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MC, engl. methylation class, metilacijska grupa

miRNA, engl. microRNA, mikroRNA
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1. UvVOoD

1.1. Meningeomi- tumori srediSnjeg Ziv€anog sustava

Meningeomi su primarni tumori sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS, engl. Central Nervous
System, CNS), a prema lokaciji u SZS-u dijele se na intrakranijalne i spinalne. Najveéi broj ovih
neoplazija (80%) karakterizira spori rast i benignost, dok tek manji broj (20%) ispoljava obrasce
brzog rasta uz znacajnu stopu pojavnosti recidiva (Bi i sur. 2016b; Birzu i sur. 2020). lzraz
,meningeomi” prvi je upotrijebio Harvey Cushing 1922. godine kako bi opisao grupu patohistoloski
razli¢itih neoplazija, ranije smatranih epiteliomima dure mater (tvrda mozdana ovojnica). Tom
prilikom Cushing zakljucuje kako, usprkos vrlo velikoj patohistoloskoj raznolikosti, meningeomi
dijele zajednicko porijeklo, a njihova izvorista nalaze se u nakupinama mezotelijalnih stanica
paucinaste moZzdane ovojnice (arachnoidea), jedne od triju moZdanih ovojnica (meningi) koje

osiguravaju zastitu sredisnjeg Zivéanog sustava (Cushing 1922).

Danas je poznato kako proces tumorigeneze, koji vodi nastanku meningeoma, najvjerojatnije
zapocinje u progenitorskim stanicama iz kojih nastaju arahnoidalne (meningotelijalne) stanice
(engl. Arachnoidal cap cells). Ove stanice smjeStene su na vanjskoj povrsini srediSnje paucinaste
mozdane ovojnice, a istraZivanjem njihove biologije utvrdeno je kako pripadaju podgrupi
arahnoidalnih stanica koje karakterizira visoka stopa stani¢cnog metabolizma (Delgado-Lépez i sur.
2020). Njihova osnovna uloga je reapsorpcija cerebrospinalne tekucine zbog ¢ega su im potrebne
jake medustani¢ne veze, koje postizu obiljem dezmosoma, te fleksibilnost koju im omogucavaju

adherentni spojevi i molekule E-kadherina (Pe¢ina-Slaus i sur. 2016a).

Ipak, novija in vivo istraZzivanja na misjim modelima predlaZzu kako meningeomi nastaju iz
meningealnih prekursorskih stanica koje eksprimiraju prostaglandin D2 sintetazu (engl.
Prostaglandin D2 synthase, PDGS), enzim odgovoran za sintezu prostaglandina D2 u SZS-u. Tijekom
razvoja mozdanih ovojnica kod misa zajednicka prekursorska PDGS eksprimirajuéa stanica moze se
diferencirati u arahnoidalne grani¢ne stanice (engl. Arachnoid border cells, ABCs) te u duralne
grani¢ne stanice (engl. Dural border cells, DBCs) (Slika 1) (Boetto i sur. 2021). IstraZivanjem na PDGS
eksprimiraju¢im stanicama uoceno je kako inicijacija tumorigeneze, inaktivacijom gena NF2 (engl.
neurofibromin 2), dovodi do razvoja meningotelijalnog meningeoma (iz ABC stanica) te fibroznog

meningeoma (iz DBC stanica) (Kalamarides i sur. 2011; Boetto i sur. 2021).

Medutim, do danas nije postignut konsenzus oko stanica u kojima se dogada inicijacija

tumorigeneze meningeoma, a nova istrazivanja su okrenuta rasvjetljavanju ovog pitanja.
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Slika 1. Shematski prikaz rasporeda moZdanih ovojnica te pripadajucih slojeva stanica (preuzeto i
prilagodeno prema Boetto i sur. 2021).

1.1.1. Populacijska statistika i etiologija meningeoma

Meningeomi ¢ine 36% svih primarnih tumora srediSnjeg Zivéanog sustava kod odraslih, sa
srednjom Zivotnom dobi pri postavljanju dijagnoze od 65 godina i znacajnim porastom incidencije u
starijoj Zivotnoj dobi (Louis i sur. 2016a; Delgado-Lépez i sur. 2020). Dob u trenutku postavljanja
dijagnoze ima znacajan utjecaj na prezivljenje. Petogodisnje preZivljenje za pacijente u dobnoj skupini
22 — 44 godine iznosi 85,2% dok za pacijente starije od 75 godina ono iznosi tek 29,1%. Meningeomi su
izuzetno rijetki kod djece i adolescenata s incidencijom od svega 2,8% (Louis i sur. 2016a; Peéina-Slaus

i sur. 2016a).

Ucestalost pojavnosti ovih neoplazija veca je kod Zena s omjerom 3:1 za intrakranijalne te 9:1
za spinalne meningeome, no s obzirom na ucestalije obolijevanje muskaraca od meningeoma gradusa
I1'i 1l ta dominacija nestaje kod dijagnoze vi$ih gradusa meningeoma (Louis i sur. 2016a; Peéina-Slaus i
sur. 2016a). Smatra se kako su za veéu ucestalost pojavnosti meningeoma kod Zena odgovorni spolni
hormoni, estrogeni i progesteron, za koje tumorske stanice meningeoma eksprimiraju funkcionalne

receptore (Pe¢ina-Slaus i sur. 2016a; Delgado-Lépez i sur. 2020). Sukladno tomu, najveca ucestalost



pojavnosti meningeoma zamijecena je kod Zena u dobnoj skupini 35 — 44 godine, s omjerom od 15:1 u
odnosu na muskarce (Louis i sur. 2016a). Utvrdeno je, takoder, kako dolazi do znacajnog rasta
tumorske mase tijekom trudnoce, lutealne faze menstruacijskog ciklusa te primanja zamjenske
hormonske terapije. Usprkos ovim saznanjima, inhibicija steroidnih receptora, kao oblik lijecenja
meningeoma, nije pokazala klinicki uspjeh (Wiemels i sur. 2010; Delgado-Ldpez i sur. 2020). lako su
spolni hormoni faktor rizika za razvoj meningeoma, ionizirajuée zracenje se smatra glavnim uzrokom
razvoja ovih neoplazija. Naj¢esci izvor ionizirajuéeg zracenja, povezan s vecim rizikom za obolijevanje
od meningeoma, je radioterapija (pogotovo u ranoj Zivotnoj dobi), a period izmedu prvog izlaganja
ioniziraju¢em zracenju i pojave prvih simptoma ili postavljanja dijagnoze moze iznositi izmedu 20i 30

godina (Wiemels i sur. 2010; Delgado-Lépez i sur. 2020).

1.1.2. Patohistoloska obiljezja i klasifikacija meningeoma

Prema klasifikaciji primarnih tumora srediSnjeg Zivéanog sustava Svjetske zdravstvene
organizacije (SZO, engl. World Health Organization, WHO) iz 2016. godine, meningeomi obuhvacaju 15

patohistoloskih podtipova rasporedenih u tri histoloska gradusa (Louis i sur. 2016b).

Meningeomi gradusa | smatraju se benignim, spororastué¢im lezijama. Cine oko 90% svih
meningeoma uz vrlo malu stopu pojavnosti recidiva (kod 7-25% pacijenata). U ovu skupinu
meningeoma ubraja se devet patohistoloskih podtipova: meningotelijalni, fibrozni, tranzicionalni
(mjesani), psamomatozni, angiomatozni, mikrocisti¢ni, sekretorni, metaplasti¢ni te meningeomi bogati
limfoplazmacitima. Meningeome gradusa | karakterizira niski mitoticki indeks, manje od Eetiri mitoze
u 10 vidnih polja velikog povecanja (engl. High power field, HPF), te petogodisnje preZivljenje od 92%
(Bi i sur. 2016a; Louis i sur. 2016a; Pecéina-Slaus i sur. 2016a; Delgado-Lépez i sur. 2020). Preporuceni
oblik terapije ukljucuje kirursko odstranjivanje tumora, a radioterapija se koristi tek u slu¢ajevima kada

nije moguce odstraniti tumorsku masu u potpunosti ili u slu¢aju pojave recidiva (Marosi i sur. 2008).

Atipi¢ni meningeomi ili meningeomi gradusa Il ¢ine 20-25% svih meningeoma. U ovu skupinu
meningeoma ubrajaju se tri patohistoloska podtipa: atipi¢ni, hordoidni te meningeomi svijetlih stanica.
Mitoticki indeks za meningeome gradusa Il iznosi 4-19 mitoza u 10 vidnih polja velikog povecanja, a
prilikom klasificiranja meningeoma u gradus Il vazno je da isti zadovoljavaju barem tri od pet sljedecih
patohistoloskih obiljezja: rast bez uoéljivog uzorka, spontana nekroza, visoki odnos jezgra/citoplazma,
uocljive jezgrice ili iznimno veliki broj malih stanica (engl. cellularity). Petogodisnje preZivljenje za
atipiéne meningeome iznosi 78% (Bi i sur. 2016a; Louis i sur. 2016a; Pe¢ina-Slaus i sur. 2016a; Delgado-
Lépez i sur. 2020). Ucestalost pojavnosti recidiva znatno je ve¢a u odnosu na benigne meningeome te

iznosi 29-52% (Louis i sur. 2016a). Smatra se da je za znacajnu stopu pojavnosti recidiva kod atipi¢nih
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meningeoma odgovorna invazivnost u okolno tkivo (moZdane ovojnice, kost ili tkivo mozga) (Slika 2).
Klasifikacija primarnih tumora srediSnjeg sustava SZO-a iz 2016. godine, stoga, predlaze primjenu
kriterija prema kojem je prisutnost invazije okolnog tkiva dostatan parametar za uvrStavanje
meningeoma u gradus |l (Louis i sur. 2016b; Banan i sur. 2021). Ucestalija pojavnost recidiva ¢esto
zahtijeva i primjenu radioterapije kao oblika adjuvantnog lije€enja nakon kirurSkog odstranjivanja

tumorske mase (Marosi i sur. 2008).

Slika 2. Shematski prikaz moguéih mjesta invazije tumorske mase meningeoma u okolno tkivo. (A)
invazija u podrucje perivaskularnog prostora (prostor Virchow-Robin), (B) invazija u tkivo kosti, (C)
invazija u tkivo mozga (preuzeto iz von Spreckelsen i sur. 2022).

Premda najmanje zatupljeni, s tek 1-6%, meningeomi gradusa Ill (anaplasti¢ni) imaju puno
zahtjevniju klinicku sliku koja moZe ukljucivati prisutnost intrakranijalnih metastaza, te izuzetno visoku
pojavnost recidiva (kod 50-94% pacijenata). Ekstrakranijalne metastaze su izuzetno rijetke (0,1%
meningeoma gradusa lll), a najcesce se pojavljuju u tkivu pluca (Louis i sur. 2016a; Delgado-Lopez i sur.
2020). Meningeomi gradusa lll obuhvadaju tri patohistoloska podtipa: papilarni, rabdoidni te
anaplasti¢ni, a karakterizira ih petogodisnje prezivljenje od 47%. Patohistoloski kriteriji vazni za

klasifikaciju meninegeoma u gradus Il ukljucuju vise od 20 mitoza u 10 vidnih polja velikog povecanja,



postojanje jasne anaplazije uz citoloSke odlike koje odgovaraju karcinomima, melanomima ili
sarkomima te invazivnost u okolno tkivo mozga (Bi i sur. 2016a; Peéina-Slaus i sur. 2016a). Lije¢enje
meningeoma gradusa lll uklju€uje kirursko odstranjivanje tumorske mase nakon cega vrlo Cesto slijedi
radioterapija (Marosi i sur. 2008).

Klasifikacija meningeoma prema kriterijima SZ0O-a temelji se najvec¢im dijelom na odredivanju
patohistoloske morfologije tumorskog tkiva Sto ne moZe ucinkovito predvidjeti tijek bolesti, invaziju
okolnog tkiva te pojavnost recidiva ili metastaza. Stoga, danas svjedocimo sve vecoj tendenciji
uvodenja i molekularne klasifikacije meningeoma, a dosadasnja saznanja o genetskim promjenama u
podlozi nastanka i progresije meningeoma uvrstena su u klasifikaciju primarnih tumora srediSnjeg

Zivéanog sustava SZ0-a iz 2016. godine (Bi i sur. 2016a; Louis i sur. 2016b; Delgado-Ldpez i sur. 2020).

1.2. Genetske promjene u podlozi nastanka i progresije meningeoma

Istrazivanja familijarnog sindroma neurofibromatoze tipa 2 ponudila su prvi uvid u ulogu
genetskih promjena u nastanku meningeoma (Bi i sur. 2016b; Lee i sur. 2019). Neurofibromatoza tipa
2 je rijedak sindrom koji se nasljeduje autosomalno dominantno s incidencijom od 1/33 000
novorodencadi, a oboljeli u 50 — 70% slucajeva razvijaju visestruke (multiple) meningeome (Bi i sur.
2016a; Lee i sur. 2019). Uzrok ovog sindroma je gubitak funkcije tumor supresor gena NF2 ( engl.
neurofibromin 2), koji se nalazi na dugom kraku kromosoma 22 (22g12.2). Funkcionalni gen NF2 kodira
protein merlin koji ima vaznu ulogu u povezivanju stanicne membrane s elementima citoskeleta, alii u
odrzavanju mehanizama kontaktne inhibicije, koji sprje¢avaju proliferaciju stanica (Bi i sur. 2016b;
Bachir i sur. 2021).

Mutacije lokusa NF2, delecija alela, pogreske u posttranskripcijskom prekrajanju (engl.
splicing) te gubitak segmenta ili cijelog kromosoma 22 s lokusom za gen NF2 (22q12.2) prisutne su u
50 — 60% sporadi¢nih meningeoma (Bi i sur. 2016b; Delgado-Lépez i sur. 2020). Ranije spomenuta
istrazivanja o stanicnom porijeklu meningeoma pokazala su da inaktivacijom gena NF2 u prekursorskim
PDGS eksprimirajuéim stanicama dolazi do razvoja meningotelijalnog meningeoma (gradus 1) i
fibroznog meningeoma (gradus 1) Sto je joS jedan dokaz njegove uloge kao pokretaca tumorigeneze
meningeoma (engl. driver gene) (Kalamarides i sur. 2011; Bi i sur. 2016b). Meningeomi s
disfunkcionalnim genom NF2 najc¢esée su u skupini atipi¢nih meningeoma (gradus Il), a najéesc¢a genska
promjena, koja vodi ka gubitku funkcije gena, je gubitak kromosoma 22 (89% meningeoma s mutacijom
gena NF2), a slijedi je delecija lokusa NF2 (44% meningeoma s mutacijom gena NF2) (Cordova i Kurz
2020).

