasto ovaj arest stani¢nog ciklusa odvodi u senescenciju, a

ne u apoptozu, ili reverzibilni arest?

Najjednostavnije receno to je zbog specifiénog obrasca aktivacije opisanih puteva, ali i mnogih
drugih puteva s kojima postoji interakcija. Jos uvijek ne postoji jasna formula koja opisuje u
kojim ¢e se to¢no slucajevima i zasto dogoditi senescencija, u kojima apoptoza, a u kojima
reverzibilno zaustavljanje stani¢nog ciklusa. Takoder ti procesi nisu prostorno i vremenski strogo
odvojeni — u tumorima istovremeno mozemo uociti i apoptoti¢ne, i senescentne stanice, i
proliferiraju¢e maligne stanice, itd. No istrazivanja pokazuju kako ranije navedeni podrazaji —
mutacije onkogena, odredeni lijekovi, disfunkcija mitohondrija, i drugi — ovisno o konteksu —
opsegu oStecenja, prisutnosti odredenih signala, te vrsti stanica — dovode do aktivacije signalnih
puteva na takav nacin da induciraju senescenciju. Kroz specifi¢nu aktivnost opisanih puteva,
dolazi do daljnjih promjena koji usmjeravaju senescentnu sudbinu stanice. Tako se mijenja
ekspresija gena regulatora stani¢nog ciklusa, samih transkripcijskih ¢imbenika, i tumor-
supresorskih proteina koji su senescenciju i inducirali. Treba naglasiti da veliku ulogu u
senescenciji igraju i specificne epigenetske promjene koje nazivamo specificnim
heterokromatinskim fokusima povezanima sa senescencijom (SAHF — engl. senescence-

associated heterochromatin foci) (57).
Sekretorni fenotip vezan uz senescenciju, SASP

Nakon $to smo pojednostavljeno opisali §to je senescencija i kako nastaje, te smo opisali
senescentnu stanicu, nuzno je objasniti ve¢ spomenuti sekretorni fenotip vezan uz senescenciju —
SASP. Naime, vecinu svojih pozitivnih 1 negativnih u¢inaka u tkivima, i, §to je od naseg

posebnog interesa u ovom radu, tumorima, senescentne stanice postize upravo putem SASP-a.
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Sekretom senescentnih stanica obuhvaca mjesavinu raznih molekula koje mogu utjecati na
obliznje ne-senescentne stanice (58). Glavne skupine tih molekula su: proupalni citokini,
kemokini, ¢cimbenici rasta, proteaze, bioaktivni lipidi, komponente izvanstanicnog matriksa, i
matriks metaloproteinaze (33,58,59). Iako su nam poznate brojne sastavnice SASP-a, i dalje ne
postoji konsenzus oko njihovog specificnog, jedinstvenog popisa i opisa, jer se od tkiva do tkiva
donekle razlikuju, a takoder ovise 1 o jacini signala indukcije senescencije, trajanju senescencije,
vrsti stanice, okolini, i sI.(60) Neki od klju¢nih ¢imbenika u SASP-u su proupalni citokini ovisni
o NF-kB — npr. IL-6 i IL-8; nadalje IGFBP3, IGFBP4, i IGFBP7 su prepoznati kao kljucni
parakrini induktori daljnje senescencije (61,62). U Tablici 1 navedeni su biljezi fenotipa SASP,

kao 1 klju¢ni regulatori stani¢nog ciklusa ukljuceni u proces senescencije.

Tablica 2. Biljezi sekretornog fenotipa - SASP ukljuceni u stani¢nu senescenciju.

Napravljeno prema podatcima Kumari i Jat (2021.) i Coppe i sur. (2010.) (33,59).

Regulacija staniénog
ciklusa

Odgovor na ostecenje

DNA i popravak Upalni odgovor i citokini

IL6, IL7, CXCL8, IL1B, IL13,
IL15, CXCL1, CCL13, CCL3,
CCL20, CCL16, CCL11,
CCL24, CCL26, CCL25,
CXCL5, CCL1, CXCL11,
TGFB1, TGFB2, TGFB3, CSF2,
CSF3, IFNG, CXCL13, MIF,
AREG, NRG1

ATM, TP53, CHEK2,

CDKNI1A, CDKN2A
PPP1R12A

Faktori rasta

EGF, FGF2, HGF, FGF7, VEGFA,
VEGFB, VEGFC, VEGFD, PGF,
ANG, KITLG, CXCL12, PIGF,
NGF

Inhibitori
metaloproteinaza tkiva

TIMP1, TIMP2

Katepsini

CTSB

Transkripcijski faktori i
regulatorni proteini

BHLHE40, MECP2

Proteini vezani za
inzulinu sli€an faktor
rasta

IGFBP2, IGFBP3, IGFBP4,
IGFBP6, IGFBP7

Inhibitori serinske
proteaze
SERPINE1, SERPINB2

Molekule

medustani¢ne adhezije

ICAM1, ICAM3

Ostali receptori i proteini

Matriéne
metaloproteinaze

MMP1, MMP3, MMP10,
MMP12, MMP13, MMP14

Aktivatori i inhibitori
plazminogena

PLAT, PLAU, PLAUR

Receptori faktora
nekroze tumora

TNFRSF10D, TNFRSF11B,
TNFRSF1A, TNFRSF1B,
TNFRSF10C

SAPG, FAS, IL6ST, EGFR, FN1, HMGAL, HMGAZ, CBXS5, CBX1,

CBX3, LMNB1
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Uloga senescencije

Senescencija je vrlo Sarolika pojava s brojnim pozitivnim, ali i negativnim uc¢incima. Iz opisanih
procesa koji potiu senescenciju, razvidna je velika povezanost sa supresijom tumora i
popravkom stani¢nih oste¢enja. Klju¢ni putevi indukcije senescencije su upravo najvazniji
tumor-supresorski putevi p53 i pRb. Stoga postaje jasna glavna uloga senescencije —
zaustavljanje diobe promijenjenih, tumorskih stanica. Osim uloge u zaustavljanju tumorskog
rasta, senescentne stanice takoder igraju ulogu i u cijeljenju i remodeliranju tkiva, angiogenezi, i
embrionalnom razvoju — prvenstveno djelovanjem ¢imbenika SASP-a. Na primjer, molekule

PDGF-AA i CCNI1 su klju¢ne za brze cijeljenje rana (63,64).

Medutim, senescentne stanice mogu uzrokovati mnoge negativne posljedice u organizmu — od
kroni¢ne upale, preko starenja organizma, do paradoksalne tumorske perzistencije, progresije,

invazije, i metastaziranja (59,65).

Primjerice, amfiregulin - faktor prisutan u SASP-u - pojacava rezistenciju i malignost tumorskih
stanica putem EGFRsignalizacije (66). Vec¢ina kemoterapeutika specifi¢no djeluje na mehanizme
stani¢ne diobe kako bi zaustavili proliferaciju tumorskih stanica. Sama ¢injenica kako se
senescentne stanice ne dijele objasnjava zaSto su senescentne tumorske stanice otporne na velik
dio kemoterapije — te one zaostaju u tumorskom tkivu i promicu kroni¢nu upalu.

U svakom slucaju, senescentne stanice uvijek pokazuju ekspresiju gena supresora tumora (p53,
pl6INK4a, p21WAF1/Cipl) i sa senescencijom-povezane -galaktozidaze (SA-B-gal), koji se

koriste kao markeri stani¢nog starenja(67).
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Slika 4. Prikaz opre¢nih uloga senescencije u tumorima na primjeru odredenih molekula SASP-a.

Preuzeto iz Piskorz, W.M.; Cechowska-Pasko, M. Senescence of Tumor Cells in Anticancer Therapy—Beneficial
and Detrimental Effects. Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 11082.(68)

Rad je dostupan na poveznici: https://www.mdpi.com/1422-0067/23/19/11082

Slika je preuzeta na temelju CC 4.0 licence dostupne na poveznici: https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Senescencija u gliomima

Sve je viSe saznanja o ulozi senescencije u tumorskim stanicama, te njenoj povezanosti s
klini¢kim ishodima i odgovorom na terapiju (69). U novije vrijeme, ove se poveznice sve vise
istrazuju 1 u gliomima (70,71). Kao S$to je spomenuto na pocetku ovog rada, prognoza kod
dijagnoze glioma je generalno vrlo nepovoljna, velikim dijelom zbog visoke stope relapsa
tumora nakon lijecenja (72). Smatra se kako je klju¢an ¢imbenik u tendenciji tumora da rekurira
upravo prisutnost dormantnih, senescentnih stanica (73).

