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Sazetak v radusu prikazane nove spoznaje o mehaniz-
mu nastanka zlocudnih tumora na molekularnoj razini. Ras-
pravija se o onkogenima koji mogu mijenjati signalni put sti-
mulacije rasta stanice od receptora na membrani preko
unutarstanicnoga signalnog puta do transkripcijskih faktora
Jjezgre. Nesvrhoviti tumorski rast moZe biti posljedica i
poremecene funkcije tumorski supresorskih gena i apoptoze.
U drugom dijelu rada naglasene su velike mogucnosti
molekularnih tehnika u dijagnostici zlocudnih tumora. Pose-
bice se naglasava tehnika genskih Cipova koja predocuje gen-
sku ekspresiju. Preliminarni rezultati pokazuju da nove
tehnike genske ekspresije mogu znacajno unaprijediti klasi-
fikaciju zlocudnih tumora. Molekularna klasifikacija primarno
polazi od prognoze bolesti. Jedan od primjera vrijednosti
molekularne klasifikacije je podjela difuznih B-velikostanicnih
limfoma. Tehnikom genskih Cipova ti limfomi pokazuju dvije
slike razlicite prognoze.

Kljucne rijecCi: onkogeni, tumorski supresorski geni, apo-
ptoza, tehnika genskih Cipova

Zlocudni tumori su bolesti gena. Zlocudni rast je posre-
dovan nesvrshovitim poticanjem rasta (onkogeni) ili blo-
kadom negativnih metabolickih procesa (supresorski
geni). Brojni su ¢imbenici spoznati u patogenezi zlocud-
nih tumora, od nasljednih te iznimno vaznih somatskih
genskih promjena. Da bi se genske promjene Klinicki
ocCitovale, treba u prosjeku 5 do 20 godina.

Za onkologiju je od iznimne vaznosti spoznaja sekvence
humanoga genoma (1). No to je tek pocetak. Tek sada
nas Ceka velik posao. Treba spoznati funkciju velikog
broja gena. U zlocudnih tumora treba saznati koji su
geni zahvaceni i promijenjeni. Usto vazno je spoznati
interakciju i ekspresiju gena u niza bolesnih stanja. Tek
je 2% bolesti u Covjeka po svojoj prirodi monogeno
(uzrokovano promjenom jednoga gena). Ostatak od 98%
bolesti je ili poligen (istodobno uzrokovano promjenom
viSe gena) ili epigen (uzrokovan negenskim ili postgen-
skim poremecajima stani¢nih molekula) (2). Da bismo
spoznali mehanizme nastanka i uzroke raka i njegove
progresije, potrebno je vrlo objektivnim metodama ispi-
tati sekvencu DNK, odrediti i pratiti ekspresiju glasnicke
RNK, sekvenciju proteina, ispitati lokalizaciju proteina

Summary New insights of molecular mechanisms on
the biology of cancer are reported. The possible mechanism
and disturbance of signaling pathways for cell growth impor-
tant for cancer transformation is discussed. Perturbations
and oncogene mutations of signal transduction in cancer dis-
turbance might be changed by the cell membrane receptor,
intracellular signaling and nuclear transcriptional factors.
Mutation of tumor suppressor genes and deregulation of apo-
ptosis are also important in cancerogenesis. In the second
part of the text the new molecular techniques important for
diagnosis and prognosis of cancer are described. cDNA mi-
croarrays are a new tool to analyzy gene expression patterns
in human cancer. Molecular classification of tumors into gen-
eral categories of gene expression can potentially identify pre-
viously undetected and clinically significant subtypes of can-
cer. The first major clinical correlation of gene expression pat-
terns with disease outcome was documented in diffuse large
B-cell lymphoma. By gene-chip arrays this lymphoma is divid-
ed into two molecularly distinct forms with different survival.
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te odrediti metaboliéki i fizioloski profil stanice. Ceka
nas mukotrpan posao odredivanja normale humanoga
genskog poliformizma koji je odreden varijacijama u
sekvenci baza genoma. Tek tada ¢emo imati polaznu
tocku za usporedbu genske razliGitosti normalnoga od
bolesti. Za potpuno razumijevanje molekularne osnove
raka nuzdan je multidisciplinaran pristup koji ukljucuje
genetiku, patologiju, strukturu i funkciju proteina,
stani¢nu biologjju i klinicku medicinu.