Metode sekvenciranja nove generacije (engl. next generation DNA sequencing, NGS) ponudile
su uvid u genetske promjene uklju¢ene u nastanak i progresiju sporadi¢nih meningeoma koji nemaju

utvrdenu mutaciju lokusa NF2 ili gubitak kromosoma 22, sto ¢ini oko 40% svih meningeoma razlicitih
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gradusa (Biisur. 2016b). Neke od najé¢eséih mutacija identificiranih u meningeomima razlicitih gradusa
navedene su u nastavku.

Mutacije gena TRAF (engl. Tumor necrosis factor receptor associated factor 7) druge su
najucestalije mutacije s pojavnoséu u 25% meningeoma (Birzu i sur. 2020). Protein TRAF ukljucen je u
humoralni stani¢ni odgovor stecene i urodene imunosti, a djeluje kao citoplazmatska regulatorna
molekula u kaskadi prijenosa signala signalnog puta TNF. Gen TRAF smjeSten je na kraéem kraku
kromosoma 16 (16p13.3), a mutacije eksona 13 — 20 visoko su specificne za meningeome (Pereira i sur.
2019).

Tumor supresor gen KLF4 (engl. Kruppel-like factor 4) smjesten je na dugom kraku kromosoma
9 (9931), a njegov protein ukljucen je u regulaciju transkripcijske aktivnosti te reprogramiranje
diferenciranih somatskih stanica u pluripotentne stanice (Bi i sur. 2016b; Pereira i sur. 2019). Oko 15%
meningeoma gradusa | ima mutaciju pogresnog smisla (engl. missense) koja rezultira zamjenom lizina
s glutaminskom kiselinom u kodonu 409 (K409Q), $to za posljedicu ima pojacanu aktivnost signalnog
puta HIF-1a uklju¢enog u kontrolu stani¢ne hipoksije (Bi i sur. 2016b; von Spreckelsen i sur. 2020).

Kod 6,8% meningeoma identificirana je mutacija protoonkogena AKT1 (engl. AKT
serine/threonine kinase 1). Ovaj gen, smjesten na duZzem kraku kromosoma 14 (14q32), kodira za enzim
serin/treonin kinazu koji je ukljucen u regulaciju stani¢ne proliferacije, rasta i apoptoze (Bi i sur. 2016b;
Birzu i sur. 2020). Mutacija E17K gena AKT1, koja uzrokuje zamjenu glutaminske kiseline s lizinom u
kodonu 17, poznata je aktivacijska onkogena mutacija, a kod meningeoma se povezuje s
nekontroliranim rastom i ucestalijom pojavom recidiva (Bi i sur. 2016b; Birzu i sur. 2020). Navedena
mutacija najcesca je u meningotelijalnom podtipu meningeoma (gradus I), a vrlo se rijetko pojavljuje
kod meningeoma visih gradusa (Pereira i sur. 2019).

Gen SMO (engl. smoothed, frizzled class receptor), smjesten na dugom kraku kromosoma 7
(7932.1), kodira receptor iz porodice G-vezujuéih proteina, a ukljucen je u Hedgehog signalni put. Ovaj
signalni put ukljuc¢en je u procese embriogeneze, proliferacije i angiogeneze, a mutacije gena SMO
pojavljuju se u 3 — 5% svih meningeoma (Bi i sur. 2016b; Pereira i sur. 2019).

Mutacije spomenutih gena rijetko se pojavljuju pojedinacno u odredenom patohistoloskom
tipu meningeoma (Bi i sur. 2016b), a shematski prikaz obrasca njihovog pojavljivanja kod meningeoma
gradusa | prikazan je na Slici 3.

Istrazivanjima visSih gradusa meningeoma uoceno je kako dolazi do znacajnih kromosmskih
anomalija i aberacija koje se ponajvise odnose na vedi ili manji broj kromosoma te gubitak segmenata
kromosoma. Kod atipi¢nih i anaplasti¢nih meningeoma vrlo ¢esto dolazi do gubitka dugog kraka (q)
kromosoma 1, 6, 14, 18 te viska dugog kraka kromosoma 1, 9, 12, 15, 17 i 20. Od navedenih aberacija
najcesce su gubitak 1q i 14q, a iste su primijecene i kod meningeoma gradusa | nakon pojave recidiva.

Kod anaplasti¢nih meningeoma vrlo Cesto dolazi do gubitka 9q te amplifikacije 17g23. Jo$ uvijek nije
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rasvijetljeno jesu li navedene promijene tek pokretaci tumorigeneze ili nastaju zbog velike genomske

nestabilnosti koja raste progresijom u viSe graduse (Bi i sur. 2016b, 2016a).

POKRETACI TUMORIGENEZE
(engl.driver mutations)

X MUTACUE
*  UDRUGIM
NF2

Slika 3. Shematski prikaz distribucije razli¢itih mutacija meningeoma gradusa | koji nemaju utvrdenu
mutaciju gena NF2. Veli¢ina Vennovog dijagrama proporcionalna je ucestalosti pronalaska mutacije
pojedinog gena kod meninegoma gradusa |. Mutacije gena KLF4 i AKT1 preklapaju se s mutacijama
gena TRAF7, a udio meningeoma gradusa | u kojima se istovremeno pojavljuju navedene mutacije
proporcionalan je podrucju preklapanja Vennovih dijagrama (preuzeto i prilagodeno prema Bi i sur.
2016b).

1.3. Epigenetske promjene u podlozi nastanka i progresije meningeoma

Metilacija molekule DNA, kovalentne modifikacije N-terminalnih repova histona,
remodeliranje kromatina, uvodenje histonskih varijanti kanonskih histona, interakcije nekodirajucih
molekula RNA te efekt pozicije gena u interfaznoj jezgri (,arhitektura jezgre”) Sest je epigenetickih
mehanizama, a najvise istraZzivani mehanizam kod meningeoma je upravo metilacija DNA. Poznato je
kako 77% meningeoma ima barem jedan metilirani gen, dok 25% meningeoma ima tri ili viSe
metiliranih gena (Bi i sur. 2016b). Obrazac metilacije mozZe biti dobar molekularni biljeg za odredivanje
visih gradusa meningeoma, a jedan od primjera je tumor supresor gen TIMP3 (engl. metaloproteinase
inhibitor 3). Ovaj gen odgovoran je za sintezu endogenog inhibitora metaloproteinaza, enzima
ukljuéenih u razgradnju proteina. Hipermetilacija gena TIMP3, smjeStenog na dugom kraku
kromosoma 22 (22q12), prisutna je kod 67% meningeoma gradusa lll, 22% meningeoma gradusa Il te

17% meningeoma gradusa | (Bi i sur. 2016b).



Sahm i sur. (2017), u studiji provedenoj na 497 uzoraka meningeoma razli¢itih histoloskih
gradusa i patohistoloskih podtipova, ispitali su obrazac metilacije, kromosomskih aberacija i mutacije
gena za koje je do tada utvrdena povezanost s tumorigenezom meningeoma te predlozili podjelu
meningeoma u Sest metilacijskih grupa (engl. methylation class, MC) (Slika 4). Tri metilacijske grupe
pripadaju benignim (MC ben-1, MC ben-2, MC ben-3), dvije umjerenim (MC int-A, MC-int-B), a jedna
malignim meningeomima (MC mal). Ovakva stratifikacija meningeoma omogucava ucinkovitije
predvidanje tijeka bolesti i vjerojatnosti pojave recidiva posebno kod pacijenata kod kojih je
dijagnosticiran meningeom gradusa | i Il, ovisno o klasifikaciji istih u pojedinu metilacijsku grupu
(Cordova i Kurz 2020; Delgado-Lépez i sur. 2020).

lako je metilacija molekule DNA najbolje prou¢en mehanizam regulacije ekspresije gena, ne
smiju se zanemariti i uloge kovalentnih modifikacija histona u ovom procesu. Disregulacija trimetilacije
na lizinu (pozicija 27) u histonu H3 (H3K27me3) identificirana je kod brojnih tumora poput karcinoma
dojke, karcinoma prostate, karcinoma jajnika te adenokarcinoma debelog crijeva (Pereira i sur. 2019).
Kod meninegoma disregulacija H3K27me3 identificirana je u tumorima koji imaju utvrdenu mutaciju
gena AKT1 i NF2, a povezuje se s nepovoljnim tijekom bolesti, ali ne nuzno s meningeomima gradusa
lll. Detekcija H3K27me3 imunohistokemijskom analizom pokazala se kao koristan alat prilikom
klasifikacije meningeoma u gradus Il te kod onih meningeoma ¢ije su patohistoloske karakteristike na
granici izmedu gradusa | i gradusa Il (Pereira i sur. 2019).

Interakcije malih endogenih nekodiraju¢ih molekula RNA (engl. microRNAs, miRNA, miRs) s
glasnickom molekulom RNA (engl. messenger RNA, mRNA) omogucavaju regulaciju ekspresije gena na
posttranskripcijskoj razini. Dosadas$njim istraZzivanjima utvrdeno je kako miRNA molekule imaju
znacajnu biolosku ulogu u tumorigenezi, regulaciji proliferacije, metastaziranju, invaziji u okolno tkivo
te pojavi recidiva kod meningeoma razli¢itih gradusa (Wang i sur. 2020). Katar i sur. (2017) ispitali su
povezanost Cetiri razlicite miRNA (miR-21, miR-107, miR-137, miR-29b) s meningeomima razlicitih
gradusa. Od cetiri istraZivane miRNA samo je za miR-21 pokazana znadajno veéa ekspresija u
meningeomima gradusa Il i lll u usporedbi s meningeomima gradusa |, dok je za miR-107 utvrdena
znacajno veca ekspresija u meningeomima gradusa |. Za ekspresiju miR-137 i miR-29b nije utvrdena
statisticki znacajna razlika u ekspresiji kod meningeoma viseg gradusa u odnosu na gradus |. Wang i
sur. (2015) identificirali su miR-224 kao potencijalni molekularni biljeg za predvidanje ukupnog
preZivljenja te vjerojatnosti pojave recidiva kod pacijenata oboljelih od meningeoma. Autori
pretpostavljaju kako znatno povecéana ekspresija miR-224 suprimira signalni put ERG2-BAK ukljuc¢en u
iniciranje stani¢ne smrti apoptozom, a in vitro rezultati inhibicije miR-224 pokazali su kako dolazi do
znacdajnog smanjenja rasta tumorske mase te poveéane apoptoze.

Dosadasnja istraZivanja genetskih i epigenetskih promjena ponudila su uvid u molekularne

mehanizme koji uzrokuju tumorigenezu meningeoma ili kumulativno doprinose progresiji u vise
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graduse. Ipak, vaino je otkriti nove genetske i epigenetske biljege ukljuéene u patogenezu
meningeoma, rasvijetliti njihovu ulogu u nastanku i progresiji meningeoma razlicitih gradusa te ispitati

njihov klini¢ki potencijal u predvidanju tijeka bolesti i izboru adekvatne terapije.

GRUPA MC ben-1 MC ben-2 MC ben-3 MCint-A ' MCint-B MC mal
il TRAF7
K! F4
”‘ 4 smo
AKT 1 TERT TERT

~B0% * 22q delecija bez promjene 22qdelecija | 22qdelecija 22q delecija

»40%** 22q delecija 1p delecija ' 1p,CDKN2A ip, 10, CDKN2A
visak ch 5 ! delecija delecija
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Slika 4. Klasifikacija meningeoma u metilacijske grupe (MC) prema Sahm i sur. (2017). Klasifikacija
ukljucuje Sest grupa od kojih tri pripadaju benignim (MC ben-1, MC ben-2, MC ben-3), dvije umjerenim
(MC int-A, MC-int-B) te jedna malignim meningeomima (MC mal). Za svaku grupu odredena je
prisutnost najucestalijih mutacija i kromosomskih aberacija. U svaku grupu raspodijeljeni su i
patohistoloski podtipovi meningeoma prema klasifikaciji SZ0-a iz 2016. godine. Vazno je primijetiti
kako su podtipovi gradusa Il rasporedeni u svim metilacijskim grupama osim u MC mal, dok su
podtipovi gradusa | uglavnom zastupljeni u prve tri skupine (benigni meningeomi) i skupini MC int-A
(umjereni meningeomi). Meningeomi gradusa Ill zastupljeni su samo u skupini MC mal koja obuhvaca
maligne meningeome. Za svaku grupu mogude je iscitati i podatke o zastupljenosti spola u pojedinoj
grupi, najcescoj lokaciji tumora te ukupnom prezZivljenju. * mutacije su pronadene u vise od 80%
uzoraka meningeoma; **mutacije su pronadene u vise od 40% uzoraka; ch- kromosom; p- kraci krak
kromosoma; g- duzi krak kromosoma (preuzeto i prilagodeno prema Sahm i sur. 2017).



1.4. Signalni put Wnt u tumorigenezi meningeoma
Signalni put Wnt evolucijski je konzerviran signalni put ukljuéen u kontrolu procesa stani¢ne

proliferacije, diferencijacije i migracije Sto ga ¢ini jednim od glavnih medijatora embriogeneze i
organogeneze (Sharma i sur. 2021). Osim uloge u navedenim procesima, signalni put Wnt ukljucen je i
u odrzavanje homeostaze maticnih stanica te proces regeneracije i zacjeljivanja tkiva, a vaznu ulogu
ima i tijekom razvoja SZS-a. Tako, komponente ovog signalnog puta djeluju kao medijatori u razvoju
aksona i morfogenezi dendrita tijekom ranih faza razvoja mozga (Pecina-Slaus i sur. 2016a; Parsons i
sur. 2021). Mutacije molekula uklju¢enih u kompleksnu kaskadu ovog signalnog puta dovode do
aberantnog signaliziranja koje moZe biti karakteristicno za sve faze tumorigeneze: inicijaciju, progresiju
ili malignu transformaciju (Yu i sur. 2021). Prvi dokaz ukljucenosti signalnog puta Wnt u proces
tumorigeneze datira iz 1982. godine kada je otkriven protoonkogen int1 (Wnt1) Cija je aberantna
ekspresija u stanicama dojke misa, uzrokovala pojavu hiperplazije i tumorskih tvorbi ( Zhan i sur. 2016;
Sharma i sur. 2021). Do danas, aberantna aktivnost signalnog puta Wnt identificirana je u brojnim
tumorima poput karcinoma debelog crijeva, karcinoma dojke, karcinoma jetre i pluéa, melanoma,
leukemije te meningeoma (Peéina-Slaus i sur. 2016a; Zhan i sur. 2016; Parsons i sur. 2021).