Uloga je senescentnih stanica u gliomima, kao i u drugim tumorima, vrlo slozena. Naime,
terapijski odgovor na konvencionalne metode lijecenja glioma se bazira na unistavanju $to veceg
broja tumorskih stanica. Medutim, dio stanica postaje senescentan — npr. ionizirajuce zracenje

ubija dio tumorskih stanica, a dio putem p21 usmjerava u senescenciju (74,75). Kratkoro¢na
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posljedica je smanjenje tumorske mase i usporavanje tumorskog rasta, no s pove¢anjem mase

senescentnih stanica u tumorskom mikrookoliSu, zapravo se povecava rizik za relaps.

Kljuéni kemoterapeutik u lije¢enju glioma — temozolomid — djeluje tako da alkilira molekulu
DNA i uzrokuje lomove uzvojnice DNA — i time osim do apoptoze dovodi i do senescencije —

pogotovo u visokim dozama (76).

Uc¢inci senescentnih stanica u tumorskom mikrookolisu mogu biti raznoliki, a sve novije
spoznaje govore u prilog tome kako su pretezito negativni po klinicki tijek bolesti zbog ukupnog
djelovanja komponenata SASP-a (77). S jedne strane, aktivacijom upalnih signalnih puteva
poput NF-kB 1 STAT3, stvaraju pogodno upalno okruzenje u kojem ¢e imunosni sustav napasti
tumorske stanice (78). Kao §to smo ranije rekli, radi se o vrlo imunogenim stanicama koje
stimuliraju anti-tumorski odgovor ste¢enog imuniteta (79). SASP koji je bogat citokinima i

kemokinima, kao npr. IL-6, IL-8, CCL-12, je pravi magnet za NK 1 CD8+ stanice (78).

S druge strane, u SASP-u prisutan IL-6 istovremeno poti¢e prezivljenje tumorskih stanica (80).
U SASP-u su takoder prisutne i metaloproteinaze matriksa (MMP) koje razgradnjom matriksa
olakSavaju tumorsku invaziju, a ¢imbenici SASP-a takoder novace 1 mijeloidne supresorske
stanice (MDSC — engl. myeloid-derived suppresor cells) koje stvaraju imunosupresivno
okruzenje (78,81).

Studija Salama i suradnika iz 2023. isti¢e direktnu pro-tumorsku ulogu senescentih stanica u

primarnoj gliomagenezi (82).

S vremenom sve jasnija postaje sposobnost terapijom-induciranih senescentnih stanica da
»pobjegnu® iz stanja senescencije (42). Mehanizmima koji izmedu ostalih ukljucuju signalne
puteve Wnt i cdk4-EZH2—-AP2M1, stanica se nakon produZenog perioda zaustavljenog ciklusa

moze ponovno vratiti u ciklus dioba (83-85).

Zbog svega navedenoga, podrucje istrazivanja senescencije u gliomima i potencijalne terapije
bazirane na senescenciji trenutno je vrlo aktualno i relevantno (84). Trenutno postoje 3 glavne
vrste terapije bazirane na senescenciji koje se istrazuju. Prvi, takozvani ,,one-two punch® pristup,
bazira se na inicijalnoj indukciji senescencije u tumoru, primjerice radioterapijom,

temozolomidom, kvercetinom, resveratrolom, ili nekim drugim agensom, te se zatim primjene
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senoliti¢ki lijekovi — lijekova koji uklanjaju senescentne stanice (70,86). Neki od vaznijih
lijekova koji se istrazuju u ovom pristupu su BH3 mimetici, ¢iji je najpoznatiji predstavnik
Navitoclax, koji inhibiraju anti-apoptotske Bcl2 proteine (87). Jo§ neki od spojeva koji se
istrazuju su npr. klorokin, sonolizib, artezunat, i dr. (70). Prema Chaibu i suradnicima, u tijeku je
viSe od 20 klinickih ispitivanja senolitickih lijekova (88).

Drugi pristup ukljucuje inhibitorno ciljanje proteina koji utjeu na izlazak tumorskih stanica iz
terapijom-inducirane senescencije. Najistaknutiji kandidati u ovoj kategoriji su potencijalni
inhibitiori proteina survivina, SLC1AS transportera, ili glutamin sintetaze (70,89,90).

Treéi pristup je ve¢ spomenuta imunoterapija, koja u kontekstu senescencije za cilj moze imati

pojedini od mnogobrojnih imunogenih markera same stanice, ili ¢imbenika SASP-a (79,91).

U ovom smo radu odlucili istraziti ovo zanimljivo i aktualno podrucje pomocu genske baze

podataka cBioPortal odabirom gena za biljege SASP-a u gliomima razli¢itih gradusa.

Hipoteza

Geni ukljuceni u stani¢nu senescenciju bit ¢e promijenjeni u visSem postotku u gliomima viseg

stupnja.

Ciljevi rada

Op¢i cilj rada je odrediti ucestalost mutacija odabranih gena uklju¢enih u senescenciju stanica
glioma ovisno o stupnju malignosti tumora.

Specificni ciljevi su:

1) odrediti gene uklju€ene u stani¢nu senescenciju glioma s naglaskom na biljege SASP-a

2) pretrazivanjem baze cBioPortala za genomiku tumora definirati 10 najceS¢e promijenjenih
gena u gliomima

3) analizom podataka utvrditi vrste i frekvenciju promjena u pojedinim tipovima glioma

4) stratificirati tumore u gliome niskog i gliome visokog stupnja 1 pridruZiti im postotke

promjena.
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Materijali i metode

Pristup izradi ovog rada slijedio je sljede¢e korake:

1) ispitivanje i odabir gena ukljucenih u senescenciju stanica glioma, s naglaskom na
komponente SASP-a

2) pretrazivanje odabranih studija genomske analize glioma na cBioPortalu i odabir 10
najucestalije promjenjenih gena u odabranim studijama

3) in silico analiza 10 odabranih gena

4) analiza promjena pojedinog gena prema vrsti 1 stupnju tumora te vrsti mutacije

5) grupiranje tumora i pridruzenih promjena u gliome niskog (LGG) i gliome visokog stupnja
(HGG)

6) statisticka analiza
cBioPortal

,,cBioPortal for Cancer Genomics* je, prema rijeCima autora, ,,resurs‘ koji omogucuje
viSedimenzionalnu analizu tumora u ¢ovjeka, time Sto sadrzi podatke iz brojnih genomskih
studija razlicitih tumora, te omogucava pretraZivanje, odnosno (meta)analizu podataka iz svih tih
studija, koristec¢i softverske alate koje sam portal sadrzi. Portal je zapravo web-sucelje za
software otvorenog koda koji je dostupan na GitHubu(92,93). Sam program, kao 1 portal,
razvijeni su 1 pokrenuti u Memorial Sloan Kettering Cancer Centre (MSK), no trenutno u
odrZavanju i razvijanju projekta sudjeluju i brojne druge institucije(93). Ideja iza portala je
uciniti dosad nevideno opsezan uzorak bioloski analiziranih tumora dostupnim za daljnju analizu
1 proucavanje svim zainteresiranim istrazivaima na svijetu.

Ukratko, portal omogucuje obradu velikih koli¢ina podataka, pruzajuci jednostavno 1 intuitivno
sucelje za vizualizaciju i statisticku analizu promjena u tumorima covjeka, od razine gena do
proteina. Portal omogucuje pohranu 1 pregled mutacija, promjena broja kopija DNA (CNA, engl.
copy number aberration), ekspresije mRNA i mikroRNA, kao i podataka o razini proteina,

fosfoproteina, metilaciji DNA te klini¢kih informacija. (94-97)
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Podatci su dobiveni sekvenciranjem cijelog genoma svakog uzorka.
Protokol za obradu i normalizaciju TCGA podataka temelji se na studiji Hoadley i sur(98)., a
dodatna dokumentacija je javno dostupna na Firehose web stranici Instituta Broad

(https://edac.broadinstitute.org/).

Uzorci RNA i DNA su dobiveni iz tumorskih i susjednih normalnih tkiva koriste¢i prilagodeni
DNA/RNA AllPrep kit (QIAGEN). Patolozi su sustavno pregledavali uzorke kako bi potvrdili
histopatolosku dijagnozu i sve nepravilnosti u histologiji, primjenjujuci kriterije najnovijeg
izdanja WHO Kklasifikacije tumora relevantne za svaki tip tumora. Svi nesuglasni nalazi medu

patolozima su ponovno pregledani, nakon ¢ega je donesena konacna odluka.

Podaci o broju kopija gena tj. promjenama u broju kopija (CNA) su generirani na Affymetrix
SNP 6.0 ¢ipovima koriste¢i standardne protokole Genomske analiticke platforme Instituta Broad.
CNA su razlike izmedu broja kopija gena u tumoru i referentnog broja kopija. Normalizirane
kontinuirane vrijednosti CNA su obradene unutar cBioPortal-a koriste¢i algoritam za Genomsko
prepoznavanje znacajnih ciljeva u raku (GISTIC 2.0) (engl. Genomic Identification of Significant

Targets in Cancer) (99).