Onkogeneza 1 onkogeni

Jedan od najvaznijih mehanizama nesvrhovitog tumor-
skog rasta stanice je mutacija onkogena. Onkogeni su
geni koji mogu potaknuti nesvrhoviti rast stanica, Sto je
temeljna znacajka zlo¢udnoga tumorskog bujanja. Kako i
zaSto mutacija uzrokuje rak? Vec¢ina mutacija mijenja sta-
bilnost genoma. Time se sprjeCava popravak ostecenih
gena, Sto je jedan od vaznih zastitnih kontrolnih meha-
nizama ocuvanja genske strukture. Takav je genom
osjetljiv za mnoge nove dogadaje i promjene, Sto moze
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pogoditi neke od gena koji kontroliraju rast, Sto ima za
posljedicu nesvrhovito tumorsko bujanje. Onkogeneza
moze nastupiti unutar kaskade metabolickih procesa i
putova koji kontroliraju i reguliraju rast stanice. Meta-
bolicki put ukljuCuje stimulaciju receptora na povrsini
stanica izvanjskim faktorom nazvanim faktor rasta. Akti-
vacijom receptora podrazaj se Siri unutarstani¢nim meta-
bolickim putovima koji s pomocu transkripcijskih faktora
stimuliraju aktivaciju odredenih gena u jezgri, njihovu
transkripciju, a preko glasnicke RNK stimulira se sinteza
proteina vaznih za staniéni rast. Moguca ciljna mjesta
metabolickog puta rasta na kojima moZe nastupiti onko-
geneza prikazuje slika 1. Jedno od vaznih ciljnih mjesta
su receptori. Povrsinski receptori su "prozori u svijet" sta-
nice. Preko receptora podrazaj se prenosi iz okoliSa u sta-
nicu. Vecina receptora je svrstana u jednu od tri skupine.
Prva skupina receptora je obitelj homolognih transmem-
branskih proteina. Ti su receptori enzimi, tj. tirozin-speci-
ficne proteinske kinaze (3). Oni prenose signal preko ion-
skih kanala. Aktivirani su faktorom rasta koji takoder
djeluje kao enzim. Vecina tih receptora kao transmem-
branski proteini posjeduje citoplazmatski dio koji "pri-
hvaca" signal Sto dolazi izvan stanice te ga tako prenosi
u unutrasnjost stanice. Najbolje je primjerom pribliZiti fun-
kciju receptora i utjecaj na zlocudni rast. Tipian primjer
su receptori epidermalnog faktora rasta (EGFR - epidermal
growth factor receptor) (4). Jedan od receptora te obitelji
ERB2/Neu vazan je u biologijji tumora dojke. Njegovom se
mutacijom aktivira RET-onkogen i zajedno s pojacanim
izrazavanjem MET-protoonkogena uzrokuje povecanu
pokretljivost i pojavu udaljenih metastaza u raka dojke.

U suprotnom slucaju, tj. u sluc¢aju normalne funkcije tog
signalnog puta nema aktivacije onkogena pa je suprimi-
ran rast i onkogeneza stanica. To znaci da tek mutaci-
jom, 1j. inaktivacijom receptora stanica postaje osjetljiva
za transformaciju.