Opcenito, signalni put Wnt moze biti ovisan o B-kateninu (kanonski) ili neovisan o B-kateninu
(nekanonski), no oba oblika u konacnici rezultiraju pokretanjem transkripcije ciljnih gena. Kanonski
signalni put Wnt (Wnt/B-katenin) najbolje je istrazen oblik ovog vaznog signalnog puta kako u zdravim
tkivima tako i u tumorima (Zhan i sur. 2016), a njegovi glavni akteri predmet su istrazivanja prikazanog

u ovom diplomskom radu.

1.4.1. Kanonski signalni put Wnt

Aktivacija signalnog puta Wnt/B-katenin u zdravim stanicama postize se preciznom
koordinacijom triju faza: vezanje liganda Wnt za receptore u stani¢noj membrani, inhibicija
citoplazmatskog destrukcijskog kompleksa uz nakupljanje B-katenina u citosolu i translokacija
transkripcijskog koaktivatora B-katenina u jezgru (Slika 5) (Pe¢ina-Slaus i sur. 2016a).

Kaskada signalizacije zapocinje vezanjem liganda Wnt za membranski receptor Frizzled (Fzd)
zdruZzen s membranskim koreceptorom LRP5/6 (engl. Low density lipoprotein Receptor-related
Protein). Do danas je identificirano 19 ¢lanova obitelji liganada Wnt od cega su najbolje istrazeni ligandi
Whntl, 2, 3i3a, ukljueni u signalni put Wnt/B-katenin. Navedeni ligandi imaju visoki afinitet za vezanje
na N-terminalnu domenu receptora Fzd, $to uzrokuje njegovu dimerizaciju s koreceptorom LRP5/6 i
pokretanje kaskade unutarstani¢nih signala uz fosforilaciju i aktivaciju proteina Dishevelled (Dvl).
Aktivacijom proteina Dvl, uz njegovo premjestanje u podrucje stanicne membrane, postize se inhibicija
citoplazmatskog destrukcijskog kompleksa B-katenina. Naime, protein Dvl sacinjen je od tri visoko

konzervirane domene: aminoterminalne domene (DIX), centralne domene (PDZ) te karboksiterminalne
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domene (DEP). Upravo DIX i PDZ domene regrutiraju protein aksin (engl. Axis Inhibition Protein, AXIN),
glavnu proteinsku okosnicu citoplazmatskog destrukcijskog kompleksa, te kinazu glikogen sintaze 3B
(engl. Glycogen Synthase Kinase-3 beta, GSK3B) i kazein kinazu 1 (engl. Casein Kinase 1, CK1) ¢ime je
aktivnost destrukcijskog kompleksa inhibirana i dolazi do nakupljanja nefosforilirane forme B-katenina
u citosolu. Posljedi¢no dolazi do postepene translokacije proteina B-katenina u jezgru gdje isti djeluje
kao transkripcijski koaktivator veZuci se za transkripcijski faktor TCF/LEF (engl. T-cell-specific
Transcription Factor/ Lymphoid Enhancer Binding factor 1) kontroliran transkripcijskim represorom
Groucho/TLE (engl. Transducin-Like Enhancer). Disocijacija transkripcijskog represora i vezanje B-
katenina na transkripcijski faktor i proteinski kompleks CBP (engl. CREB Binding Protein), koji je zaduZen
za regrutiranje stani¢ne transkripcijske masinerije na mjesto inicijacije transkripcije ciljnih gena, potice
transkripciju gena za proteine poput ciklina D, MYC, FRA1, JUN, IGF1, CD44, MMP7 ¢ija je onkogena
aktivnost identificirana kod brojnih tumora (Slika 5) (Pe¢ina-Slaus i sur. 2016a; Zhan i sur. 2016; Shang
i sur. 2017; Parsons i sur. 2021; Sharma i sur. 2021; Yu i sur. 2021).

U odsustvu stimulacije Fzd receptora ligandima Wnt dolazi do fosforilacije B-katenina uz
pomo¢ citoplazmatskog destrukcijskog kompleksa te njegove proteasomalne razgradnje.
Citoplazmatski destrukcijski kompleks sastavljen je od ve¢ spomenute okosnice koju ¢ine protein aksin,
dvije serin/treonin kinaze, GSK3p i kazein kinaza 1, te protein APC (engl. Adenomatous polyposis coli).
Fosfokinaza GSK3p uzrokuje fosforilaciju B-katenina na pozicijama serina 33 i 37, dok CK1 fosforilira B-
katenin na treoninu 41 te serinu 45. Tako oznacene aminokiseline sluze kao molekularni biljeg kojeg
prepoznaje E3 podjedinica ubikvitin ligaze B-TrCP (engl. 8-Transducin repeat Containing protein) Sto
rezultira razgradnjom B-katenina u proteasomu. Opisani niz unutarstani¢nih dogadaja koji rezultiraju
degradacijom B-katenina onemoguéava pokretanje transkripcije ciljnih gena u jezgri. U odsustvu
koaktivatorskog ucinka B-katenina na TCF/LEF, transkripcija je potisnuta represorom Groucho/TLE
(Slika 5) (Pec¢ina-Slaus i sur. 2016a; Zhan i sur. 2016; Shang i sur. 2017; Parsons i sur. 2021; Sharma i
sur. 2021; Yu i sur. 2021).

Mutacije sredisnjih molekula u kompleksnoj mrezi signalnog puta Wnt/B-katenin uzrokuju
nepravilnu regulaciju signaliziranja koja rezultira snaznom proliferacijom, dediferencijacijom te
migracijom ranije zdravih stanica. Negativni utjecaj aberantnog signaliziranja kanonskog puta Wnt
istrazen je i u meningeomima. Watson i sur. (2002) utvrdili su kako dolazi do znacajnog povecanja
membranskih receptora Fzd kod tumorskih stanica meningeoma u odnosu na zdrave meningealne
stanice, a Pec¢ina-Slaus i sur. (2016b) identificirali su gubitak heterozigotnosti gena AXINIu 21,1%
istrazivanih meningeoma. Veliki broj istrazivanja usredotocen je upravo na mutacije gena CTNNB1
(engl. Catenin beta 1) koji kodira B-katenin, i mutacije gena APC cija disregulacija negativno utjece na

ekspresiju i lokalizaciju B-katenina u tumorskim stanicama (Pecina-Slaus i sur. 2016a). Detaljan opis
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grade i uloge navedenih molekula signalnog puta Wnt/B-katenin, kao i istrazivanja utjecaja njihove

aberantne aktivnosti u tumorigenezi meningeoma prikazana su u daljnjem tekstu.
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Slika 5. Shematski prikaz kanonskog signalnog puta Wnt. (a) Prilikom vezanja liganda Wnt za
transmembranski receptor Fzd dolazi do dimerizacije Fzd i LRP5/6 i pokretanja kaskade unutarstani¢nih
signala. Aktivirani protein Dvl regrutira elemente citoplazmatskog destrukcijskog kompleksa ¢ime se
isti inhibira uz nakupljanje nefosforiliranog B-katenina u citosolu. Premjestanjem u jezgru, B-katenin
djeluje kao koaktivator transkripcijskog faktora TCF/LEF te uz proteinski kompleks CBP regrutira
bazalnu transkripcijsku masineriju sudjelujuci tako u aktivaciji transkripcije ciljnih gena. (b) U odsustvu
vezanja liganda Wnt, kanonski put Wnt je inaktivan. Tada dolazi do djelovanja citoplazmatskog
destrukcijskog kompleksa koji specificno veze i ciljano fosforilira B-katenin usmjeravajuéi ga na
razgradnju u proteasomu. Transkripcija ciljnih gena inhibirana je djelovanjem represorskog kompleksa
Groucho/TLE (preuzeto i prilagodeno prema Zhang i Wang 2020).
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1.4.2. B-katenin

B-katenin je multifunkcionalni protein kodiran genom CTNNB1 (3p21) koji sadrZi 16 eksona.
Detaljnim istrazivanjem primarne strukture B-katenina utvrdeno je kako se isti sastoji od tri domene:
srediSnje armadilo domene (550 aminokiselina), N-terminalne domene (=150 aminokiselina) i C-
terminalne domene (=100 aminokiselina). N-terminalna domena B-katenina predstavlja ciljno mjesto
fosforilacije kinazama GSK3p i CK1, dok je C-terminalna domena klju¢na za vezanje na transkripcijski
faktor TCF/LEF (Gao i sur. 2017). S obzirom da B-katenin nema u svojoj strukturi domene koje mogu
direktno vezati molekulu DNA, isti djeluje kao transkripcijski koaktivator. Kada dode do aktivacije
signalnog puta Wnt/B-katenin, nefosforilirani B-katenin translocira se u jezgru gdje njegova C-
terminalna domena djeluje kao transaktiviraju¢a domena proteina TCF, koji se direktno veze na
molekulu DNA. Vezanju B-katenina na transkripcijski faktor TCF/LEF prethodi disocijacija represorskog
kompleksa Groucho/TLE, koju pokreée monoubikvitinizacija represora proteinskim kompleksom XIAP
(engl. X-linked inhibitor of apoptosis) (Shang i sur. 2017; Yu i sur. 2021).

Osim interakcije s TCF/LEF transkripcijskim faktorom, C-terminalna domena B-katenina reagira
i s domenom CH3 transkripcijskog koaktivatora p-300/CBP (engl. CREB Binding Protein). p-300/CBP
pripada obitelji histonskih acetiltransferaza te, osim ranije navedene uloge u pokretanju transkripcije,
acetilira lizin na poziciji 345 u molekuli B-katenina Sto dodatno pojacava afinitet vezanja B-katenina za
TCF. Osim toga, B-katenin stupa u interakciju i s kromatinskim remodeliraju¢éim kompleksima iz
porodice SWI/SNF (engl. SWitch/ Sucrose Non-Fermentable) i RSC (engl. Remodel the Structure of
Chromatin). Naime, ova dva proteinska kompleksa sadrze domenu BRG-1 (engl. Brahma Related Gene-
1) s ATP-aznom aktivnoséu koja omogucava remodeliranje kromatina, izlazuc¢i time mjesta inicijacije
transkripcije i promotorskih regija ciljnih gena transkripcijskoj masineriji. Kroz interakciju s domenom
BRG-1, B-katenin regrutira komplekse SWI/SNF i RSC na mjesta inicijacije transkripcije $to je nuzan
preduvjet za uspjesnu aktivaciju transkripcije (Shang i sur. 2017; Yu i sur. 2021).

Protein B-katenin uklju¢en je i u kontrolu normalne stani¢ne adhezije. Pri normalnim
fizioloSkim uvjetima B-katenin se uglavnom nalazi u podru¢ju staniéne membrane gdje svojom
armadilo domenom stupa u interakciju s citoplazmatskom podjedinicom membranskog proteina E-
kadherina. Kompleks E-kadherin/B-katenin izuzetno je vaZan za ispravnu adheziju stanica i odrzavanje
normalne morfologije tkiva, a narusavanje stabilnosti ovog kompleksa dovodi do gubitka kontaktne
inhibicije te nekontroliranog rasta stanica i invazije u okolna tkiva (Brunner i sur. 2006; Gao i sur. 2017).
Gubitak ispravne stani¢ne adhezije smatra se kriticnim dogadajem procesa epitelno-mezenhimske
tranzicije (EMT), normalno uklju¢enog u embrionalni razvoj te remodeliranje i zacjeljivanje tkiva.

Tijekom maligne transformacije, EMT narusava normalnu strukturu medustani¢nih spojeva, a stanice
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nakupljaju karakteristike sli¢ne fibroblastima te pocinju migrirati invadirajuci okolna tkiva (Pecina-Slaus

i sur.2012).

1.4.3 Tumor supresor gen APC

Tumor supresor gen APC (5qg21) sadrzi 21 ekson i kodira multifunkcionalni protein APC kojeg
¢ine 2843 aminokiseline. Protein APC negativni je regulator signalnog puta Wnt/B-katenin, a djeluje
kao jedan od klju¢nih elemenata citoplazmatskog destrukcijskog kompleksa B-katenina (Yu i sur. 2021).
Zbog mogucnosti vezanja brojnih molekula i uloge u vaznim stani¢nim procesima poput proliferacije,
migracije stanica i odrzavanja morfologije stanica, protein APC sadrZi brojne poddomene (Slika 6).
Generalno, aminokiselinska sekvenca proteina APC moze se podijeliti u tri domene, a u kontekstu uloge
u kanonskom signalnom putu Wnt najvaznija je domena APC-M (engl. APC-middle domain) smjestena
u srediSnjoj regiji primarne proteinske strukture (Slika 6). Ova domena sastavljena je od Cetiri
ponavljajuée poddomene koje karakterizira motiv od 15 aminokiselina, sedam ponavljajucih
poddomena koje karakterizira motiv od 20 aminokiselina te tri poddomene SAMP odgovorne za
vezanje na aksin, proteinsku okosnicu destrukcijskog kompleksa (Fang i Svitkina 2022). Tri ponavljajuée
poddomene sastavljene od 15 aminokiselinskih ostataka predstavljaju mjesto vezanja proteina B-
katenina, no sama interakcija dva proteina nije dostatan signal za upudivanje B-katenina na daljnju
razgradnju. To se postize tek nakon sto se fosforilirana forma B-katenina veZe i za jednu od sedam
ponavljajuéih poddomena sastavljenu od 20 aminokiselinskih ostatka. Za funkcionalnost proteina APC
u procesu razgradnje B-katenina nuZna je prisutnost barem tri od sedam ponavljajué¢ih poddomena
sastavljenih od 20 aminokiselina (Fearnhead i sur. 2001).