Svi podaci cBioPortala imaju iste klinicke kriterije te jednako obradene i normalizirane podatke,
Sto omogucuje usporednu analizu uzoraka izmedu razli¢itih studija.

Podaci preuzeti iz javno dostupne baze podataka cBioPortal ne zahtijevaju eticko odobrenje. Svi
pacijenti €iji su uzorci koriSteni u ovoj analizi potpisali su informirani pristanak u sklopu
originalnih studija.

Trenutna verzija humanog genoma koji cBioPortala koristi kao referencu je hg19/GRCh37 (100).
1) ispitivanje i odabir gena

Proucavanjem literature na temu stani¢ne senescencije u gliomima, te na temu SASP-a, izabrali

smo 88 gena prikazanih u Tablici 1 u uvodu ¢iju ucestalost promjena planiramo utvrditi.

2) in silico analiza odabranih studija

Pretrazivanje podataka na cBioPortalu zapoceli smo odabirom setova podataka iz 8 studija iz

kojih ¢emo analizirati podatke o uzorcima tumora, time stvarajuci vlastitu virtualnu studiju.
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Ukljucene studije, odnosno njihovi setovi podataka, bile su: Glioblastoma (CPTAC, Cell 2021),
Glioblastoma (Columbia, Nat Med. 2019), Glioblastoma Multiforme (TCGA, Firehose Legacy),
Brain Lower Grade Glioma (TCGA, Firehose Legacy), Diffuse Glioma (GLASS Consortium),
Diffuse Glioma (GLASS Consortium, Nature 2019), Glioma (MSK, Clin Cancer Res, 2019),
IDH-mutated Diffuse Glioma (MSK, Clin Cancer Res, 2024).

Ukupan broj uzoraka tumora iznosio je 3504, a broj pacijenata od kojih su uzorci potekli bio je
2811 — jer je od nekih pacijenata poteklo vise od jednog uzorka.

Iskljucili smo 79 uzoraka zavedenih pod dijagnozom difuznog glioma, jer se radilo o vrlo
heterogenom uzorku koji je obuhvacao tumore vrlo razlicite patohistologije, ali s nedovoljno

podataka potrebnih za precizniju sistematizaciju, te je konacan broj uzoraka bio 3425.

Uzorci koje smo proucavali obuhvacali su gliome podijeljene prema njihovom patohistoloskom
tipu. Tipovi glioma koje smo u ovoj studiji proucavali bili su: glioblastom, gliosarkom,
anaplasti¢ni astrocitom, anaplasti¢ni oligoastrocitom, anaplasti¢ni oligodendrogliom, astrocitom

(niskog gradusa), difuzni astrocitom, oligodendrogliom, oligoastrocitom.

Sljede¢i korak u pretrazivanju bio je ,,upit prema genima“ (Query by gene), u kojem nakon
odabira studija odmah usmjeravamo svoje pretraZivanje prema ciljanim genima i/ili promjenama
koje nas zanimaju, upisujuci query strukturiran po Onco-query language sintaksi. U naSem
slucaju, koristili smo jednostavan guery koji se sastojao od HUGO simbola trazenih gena, te je

konkretno izgledao ovako:

GLB1 CDKNIA CDKN2A BHLHE40 TNFRSF10D ATM TP53 PPP1R12A CHEK2 IL6 IL7
CXCL8 IL1B IL13 IL15 CXCL1 MECP2 CCL13 CCL3 CCL20 CCL16 CCL11 CCL24 CCL26
CCL25 CXCL5 CCL1 CXCL11 TGFB1 TGFB2 TGFB3 CSF2 CSF3 IFNG CXCL13 MIF
AREG NRGI1 EGF FGF2 HGF FGF7 VEGFA VEGFB VEGFC VEGFD PGF ANG KITLG
CXCL12 PIGF NGF IGFBP2 IGFBP3 IGFBP4 IGFBP6 IGFBP7 MMP1 MMP3 MMP10
MMP12 MMP13 MMP14 TIMP1 TIMP2 SERPINE1 SERPINB2 PLAT PLAU CTSB ICAM1
ICAM3 TNFRSF11B TNFRSF1A TNFRSF1B TNFRSF10C TP53BP1 FAS PLAUR IL6ST
EGFR FN1 HMGA1 HMGA2 CBX5 CBX1 CBX3 LMNBI
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Odgovor na nase postavljeno pitanje bio je presjek svih podataka o navedenim genima
dostupnima iz odabranih datasetova, te smo se fokusirali na ucestalost promjena svakog

pojedinog gena u svakoj pojedinoj vrsti glioma.

3) odabir 10 gena s najucestalijim promjenama

Sucelje cBioPortala omogucava prikaz podataka o promjenama pretraZzenih gena sortiran po
ucestalosti, te smo izmedu 88 izlistanih gena od interesa odabrali prvih 10 po postotku ukupnih
promjena.

Geni odabrani za daljnju analizu navedeni su u Tablici 3.

Tablica 3. 10 najucestalije promijenjenih gena ukljucenih u senescenciju odabranih za daljnju analizu.

TP53 Tumor-supresorski gen p53

CDKN2A Inhibitor ciklin-ovisne kinaze 2A (p16)

EGFR Receptor za epidermalni faktora rasta

ATM Mutiran u ataksiji-telangiektaziji

TNFRSFIA Clan 1A superobitelji receptora tumorske nekroze
IGFBP7 Vezni protein 7 za inzulinu sli¢an faktor rasta
TNFRSFIIB Clan 11B superobitelji receptora tumorske nekroze
TP53BPI1 Protein 1 koji veze tumorski protein 53

HGF Cimbenik rasta hepatocita

SERPINEI] Clan 1 obitelji serinskih proteaza E (PAI-1)

4) analiza promjena pojedinog gena

Sucelje Portala omogucava prikaz podataka u tablicnom i grafickom obliku, te je vidljiv postotak

promjena gena za svaku vrstu tumora u uzorku, kao i apsolutni broj promjena, te broj uzoraka
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pojedinog tipa tumora, jer nisu svi geni analizirani u svim uzorcima unutar studije. Tako da valja

imati na umu kako su postotci relativni s obzirom na broj uzoraka za svaki gen posebno.

Promjene koje datasetovi sadrze su: mutacija, amplifikacija, duboka delecija, te viSestruke

promjene. Ova podjela na prvu moze djelovati zbunjujuce, no funkcionira na sljede¢i nacin.

Mutacija se odnosi na bilo kakvu promjenu u DNA sekvenci gena koja moze utjecati na njegovu
funkciju. Ove promjene mogu biti: missense mutacije, nonsense mutacije, insercije/delecije

(indeli), te tihe mutacije, i dr.

Amplifikacije predstavljaju poveéanje broja kopija odredenog gena ili regije kromosoma.

Duboke delecije odnose se na gubitak znacajnog dijela gena ili cijelog gena, Sto rezultira

odsutnoscu ili smanjenom ekspresijom tog gena.

Visestruke promjene oznacavaju da je vise od jedne vrste genetske promjene nastalo u istom
genu ili genomskom podrucju. To moze ukljucivati kombinaciju mutacija, delecija i

amplifikacija.

Za svaki smo gen odredili broj analiziranih uzoraka, postotak uzoraka s promjenom gena, te
odredili vrstu promjene (mutacija, duboka delecija, amplifikacija, ili viSestruke promjene).

Kreirali smo tablicu sa svim podatcima, i kreirali graficke prikaze za svaki pojedini gen.

Podatci koje smo koristili u ovoj virtualnoj studiji dostupni su na sljedecoj poveznici:

https://www.cbioportal.org/study?1d=665f0e11854f636a3861576¢ .

5) grupiranje tumora

Nakon analize gena u 9 razlic¢itih tipova glioma, objedinili smo podatke grupiranjem uzoraka u
gliome niskog stupnja (LGG) i gliome visokog stupnja (HGG).

U gliome niskog stupnja ulaze: astrocitom, difuzni astrocitom, oligoastrocitom, i
oligodendrogliom. U gliome visokog stupnja ulaze: glioblastom, gliosarkom, anaplasti¢ni

astrocitom, anaplasti¢ni oligoastrocitom, anaplasti¢ni oligodendrogliom.
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Potom smo tabli¢no i graficki prikazali podatke o promijenjenosti gena posebno za LGG, i

posebno za HGG.
6) statisticka obrada i prikaz rezultata

Za statisticku obradu smo koristili Python 3.8, i njegov scipy.stats library. KoriSten je Hi-kvadrat
test.

Za izradu tablica 1 grafickih prikaza koristeni su LibreOffice ver. 7.5.4.2., Google Sheets (verzija
aktualna u 05. Mjesecu 2024.), te Canva.