Vecina transmembranskih receptora druge skupine
prenosi signal mehanizmom kontrolirane fosforilacije
unutarstanicnih supstrata, najéesce tirozina, serina ili tre-
onina koji funkcioniraju kao signalno mjesto wu
unutarstani¢noj metabolickoj mrezi (5). Kontrola procesa
fosforilacije i defosforilacije ¢ini se da je na razini stanice
klju¢an dogadaj u oslobadanju signala, njegovu pojacanju
i time regulaciji metabolickih procesa. Promjenom kon-
formacije receptora mijenja se i funkcija fosforiliranog
proteina. Bilo koji dio kaskade signalnog puta moze biti
cilino mjesto mutacije s onkogenim potencijalom. U trecu
obitelj receptora ubrajaju se G-proteini (6). Oni posredno
ili neposredno aktiviraju odredene enzime vezane na
membranu ili ionske kanale. Pri tome se aktivira kaskad-
ni put unutarstanic¢nih glasnika. Vazni unutarstanicni
glasnici koji sudjeluju u aktivaciji ciljnih proteina u stanici
su kalcijevi ioni, ciklicki adenozin monofosfat i fosfolipidi.
Funkcija G-proteina je i povezivanje dvaju membranskih
receptora. G-protein je prijenosnik signala s enzimskog
receptora na koji se veze izvanstaniéni faktor rasta. Pri
tome nastaje konformacijska promjena receptora Sto pre-
poznaje G-protein i veze se za stimulirani receptor. Veza-
njem se G-protein aktivira pri ¢emu nastaje gvanozin-trifo-
sfat (GTP) iz gvanozin-difosfata (GDP). Potom se G-protein
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Slika 1. Moguca ciljna mjesta na kojima moZe poceti karcinogeneza.
Temeljem toga onkogeni su podijeljeni u razrede: faktori
rasta (1), receprori (I1), prijenosnici signala (111) i faktori

koji sudjelujn u regulaciji gena (IV)

veze s unutrasnje strane membrane za drugi membran-
ski protein adenilat ciklazu ¢ime je aktivira. Adenilat cik-
laza u aktiviranom stanju cijepa adenozin-trifosfat (ATP) u
ciklicki adenozin-monofosfat i anorganski fosfat.
Neposredno nakon aktivacije adenilat ciklaze, hidrolizira
se GTP G-proteina u GDP. U zlocéudnih tumora G-proteini
onkogenog potencijala su N-ras, K-ras i H-ras (7). Mutaci-
je ras-proteina imaju za posljedicu gubitak GTP-azne
aktivnosti. U tom sluCaju G-protein ne moze cijepati
aktivni GTP-oblik u inaktivni GDP-oblik. Promijenjeni ras-
protein stalno je "ukljuéen" i stimulira adenilat ciklazu.
Posljedica je, Cini se, stalna stimulacija stani¢ne proli-
feracije i povecane stanicne pokretljivosti, Sto su
temeljne znacajke zlo¢udnoga tumorskog rasta.

Unutarstani¢ne kinaze koje ne prenose signal kroz stani-
¢nu membranu nego unutar stanice jednako su vazne u
procesu onkogeneze. Tako su ABL-kinaze aktivirane kod
ber-abl translokacije (8). Ova translokacija t (9;22) pozna-
ta kao filadelfijski kromosom (Philadelphia-Pht), znaCajka
je kroni¢ne mijeloicne leukemije, a opisuje se i u 30%
akutnih limfocitnih leukemija. Proteinska tirozin-kinaza
koju kontrolira bcr-abl onkogen stalno je aktivna, pa je i
stalan signal za rast tog klona stanica. Stanice su stalno
u fazi diobe pa znacajno povecavaju broj leukocita.
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Tablica 1. Vazniji onkogeni

Razred/Naziv Onkogen i bolest
I. Faktor rasta
Sis

Il. Receptori

Receptori s protein-tirozin

kinaznom aktivnosti

Fms

erbB neuroblastom
neu (ili erbB-2)

ros

Unutarstanicni receptori

ErbA

Ill. Unutarstanicni prijenosnici
Protein-tirozinska kinaza

Src

yes kroniéna mijeloicna leukemija
fps(fes) misji osteosarkom

abl

met

Protein-serin/treoninske kinaze

Mos
raf(mil)
mokracni mjehur,
Ras-proteini dojka, koza
Ha-ras pluc¢a, kolon
neuroblastom,
Ki-ras leukemije
N-ras