Do danas, identificirano je vise od 1500 mutacija gena APC u brojnim tumorima, a najvedi broj
njih identificiran je kod kolorektalnog karcinoma. Mutacije najées¢e pogadaju ekson 15 koji sadrzi vise
od 75% kodirajuce sekvence za protein APC (Fearnhead i sur. 2001; Yu i sur. 2021). Peéina-Slaus i sur.
(2008) u studiji na 32 uzorka meningeoma istrazili su utjecaj gubitka heterozigotnosti gena APC na
tkivnu ekspresiju i stanic¢nu lokalizaciju B-katenina. Istrazivanje se fokusiralo na promjene u eksonima
11 i 15 gena APC, a rezultati ukazuju na pojavnost gubitka heterozigotnosti gena APC kod benignih
meningeoma. U svim uzorcima u kojima je detektiran gubitak heterozigotnosti gena APC, B-katenin je
identificiran iskljucivo u citoplazmi i jezgri stanice, Sto je dokaz vaine uloge proteina APC u
tumorigenezi meningeoma.

Vazno je istaknuti kako je transkripcija gena APC kontrolirana dvama promotorima: 1A i 1B.
Transkripcijom promotora 1A, nakon alternativhog prekrajanja, nastaje transkript 1A, dok promotor
1B producira tri transkripta: 1B1, 1B2 i 1B3. Pri normalnim fizioloSkim uvjetima prisutna je transkripcija

s oba promotora uz obrazac tkivne specifi¢nosti. Primjerice, u zdravoj sluznici debelog crijeva dolazi do
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dominantne ekspresije promotora 1B gena APC u odnosu na ekspresiju promotora 1A, dok je u tkivu

mozga obrnuti obrazac (Fearnhead i sur. 2001; Zhu i sur. 2021).

interakcija s
mikrotubulima

interakcija s aksinom

interakcija s B-kateninom

ARD 15 aa ponavljanja 20aaponavljanja  SAMPponavljanja  OSNOVNA SUBDOMENA
-~ —
APC-N APC-M APC-C

Slika 6. Shematski prikaz aminokiselinske sekvence proteina APC. Protein APC sadrZi tri funkcionalne
domene: (1) domena APC-N (engl. APC-N-terminal domain) sadrzi ardmadilo poddomenu (ARD) i
poddomene s intrinziénom aktivnoséu koje su vazne za postizanje ispravne nativne strukture proteina
(SD1, SD2, SD3); (2) domena APC-M (engl. APC-middle domain) ukljucena je u regulaciju proteina B-
katenina, a sastavljena je od cetiri ponavljaju¢e poddomene s karakteristicnim motivom od 15
aminokiselina, sedam ponavljaju¢ih poddomena s karaktersti¢nim motivnom od 20 aminokiselina i tri
ponavljajuée poddomene SAMP cija je uloga vezanje proteina APC za aksin; (3) domena APC-C (engl.
APC-C-terminal domain) sadrzi poddomenu odgovornu za interakciju s elementima citoskeleta
(osnovna poddomena) (preuzeto i prilagodeno prema Fang i Svitkina 2022).

Naruseni obrasci metilacije, kroz hipermetilaciju promotora tumor supresor gena i globalnu
hipometilaciju koja doprinosi aktivaciji mobilnih elemenata (transpozona, retrotranspozona) i dovodi
do nestabilnosti genoma, znacajno doprinose procesima inicijacije i progresije malignih bolesti (Delpu
i sur. 2013; Dor i Cedar 2018). Hipermetilacija promotora gena APC potvrdena je kod karcinoma Zeluca,
jetre i gusteraCe (Zhu i sur. 2021). Istrazivanjem poveznice izmedu hipermetilacije gena APC i
karcinoma debelog crijeva, Li i sur. (2017) pokazali su kako dolazi do visoke stope hipermetilacije
promotora gena APC sto korelira s tumorskom masom, stupnjem diferenciranosti tumorskih stanica te

metastazama u podrucju regionalnih limfnih évorova.

Prije pocetka istrazivanja prikazanog u ovom radu nisu pronadeni literaturni izvori o obrascima

metilacije tumor supresor gena APC kod meningeoma.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj diplomskog rada bio je ispitati status metilacije promotora 1A gena APC u uzorcima
intrakranijlnih meningeoma razli¢itih histoloskih gradusa te utvrditi na koji nacin obrazac metilacije
gena APC utjece na ekspresiju i unutarstani¢nu lokalizaciju B-katenina.

Pretpostavka je da ée utiSavanje ekspresije tumor supresor gena APC, metilacijom promotora,
uzrokovati aktivaciju kanonskog signalnog puta Wnt u uzorcima meningeoma visih gradusa sto ce
dovesti do nakupljanja aktivnog B-katenina u jezgrama tumorskih stanica.

U tu sam svrhu u 46 uzoraka meningeoma, prethodno prikupljenih operativnim zahvatom na
pacijentima oba spola i svrstanih u histoloske graduse, analizirala prosje¢nu metiliranost CpG otoka u
promotoru 1A gena APC metodom lancane reakcije polimerazom ovisne o metilaciji te stani¢nu
lokalizaciju i razinu ekspresije aktivne forme B-katenina metodom imunohistokemije. lzmjerene
parametre usporedila sam medusobno te u odnosu na patohistolosku dijagnozu, dob i spol pacijenata

uporabom prikladnih statistickih testova.
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3. MATERUALI | METODE

3.1. Uzorci intrakranijalnih meningeoma

Za potrebe ovog istraZivanja koristila sam 46 uzoraka intrakranijalnih meninegoma razlicitih
gradusa prikupljenih kirurSkim zahvatom pacijenata Klinickog bolnickog centra Zagreb te Klinicke
bolnice Dubrava. Od ukupno 46 pacijenata, 28 je bilo Zenskog spola (60,9%), a 18 muskog spola (39,1%)
(Prilog 1). Srednja Zivotna dob u trenutku postavljanja dijagnoze iznosila je 58,8 godina, a raspon dobi
oboljelih od 17 do 85 godina. Srednja Zivotna dob oboljelih Zena iznosila je 54,7 godina, a muskaraca
65,5 godina. Od ukupno 18 oboljelih muskaraca 14 ih je bilo starijih od 60 godina (77,8%), dok je 57,1%
(16/28) zena pripadalo dobnoj skupini mladoj od 60 godina.

Prikupljanje, pohrana i analiza uzoraka odobrena je dozvolom Etickog povjerenstva

Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (Ur. Broj: 380-59-10106-20-111/126, Klasa:641-01/20-
02/01, Zagreb, 29.9.2020). Svi pacijenti od kojih se uzimalo tumorsko tkivo potpisali su pristanak za
operacijski zahvat i biopsiju te im se osigurala potpuna anonimnost (identitet je poznat samo
istrazivacima te se on ne iznosi u rezultatima ili publikacijama).
Svi uzorci koje sam koristila u istrazivanju klasificirani su od strane patologa u graduse |, Il'i lll prema
kriterijima Svjetske zdravstvene organizacije, a pacijenti Ciji su uzorci koriSteni u istrazivanju nisu bili
podvrgnuti drugim onkoloskim metodama lije¢enja (radijacija, kemoterapija) koje bi mogle utjecati na
ishod genskih analiza. Skup analiziranih meningeoma se sastojao od 24 uzorka (52,2%) klasificirana kao
gradus | (benigni meningeomi), 17 (36,9%) kao gradus Il (atipi¢ni meningeomi) te 5 (10,9%) kao gradus
Il (anaplasti¢ni meningeomi) (Prilog 1).

Kako bi se omogucila provedba molekularnih i imunohistokemijskih analiza tumorskog tkiva
meningeoma uzorci su pohranjeni na dva nacina. Uzorci tumorskog tkiva namijenjeni za molekularne
analize, nakon kirurskog odstranjivanja smrznuti su u teku¢em dusiku i pohranjeni pri -80°C do trenutka
izolacije genomske DNA. Uzorci tumorskog tkiva potrebni za imunohistokemijsku analizu ekspresije

specificnog proteina fiksirani su u 4%-tnom formalinu i uklopljeni u parafin.
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3.2. Izolacija genomske DNA iz tkiva tumora meningeoma metodom fenol/kloroform
Genomsku DNA iz uzoraka tkiva tumora, prethodno pohranjenih pri -80°C, nakon otapanja na
sobnoj temperaturi izolirala sam metodom fenol/kloroform koju su opisali Sambrook i sur. (1989).
Ovisno o koli¢ini pojedinog uzorka tkiva tumora, izdvojila sam od 150 do 500 mg tkiva u sterilne
epruvete (Eppendorf, Hamburg, Njemacka) volumena 1,5 mL u koje sam prethodno dodala 1 mL pufera
za lizu stanica (10 mM TrisHCI, 0,5% Tween, 25 mM EDTA; pH 8,0). U svaku sterilnu epruvetu dodala
sam, potom, 15 pL proteinaze K (20 mg/mL). Prilikom izdvajanja tumorskog tkiva i premjestanja istoga
u sterilne epruvete, koristila sam laboratorijsko posude (Skarice, pincete) sterilizirane u 70%-tnom
etanolu, pazeci pritom da ne dode do kontaminacije uzoraka. Epruvete s uzorcima tretiranim puferom
za lizu stanica i proteinazom K postavila sam u vodenu kupelj prethodno zagrijanu pri 37°C, gdje su se
inkubirali do sljedeéeg dana. Ovisno o konzistenciji uzorka tumorskog tkiva, prilagodila sam trajanje
inkubacije te, ako je bilo potrebno, produzZila za jo$ jedan dan. Intrakranijalni meningeomi
kategorizirani su u pet kategorija ovisno o konzistenciji tumorske mase, a ljestvica se krece od tumora
koji su izrazito mekani do onih koji su izrazito ¢vrsti te imaju tendenciju stvaranja kalcifikata (Zada i sur.
2013). Vazno je, stoga, prilagoditi vrijeme inkubacije kako bi se omogucila u¢inkovita degradacija tkiva.
Nakon inkubacije sadrzaj svake epruvete razdijelila sam na dva jednaka dijela u sterilne
epruvete (Eppendorf, Hamburg, Njemacka) volumena 1,5 mL te sam na smjesu dodala jednak volumen
fenola ¢ija je uloga ekstrakcija proteina, lipida i polisaharida (Pecina-Slaus 2009). Epruvete sam zatim
postavila na rotacijsku mijesalicu (Stuart SB2,Stuart Equipment (part of Cole-Parmer), Vernon Hills,
lllinois, SAD) gdje se laganom vrtnjom sadrzaj istih mijesao tijekom 10 minuta. Nakon mijeSanja uzorke
sam postavila u centrifugu (Centrifuge 5415D, Eppendorf, rotor 100 mm) na 10 000 okretaja u minuti
i sobnu temperaturu u trajanju od 10 minuta. Nakon centrifugiranja nastala su tri sloja, donji hidrofobni
sloj sacinjen od fenola, ekstrahiranih lipida i ugljikohidrata, sredisnji proteinski sloj te gornji hidrofilni
sloj s otopljenom genomskom DNA. U nove sterilne epruvete (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
volumena 1,5 mL paZljivim pipetiranjem izdvojila sam gornji vodeni sloj. Na ukupni volumen izdvojene
vodene faze dodala sam pola volumena kloroforma i pola volumena fenola. Tako pripremljene smjese
uzoraka ponovno sam postavila na rotacijsku mijesalicu na lagano mijesanje tijekom 10 minuta. Nakon
mijesanja uslijedilo je centrifugiranje prema ranije navedenim uvjetima. Centrifugiranjem su ponovno
nastala tri sloja, te sam pailjivim pipetiranjem ponovno izdvojila gornju vodenu fazu u nove sterilne
epruvete (Eppendorf, Hamburg, Njemacka) volumena 1,5 mL. Na tako izdvojenu vodenu fazu dodala
sam jednak volumen kloroforma cija je uloga, osim ekstrakcije lipida i ugljikohidrata, uklanjanje
zaostalog fenola iz uzorka (Peéina-Slaus 2009). S tako pripremljenim uzorcima ponovila sam proces
mijesanja na rotacijskoj mijesalici i centrifugiranje kako bih ponovno izdvoijila tri sloja. Izdvojenu gornju
vodenu fazu sam prebacila u nove sterilne epruvete (Eppendorf, Hamburg, Njemacka) volumena 1,5

mL i dodala 2,5 volumena hladnog apsolutnog etanola (-20°C). Sadrzaj sam mijeSala do pojave
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paucinastog bijelog klupka. Epruvete sa precipitiranom genomskom DNA pohranila sam u zamrzivac

pri temperaturi od —20°C do sljedeéeg dana.

Sljededi dan postavila sam uzorke u centrifugu (Centrifuge 5415D, rotor 100 mm, Eppendorf,
Hamburg, Njemacka) na proces centrifugiranja pri 13 000 okretaja u minuti i sobnoj temperaturi u
trajanju od 20 minuta. Tijekom centrifugiranja na dnu epruvete izdvojio se mali bijeli talog genomske
DNA, od kojeg sam paiZljivim pipetiranjem odstranila etanol. Za dodatno pospjeSivanje uklanjanja
etanola iznad taloga, epruvete s talogom postavila sam u termomikser (Thermomixer compact,
Eppendorf) na proces susenja pri 37°C tijekom 15 minuta. Nakon isparavanja zaostalog etanola, u
epruvete s talogom dodala sam 50 uL TE pufera (engl. Tris-EDTA: 10 mM Tris, 1ImM EDTA; pH 7,6).
Epruvete sam ostavila na sobnoj temperaturi do sljedeéeg dana kako bi se talog Sto ucinkovitije otopio.

Sljedeci dan uzorke sam pohranila u banku tumorske DNA pri 4°C.