Rezultati

Zbirne promjene prema tipu glioma

Prva analiza koju smo napravili bila je odredivanje ukupnih (zbirnih) promjena svih prouc¢avanih
gena u svakom proucavanom tipu tumora. Razlikovali smo vrstu promjene — mutacije,
amplifikacije, delecije, 1 viSestruke promjene. Iz Tablice 4 moZemo vidjeti ukupni postotak
promjene svih 10 proucavanih gena za svaki tip tumora, kao 1 vrstu promjene u svakom tipu
tumora. Slika 5 nudi graficki prikaz ovih istih podataka.

Iz prilozenog je vidljivo kako su u sveukupnim promjenama proucavanih gena najzastupljenije
mutacije —od 11,11% (35/315 slucajeva) u oligodendrogliomima, pa sve do 81,54% (212/260
slu¢ajeva) u difuznim astrocitomima. U 7 od 9 proucavanih tipova tumora na mutacije otpada
preko 50% sveukupnih promjena, no to nije slucaj u glioblastomu i anaplasticnom astrocitomu.
Glioblastom je jedini tip tumora u kojem mutacije ne ¢ine ni relativau ve¢inu promjena —
najcesci tip promjene u glioblastomima su zapravo viSestruke promjene. Najrjeda vrste promjene
sveukupno je amplifikacija — koja u gliosarkomu i difuznom astrocitomu uopce nije zabiljezena,
dok je najzastupljenija u uzorcima oligoastrocitoma gdje je prisutna u 9,56% uzoraka (13/136

slucajeva).

25



Tablica 4. Zbirne promjene svih proucavanih gena prema tipu tumora

Tip tumora Mutacija  Amplifikacija Duboka delecija  ViSesfruke promjene  Ukupnl postotak promjene
Oligodendrogliom 11,11% 317% 1,90% 2,22% 18,41%
Dligoastrocitom 28,68% 9,56% 4.47% 1471% 57,35%
Difuzni astrocitom 81,54% 0,00% 0,77% 10,38% 92,69%
Astrocitom 33,33% 8,00% 6,67% 10,67% 58,67%
Anaplastiéni oligoastrocitom 13,25% 482% 6,02% 8,43% 32,53%
Anaplastiéni oligedendrogliom 16,28% 0,00% 1,16% 2,33% 19.77%
Anaplastiéni astrocitom 44,90% 5,79% 12,95% 19,28% B2,92%
Gliosarkom 55,56% 0,00% 1M1,11% 22,22% 88,89%
Glioblastom 2425% 5,55% 2231% 24,35% 76,46%

Ukupni postotak promjena svih analiziranih gena prema tipu glioma

B vigestruke promjene | Dubokadelecija [ Amplifikacija [ Mutacija
100,00%
75,00%

50,00%

25,00%

Tip tumora
Slika 5. Graficki prikaz zbirnih promjena svih prouc¢avanih gena prema tipu tumora
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Promjene gena TP53

Rezultati analize gena TP53 vidljivi su u Tablici 5 i na Slici 6. Kod TP53 uocljivo je kako je
uvjerljivo najces¢a promjena mutacija u svim tipovima glioma — s izuzetkom oligoastrocitoma i
gliosarkoma.

Cak je 87,69% uzoraka difuznog astrocitoma (228/260 sluajeva) imalo mutaciju ovog gena.

U uzorku oligoastrocitoma nije zabiljeZena niti jedna mutacija, no zabiljeZeno je 0,74% uzoraka
s viSestrukim promjenama (1/136 slucajeva). U uzorku gliosarkoma takoder nisu zabiljezene

mutacije, ali je u 77,78% uzoraka (14/18) ovog tipa tumora zabiljeZena duboka delecija.

Tablica 5. Rezultati analize promjena gena TP53

Tip tumora Mutacija Amplifikacija Dubokadelecija  Visestruke promjene
Oligodendrogliom 9,21% 0,95% 0,00% 0,32%
Oligoastrocitom 0,00% 0,00% 0,00% 0,74%
Difuzni astrocitom 87,69% 1,15% 0,00% 0,00%
Astrocitom 42,67% 0,00% 0,00% 0,00%
Anaplasticni oligoastrocitom 16,87% 0,00% 1,20% 1,20%
Anaplasticni oligodendrogliom 10,47% 0,00% 0,00% 0,00%
Anaplasticni astrocitom 55,65% 0,28% 0,28% 0,28%
Gliosarkom 0,00% 0,00% 77.78% 0,00%
Gligblastom 28,83% 0,10% 0,76% 0,31%
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Slika 6. Graficki prikaz rezultata analize promjena gena TP53
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Promjene gena CDKN2A

Iz tablice 6 i slike 7 vidljivo je kako je naj€es¢i tip promjene gena CDKN2A u svim tipovima
glioma bila duboka delecija. Delecije su bile najces¢e u glioblastomu, gdje su pronadene u
39,17% uzoraka (769/1963 slucaja), a najrjede u oligodendrogliomu, gdje su bile zastupljene u
2,22% uzoraka (7/315 slucajeva).

Tablica 6. Rezultati analize promjena gena CDKN2A

Tip tumora Mutacija Amplifikacija Dubokadelecija  Visestruke promjene
Oligodendrogliom 0,00% 0,00% 2,22% 0,00%
Oligoastrocitomn 0,74% 0,00% 5,15% 0,00%
Difuzni astrocitorn 231% 0,00% 6,15% 0,00%
Astrocitom 0,00% 0,00% 9,33% 0,00%
Anaplastiéni oligoastrocitom 0,00% 0,00% 6,02% 0,00%
Anaplastiéni oligedendrogliom 1,16% 0,00% 2,33% 0,00%
Anaplastiéni astrocitom 1,38% 0,00% 23,42% 0,28%
Gliosarkom 0,00% 0,00% 33,33% 0,00%
Gligblastom 1,22% 0,31% 39,17% 0,10%
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Slika 7. Graficki prikaz rezultata analize promjena gena CDKN2A
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Promjene gena EGFR

U Tablici 7 i Slici 8 mozemo vidjeti kako je profil promjena gena EGFR raznolik medu
razli¢itim tumorima. Udio promjenjenih glioblastoma je najveci gdje je 39,79% (781/1963
bolesnika) promjenjeno, s tim da je najée$¢a promijena amplifikacija, prisutna u 17,12%
(336/1963 slucaja).

Najmanje je promjenjenih oligodendroglioma — 1,59% (5/315 slu¢ajeva), od ¢ega 1,27% Cine

mutacije (4/315), a 0,32% ¢ini amplifikacija (1/315).

Tablica 7. Rezultati analize promjena gena EGFR

Tip tumora Mutacija Amplifikacija Dubokadelecija  Visesfruke promjene
Oligodendrogliom 1,27% 0,32% 0,00% 0,00%
Oligoastrocitom 0,00% 3,68% 0,00% 2,94%
Difuzni astrocitom 2,31% 0,77% 0,00% 1,92%
Astrocitom 1,33% 1,33% 0,00% 0,00%
Anaplasticni oligoastrocitom 241% 2,41% 0,00% 2,41%
Anaplasticni oligodendrogliom 3,49% 0,00% 0,00% 1,16%
Anaplasticni astrocitom 5,23% 8,92% 0,00% 6,06%
Gliosarkom 0,00% 0,00% 0,00% 5,56%
Glioblastom 7.69% 17.12% 0,82% 14,16%
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Slika 8. Graficki prikaz rezultata analize promjena gena EGFR
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Promjene gena ATM

Promjene gena ATM, vidljive u Tablici 8 i Slici 9, pokazuju razli¢it obrazac ovisno o tipu
tumora.

Gen je najéesce bio promjenjen u glioblastomu, u 3,72% slucajeva (73/1963), dok medu
uzorcima gliosarkoma 1 oligoastrocitoma nije zabiljezena ni jedna promjena.

Prva 3 tipa tumora po postotku promjene ovog gena bili su glioblastom, difuzni astrocitom, i
anaplasti¢ni oligodendrogliom, te je najces¢i tip promjene u tim uzorcima bila mutacija.
Medutim, u uzorcima astrocitoma i anaplasticnog oligoastrocitoma su zabiljeZene iskljucivo
amplifikacije u anaplasti¢nom oligoastrocitomu (1/83 slucaja), odnosno delecije u astrocitomu

(1/75 slu€ajeva), no valja primjetiti kako se radi o samo jednom slucaju unutar svakog tipa.