Fosfolipaza-C sli¢ni
Crk

IV. Transkripcijski faktori jezgre ' osteosarkom
Jun

fos neuroblastom
myc leukemija

p53 retinoblastom

Promjene na razini membranskih i citoplazmatskih
molekula koje sudjeluju u signalnom putu znacajno
mijenaju stani¢nu transkripciju aktivacijom faktora tran-
skripcije (slika 1). Onkogeneza moze nastupiti i na razi-
ni transkripcijskih faktora u jezgri. Ve¢ opisanim signal-
nim putovima transkripcijski faktori se posredno mogu
aktivirati. No njihovom mutacijom mogu se neposredno
aktivirati i tako podupirati zlodudni rast. Primjeri takve
nesvrhovite aktivacije su onkogeni Myc, MLL i AML1 (9).
Vaznije onkogene predocuje tablica 1.

Stanic¢na lokalizacija Priroda proteina

Sekretorni oblik PDGF

membrana receptor CSF-1

membrana EGF-receptor

membrana slican EGFR

membrana slican inzulinskom
receptoru

jezgra receptor hormona
Stitnjace

citoplazma

citoplazma PK (fosforilacija

citoplazma tirozinskog ostatka)

citoplazma i jezgra

citoplazma PK (specificne za
serin ili treonin)

membrana
Protein koji veze

membrana gvanin s djelovanjem

membrana GTP-aza

citoplazma Homologni s
fosfolipaza-C

jezgra transkripcijski faktor

jezgra AP-1

jezgra

jezgra proteini koji sudjeluju

jezgra u regulaciji

jezgra transkripcije

jezgra

jezgra i citoplazma

jezgra antionkogen koji se

veze za onkogene
proteine DNK virusa

Tumorski supresorski geni

Druga skupina gena raka su tumorski supresorski geni.
PotiCu nesvrhoviti rast supresijom ili gubitkom vlastite
funkcije. To su gen retinoblastoma (Rb-1) i p53 (10).
Oba blokiraju stani¢nu proliferaciju razli¢itim mehaniz-
mom. Rb-1 regulira vazan transkripcijski faktor E2F, tj.
suprimira njegovo djelovanje. Delecijom Rb-1 prestaje
supresija za E2F, Sto ima za posljedicu pojacanu diobu i
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rast stanica. Gen p53 povecava ekspresiju supresora
regulacijskih kinaza stani¢nog ciklusa (kinaze ovisne o
ciklinu). Aktivacija tih kinaza je nuzna za progresiju sta-
nice tijekom stani¢nog ciklusa. Inhibitori tih kinaza, kao
Sto je pb53, blokiraju taj proces. Prema tome ¢e gubitak
p53 i znacajno smanjenje supresorske regulacije kinaze
stani¢nog ciklusa dovesti do nesvrhovite i nekontrolirane
progresije stanica u i kroz stanicni ciklus. Za razliku od
onkogena prisutnost mutacija na samo jednom od alela
nije dovoljna za nastanak raka. Potrebna je inaktivacija
obaju alela kako bi stanica bila u stalnoj diobi. Humani
papilomavirus inhibira oba gena tako da se ili veze za
njih ili posreduje inhibiciju preko svojih proteina. Time
dovodi do sliénog ucinka kao i inaktivirajuéa mutacija
gena. U raka debelog crijeva promjena gena p53 Cesto
je udruzena s drugim genskim promjenama kao $to su
one koje kontroliraju citoskeletno ustrojstvo, prijenos
signala i stani¢nu pokretljivost, Sto je vazno za prijelaz
tumora u agresivni, invazivni oblik. Za tumorske supre-
sorske gene u karcinogenezi vrijedi: gubitak njihove
funkcije pracen je progresijom raka.