3.3. Odredivanje Cistoce i koncentracije genomske DNA izolirane iz tkiva tumora

Kako bih provjerila uspjesnost izolacije genomske DNA iz tkiva tumora odredila sam vrijednosti
koncentracije (ng/uL) i Cistoce izolirane DNA pomoc¢u mikrovolumnog spektrofotometra (ND 1000,
NanoDrop, Wilmington, DE, USA). Tom prilikom mjerila sam apsorbanciju pri 230 nm, 260 nm i 280
nm. Valna duljina od 230 nm odreduje apsorpcijski minimum nukleinskih kiselina te apsorpcijski
maksimum peptidnih veza, fenola, ugljikohidrata i EDTA. Mjerenjem valne duljine pri 260 nm odreduje
se apsorpcijski maksimum nukleinskih kiselina, dok valna duljina od 280 nm daje uvid u maksimum
apsorpcije aromatskih aminokiselina te spojeva s aromatskim prstenom poput fenola (Pe¢ina-Slaus
2009). Kako bi se procijenila ¢istoc¢a pojedinog uzorka DNA odreduju se omjeri apsorbancije pri 260 nm
i 280 nm (Aze0/Azs0) te 260 nm i 230 nm (Aze0/A230). Za omjer Azso/Azso Cije se vrijednosti kre¢u izmedu
1,8 i 2 smatra se da sadrzi Cistu DNA, dok vrijednosti ispod 1,8 upuéuju na kontaminaciju proteinima,
a one iznad 2 na kontaminaciju s RNA. Optimalne vrijednosti omjera Axeo/Az30 kreéu se od 2 do 2,2, a
sve vrijednosti ispod optimalnih upucuju na kontaminaciju tvarima ciji je apsorpcijski maksimum pri
230 nm (Pedina-Slaus 2009). S obzirom da prisutnost razli¢itih kontaminanata moze interferirati s
metodama analize genomske DNA, za provedbu daljnjih molekularnih analiza odabrala sam uzorke

zadovoljavajuce koncentracije (>200 ng/uL) te optimalnih vrijednosti apsorpcijskih omjera Azeo/Azso i

Az60/Aazo.
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3.4. Bisulfitna konverzija genomske DNA izolirane iz tkiva tumora

Genomsku DNA izoliranu ranije opisanim postupkom koristila sam za analiziranje prosjecne
metiliranosti promotora 1A gena APC (engl. Adenomatous polyposis coli 1A promoter, APC-1A), za
kojeg je ranije utvrdeno kako ima 31 CpG (metilacijsko) mjesto (Pan i sur. 2009), a prije analiziranja
metilacije promotora odredenog gena, potrebno je uzorak DNA bisulfitno konvertirati. Proces
bisulfitne konverzije ukljucuje tretman jednolanc¢ane molekule DNA natrijevim bisulfitom (NaHSO,) Sto
dovodi do deaminacije nemetiliranih citozina (C) u uracile (U). Za metilirane citozine (C™, 5-metilcitozin)
dokazana je tek mala stopa konverzije 5-metilcitozina u timin, dok veéina metiliranih citozina ostaje
nepromijenjena nakon tretmana natrijevim bisulfitom (Frommer i sur. 1992). Za bisulfitnu konverziju
uzoraka genomske DNA izolirane iz tkiva tumora koristila sam komercijalno dostupan paket The
MethylEdge™ Bisulfite Conversion System (Promega, Madison, USA). Prije provodenja protokola za
bisulfitnu konverziju DNA, pripremila sam potrebna razrjedenja uzoraka genomske DNA izolirane iz
tkiva tumora. Sve uzorke DNA razrijedila sam vodom bez nukleaza do koncentracije od 40 ng/uL (840
ng genomske DNA u ukupnom volumenu od 21 pL) te provjerila koncentraciju i Cistocu istih
spektrofotometrijskim mjerenjem u uredaju ND 1000, NanoDrop, Wilmington, DE, USA. Na 20 pL
pripremljenog uzorka DNA dodala sam 130 plL reagensa za bisulfitnu konverziju (engl. Bisulfite ME
Conversion Reagent, Promega, Madison, USA). Pripremljenu smjesu kratko sam promijesala na vorteks
mijesalici i postavila u PCR uredaj (2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems, SAD) na inkubaciju
sljedeéih uvjeta: 8 minuta pri 98°C, 60 minuta pri 54°C te hladenje pri 4°C. Nakon inkubacije u PCR
uredaju uzorke sam podvrgnula procesu desulfonacije i procis¢avanja. U prvom koraku svaki bisulfitno
konvertirani uzorak prebacila sam u kolonu s membranom (engl. ME Spin Column), postavljenu na
kolekcijsku epruvetu (engl. Collection Tube) u koju sam ranije dodala 600 pL pufera za vezanje DNA
(engl. ME Binding Buffer, Promega, Madison, USA). Smjesu sam, potom, paZljivo promijesala laganim
invertiranjem i postavila u centrifugu (Centrifuge 5415D, rotor 100 mm, Eppendorf, Hamburg,
Njemacka) na proces centrifugiranja u trajanju od 30 sekundi pri maksimalnoj brzini od 13 000 okretaja
u minuti. Nakon centrifugiranja DNA je ostala vezana za membranu, a filtrat iz kolekcijske epruvete
sam odstranila i ponovno postavila kolonu s membranom na kolekcijsku epruvetu. U kolonu s
membranom dodala sam 100 pL pufera za ispiranje (engl. 1x ME Wash Buffer, Promega, Madison,
USA), kojeg sam ranije pripremila dodatkom 24 mL 100%-tnog etanola u 6 mL koncentrirane otopine
pufera za ispiranje (engl. ME Wash Solution, Promega, Madison, USA). Uslijedilo je ponovno
centrifugiranje pri ranije navedenim uvjetima. Nakon otklanjanja filtrata iz kolekcijske epruvete u
kolonu s membranom dodala sam 200 plL desulfonacijskog pufera (engl. ME Desulfonation Buffer,
Promega, Madison, USA). Tako pripremljene uzorke ostavila sam da se inkubiraju pri sobnoj
temperaturi tijekom 15 minuta. Nakon inkubacije uslijedilo je ponovno centrifugiranje pri gore

navedenim uvjetima. Nakon centrifugiranja ispraznila sam kolekcijske epruvete i u kolone s
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membranom dodala 200 uL pufera za ispiranje (engl. 1x ME Wash Buffer, Promega, Madison, USA).
Nakon ponovnog centrifugiranja pri maksimalnoj brzini u trajanju od 30 sekundi, ispraznila sam
kolekcijsku epruvetu te korak ispiranja i centrifugiranja ponovila jos jednom. Kolone s membranom
postavila sam potom u sterilne epruvete (Eppendorf, Hamburg, Njemacka) volumena 1,5 mL uz
dodatak 22 pL elucijskog pufera (engl. Elution Buffer, Promega, Madison, USA ) koji omogucava
ispiranje DNA vezane za membranu kolone u filtrat, te ponovila korak centrifugiranja pri maksimalnoj
brzini u trajanju od 30 sekundi. Koncentraciju i Cisto¢u bisulfitno konvertirane DNA provjerila sam
spektrofotometrijskim mjerenjem na mikrovolumnom spektrofotometru (ND 1000, NanoDrop,
Wilmington, DE, USA). Vazno je napomenuti kako se prilikom bisulfitnog tretmana uzoraka DNA te
kasnijeg procesa desulfonacije i proc¢iséavanja uzoraka DNA upotrjebljavaju puferi koji sadrze tvari
organskog porijekla (poput etanola), sto moze dovesti do vrijednosti omjera Axso/Az30 koje znatno
premasuju optimalne. Epruvete s bisulfitno konvertiranom DNA oblozila sam aluminijskom folijom, za

sprje¢avanje negativnog utjecaja svijetlosti na konvertirane uzorke, i pohranila pri -20°C.

3.5. Umnazanje sekvence promotora 1A gena APC metodom lancane reakcije polimerazom
ovisne o metilaciji

U svrhu analiziranja statusa metilacije CpG otoka u promotoru 1A gena APC koristila sam
metodu lancane reakcije polimerazom ovisne o metilaciji (engl. Methylation-specific PCR, MS-PCR). Za
izvedbu ove metode koristila sam komercijalno dostupan set reagensa TaKaRa EpiTag™ HS (for
bisulfite-treated DNA) (Takara Bio Inc., Kusatsu, Shiga, Japan), a za svaki uzorak bisulfitno konvertirane
DNA izolirane iz tkiva tumora pripremila sam dvije reakcijske smjese, metiliranu i nemetiliranu reakciju.
Sastojci smjese, koncentracije istih i volumeni potrebni za jednu reakciju MS-PCR prikazani su u Tablici
1. Reakcijske smjese pripremila sam u ukupnom volumenu od 25 pul, a razlikovale su se samo u
specificnim pocetnicama. Slijed nukleotida specifi¢nih pocetnica za metiliranu i nemetiliranu reakciju
te ocekivana duljina MS-PCR produkta prikazana je u Tablici 2. Obje reakcije MS-PCR-a izvela sam u
PCR uredaju 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, SAD) tijekom 30 ciklusa, pri uvjetima
navedenim u Tablici 3. Osim optimizacije uvjeta za odvijanje reakcije MS-PCR, potrebno je specificnu
reakcijsku smjesu potvrditi upotrebom pozitivnih i negativnih kontrola. Kao pozitivhu kontrolu
metilirane reakcije koristila sam Methylated Human Control (Promega, Madison, USA), a za pozitivhu
kontrolu nemetilirane reakcije koristila sam Human Genomic DNA (Promega, Madison, USA). Za
negativnu kontrolu metilirane reakcije upotrijebila sam Human Genomic DNA (Promega, Madison,
USA), a za negativnu kontrolu nemetilirane reakcije koristila sam Methylated Human Control (Promega,
Madison, USA). Za provjeru cistoce PCR reakcije kao negativhu kontrolu koristila sam vodu bez

nukleaza.
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Tablica 1. Sastojci reakcijske smjese za metiliranu i nemetiliranu reakciju MS-PCR, koncentracije
sastojaka reakcijske smjese i volumeni istih potrebni za jednu reakciju MS-PCR.

POCETNA KONACNA KONACNI
SASTOJAK SMIJESE
KONCENTRACUA KONCENTRACUA VOLUMEN (pL)
TAKARA EPITAQ HS 5U/uL 0,625 U/reakcija 0,125
EPITAQ PCR PUFER 10 X 1X 2,5
MGCL; 25 mM 2,5mM 2,5
DNTP MiIX 2,5mM 0,3mM 3
APC UZVODNA POCETNICA
.. . 10 uM 0,28 uM 0,7
(metilirana/nemetilirana)
APC NI1ZVODNA POCETNICA
o . 10 uM 0,28 uM 0,7
(metilirana/nemetilirana)
DNA KALUP 25 ng/uL 25 ng 1
VODA - - 14,475
UKUPNO - - 25

Tablica 2. Prikaz slijeda nukleotida specifi¢nih poéetnica za metiliranu i nemetiliranu reakciju MS—PCR
te ocekivana duljina PCR produkta (slijed nukleotida za sintezu specifi¢nih pocetnica te podaci o duljini
PCR produkta preuzeti su iz van Engeland i sur. 2003). F-UM i R—-UM- set pocetnica za nemetiliranu
reakciju MS-PCR; F-M i R—M- set pocetnica za metiliranu reakciju MS-PCR; pb— parovi baza

POCETNICE SLIJED NUKLEOTIDA DULJINA PCR PRODUKTA
APCF - UM 5 -GTGTTTTATTGTGGAGTGTGGGTT-3'
APCR-UM 5'-CCAATCAACAAACTCCCAACAA-3' 108 pb
APCF-M 5 -TATTGCGGAGTGCGGGTC-3'
APCR-M 5'-TCGACGAACTCCCGACGA-3' 98 pb

Tablica 3. Optimizirani uvjeti za odvijanje reakcije MS-PCR (metilirana/nemetilirana reakcija)

umnaZanja regije promotora 1A gena APC.

KORAK TEMPERATURA TRAJANIJE
POCETNA DENATURACIJA LANCA DNA 95°C 5 min
DENATURACIA 95°C 1 min
. 59°C (za metiliranu reakciju) 30s
VEZANJE POCETNICA
60°C (za nemetiliranu reakciju) 30s
SINTEZA KOMPLEMENTARNOG LANCA 72°C 30s
ZAVRSNO PRODULJENJE LANCA 72°C 5 min
HLADENIJE 4°C ©
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3.6. Analiza rezultata reakcije MS—PCR elektroforezom u agaroznom gelu

Kako bih provjerila uspjeSnost reakcije MS-PCR te odredila status metiliranosti pojedinog
uzorka bisulfitno konvertirane genomske DNA izolirane iz tkiva tumora, upotrijebila sam metodu
horizontalne elektroforeze u 2%-tnom agaroznom gelu, kojeg sam pripremila otapanjem 1 g agaroze
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD) u 50 mL TAE pufera (40 mM Tris — acetat, 1 mM EDTA; pH 8) .
Reakcija elektroforeze odvijala se u TAE puferu u trajanju od 22 minute pri jakosti struje od 80 mA i
naponu od 110 V u uredaju Compact XS/S Biometra, An Analytik Jena Company (Jena, Njemacka) . Za
vizualizaciju produkata reakcije MS-PCR, u gel sam dodala boju Sybr Gold (0,5 pg/mL). Po zavrsetku
elektroforeze, gel sam prenjela na transiluminator i imager UVdoc-HD6 (Cleaver Scientific, Rugby,
Ujedinjeno Kraljevstvo) kako bih vizualizirala umnozene fragmente DNA. Tijekom analiziranja rezultata,
za odredivanje veli¢ine umnoZenih fragmenata iste sam usporedila sa standardnom DNA (50 pb DNA
Ladder, Amresco, USA). Elektroforetske pruge s umnoZenim produktima obje reakcijske smjese
(metilirane/nemetilirane) detektirala sam u podruéju 100 pb. Reakcije MS-PCR-a smatrala sam
uspjesSnima i optimiziranima kada je doslo do pravilnog umnazanja pozitivnih kontrola te izostanka

umnazanja svih negativnih kontrola. Rezultate sam fotografirala i dokumentirala.

3.7. Detekcija aktivne forme proteina B-katenina metodom imunohistokemije

Za utvrdivanje prisutnosti i lokalizacije nefosforilirane (aktivne) forme proteina B-katenina
(engl. Non phosphorylated 8-catenin, NON-P-B) koristila sam se tehnikom imunohistokemije. U tu
svrhu sam koristila parafinske rezove tumorskog tkiva meningeoma debljine 4 um te specificno
monoklonsko antitijelo Non-phospho (Active) B-Catenin (Ser33/37/Thr41) (Cell Signaling Technology,
Danvers, SAD). Kao pozitivhu kontrolu koristila sam prerez tkiva debelog crijeva i kore velikog mozga
zdravog Covjeka, a kao negativnu kontrolu prerez jetre zdravog Covjeka.