Tablica 8. Rezultati analize promjena gena ATM

Tip tumora Mutacija  Amplifikacijia Duboka delecija  Visestruke promjene
Oligodendrogliom 1,27% 0,95% 0,00% 0,00%
Oligoastrocitom 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Difuzni astrocitom 2,31% 0,00% 0,38% 0,00%
Astrocitom 0,00% 0,00% 1,33% 0,00%
Anaplasticni oligoastrocitom 0,00% 1,20% 0,00% 0,00%
Anaplasticni oligedendrogliom 2,33% 0,00% 0,00% 0,00%
Anaplasticni astrocitom 0,83% 0,00% 0,00% 0,00%
Gliosarkom 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Glioblastom 3,36% 0,36% 0,00% 0,00%
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Slika 9. Graficki prikaz rezultata analize promjena gena ATM
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Promjene gena TNFRSFIA

Obrazac promjena gena TNFRSFIA, vidljiv u Tablici 9 i Slici 10, pokazuje kako je u 8 od 9
tipova glioma najzastupljenija promjena amplifikacija, s time da je u ¢ak 7 tipova tumora
amplifikacija jedina zabiljeZena vrsta promjene. U glioblastomu je zabiljezeno 0,56% mutiranih
uzoraka (8/1422), uz 1,05% amplificiranih (15/1422), a u anaplasticnom dendrogliomu je jedina
promjena bila mutacija prisutna u 6,25% uzoraka (2/32). Najc¢eS¢e promjenjeni bili su

astrocitomi, s 9,23% (6/65 slucajeva).

Tablica 9. Rezultati analize gena TNFRSF1A

Tip tumora Mutacija Amplifikacija Dubokadelecija  Visestruke promjene
Oligedendrogliom 0,00% 1,10% 0,00% 0,00%
Oligoastrocitom 0,00% 6,92% 0,00% 0,00%
Difuzni astrocitom 0,00% 1,42% 0,00% 0,00%
Astrocitom 0,00% 9,23% 0,00% 0,00%
Anaplastiéni oligoastrocitom 0,00% 2,47% 0,00% 0,00%
Anaplastiéni oligedendrogliom 6,25% 0,00% 0,00% 0,00%
Anaplastiéni astrocitom 0,00% 6,00% 0,00% 0,00%
Glioblastom 0,56% 1,05% 0,00% 0,00%
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Slika 10. Graficki prikaz rezultata analize gena TNFRSFIA.
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Promjene gena IGFBP7

1z podataka o promjenama ovog gena prikazanima u Tablici 10 i Slici 11 vidljiva je znacajnija
zastupljenost promjena u tumorima visih gradusa. Najvise su promjenjeni anaplasti¢ni
oligodendrogliomi, njih 6,25% (2/32), a radi se o mutaciji. Slijede anaplasti¢ni astrocitomi sa 6%
promjenjenih uzoraka, ali se kod njih radi o amplifikaciji u 5,50% slucajeva (11/200), 1 deleciji u
0,50% (1/200). Promjena je jos zabiljezena u anaplasti¢nom oligoastrocitomu, glioblastomu, i
difuznom astrocitomu, dok u uzorku astrocitoma, oligoastrocitoma, i oligodendroglioma

promjene nisu zabiljeZene.

Tablica 10. Rezultati analize promjena gena IGFBP7.

Tip tumora Mutacija Amplifikacija Dubokadelecija  Visestruke promjene
Oligodendrogliom 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Oligoastrocitom 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Difuzni astrocitom 0,00% 0,71% 0,00% 0,00%
Astrocitom 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Anaplasticni oligoastrocitom 0,00% 3,70% 1,23% 0,00%
Anaplasticni oligodendrogliom 6,25% 0,00% 0,00% 0,00%
Anaplasticni astrocitom 0,00% 5,50% 0,50% 0,00%
Glieblastom 0,14% 2,32% 0,07% 0,00%
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Slika 11. Graficki prikaz rezultata analize promjena gena IGFBP?7.
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Promjene gena TNFRSF11B

Rezultati analize gena TNFRSF11B vidljivi su u Tablici 11 i Slici 12. Promjene su pronadene u

svim tipovima tumora, i najcesc¢a vrsta promjene je amplifikacija koja je pronadena u 8 od 9

tipova tumora. Iznimka je anaplasti¢ni oligodendrogliom u kojem je promjenjeno 6,25% uzoraka

(2/32), te se radi o mutacijama. Ostali tipovi tumora pokazuju isklju¢ivo amplifikaciju, osim

glioblastoma u kojem je 0,49% uzorka mutirano (7/1422), 0,42% amplificirano (6/1422), te

0,07% deletirano (1/1422). Najéesce je promjenjen oligoastrocitom, sa 7,69% uzoraka s

amplifikacijom (10/130 slucajeva).

Tablica 11. Rezultati analize promjena gena TNFRSF11B.

Tip tumora
Oligodendrogliom
Oligoastrocitomn
Difuzni astrocitom
Astrocitom
Anaplastiéni oligoastrocitom
Anaplastiéni oligedendrogliom
Anaplastiéni astrocitom
Glioblastom
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Slika 12. Graficki prikaz rezultata analize promjena gena TNFRSF11B.
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Promjene gena TP53BP1

Promjene gena TP53BP1, vidljive iz Tablice 12 i Slike 13, najzastupljenije su u uzorcima
anaplasti¢nog oligodendroglioma, gdje je 13,33% uzoraka mutirano (6/45 slu¢ajeva). Nasuprot
ovome, u uzorku astrocitoma i oligoastrocitoma zabiljezene su samo delecije, i to u 1,43%

sluc¢ajeva (1/70) kod astrocitoma, i 1,53% slucajeva (2/131) kod oligoastrocitoma.

Tablica 12. Rezultati analize promjena gena TP53BP1.

Tip tumora Mutacija Amplifikacija Dubokadelecija  Visestruke promjene
Oligodendrogliom 1,78% 0,00% 0,00% 0,00%
Oligoastrocitomn 0,00% 0,00% 1,53% 0,00%
Difuzni astrocitom 0,57% 0,57% 0,00% 0,00%
Astrocitom 0,00% 0,00% 1,43% 0,00%
Anaplastiéni oligoastrocitom 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Anaplastiéni oligedendrogliom 13,33% 0,00% 0,00% 0,00%
Anaplastiéni astrocitom 1,24% 0,00% 0,41% 0,00%
Glioblastom 1,73% 0,06% 0,45% 0,00%
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Slika 13. Graficki prikaz rezultata analize promjena gena TP53BP1.
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Promjene gena HGF

Analizom gena HGF najviSe promjena nalazimo kod oligoastrocitoma, gdje je 2,22% uzorka
promjenjeno (3/136 slucajeva). Svaki od ta tri slucaja pokazuje razli¢itu vrstu promjene — 1
mutaciju, 1 amplifikaciju, i 1 deleciju. U uzorku gliosarkoma i astrocitoma nisu pronadene

promjene. Rezultati su prikazani u Tablici 13 i Slici 14.

Tablica 13. Rezultati analize promjena gena HGF.

Tip tumora Mutacija Amplifikacija Dubokadelecija  Visestruke promjene
Oligedendragliom 0,95% 0,63% 0,00% 0,00%
Oligoastrocitom 0,74% 0,74% 0,74% 0,00%
Difuzni astrocitom 0,00% 0,77% 0,00% 0,00%
Astrocitomn 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Anaplastiéni oligoastrocitom 1,20% 0,00% 0,00% 0,00%
Anaplastiéni oligedendrogliom 1,16% 0,00% 0,00% 0,00%
Anaplastiéni astrocitom 0,55% 0,83% 0,00% 0,00%
Gliosarkom 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Glioblastom 1,68% 0,00% 0,00% 0,00%
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Slika 14. Graficki prikaz rezultata analize promjena gena HGF.
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Promjene gena SERPINE1

Analizom promjena gena SERPINE] vidimo veci postotak promjene medu tumorima niZih
gradusa, te je najvisi postotak promjenjenih uzoraka prisutan kod oligoastrocitoma — 5,38%
(7/130 slucajeva). U svim je uzorcima rije¢ o amplifikaciji. [ u ostalim tipovima tumora gdje je
zabiljeZena promjena najcesce se radi o amplifikaciji, osim u slucaju difuznog astrocitoma, gdje
od ukupno 2,13% promjenjenih slucajeva (3/141), 2 slucaja ¢ine mutacije, a 1 slucaj
amplifikaciju.

U glioblastomu je zabiljezeno 0,56% mutacija (8/1422), 1,48% amplifikacija (21/1422),1 1
slucaj s viSestrukim promjenama (0,07%). U anaplasti¢nim astrocitomima i anaplasti¢nim
oligodendrogliomima nisu zabiljeZene nikakve promjene ovog gena. Rezultati su prikazani u

Tablici 14 i na Slici 15.

Tablica 14. Rezultati analize promjena gena SERPINE].