Postoje i drugi supresorski geni, inhibitori enzima koji
kontroliraju progresiju stanice preko stanic¢nog ciklusa.
Ti su enzimi stimulirani ciklinima pa se nazivaju kinaze
ovisne o ciklinima (CDK) (11). Supresorski geni su inhi-
bitori CDK. Poremecaj, tj. smanjena ekspresija i funkcija
inhibitora CDK (p16, p27 i p57), opisuje se u razli¢itih
zlo¢udnih tumora od raka pluca, zlo¢udnih tumora glave
i vrata, raka dojke i gusterate do melanoma. Gubitak
obaju alela za pl6 znacajka je primarnoga malignog
melanoma. Stoga inhibitori CDK odrzavaju normalnu
funkciju stanice kontrolirajuci i reguliraju¢i stani¢nu pro-
liferaciju te se prekidom njihove inhibitorne funkcije raz-
vija zlodudno tumorsko bujanje.

Programivana smrt stanica

(apoptoza)

Nakupljanje mati¢nih stanica nije samo posljedica nesvr-
hovite proliferacije. Stanice se mogu nakupljati i zbog
smanjenog gubitka. Postoji sve viSe pokazatelja da je
smanjeni ili potpuni izostanak programirane stanicne
smrti (apoptoze) vazan mehanizam zloéudne preobrazbe.
Poznati su fizioloski stanicni procesi koji stimuliraju apo-
ptozu. Ovdje su navedeni samo najcesci. Programiranu
smrt stanice moze stimulirati faktor nekroze tumora,
potom manjak ili nedostatak interleukina 3 te ostecenje
DNK (12). Nakon pocetnog stimulusa slijedi kaskadna
reakcija Ciji je krajnji cilj aktivacija unutarstanicnih pro-
teaza. Aktivirane proteaze cijepaju staniche komponente
posebice proteine i DNK, Sto rezultira propadanjem sta-
nice. Svaka stanica posjeduje vrlo dobar kontrolni meha-
nizam ovog procesa kojim potice ili blokira apoptozu. Cini
se da su neka od kontrolnih mjesta vazna za nastanak
raka i njegovo lijeCenje. Onkogen koji mijenja apoptozu je
bcl-2 (13). On je ¢esto prisutan u folikularnih limfoma s
translokacijom t(14;18). Pojacanom ekspresijom bcl-2
blokira apoptozu. Opisana promjena gena za bcl-2 vrlo je

rani dogadaj u nastanku folikularnih limfoma. Stanice s
promjenom bcl-2 znacajno dulje Zive pa se nakupljaju. No
u eksperimentalnih limfoma bcl-2 nije dovoljan da potak-
ne zlocéudni rast. Da bi se uz ovu mutaciju bolest klinicki
ocCitovala, nuzne su mutacije drugih onkogena. Tako je u
ovih limfoma prisutna mutacija c-myc-onkogena, Sto
uzrokuje ubrzanu progresiju limfoma (14). Upravo ova
suradnja onkogena upucuje na jedno od vaznih nacela
onkogeneze - potrebna je promjena u viSe od jednog gena
raka da bi nastupilo zloéudno bujanje. Danas su poznati
i drugi proteini sliéni bcl-2. Bcl-X1 kao i bcl-2 suprimira
apoptozu. PojaCana ekspresija bax, bak, bcl-Xs i BAD
potice apoptozu (15). Odnos aktivnosti proapoptotickih i
antiapoptotickih faktora odreduje hoce li i kada stanica
uci u apoptozu. Vazno je naglasiti da upravo taj odnos bi-
tno odreduje odgovor stanica raka na zracenje i kemote-
rapiju. Neki od faktora rasta takoder mogu sudjelovati u
procesu apoptoze. Tako neke receptorske kinaze kao sto
je receptor za PDGF stimuliraju kinaze koje fosforilacijom
omogucuju da stanica funkcionira i Zivi, jer inaktiviraju
proapoptoticki protein BAD.