U prvom koraku sam deparafinizirala uzorke tkiva. Stakalca sa prerezima tumorskog tkiva
inkubirala sam u ksilenu (Kemika, Zagreb, Hrvatska) dva puta po pet minuta te u padaju¢em gradijentu
etanola (apsolutni etanol, 95%-tni, 70%-tni) (Kemika, Zagreb, Hrvatska) dva puta po tri minute. U
zavrsnom koraku deparafinizacije, stakalca s rezovima isprala sam u destiliranoj vodi pet minuta. Sve
korake deparafinizacije izvodila sam u digestoru pazedi, pritom, da ne dode do isusivanja uzoraka.

Nakon deparafinizacije slijedi proces oporavljanja epitopa. Deparafinizirana stakalca sam
tretirala s 6M citratnim puferom (1,05 g limunske kiseline; 0,5 L destilirane vode; pH 6) zagrijavanjem

u mikrovalnoj pecnici 8 minuta, prvo pri 450 W do vrenja, potom pri 350 W do vrenja te pri 300 W do
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vrenja. Za kraj, uzorke sam zagrijavala pri snazi od 200 W u trajanju od dvije minute. Nakon hladenja
pri sobnoj temperaturi, proces kuhanja i hladenja ponovila sam jos dva puta. Potom sam uzorke isprala
u 1X PBS puferu (engl. Phosphate-Buffered Saline) (10X PBS = 80 g NaCl, 2 g KCl, 23 g Na;HPO, X 12
H,0, destilirana voda do 1 L; pH 7,4) dva puta, prvi put dvije minute te za kraj 30 sekundi.

Prije tretmana uzoraka specificnim primarnim antitijelom potrebno je sprijeciti nespecificna
vezanja, Sto sam postigla tretmanom uzoraka 3%-tnim vodikovim peroksidom i serumom Protein block
(Dako, Glostrup, Denmark). Stakalca s uzorcima postavila sam u vlaznu komoru i tretirala ih s 3%-tnim
vodikovim peroksidom (Galenski laboratorij, Dugopolje, Hrvatska) u mraku 20 minuta. Ovim korakom
sprijeCena je aktivnost endogenog enzima peroksidaze i pojava lazno pozitivhog signala. Nakon
inkubacije isprala sam stakalca u 1X PBS-u tri puta po 10 minuta. Stakalca sam, potom, ponovno
postavila u vlaznu komoru i tretirala serumom Protein block (Dako, Glostrup, Denmark) inkubirajuci ih
pri 4°C u trajanju od 30 minuta. Tretman serumom onemogudéava nespecificna vezanja primarnog
antitijela i pojavu lazno pozitivnog signala u tretiranom tkivu. Nakon inkubacije otklonila sam visak
tekudine s uzorka laganim lupkanjem o papirnati rucnik (bez ispiranja u 1X PBS-u).

Uzorke rezova tumorskog tkiva i pozitivnu kontrolu tretirala sam specificnim primarnim
antitijelom Non-phospho (Active) B-Catenin (Ser33/37/Thr41) (Cell Signaling Technology, Danvers,
SAD), koje prepoznaje aktivnhu formu [B-katenina. Prije tretmana, otopinu primarnog antitijela
pripremila sam razrjedivanjem 1,25 pL antitijela u 998,75 uL 1X PBS-a (razrjedenje 1:800). Tako
pripremljeno primarno antitijelo nanijela sam na uzorke i pozitivhu kontrolu u volumenu od 100 pL. Na
negativnu kontrolu nanijela sam 100 pL 1X PBS-a. Sve uzorke pohranila sam na inkubaciju, u hladnjak,
pri 4°C tijekom nodi.

Sljededi dan, uzorke tretirane primarnim antitijelom isprala sam u 1X PBS-u tri puta po pet
minuta, nakon Cega je uslijedio tretman sekundarnim antitijelom. Na sva stakalca nakapala sam
nekoliko kapi sekundarnog antitijela EnVision (Dako REAL™, EnVision™, Dako Glostrup Denmark) te ih
ostavila u vlaznoj komori na inkubaciju od 45 minuta pri sobnoj temperaturi. Nakon zavrsene
inkubacije, isprala sam uzorke u 1X PBS-u Cetiri puta po sedam minuta na tresilici. EnVision je polimerni
konjugat koji se sastoji od velikog broja molekula enzima HRP (engl. Horseradish peroxidase) (do 100
molekula enzima) te sekundarnog antitijela (do 20 molekula) direktno vezanih na dekstransku okosnicu
(Sabattini i sur. 1998). Tretman ovim polimerom omogucava detekciju vezanja primarnog antitijela
nakon djelovanja 3,3'-diaminobenzidin (DAB) kromogena i stvaranja smedeg netopljivog precipitata.

Otopinu DAB kromogena (Dako REAL™, EnVision™, Dako Glostrup Denmark) pripremila sam
dodavanjem 20 pL DAB-a u 1000 uL Substrate Buffer pufera (Dako REAL™, EnVision™, Dako Glostrup
Denmark). Na svako stakalce nanijela sam 100 pL otopine kromogena te ostavila da djeluje dvije

minute. Nakon tretmana DAB-om, isprala sam stakalca u destiliranoj vodi tri puta po 10 minuta.
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Za laksu interpretaciju lokalizacije eksprimiranog proteina u stanicama, kontrastirala sam
uzorke inkubacijom od dvije minute u hematoksilinu (Dako, Carpinteria, CA, USA). Nakon kontrastnog
bojanja, ispirala sam uzorke pod laganim mlazom vodovodne vode 10 minuta.

U posljednjem koraku tehnike imunohistokemije, uzorke sam dehidrirala u rastuéem
gradijentu etanola (70%-tni, 95%-tni, apsolutni etanol) te u ksilenu, dva puta po tri minute. Dehidrirane
uzorke trajno sam uklopila nanoSenjem dvije kapi Biomounta DPX Low (BioGnost, Hrvatska) na tkivne
rezove i postavljanjem pokrovnog stakalca. Uklopljene uzorke pohranila sam u histoloske kutije pri

sobnoj temperaturi.

3.8. Analiza imunohistokemijske detekcije aktivne forme proteina B-katenina

Preparate pripremljene tehnikom imunohistokemije analizirala sam pomocu svjetlosnog
mikroskopa Olympus BX53. Svaki preparat pregledala sam na malom povecanju (40X) za utvrdivanje
generalne ekspresije detektiranog proteina u tkivu, te na ve¢em povecanju (200X) u svrhu pronalaska
tumorskih zariSta (mjesta maksimalne ekspresije proteina u tkivu). Tumorska Zarista na pojedinom
preparatu fotografirala sam te, potom, analizirala uz pomo¢ programa Imagel (National Institute of
Health, Bethesda, Maryland, SAD). Prilikom analiziranja tumorskih Zarista odredila sam mjesta
ekspresije aktivne forme proteina B-katenina u stanici (membrana, citoplazma, jezgra) te intenzitet
signala (engl. Staining Intensity Score, Sl). U sluéaju slabog intenziteta obojenja (Zuc¢kasto/svijetlo
smede obojenje) tumorskom Zaristu dodijelila sam vrijednost 1+, za umjereni intenzitet (smede)
dodijelila sam vrijednost 2+, a za jaki intenzitet signala (tamno smede) dodijelila sam vrijednost 3+. U
sluaju detekcije ekspresije aktivhog [B-katenina u jezgrama analiziranih preparata iste sam
kategorizirala u tri grupe dodjeljujuci im numericke vrijednosti od 1 do 3: (1) preparati s do 5% jezgara
s ekspresijom B-katenina u vidnom polju, (2) preparati s do 50% jezgara s ekspresijom B-katenina u
vidnom polju i (3) preparati s vise od 50% jezgara s ekspresijom B-katenina u vidnom polju.

Za semikvantifikaciju imunopozitiviteta u stanicama koristila sam odredivanje indeksa
obojenja (engl. Immunoreactivity Score, IRS). IRS je numericka vrijednost (0-12) koja se dobije
izracunavanjem umnoska intenziteta signala i postotka stanica s pozitivnim signalom u tumorskom
Zaristu (engl. Positive Cells Proportion Score, PP). Pet je kategorija koje oznacavaju postotak
imunopozitiviteta preparata: (0) nema imunopozitiviteta u tumorskim stanicama, (1) imunopozitivitet
u 1-25% tumorskih stanica, (2) imunopozitivitet u 26-50% tumorskih stanica, (3) imunopozitivitet u 51-
85% tumorskih stanica, (4) imunopozitivitet u >85% tumorskih stanica. Za potrebe statisticke obrade
podataka, IRS vrijednostima dodijelila sam numericke vrijednosti prema slijedec¢im kriterijima: (1) IRS=

0-4, (2) IRS= 6-8, (3) IRS=9-12.
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3.9. Statisticke metode obrade rezultata
Za statisticku obradu rezultata dobivenih genetickim i proteinskim analizama koristila sam
programski paket SPSS v.28.0.1 (SPSS, Chicago, IL, SAD) uz razinu znacajnosti 0<0,05. Prilikom
statisticke obrade podataka, analizirala sam odnos varijabli dobivenih genskom i proteinskom analizom
uzoraka s varijablama prikupljenih patohistoloskih i demografskih (spol i dob) parametara.
IstraZivanje je obuhvatilo 46 uzoraka meningeoma razli¢itih gradusa, a sve varijable (spol, dob,
gradus, metilacijski status i imunopozitivitet) su bile kategoricke. 1z toga razloga statisticka obrada

podataka je ukljucivala x2-test , Cramer V - test i Spearmanovu korelaciju.
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4. REZULTATI

4.1. Analiza demografskih i patohistoloskih podataka uzoraka intrakranijalnih meningeoma

Raspodjela oboljelih prema spolu i gradusu te srednja Zivotna dob pacijenata u svakoj
kategoriji prikazana je u Tablici 4. Statisticki znacajna razlika izmedu dobi obolijevanja Zena i muskaraca
u ovom istrazivanju dokazana je x? testom (x* = 5,437, df=1, p=0,020) te Cramer V testom, koji je
potvrdio umjerenu korelaciju izmedu promatranih parametara (¢c=0,344, p=0,020).

0Od 24 pacijenta ciji su uzorci klasificirani u skupinu benignih meingeoma (gradus 1) 18 ih je bilo
Zenskog spola (75%), dok je 12 od 22 uzoraka, klasificiranih u meningeome viseg gradusa (gradus Il i
lIl), pripadalo pacijentima muskog spola (54,6%). Ce$ée obolijevanje iena od benignog oblika
meningeoma, a muskaraca od meningeoma viseg gradusa dokazano je ¥? testom (x*=4,207, df=1,
p=0,040) te Cramer V testom, koji je potvrdio umjerenu korelaciju izmedu promatranih parametara
(¢c=0,302, p=0,040). Spearmanova korelacija nije pokazala povezanost histoloskog gadusa s dobi

pacijenta (p=0,656).

Tablica 4. Prikaz broja oboljelih po spolu i histoloskom gradusu te srednje vrijednosti dobi oboljelih
po histoloskom gradusu i spolu.

BROJ OBOLIJELIH DOB (srednja vrijednost) +
GRADUS
STANDARDNA DEVIJACIJA
MENINGEOMA = = ~ <
ZENE MUSKARCI | UKUPNO ZENE MUSKARCI UKUPNO
GRADUS |
(benigni 18 6 24 58,78+13,61 | 65,17+13,36 | 60,38+13,55
meningeom)
GRADUS I
(atipicni 7 10 17 49,71+21,34 = 63,5£10,76 | 57,82+16,88
menigeom)
GRADUS I
(anaplastiéni 3 2 5 47+25,63 76+12,73 58,6+24,93
meningeom)
UKUPNO 28 18 46 55,25+17,04 | 66,56+12,83 | 59,24+15,87
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4.2. Rezultati analize obrasca metilacije promotora 1A gena APC u uzorcima intrakranijalnih

meningeoma razlicitih gradusa

Promotor 1A gena APC se smatrao nemetiliranim ako je doSlo do umnaZanja samo u
nemetiliranoj reakcijskoj smjesi, dok se smatrao metiliranim ako je doslo do umnazanja u metiliranoj
ili obje reakcijske smjese. Od ukupno 46 uzoraka DNA izolirane iz tkiva tumora intrakranijalnih
meningeoma, dva su uzorka (4,35%) imala metilirani promotor 1A gena APC. Oba uzorka su pripadali
anaplasti¢nim meningeomima (40% meningeoma gradusa lll bilo je metelirano). Primjenom ¥? testa
dobivena je statistic¢ki znacajna povezanost metilacije promotora 1A gena APC s anaplasti¢nim oblikom
intrakranijalnog meningeoma (x*=17,145, df=2, p=0,000), a Cramer V test potvrdio je snaznu korelaciju
izmedu promatranih parametara (¢pc=0,611, p=0,000). Statisticki znacajna povezanost izmedu obrasca
metiliranosti i dobi oboljelih nije potvrdena (p=0,883), kao niti povezanost spola oboljelih sa statusom
metiliranosti promotora 1A gena APC (p=0,747). Rezultati reakcije MS-PCR za svaki uzorak prikazani

su u Prilogu 1 i na Slici 7.
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Slika 7. Prikaz rezultata elektroforeze u 2%-tnom agaroznom gelu nakon reakcije MS-PCR. Na slici su
prikazani rezultati analize metilacijskog statusa promotora APC-1A svih istrazivanih uzoraka
intrakranijalnih meningeoma (oznacenih pripadaju¢om Sifrom). Crvenom bojom istaknuti nazivi
uzoraka oznacavaju one uzorke kod kojih je identificirana metilacija u promotoru istrazivanog gena. L-
standardna DNA (50 pb DNA Ladder); K-M — kontrola metilirane reakcije; K-U — kontrola nemetilirane
reakcije; U- nemetilirana reakcija; M- metilirana reakcija; NK-PCR — negativna kontrola PCR reakcije.
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4.3. Rezultati analize ekspresije i unutarstanicne lokalizacije NON-P-B u uzorcima

intrakranijalnih meningeoma razlicitih gradusa

Rezultati analize unutarstani¢ne lokalizacije i ekspresije aktivnog B-katenina prikazani su u
Prilogu 1. Ekspresija aktivnog B-katenina u podrucju stanicne membrane i/ili citoplazme zabiljezena je
u 44 analizirana uzoraka (95,7%) intrakranijalnih meningeoma uklju¢enih u ovo istrazivanje. Kod
uzoraka s membranskom i/ili citoplazmatskom lokalizacijom aktivnog B-katenina ekspresija je bila jaka
u 65,9% uzoraka, umjerena u 25% uzoraka te slaba ili je izostala u 6,7% uzoraka (Slika 8; Slika 9).
Analizom uzorka kore velikog mozga zdravog Covjeka identificirana je slaba ekspresija (IRS=4) aktivhog

B-katenina u podrucju stanicne membrane i citoplazme (Slika 10).