Tip tumora Mutacija Amplifikacija  Dubokadelecija  Visestruke promjene
Oligodendrogliom 0,00% 221% 0,00% 0,00%
Oligoastrocitomn 0,00% 5,38% 0,00% 0,00%
Difuzni astrocitom 1,42% 0,71% 0,00% 0,00%
Astrocitom 0,00% 1,54% 0,00% 0,00%
Anaplastiéni oligoastrocitom 0,00% 1,23% 0,00% 0,00%
Anaplastiéni oligedendrogliom 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Anaplasticni astrocitom 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Glichlastom 0,56% 1,48% 0,00% 0,07%
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Slika 15. Graficki prikaz rezultata analize promjena gena SERPINE].
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Zbirni rezultati prema stupnju malignosti

Zadnji korak analize ukljucivao je sistematiziranje podataka o promjenama svakog gena i
razdioba u dvije skupine tumora — onoj visokog stupnja (HGG), i onoj niskog stupnja (LGQG).
Kao $to je ranije navedeno, u HGG skupinu ulaze glioblastom, gliosarkom, anaplasti¢ni
astrocitom, anaplasti¢ni oligodendrogliom, i1 anaplasti¢ni oligoastrocitom, a LGG skupinu ¢ine
astrocitom, difuzni astrocitom, oligoastrocitom, i oligodendrogliom.

Zbirni rezultati po skupinama, za svaki gen, vidljivi su u Tablici 15 i Tablici 16, te graficki na

Slici 16 1 Slici 17.

Tablica 15. Rezultati zbirne analize promjena gena u gliomima niskog stupnja.

LGG Mutacija Amplifikacija Duboka delecija ViSestruke promjene ukupno promjena
TP53 36,77% 0,76% 0,00% 0,25% 37,79%
CDKNZ2A 0,89% 0,00% 4,71% 0,00% 5,60%
EGFR 1,40% 1,15% 0,00% 1,15% 3,69%
ATM 1.27% 0,38% 0,25% 0,00% 1,91%
TNFRSF1A 0,00% 3,68% 0,00% 0,00% 3,68%
IGFBP7 0,00% 0,19% 0,00% 0,00% 0,19%
TNFRSF11B  0,00% 4,84% 0,00% 0,00% 4,84%
TP53BP1 0,83% 0,17% 0,50% 0,00% 1,50%
HGF 0,51% 0,64% 0,13% 0,00% 1,28%
SERPINET 0,39% 2,51% 0,00% 0,00% 2,90%

Tablica 16. Rezultati zbirne analize promjena gena u gliomima visokog stupnja.

HGG Mutacija Amplifikacija Duboka delecija ViSestruke promjene ukupno promjena
TP53 31,48% 0,12% 1,23% 0,32% 33,15%
CDKNZ2A 1,19% 0,24% 34,50% 0,12% 36,05%
EGFR 6,96% 14,88% 0,64% 12,10% 34,58%
ATM 2,83% 0,32% 0,00% 0,00% 3,14%
TNFRSF1A 0,58% 1,67% 0,00% 0,00% 2,25%
IGFBP7 0,23% 2,71% 0,17% 0,00% 311%
TNFRSF11B 0,52% 1,27% 0,06% 0,00% 1,84%
TP53BP1 1,86% 0,05% 0,41% 0,00% 2,33%
HGF 1,39% 0,12% 0,00% 0,00% 1,51%
SERPINET 0,46% 1,27% 0,00% 0,06% 1,79%
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Gliomi niskog stupnja - LGG
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Slika 16. Graficki prikaz rezultata zbirne analize promjena gena u gliomima niskog stupnja.

Gliomi visokog stupnja - HGG

B wutacija B Amplifikacija Dubioka delecija [ Visestruke promjens
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%
0.00% ] ' [ ] l n [ | ] "
e s ¥ & 18 -3 LS < h
’\Q‘.J q}gy (oéc ‘i"‘(\ ._—;;\ QQQ Q'\.\ n"é‘z ‘?‘O Q\Y\%
< & RS S &
< R « &
A5

Slika 17. Graficki prikaz rezultata zbirne analize promjena gena u gliomima visokog stupnja.

Iz prilozenih tablica i prikaza, uocljivo je kako su prva tri proucavana gena — TP53, CDKN2A, te
EGFR ujedno 1 naj¢esce promijenjeni u obje skupine, s time da su TNFRSFIA i TNFRSF11B
nesto ¢eS¢e promijenjeni u gliomima nizeg gradusa nego Sto je to EGFR. Samo je ucestalost

promjena 7P53 podjednaka medu skupinama - 33,15% (833/2513 slucajeva) kod HGG, odnosno
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37,79% (297/786 slucajeva) kod LGG.

CDKNZ2A i EGFR su znacajno ¢e$c¢e promjenjeni u HGG skupini. Postotak uzoraka HGG s
promjenjenim CDKN2A iznosio je 36,05% (906/2513 slucajeva), dok se kod LGG radilo o
5,60% (44/786 slucajeva). Udio promjenjenih uzoraka za EGFR je u HGG skupini iznosio
34,58% (869/2513 slu€ajeva, a u LGG skupini 3,69% (29/786 slucajeva).

Razlika u promjenama ostalih gena izmedu LGG 1 HGG uzoraka je raznolika — neki su geni

¢es¢e promijenjeni u gliomima nizih, a neki u gliomima visih stupnjeva.

Rezultati ukupnih promjena, kao i razlika izmedu promjena u HGG skupini i LGG skupini

vidljivi su u Tablici 17.

Tablica 17. Prikaz postotaka promjene svih gena po gradusnim skupinama, kao i njihove razlike. Za svaki je gen

napravljen y2 test te je utvrdena p-vrijednost.

Analizirani % Promjena % Promjena % Razlika : p-vrijednost
gen u HGG u LGG [HGG]-[LGG]

TP53 33,15 37,79 -4,64 5.516 0.0188
CDKN2A 36,05 5,60 +30,45 269.346 <0,00001
EGFR 34,58 3,69 +30,89 286.834 <0,00001
ATM 3,14 1,91 +1,23 2.869 0.0903
TNFRSFIA 225 3,68 -1,43 2.690 0.1010
IGFBP7 3,11 0,19 +2,92 13.045 0.0003
TNFRSF11B 1,84 4,84 -3 13.259 0.0003
TP53BP1 2,33 1,5 +0,83 1.140 0.2856
HGF 1,51 1,28 +0,23 0.091 0.7633
SERPINE1 1,79 2,90 -1,11 1.947 0.1629

Kao §to je iz Tablice 17 vidljivo, 6 od 10 proucavanih gena bilo je ¢eS¢e promijenjeno u
gliomima visokog gradusa. Rije¢ je o genima CDKN2A, EGFR, ATM, IGFBP7, TP53BP1, te
HGF. Suprotno tomu, geni TP53, TNFRSFIA, TNFRSF11B, te SERPINE] su bili ces¢e

promijenjeni u gliomima nizih gradusa.
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Medutim, prema izraCunatim p-vrijednostima, ako kao prag uzmemo p<0.05, statisticku
znacajnost razlike u promjenama mozemo utvrditi samo za gene TP53, CDKN2A, EGFR,
IGFBP7,1 TNFRSF11B.

Prema tome vidimo kako su 3 od 5 analiziranih gena statisticki znacajno ¢esc¢e promijenjeni u
HGG skupini (CDKN2A, EGFR, IGFBP7), nego u LGG skupini, dok su TP53 i TNFRSF11B

ceSc¢e promijenjeni u LGG skupini.

Rasprava

Cilj ove studije bio je prouciti naj¢esée promijenjene gene vazne za proces senescencije u
stanicama glioma svih stupnjeva malignosti, te usporediti promjene izmedu skupine glioma
niskog, 1 skupine glioma visokog stupnja.

Proucavani geni iako raznoliki, svi imaju uloge u nastupu i odrzavanju stani¢ne senescencije.
Na uzorku od 3425 tumora pretrazili smo sve gene ukljucene u senescenciju tumora, nakon ¢ega
smo izdvojili i analizirali 10 naj¢eS¢e promijenjenih gena u gliomima. Nasi rezultati pokazuju
kako je ve¢ina proucavanih gena ¢eS¢e promijenjena u gliomima visokog gradusa, no radi

interpretacije podataka potrebno je sagledati ulogu svakog gena, i staviti rezultate u kontekst.

Iz rezultata ove studije vidljivo je kako je TP53 najceS¢e promijenjen gen 1 u gliomima niskog, i
u gliomima visokog stupnja. Radi se o genu kljuénom u zaustavljanju stani¢nog ciklusa 1
promociji senescencije. Promjene u ovom genu vezu se uz smanjenu tumor-supresorsku
funkciju, te se generalno vezu uz agresivne tumore. Promjene u nekom dijelu pS3 signalnog puta
u glioblastomima nalaze se u ¢ak 85% slucajeva (101). Smatra se kako su promjene gena 7P53, i
njegovog signalnog puta klju¢an nacin na koji stanice glioma izbjegavaju senescenciju. In vitro
pokusi u kojima su u stanicama glioma promijenjeni geni za 7P53 zamijenjeni nepromijenjenim,
divljim tipom gena, pokazali su uspjeSnu indukciju senescencije u tim stanicama (70). U
kontekstu nase studije, dobiveni podatci u skladu su s prethodnim istrazivanjima koji pokazuju
visoku ucestalost promjena 7P53.