Jedna od temeljnih znacajki raka je sposobnost stvara-
nja i odrzavanja novonastalih genskih mutacija. Nor-
malne stanice imaju sposobnost prepoznavanja i brzog
popravka ostecenih mjesta DNK, te sprjeCavaju
ekspanziju stanica-kéeri s mutacijom, mehanizmom
apoptoze. Postoji sve viSe pokazatelja da je poremecaj
u popravku DNK povezan s poveéanom ucestalosti raka.
Jedan od primjera je nasljedni rak debelog crijeva koji
pokazuje manjkav popravak nepodudarnih dijelova DNK.
Sto to znati? U tih je tumora naden visak ili manjak
dvaju nukleotidnih parova. Ova promjena posljedica je
nemogucnosti popravka krivo sparenih nukleotida pri
¢emu nastaje DNK dupleks. U slu¢ajevima krive ugrad-
nje nukleotida ili oStecenja jezgre, zdrava stanica rabi
tzv. nepodudarni sustav popravka koji brzo "locira"
manje vrijedno mjesto i odstranjuje nepodudarni dio.
Prepoznavanje i odstranjenje posreduje niz proteina kao
§to su MSH2, MSH3, MSH6, MLH1 i drugi (16). U
nasljednog raka debelog crijeva nadene su mutacije
MSH2 i MLH1 (17). U tog je raka prognoza znatno bolja
od prognoze sporadi¢noga jer su u prvog znatno rjede
prognosticki nepovoljne mutacije gena ras i p53.

Nove mogucnosti dijagnostike raka

Svrha molekularnog profila raka jest odrediti ekspresiju
one skupine gena koji su u korelaciji ili su uzro¢no pove-
zani s razvojem i progresijom raka. Vecina zlocudnih tu-
mora, osim manje skupine nasljednih, moze nastati u
tkivu koje u pocCetku ima potpuno normalan genom. Prvi
karcinogeni dogadaj dovodi do genske promjene koja
pokazuje mikroskopsku premalignu fazu poput hiper-
plazije ili displazije nakon ¢ega se s vremenom i drugim
genskim promjenama razvija jasna slika raka.

Nema klinickog onkologa koji ne prepoznaje bioloSku raz-
licitost zloéudnih tumora. Za isti tip tumora (kako ga
danas dijagnosticiramo) razlike mogu biti goleme. Svi
patolozi koji se bave onkologijom potpuno su svjesni
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velike histoloSke razliGitosti zloéudnih tumora. Valja pret-
postaviti da je mikroskopska morfoloSka slika vanjsko
oCitovanje molekularnin promjena koje nastaju unutar
stanica tumora. Molekularni onkolozi sve hrabrije tvrde da
je morfoloska i klinicka raznolikost raka zrcalni odraz i
posljedica molekularne razliitosti stanica raka. Stoga je
od iznimne vaznosti Sto prije uCiniti primjenjivim vrlo zaht-
jevne molekularne tehnike koje ¢e objektivno odrediti i
pratiti panel gena i njihovu ekspresiju. Cilj ispitivanja pa-
nela je odrediti i ,prepoznati“ molekularnu sliku tumora
kako za dijagnozu tih bolesti tako i za molekularnu podjelu
zloéudnih tumora (18). U posljednje vrijeme znacajno se
razvila tehnika genskih Cipova koja predocCuje sliku genske
ekspresije (19). Promjene u toj slici usporeduju se s his-
tomorfologijom, klinickim ponasanjem tumora te s odgo-
vorom na lijeCenje. Tom se tehnikom genska ekspresija
preko oligonukleotidnih lanaca prikazuje kao tocke u redo-
vima minijaturnog silikonskog ¢ipa ili na nitrocelulozi. Sam
postupak zahtijeva prvo ekstrakciju RNK iz tumorskog
tkiva, koja se potom amplificira i oznaci fluorescentnom
radioaktivnom probom. Oznacena ukupna RNK sadrzava i
glasniCku RNK (odrazava razinu ekspresije gena). Ona se
nanosi na povrsinu ¢ipa ili nitrocelulozu. Nakon hibridiza-
cije prati se intenzitet signala za svaku tocku, sto je mje-
rilo kolicine glasnicke RNK, a time razine ekspresije od-
govarajuceg gena. Do danas je na ovaj nacin provedeno
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