Slika 8. Prikaz rezultata detekcije aktivne forme proteina B-katenina metodom imunohistokemije
(povecanje 200X). Primjer uzorka meningeoma s lokalizacijom aktivnog B-katenina u podrudju stanicne
membrane i citoplazme (uzorak T430, gradus Il, IRS=12, nemetilirani promotor 1A gena APC).
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Slika 9. Prikaz rezultata detekcije aktivne forme proteina B-katenina metodom imunohistokemije
(povecanje 200X). Primjer negativnog preparata bez ekspresije aktivnog B-katenina u tumorskim
stanicama (uzorak T481, gradus lll, IRS=0, metilirani promotor 1A gena APC).

Slika 10. Prikaz rezultata detekcije aktivne forme proteina B-katenina metodom imunohistokemije u
tkivu kore velikog mozga zdravog Covjeka (povecanje 200X). Slaba ekspresija istraZivanog proteina
ogranic¢ena je na podrucje stanicne membrane i citoplazme (IRS=4).
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Ekspresija aktivne forme B-katenina u uzorcima tri histoloska gradusa meningeoma prikazana
je naSlici 11. Analizom ekspresije aktivnog B-katenina u stani¢énoj membrani i/ili citoplazmi, u uzorcima
razli¢itih gradusa intrakranijalnih meningeoma, zamijeena je dominantna zastupljenost jake
ekspresije u uzorcima meningeoma sva tri gradusa (gradus I: 66,7%; gradus Il: 56,3%; gradus Ill: 80%).
Primjenom Spearmanovog korelacijskog testa nije otkrivena statisticki znacajna povezanost

histoloSkog gradusa meningeoma i ekspresije B-katenina u citoplazmi i/ili membrani (p=0,543).
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Slika 11. Raspodjela uzoraka s obzirom na intenzitet ekspresije aktivhe forme proteina B-katenina u
uzorcima razlicitih gradusa intrakranijalnih meningeoma. Analizom ekspresije aktivnog B-katenina u
uzorcima razli¢itih gradusa intrakranijalnih meningeoma zamijecena je dominantna zastupljenost jake
ekspresije u uzorcima meningeoma sva tri gradusa. Jaka ekspresija aktivhog B-katenina identificirana
je kod 63,1% svih uzoraka, umjerena kod 23,9% te slaba kod 10,9% svih uzoraka.
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Podjela oboljelih prema spolu i kategoriji imunopozitiviteta prikazana je na Slici 12. Od uzoraka
s jakom ekspresijom aktivne forme B-katenina u stani¢noj membrani i/ili citoplazmi 72,4% uzoraka
(21/29) je pripadalo meningeoma izoliranih iz pacijentica, dok je 27,6% (8/29) pripadalo meningeoma
pacijenata muskog spola. x2 testom dokazana je statisticki znacajna razlika u ekspresiji aktivhog B-
katenina u stani¢noj membrani i/ili citoplazmi kod muskaraca i Zena (x2= 10,991, df=2, p=0,004), a
umjerena korelacija izmedu promatranih parametara potvrdena je i Cramer V testom (¢c=0,489,
p=0,004). Imunopozitivitet u stani¢cnoj membrani i/ili citoplazmi tumorskih stanica meningeoma nije

bio povezan s dobi pacijenta (p=0,933).
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Slika 12. Podjela uzoraka meningeoma prema spolu i kategorijama imunopozitiviteta B-katenina.
Brojke iznad pojedinog stupca oznacavaju broj uzoraka odredenog spola u svakoj IRS kategoriji kod
uzoraka s membranskom i/ili citoplazmatskom ekspresijom.
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Ekspresija aktivhog B-katenina identificirana u jezgrama 26,1% analiziranih uzoraka (12/46)
(Slika 13). Kod jednog od 46 analiziranih uzoraka tkivnih rezova meningeoma ekspresija je bila iskljucivo
lokalizirana u jezgri (uzorak gradusa ll). Kod Sest uzoraka (50%) s lokalizacijom aktivnog B-katenina u
jezgrama uocena je jaka ekspresija, kod tri uzorka (25%) umjerena te kod tri uzorka (25%) slaba
ekspresija. Od uzoraka s ekspresijom aktivnog p-katenina u jezgrama tumorskih stanica 83,3% (10/12)
pripadalo je uzorcima atipicnih meningeoma (gradus Il), dok su ostala dva uzorka pripadala
meningeomima histoloSkog gradusa | odnosno Ill. Pojavnost aktivnog B-katenina u jezgrama tumorskih
stanica meningeoma nije povezana s dobi pacijenata (p=0,596), spolom pacijenata (p=0,370) i IRS

kategorijom imunopozitiviteta aktivnog B-katenina u stani¢noj membrani i/ili citoplazmi (p=0,169).

-

Slika 13. Prikaz rezultata detekcije aktivhe forme proteina B-katenina metodom imunohistokemije
(povedéanje 200X). Primjer uzorka meningeoma s ekspresijom aktivnog B-katenina u citoplazmi i

jezgrama tumorskih stanica (uzorak T482, gradus lll, 5-50% pozitivnih jezgara, nemetilirani promotor
1A gena APC).
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Za uzorke s ekspresijom aktivnog B-katenina u jezgrama odreden je postotak pozitivnih jezgara
u vidnom polju (Slika 14). Manje od 5% jezgara s ekspresijom u vidnom polju zabiljezeno je kod Sest
uzoraka (50%), a isto je zabiljezeno i za uzorke s do 50% pozitivnih jezgara (6/12). Niti jedan uzorak nije
imao vise od 50% pozitivnih jezgara u vidnom polju. Uzorci s viSe pozitivnih jezgara (>5%) pripadali su
viSim gradusima meningeoma (gradus Il i lll). Povezanost visSih gradusa meningeoma s pojavnoséu
veceg broja jezgara koje eksprimiraju aktivni B-katenin dokazao je x? test (x2=12,839, df=2, p=0,002),

a umjerena korelacija promatranih parametara potvrdena je i Cramer V testom (¢c=0,528, p=0,002).
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Slika 14. Raspodjela uzoraka meningeoma pojedinih gradusa s obzirom na ekspresiju aktivnog B-
katenina u jezgrama tumorskih stanica. Brojevi iznad svakog stupca oznacavaju broj uzoraka pojedinog
gradusa meningeoma u kategorijama ekspresije aktivnog B-katenina u jezgrama.
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Uzorci s identificiranom metilacijom promotora APC-1A nisu imali ekspresiju aktivnog B-
katenina u jezgrama tumorskih stanica. Jedan od uzoraka s metilacijom promotora APC-1A nije imao
zabiljeZzenu ekspresiju aktivnog B-katenina u tumorskim stanicama (IRS=0) (Prilog 1; Slika 9), dok je
jedan uzorak imao jaku ekspresiju aktivnog B-katenina u podrucju stanicne membrane i citoplazme
(IRS=12) (Prilog 1; Slika 15). Nije otkrivena povezanost imunopozitiviteta aktivhog B-katenina
zabiljezenog u stani¢noj membrani i/ili citoplazmi s metilacijom promotora APC-1A (p=0,253), kao niti
imunopozitiviteta aktivnhog B-katenina zabiljeZzenog u jezgrama s metilacijom promotora APC-1A

(p=0,390).

Slika 15. Prikaz rezultata detekcije aktivne forme proteina B-katenina metodom imunohistokemije
(povecdanje 200X). Primjer ekspresije aktivnog B-katenina u podrucju stanicne membrane i citoplazme
(uzorak T607, gradus Ill, IRS=12, metilirani promotor 1A gena APC).
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5. RASPRAVA

IstraZivanje je obuhvatilo 46 uzoraka intrakranijalnih meningeoma izoliranih iz 28 pacijentica
te 18 pacijenata Sto odgovara prirodnoj incidenciji meningeoma u populaciji gdje Zene c&eSce
obolijevaju od muskaraca (Louis i sur. 2016a). Svi uzorci klasificirani su u tri histoloska gradusa, 24
uzorka su pripadala gradusu |, 17 uzoraka gradusu |l te pet uzoraka gradusu lll, sto odgovara Cinjenici
kako su meningeomi uglavnom benigni tumori uz malu incidenciju malignih oblika u populaciji (Louis i
sur. 2016a). Od ukupno 28 pacijentica ukljucenih u ovo istrazivanje 16 (57,1%) ih je prilikom dijagnoze
bilo mlade Zivotne dobi (<60 godina). Zivotna dob 77,8% oboljelih mugkaraca uklju¢enih u ovo
istrazivanje kretala se od 60-85 godina. Srednja Zivotna dob oboljelih iznosila je 58,8 godina Sto je nize
od srednje Zivotne dobi oboljelih navedene u klasifikaciji primarnih tumora sredisnjeg Zivcanog sustava
SZ0-a iz 2016. godine, a koja iznosi 65 godina (Louis i sur. 2016a). Razlog nizoj srednjoj Zivotnoj dobi
ovog uzorka moze biti statisticki znacajna niza dob obolijevanja Zena ukljuc¢enih u ovo istrazivanje u
odnosu na muskarce (p=0,020) koja je pri postavljanju dijagnoze iznosila 54,7 godina, a kod muskaraca
65,5 godina. Takoder, kao Sto je ve¢ spomenuto, pacijentice su Cinile veci dio uzorka meningeoma
(60,8%). Nizu srednju Zivotnu dob oboljelih pokazalo je i istraZivanje Kamenova i sur. (2019) u kojem je
onaiznosila 61,5 godina, a ukupan uzorak ispitanika je sadrzavao veci udio pacijentica (70,1%). Smatra
se da su za Ce$c¢e obolijevanje Zena u mladoj dobnoj skupini odgovorni spolni hormoni (estrogen i
progesteron) za koje tumorske stanice izrazavaju funkcionalne receptore, a omjer oboljelih Zena u
razdoblju prije menopauze u odnosu na muskarce iste Zivotne dobi moze iznositi 15:1 (Louis i sur.
2016a; Pecina-Slaus i sur. 2016a). S dijagnozom visih gradusa (atipi¢ni i anaplasti¢ni meningeomi) pada
incidencija obolijevanja u Zenskoj populaciji (Louis i sur. 2016a) sto je bio slu¢aj i u ovom istraZivanju,
u kojem je otkrivena statisticki znacajna povezanost (p=0,040) obolijevanja Zena od benignog oblika
meningeoma, a muskaraca od meningeoma viSeg histoloskog gradusa. Jo$ uvijek nije potpuno
razjasnjen ovakav obrazac obolijevanja u populaciji, a smatra se da znacajan utjecaj imaju spolni
hormoni ¢emu u prilog ide i ¢injenica kako kod anaplasti¢nih meningeoma do danas nisu identificirani

progesteronski receptori (Krayenbuihl i sur. 2007; Louis i sur. 2016a).
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Analiza metilacije promotora 1A tumor supresor gena APC u ovim istrazivanju pokazala je
snaznu korelaciju utiSanosti gena s anaplasti¢nim, odnosno malignim oblicima meningeoma (p=0,000).
Istrazivanja pokazuju da je utiSavanje promotorskog mjesta gena APC rani dogadaj u tumorigenezi
kolorektalnog karcinoma i karcinoma endometrija (Ignatov i sur. 2010; Liang i sur. 2017), dok je u ovom
istrazivanju utiSavanje gena bio kasniji dogadaj u tumorigenezi povezan s najvisim gradusom, odnosno
malignim oblikom meningeoma. Povezanost metilacije gena APC s agresivnijim oblicima tumora
pokazali su i Brabender i sur. (2001) u svojem istraZivanje gdje je utvrden losiji klinicki ishod kod
dijagnoze karcinoma ne-malih stanica plu¢a s metiliranim promotorom gena APC. IstraZivanje Van Der
Auwera i sur. (2008) na uzorcima upalnog karcinoma dojke takoder pokazuje korelaciju obrasca
metiliranosti gena APC s visSim gradusima karcinoma, no pojacana metiliranost promotora nije
povezana s porastom dobi pacijenata. Takav rezultat odgovara i rezultatima u ovom istrazivanju gdje
takoder nije zamijeéena korelacija izmedu obrasca metiliranosti i dobi oboljelih. Ipak, takav rezultat
djelomi¢no se moze pripisati malom broju uzoraka anaplasti¢cnih meningeoma uklju¢enih u ovo
istrazivanje. U naSim uzorcima benignih i atipicnih meningeoma nije identificirana metiliranost
promotora gena APC, a kod dva uzorka anaplasticnih meningoema s utvrdenom metilacijom
promotora signal je bio prisutan u metiliranoj i nemetiliranoj reakcijskoj smjesi. Takvi rezultati mogu
se objasniti heterogenos¢u tumorske mase ili inaktivacijom samo jednog alela gena APC. Naime, tumori
su heterogene nakupine stanica, a pojedini stani¢ni klonovi progresijom mogu steéi dodatne mutacije
Sto najcesce prati rast tumorske mase, pojacana invazivnost i tendencija metastaziranja u okolna tkiva
i udaljene organe (McGranahan i Swanton 2017). VaZno je takoder istaknuti kako su uzorci tumorskog
tkiva namijenjeni za izolaciju genomske DNA prikupljeni tijekom kirurskih zahvata, $to moze rezultirati
djelomi¢nim odstranjivanjem i okolnog zdravog tkiva s normalnom ekspresijom gena APC. IstraZzivanje
hipermetilacije promotora 1A gena APC Fu i sur. (2009) u uzorcima nazubljenih (engl. serrated)
kolorektalnih polipa pokazalo je prisutnost signala u obje reakcijske smjese kod 33,3% uzoraka $to
autori smatraju posljedicom prisutnosti utvrdene monoalelne inaktivacije promotora 1A gena APC u
okolnom zdravom tkivu, dok je bialalena inaktivacija gena APC otkrivena u 41,7% uzoraka. lako
istrazivanje prikazano u ovom diplomskom radu nije obuhvatilo odredivanje razine proteinskog
produkta gena APC te nije moguce raspravljati o prisutnosti monoalelne ili bialelne inaktivacije
promotora gena metilacijom, vazno je istaknuti kako i monoalelno utiSavanje tumor supresor gena
moZe biti vazan preduvjet za razvoj tumorigeneze. Primjerice, poznato je kako oboljeli od Li-
Fraumenijevog sindroma, nositelji nasljedne mutacije jedne kopije tumor supresor gena p53, imaju
znatno povedéanu vjerojatnost razvoja tumora tijekom Zivota (75% za muskarce; gotovo 100% za Zene)