Jedna osobitost nasih rezultata je ta da su promjene nesto ¢eSce u stanicama glioma nizih
gradusa. Jedno od objaSnjenja bi moglo biti kako su ¢es¢e mutacije TP53 pokazatelj manje

frakcije senescentnih stanica, a manje ucestale mutacije pokazatelj su vece frakcije senescentnih

40



stanica, te da je ucestalost promjene 7P53 manja u gliomima visokog gradusa jer je u njima vise
senescentnih stanica. To je u skladu s rezultatima nekih autora (73—76), no potrebna je daljnja
analiza i dodatna istrazivanja kako bismo mogli do¢i do takvog zakljucka. Takoder je moguce
kako su promjene TP53 rani dogadaj u nastanku glioma, s obzirom na to kako su karakteristi¢ne

kod difuznih glioma nizeg gradusa.

Analizom naj€eS¢e promijenjenog gena u skupini HGG, inhibitora kinaza CDKN2A, u na8oj
studiji nalazimo veliku statisticki znacajnu razliku izmedu LGG 1 HGG skupine. Postotak
promijenjenih uzoraka glioma niskog stupnja bio je 5,60% (44/786 uzoraka), dok je kod glioma
visokog stupnja taj postotak iznosio 36,05% (906/2513 uzoraka).

Alternativnim izrezivanjem ovog gena nastaju dvije izoforme. Gen kodira dva proteina —
P16INK4A i P14ARF. Radi se o proteinima koji imaju vaznu tumor-supresorsku ulogu.
P16INK4A inhbira kinaze ovisne o ciklinu CDK4 1 CDK®6 te aktivira signalni put Rb, §to
zaustavlja stani¢ni ciklus. PI4ARF aktivira put p53, takoder zaustavljajuéi stani¢ni ciklus.
Nepromijenjeni CDKN2A ima vaznu ulogu u supresiji tumora i senescenciji povezanoj sa
starenjem, te se smatra markerom fizioloske starosti organizma (102). Nasi rezultati su pokazali
kako je u gliomima visokog gradusa ovaj gen znacajno ¢eS¢e promijenjen, 1 da se u vecini
slucajeva (96% promijenjenih uzoraka) radi o dubokoj deleciji, Sto odgovara spoznajama o
agresivnom ponasanju glioma visokog gradusa. Manjak funkcije ovog vaznog tumor-
supresorskog gena omogucava agresivnu proliferaciju i nepovoljan klinicki tijek tumora.
Mnogi autori navode povecanu ekspresiju P16INK4A i P14ARF kao ¢imbenika koji poti¢u
senescenciju i ¢ija povecana aktivnost u tumorskom mikrookolisu dovodi do losijih klini¢kih

ishoda u gliomima visokog gradusa (82).

Gen EGFR je prema na$im rezultatima takoder znac¢ajno promijenjen u gliomima visokog
stupnja. Postotak promjene u HGG skupini iznosio je 34,58% (869/2513 uzoraka), a u LGG
skupini 3,69% (29/786 uzoraka). Radi se o genu koji kodira za transmembranski receptor za
ligande iz porodice EGF (engl. Epidermal growth factor). Disregulirani prijenos signala preko
ovog receptora dovodi do nastanka mnogih tumora (103). NaSi rezultati pokazuju kako su
prisutne promjene EGFR - mutacije (6,96%), amplifikacije (14,88%), duboke delecije (0,64%),

viSestruke promjene (12,64%). Vidljivo je kako se radi o promjenama koje mogu dovesti do
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pojacanog, odnosno promijenjenog prijenosa signala, koji se dovodi u vezu s progresijom
tumora. Nasi rezultati su u skladu s dosadas$njim spoznajama kako povecana ekspresija ovog
gena pozitivno korelira s agresivno$¢u tumora, i potvrduju ucestalost amplifikacija ovog gena u

stanicama glioma visokog gradusa — koju neki autori navode i kao 40% u glioblastomima (104).

Analizom gena ATM pronasli smo 1,91% promijenjenih uzoraka u LGG skupini, odnosno 3,14%
u HGG skupini. Radi se o genu koji kodira istoimeni protein koji igra klju¢nu ulogu u kontroli
nadzornih tocaka stani¢nog ciklusa, i ukljucen je u popravak oste¢enja DNA. Prikaz uloge ATM
u popravku dvostrukog loma uzvojnice vidljiv je u Uvodu na slici 2. ATM je ukljucen u stani¢ni
odgovor i na druge oblike oStec¢enja, a mutacije ovog gena povezuju se s ve¢im rizikom od
nastanka tumora. Iako je ovaj gen jos u potpunosti neistrazen i ne nalazimo mnogo podataka o
specifiénim genetskim promjenama 1 klini¢kim korelacijama u gliomima, prijasnja istrazivanja
govore o ucestalim mutacijama ATM u mnogim drugim tumorima, kao npr. karcinomu dojke

(1,9%), tumorima hematopoetskog sustava (11,1%), karcinomu pluca (7,2%) i dr. (105,106).

Gen TNFRSFIA kodira istoimeni protein ¢lan superobitelji receptora TNF koji ima ulogu u
upalnom odgovoru, primarno kroz aktivaciju transkripcijskog ¢imbenika NF-«B, i u apoptozi.
U kontekstu tumora, uloga TNFRSFIA jos uvijek nije u potpunosti razjaSnjena, ali istraZivanje
Wanga i sur. (107) je pokazalo kako zajedno s joS tri gena u panelu - CD44, ABCC3, MGMT —
pokazuje prediktivnu vrijednost prilikom procjene odgovora na terapiju glioblastoma (107).
Studija Yanga i sur. (108) pokazuje kako je ekspresija TNFRSFIA u gliomima znacajno veca
nego u normalnom tkivu mozga, i kako je povezana s loS§ijom prognozom u pacijenata s
gliomima. Takoder pokazuju kako inhibicija TNFRSF1A dovodi do smanjenja proliferacije i
migracije stanica glioma. Nasi rezultati govore u prilog uloge pojacane aktivnosti ovog gena u
razvoju glioma, jer je naj€es¢i tip promijene koji smo nasli amplifikacija — u LGG skupini je
amplifikacija bila jedini tip promjene (3,68%), dok je u HGG skupini kod 1,67% uzoraka

pronadena amplifikacija, a kod 0,58% mutacija.

Analizom gena IGFBP7 koji kodira vezni protein 7 za inzulinu-sli¢an ¢imbenik rasta, ustvrdili
smo kako je promijenjen u 0,19% LGG uzoraka, i u 3,11% HGG uzoraka.

Ovaj je protein ukljucen u regulaciju stani¢ne proliferacije i diferencijacije, kao 1 indukciju
apoptoze i senescencije (109). U tumorima je vazan za stani¢nu adheziju i angiogenezu (110).

Wang i sur. u svojem istrazivanju u kojem su proucavali korelaciju genetskih promjena IGFBP7
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i razinu ekspresije proteina pokazuju kako je amplifikacija /IGFBP7 prediktor goreg ishoda u
bolesti u usporedbi s uzorcima glioma bez amplifikacije (110). Takoder, pokazuju 1 pozitivnu
korelaciju izmedu jaceg imunoloskog odgovora u tumorskom mikrookoliSu onih uzoraka koji su
imali amplificirani IGFBP7. To sve govori u prilog vaznosti veze izmedu upalnog senescentnog
sekretoma 1 agresivnog tumorskog ponasanja. Nasi rezultati u kojima je glavna promjena
IGFBP7 u gliomima amplifikacija (HGG - 2,71%, LGG — 0,19%) su u suglasju s ovim
spoznajama. Statisticki znacajno veéa ucestalost promjene u gliomima visokog gradusa
potencijalno govori o vecoj frakciji senescentnih stanica u tim gliomima i potencijalnoj

prisutnosti senescentnog sekretoma.

TNFRSF11B, koji kodira istoimeni protein takoder poznat i kao osteoprotegerin, ¢lan je porodice
receptora za TNF, uklju€en u razlicite stani¢ne procese, izmedu ostalog stani¢nu proliferaciju i
diferencijaciju, epitelno-mezenhimsku tranziciju, te modulaciju upalnog odgovora, primarno
putem NF-xB (111). Prema Kangu i sur. (112), pojacana ekspresija ovog gena povezana je s
kra¢im srednjim vremenom preZzivljenja i lo§ijom prognozom u pacijenata s gliomima nizeg
gradusa — §to je u suprotnosti s ishodima u nekim drugim tumorima, npr. karcinomu dojke.
Takoder navode kako korelaciju s ishodima u slucajevima glioma visokog gradusa tek treba
utvrditi. Nasi rezultati analize TNFRSF11B pokazuju promjenu u 4,84% LGG (sve promjene
¢ine amplifikacije), 1 1,84% HGG (0,52% mutacija, 1,27% amplifikacija, 0,06% duboka
delecija). Ti podatci govore u prilog zakljucaka prijasnjih studija o vaznosti amplifikacije i
pojacane ekspresije TNFRSF11B u gliomima nizeg gradusa, dok je za gliome visokog gradusa

teze donijeti jasan zakljucak.