(Guha i Malkin 2017).
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Buduci da metilacija promotora gena APC moze dovesti do pojacane ekspresije aktivhog B-
katenina napravljena je imunohistokemijska analiza detekcije nefosforiliranog B-katenina u tumorskim
Zaristima. Ovo istraZivanje je pokazalo da je ekspresija aktivnog B-katenina prisutna u 97,8% uzoraka,
najcesce s jakom ekspresijom (jaka ekspresija kod 63,1% svih uzoraka; umjerena ekspresija kod
23,9%svih uzoraka; slaba kod 13% svih uzoraka), dok je u uzorku kore zdravog Covjeka identificirana
slaba ekspresija, sugerirajuci aktivaciju B-katenina u meningeomima. Umjerena korelacija izmedu
spola oboljelih i intenziteta ekspresije aktivhog B-katenina (p=0,004) u ovom istraZivanju sugerirala je
veli intenzitet aktivacije kanonskog signalnog puta Wnt kod Zena, no takav rezultat moie se
djelomi¢no objasniti ve¢im brojem pacijentica uklju¢enih u ovo istrazivanje. Utvrdena ekspresija u
podrucju stanicne membrane i citoplazme odgovara Cinjenici da su meningeomi u najveéem broju
slu¢ajeva benignog karaktera te slabe tendencije ka invaziji okolnog tkiva u ¢emu vaznu ulogu igraju
adherentni spojevi ¢iju molekularnu strukturu c¢ine E-kadherin i B-katenin (Gao i sur. 2005; Pecina-Slaus
i sur. 2012). lako intenzitet citoplazmatske ekspresije aktivhog B-katenina nije bio povezana s
gradusom, prelazak aktivnog B-katenina u jezgru se pokazao vaznim dogadajem za meningeome visih
gradusa, posebice atipicne meningeome (p=0,002). Translokacija B-katenina u jezgre i aktivacija
kanonskog signalnog puta Wnt poznati je onkogeni dogadaj u tumorigenezi skoro trecine (29%)
adenokarcinoma Zeluca s utvrdenom mutacijom gena CTNNB1 (Clements i sur. 2002). S obzirom da
lokalizacija aktivnog B-katenina u jezgrama tumorskih stanica ukazuje na aktivnost kanonskog
signalnog puta Wnt, a time i na ekspresiju gena s poznatom onkogenom aktivnoséu (ciklin D, c-myc,
VEGF, MMP-7) (Sharma i sur. 2021) moguce je da su uzorci atipiénih meningeoma u ovom istrazivanju
podloZniji vecoj invazivnosti okolnog tkiva, a time i ucestalijoj pojavi recidiva. Ipak, za potvrdu takvog
obrasca potrebno je ukljuciti i podatke o invazivnosti u okolno tkivo te stupnju pojavnosti recidiva
nakon kirurskog zahvata, a takvi podaci nisu bili dostupni prilikom provodenja ovog istraZivanja.

Statisticka obrada pokazala je da metilacija promotora gena APC nije nuino utjecala na
ekspresiju aktivne forme B-katenina, a -katenin translociran u jezgre zabiljeZen je i u uzorcima koju su
imali nemetiliran promotor gena APC Moguce objasnjenje je da je mehanizam utiSavanja gena APC
posredovan miRNA interakcijama, a ne metilacijom. miR-135a i miR-135b identificirane su kao male
nekodiraju¢e RNA molekule cije interakcije s 3' krajem tumor supresor gena APC uzrokuju smanjenje
proteinskog produkta u uzorcima kolorektalnog karcinoma (Nagel i sur. 2008), a njihova uloga u
tumorigenezi menigeoma jos uvijek nije ispitana. Osim toga, vazno je uzeti u obzir mogudi izostanak
bialelne inaktivacije promotora gena APC sto moZze rezultirati normalnim ili nesto nizim endogenim
razinama proteinskog produkta, no dovoljnim za odrzavanje normalnih stanic¢nih procesa. Takav
obrazac potvrden je istrazivanjem Van Der Auwera i sur. (2008) u kojem nije zamijeéena razlika u udjelu
mRNA transkripta gena APC izmedu uzoraka upalnog karcinoma dojke s visokom stopom metilacije te

uzoraka s niskom ili bez utvrdene metilacije promotora gena APC. Nadalje, istraZivanje Blaker i sur.
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(2003) na uzorcima 10 adenomatoznih polipa iz pacijentice s nasljednom mutacijom gena APC pokazuje
kako usprkos utvrdenoj somatskoj mutaciji, a time i bialalenoj inaktivaciji gena APC u svim uzorcima,
izostaje translokacija B-katenina u jezgre stanica u 90% uzoraka ukljucenih u istrazivanje. Takav rezultat
sugerira kako inaktivacija obje kopije gena APC nije dovoljna za aktivaciju kanonskog signalnog puta
Wnt kao i mogucu ulogu mutacija u drugih molekula sudionika destrukcijskog kompleksa u aktivaciji
signalnog puta Wnt/B-katenin. IstraZivanje Farago i sur. (2005) pokazuje kako indukcija GSK3pB bez
kinazne aktivnosti dovodi do stabilizacije B-katenina i njegove translokacije u jezgre stanica Sto dovodi
do inicijacije tumorigeneze u tkivu dojke. Nadalje, poznato je kako mutacije gena AXIN1 i AXIN2
koreliraju s translokacijom aktivnog B-katenina u jezgru tumorskih stanica karcinoma Zeluca sudjelujuci
tako u aktivaciji kanonskog signalnog puta Wnt (Pan i sur. 2008). S obzirom na rezultate ovog
istrazivanja, ispravno je pretpostavljati kako aktivaciji signalnog puta Wnt i oblikovanju tumorskog
fenotipa anaplasti¢nih meningeoma, izuzev utiSavanja gena APC metilacijom, doprinose genetske i/ili

epigenetske promjene drugih molekularnih aktera citoplazamtskog destrukcijskog kompleksa.

Prije provodenja ovog istrazivanja nisu pronadeni literaturni izvori o obrascu metilacije
promotorskog mjesta tumor supresor gena APC u intrakaranijalnim meningeomima Covjeka. Najvazniji
ogranic¢avajucéi parametar ovog istrazivanja bio je broj uzoraka intrakranijalnih meningeoma viseg
histoloSkog gradusa zbog njegove slabe incidencije u populaciji. Kako bi se potvrdili rezultati ovog

istrazivanja potrebno je uzorak anaplasti¢nih meningeoma dodatno prosiriti.

IstraZivanje prikazano u ovom diplomskom radu nije obuhvatio podatke o pojavnosti recidiva
ili metastaza te tumorskoj masi i stupnju invazivnosti okolnog tkiva kao ni podatke o preZivljenju
oboljelih. Prikupljanje takvih podataka uz prosirenje broja uzoraka meningeoma viseg histoloskog
gradusa te proSirenje metodologije istraZivanja na otkrivanje lokacije proteina APC u stanici te
endogene koli¢ine proteinskog produkta kao i prosirenje istraZzivanja na druge molekule destrukcijskog
kompleksa mozZe biti vrijedno u daljem istraZivanju aktivacije signalnog puta Wnt i njegove uloge u

progresiji intrakranijalnih meningeoma.
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6. ZAKLJUCAK

Rezultati analize obrasca metilacije promotora 1A gena APC pokazali su da metilacija
predstavlja kasni dogadaj u tumorigenezi meningeoma te je iskljucivo povezana s malignim oblikom,
odnosno gradusom Il (p=0,000). Takav rezultat u skladu je s pretpostavkom o povezanosti
hipermetilacije promotora tumor supresor gena APC s meningeomima viSeg gradusa, postavljenoj na

pocetku istraZivanja.

Analizom ekspresije i unutarstani¢ne lokalizacije B-katenina utvrdena je ekspresija aktivnog B-
katenina u 97,8% meningeoma, najcesée s jakom ekspresijom (63,1% uzoraka), dok je u uzorku kore
zdravog Covjeka identificirana slaba ekspresija Sto sugerira aktivaciju B-katenina u meningeomima.
Ekspresija aktivhog B-katenina ¢esée je vezana uz citoplazmu i/ili memebranu $to odgovara Cinjenici
da su meningeomi u najveéem broju slucajeva benignog karaktera te slabe tendencije ka invaziji
okolnog tkiva. Osim toga, utvrden je razli¢it intenzitet ekspresije B-katenina u muskaraca i Zena
(p=0,004). Zene ¢eice imaju jaku ekspresiju aktivnog B-katenina u tumorskim zaristima dok je kod
muskarca cesS¢a slabija ekspresija, a takav rezultat moze se djelomi¢no objasniti ve¢im brojem
pacijentica ukljuenih u ovo istrazivanje. Otkriveno je takoder kako je prelazak aktivhog B-katenina u
jezgre dogadaj vezan uz viSe graduse, posebice atipicne meningeome (p=0,002), sugerirajudi aktivaciju
signalnog puta Wnt i njegovu ulogu u progresiji meningeoma. Premda prelazak aktivnog B-katenina u
jezgre nije povezan s metilacijom, ovakav rezultat djelomi¢no se poklapa s ofekivanom aktivacijom

kanonskog signalnog puta Wnt u meningeomima viseg gradusa.

Istrazivanje prikazano u ovom diplomskom radu pokazalo je aktivaciju signalnog puta Wnt u viSim
gradusima meningeoma (posebice gradusu Il), medutim metilacija gena APC, otkrivena iskljuivo u
anaplastiénim meningeomima, nije nuzno jedinstveni dogadaj u pozadini aktivacije signalnog puta
Wnt/B-katenin. 1z navedenog mozemo zakljuciti kako metilacija promotora gena APC nije nuzno
povezana s aktivnoscu i lokalizacijom aktivnog B-katenina te je mogude da je u podlozi transporta
aktivnog B-katenina u jezgre tumorskih stanica inaktivacija gena APC mehanizmima drugacijima od

onog ispitanog u ovom istrazivanju.
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Prilog 1. Patohistoloske karakteristike analiziranih uzoraka intrakranijalnih meningeoma te rezultati
analize statusa metilacije promotora 1A gena APC i ekspresije NON-P-B proteina u stanicama
analiziranih tumorskih zarista.

IRS
REDNI BROJ HISTOLOSKI LOKALIZACUA VRUUEDNOST METILACUA
BROJ BANKE GRADUS poB  SPOL PROTEINA NON- NON-P-BU PROMOTORA
P-B U STANICI STANICI
1 T268 Gl 64 V4 C 8 UM
2 T269 Gl 66 M SM+C 4 UM
3 T272 Gl 66 M SM+C 6 UM
4 T276 Gl 58 V4 SM+C 8 UM
5 T285 Gl 68 y4 SM+C 12 UM
6 T291 Gl 55 V4 C 6 UM
7 T294 Gl 78 V4 SM+C 9 UM
8 T297 Gl 77 M SM+C 12 UM
9 T324 Gl 48 V4 SM+C 6 UM
10 T325 Gl 43 V4 SM+C 12 UM
11 T328 Gl 37 V4 SM+C+) 6 UM
12 T334 Gl 59 V4 SM+C 9 UM
13 T434 Gl 64 Z SM+C 12 UM
14 T435 Gl 66 V4 SM+C 12 UM
15 T436 Gl 83 V4 SM+C 12 UM
16 T437 Gl 69 V4 SM+C 12 UM
17 T438 Gl 48 V4 SM+C 9 UM
18 T441 Gl 59 V4 SM+C 12 UM
19 T405 Gl 57 V4 SM+C 9 UM
20 T600 Gl 71 V4 SM+C 12 UM
21 T602 Gl 76 M SM+C 8 UM
22 T603 Gl 31 V4 SM+C 12 UM
23 T608 Gl 40 M SM+C 12 UM
24 T439 Gl 66 M SM+C 9 UM
25 T243 Gll 73 M SM+C 8 UM
26 T331 Gll 60 M SM+C 4 UM
27 T430 Gll 40 M SM+C 12 UM
28 T451 Gll 38 V4 SM+C+J 6 UM
29 T452 Gll 64 V4 SM+C+) 12 UM
30 T453 Gll 76 M J 2 UM
31 T454 Gll 69 M SM+C+) 4 UM
32 T455 Gll 57 M SM+C+) 4 UM
33 T456 Gll 64 M SM+C 12 UM
34 T458 Gll 70 V4 SM+C 12 UM
35 T459 Gll 30 V4 C 12 UM
36 T460 Gll 67 M SM+C+) 12 UM




Prilog 1. Nastavak

37 T461 Gll 73 M SM+C+) 12 UM
38 T462 Gll 58 V4 SM+C+) 12 UM
39 T604 Gll 56 M SM+C+J 6 UM
40 T605 Gl 17 V4 SM+J 8 UM
41 T606 Gll 71 V4 SM+C 12 UM
42 T607 Glll 44 Z SM+C 12 ME
43 T266 Glll 67 M SM+C 12 UM
a4 T479 Glll 23 Z SM+C 9 UM
45 T481 Glll 85 M - 0 ME
46 T482 Glll 74 V4 C+) 12 UM

Legenda: Gl — gradus | (benigni meninegom); Gll — gradus Il (atipi¢ni menigeom); Glll — gradus Il (anaplasticni
menigeom); Z — zensko; M — mugko; SM — stani¢na membrana; C — citoplazma; J — jezgra; UM — nemetilirani
promotor; ME — metilirani promotor