TP53BP1 — vezni protein tumor-supresora 7P53, vaZzan je ¢imbenik stani¢nog odgovora na
oStecenje DNA, i djeluje tumor-supresorski. Pretpostavlja se da ovaj protein igra vaznu ulogu u
rezistenciji glioma na radioterapiju, zbog svoje uloge u popravku oste¢enja DNA koja nastaju
kao posljedica primjene ionizirajuceg zracenja (113). Stanice u kojima je aktivnost TP53BP1
smanjena ili izostaje demonstriraju vecu sklonost apoptozi ili senescenciji nakon izlozenosti
ioniziraju¢em zracenju, Sto pobuduje interes prema ovom proteinu kao terapijskoj meti s ciljem
povecanja osjetljivosti odgovora tumora na radioterapiju (113,114).

Istrazivanje Squatrita i sur. (114) pokazuje kako je smanjena ekspresija gena TP53BP1 povezana

s lo8ijim ishodima u pacijenata s gliomima. Nasa analiza je pokazala promjenu ovog gena u
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1,50% uzoraka LGG (0,83% mutacija, 0,17% amplifikacija, 0,50% duboka delecija), i 2,33%
uzoraka HGG (1,86% mutacija, 0,05% amplifikacija, 0,41% duboka delecija). lako je vidljivo da
je ucestalost povisena u HGG u odnosu na LGG, potrebna je daljnja analiza specificnih mutacija,

i razine ekspresije gena radi donoSenja zakljucka o ulozi TP53BP1 u ovim uzorcima.

Cimbenik rasta hepatocita — HGF, zajedno sa svojim receptorom MET, vazan je ¢imbenik u
stani¢noj proliferaciji, migraciji, angiogenezi i regeneraciji tkiva. U zdravim stanicama, razina
njegove aktivnosti je niska, osim u slucaju ozljede tkiva. U tumorskim stanicama dolazi do
pojacane aktivnosti HGF-a, koja pozitivno korelira s razvojem tumora, metastaza, i op¢enito
lo$ijom prognozom. Porast ekspresije HGF-a korelira s porastom gradusa glioma (115). Pokusi
na zZivotinjama u kojima je HGF inhibiran pokazali su smanjenje tumorske mase i poboljSanje
klinicke slike (116). Nasi rezultati pokazuju 1,28% promijenjenih uzoraka u LGG skupini, te
1,51% u HGG skupini. Medu LGG uzorcima najcesca je bila amplifikacija (0,64%), zatim
mutacija (0,51%), te duboka delecija (0,13%). U HGG skupini naj¢esca je bila mutacija (1,39%),
te amplifikacija (0,12%). Ovi rezultati se slazu s pretpostavkom kako promjene gena HGF

koreliraju s visinom gradusa.

SERPINE] je gen koji kodira inhibitor aktivatora plazminogena 1, najpoznatiji po svojoj ulozi u
sustavu fibrinolize, ali 1 potencijalni induktor senescencije, 1 sastavnica SASP-a (117). Uloga
ovog gena u razvoju tumora nije u potpunosti razjas$njena, no pretpostavlja se da klju¢nu ulogu
igra preko interakcije s izvanstani¢nim matriksom. Mnoga istrazivanja su utvrdila njegovu
pojacanu ekspresiju u gliomima, koja korelira sa stupnjem malignosti tumora (118). IstraZivanje
Huanga i sur. (118) utvrdilo je kako je povecana ekspresija SERPINE] znacajan prediktor ishoda
u pacijenata s gliomima, te kako korelira s gradusom tumora. Istrazivanje Sekera 1 sur. pokazalo
je smanjenje proliferacije i migracije tumorskih stanica in vitro kao posljedicu farmakoloske ili
genetske inhibicije ovog gena (119). Nasi rezultati pokazuju promjene SERPINE] u 2,90%
uzoraka u LGG skupini, te 1,79% u HGG skupini. Medu gliomima nizeg stupnja se u 2,51%
uzoraka radilo o amplifikaciji, a u 0,39% o mutaciji. Medu uzorcima glioma visokog stupnja,
1,27% ¢ini amplifikacija, 0,46% mutacija, 1 0,06% duboka delecija. Ovi rezultati potvrduju
pretpostavku kako je SERPINE] pojacano eksprimiran u gliomima, medutim, nije pridruZen niti

jednom specificnom gradusu.
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StatistiCka analiza isprofilirala je gene pridruzene LGG 1 HGG gliomima i pokazala znacajnu
razliku izmedu dviju skupina za 5 analiziranih gena. Ucestalost promjene je za 3 od 5 gena bila

znacajno veca u skupini HGG, sto dodatno potvrduje nasu hipotezu.

Nasi rezultati po prvi puta donose ukupnost promjena gena ¢iji su produkti okarakterizirani kao
biljezi fenotipa SASP u gliomima. Pokazali smo koji od njih imaju najviSu frekvenciju promjena
u razli¢itim tipovima glioma te je jasno vidljivo da svaki od njih posjeduje specificnu
kombinaciju promjena. Nasi rezultati se uglavnom slazu s dosadasnjim literaturnim spoznajama
o prouc¢avanim genima, te potvrduju rezultate prijasnjih studija. Za pojedine gene, dokazana je
statisticki znacajna razlika u promjenama izmedu LGG i HGG skupina glioma. Za sve
proucavane gene smo pronasli znacajne promjene u ukupnom uzorku, a vec¢ina gena je bila cesce
promijenjena u gliomima visokog gradusa. Rezultati ove studije pokazuju da su geni ukljuceni u
stani¢nu senescenciju promjenjeni u gliomima, §to moze pobolj$ati razumijevanje tijeka bolesti,

odgovora na terapiju, te pruziti znanja za razvoj buducih terapija.
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Zakljucci

Od deset analiziranih gena, Sest je ¢esce bilo promijenjeno u gliomima visokog gradusa (HGG):
CDKN2A, EGFR, ATM, IGFBP7, TP53BP1, i HGF. Najveci postotak promjene zabiljeZen je
kod gena CDKN2A (36,05% uzoraka HGG) i EGFR (34,58%).

Cetiri analizirana gena bila su &e$ée promijenjena u gliomima niskog stupnja (LGG): TP53,
TNFRSFIA, TNFRSF11B, SERPINEI. Najve¢i postotak promijene zabiljezen je kod TP53
(37,79% uzoraka LGG), i TNFRSF11B (4,84%).

Dokazana je statisticki znacajna razlika u promjenama izmedu LGG 1 HGG skupina za sljedecih
pet gena: TP53, CDKN2A, EGFR, IGFBP7,te TNFRSF11B.

Obrasci promjena govore u prilog tome kako su izabrani geni ¢esto promijenjeni u tumorima,
proporcionalno njihovom stupnju malignosti.

Ovi nalazi naglaSavaju vaznost specifi¢nih genetskih promjena u regulaciji stani¢ne senescencije
i njihov utjecaj na malignost glioma. Daljnja istrazivanja su potrebna kako bi se bolje razumjeli
mehanizmi kroz koje ovi geni utje€u na senescenciju, i na klinicki tijek bolesti.

Potrebna su dodatna istrazivanja i eksperimentalna provjera rezultata cBioPortala kako bismo

potvrdili spoznaje ovog rada.
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Zivotopis

Roden sam u Zagrebu 1999. Godine.
Osnovnoskolsko sam obrazovanje zavrsio u OS Marina DrZi¢a, §to je $kola koja se medu biviim
ucenicima di¢i mnogim politickim figurama, medu kojima je mozda najpoznatiji trenutni

predsjednik drzave.

57



.......

u izgradnji sebe kao osobe prije svega smatram spajanje s mojim najboljim priajteljima, kao i
iskustvo sustava koji je u meni potaknuo razvoj kritickog razmisljanja, propitkivanja, i bunta.
Nakon V. gimnazije upisujem studij medicine na Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu.
Nakon 1. godine uzimam godinu pauze kako bih se mogao baviti i drugim sferama mog interesa.
Osim fakultetom, bavim se debatom u ulozi voditelja kluba svoje bivSe V. gimnazije, 1 trenera
Hrvatskog debatnog drustva.

Ponekad se bavim i glazbom pa me mozete vidjeti kako sviram na ulici, ai Cuti na youtube
kanalima

NiKvA i SVEBOR.

Tijekom godine pauze sam se bavio i postprodukcijom filma Zagrebacki Ekvinocij, koji je
stvarno za svaku preporuku — dostupan je besplatno na internetu.

Takoder sudjelujem 1 u raznim udrugama i kolektivima aktivisticko-solidarnog karaktera.
Volim sport, umjetnost, putovanja (ali ne avionom).

podataka i big data analysis.
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