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SAZETAK. Unato¢ kontinuiranim naporima da se identificiraju molekulami biljezi za rano otkrivanje tumora glave
i vrata (engl. HNC, head and neck cancer) te poboljsanoj terapiji, ukupno prezivijenje i prognoza bolesnika s
HNC-om i dalje su losi. Znanstveni dokazi sugeriraju da tumori povezani s HPV-om imaju bolju prognozu i preziv-
ljenje. Nadalje, epigeneticke promjene su opcenito Cesto ukljucene u karcinogenezu, napredovanje tumora glave
i vrata te rezistenciju na terapiju. Stoga razumijevanje i karakterizacija epigenetickih modifikacija povezanih s
karcinogenezom tumora glave i vrata obecavaju identifikaciju epigenetickih biljega za rano otkrivanje raka i
poboljSanje terapijskih pristupa u borbi protiv raka. U ovom preglednom radu dan je osvrt na trenutno znanje o
epigenetickim modifikacijama, odnosno metiliranju DNA i mikroRNA uocenim kod HNC-a, posebno kod tumora
orofarinksa pozitivih na HPV.

SUMMARY. Despite continuous efforts to identify molecular markers for the early detection of head and neck
cancer (HNC), and improved therapy, the overall survival and prognosis of HNC patients still remain poor. Scientific
evidences suggest that HPV-associated HNC had better prognosis and survival. Furthermore, epigenetic altera-
tions are generally frequently involved in carcinogenesis, tumor progression and resistance to therapy. Thus,
understanding and characterization of epigenetic modifications associated with head and neck carcinogenesis
promise the identification of epigenetic markers for the early detection of cancer and improvement of therapeutic
approaches to fight cancer. In this review, the focus is on the current knowledge on epigenetic modifications
regarding DNA methylation and microRNAs observed in HNC, particularly in HPV-positive oropharyngeal cancer.

HUMAN PAPILLOMAVIRUS 16

Godinama su se napori u istrazivanju raka usredo-
tocili na geneticke osnove razvoja i napredovanja tu-
mora, identificiraju¢i mutacije i karakterizirajuci pute-
ve koji aktiviraju onkogene i inaktiviraju gene supre-
sore tumora.' U zadnje vrijeme istrazivanja su usmje-
rena na epigeneticke promjene kao kriti¢ne promjene
ukljucene u iniciranje i napredovanje karcinoma. Epi-
genetika se odnosi na stabilne i nasljedne promjene u
ekspresiji gena bez promjena u slijedu DNA.* Epige-
neticke promjene su temeljni mehanizmi za karcino-
genezu i mogu posluziti kao moguce metode za rano
otkrivanje, lije¢enje i prognosticku procjenu za paci-
jente s rakom.” Epigeneticke modifikacije ukljucuju
metiliranje DNA, kovalentne modifikacije histona,
preoblikovanje kromatina, uc¢inak nekodiraju¢e RNA
(mikroRNA) te utjecaj grupe proteina Polycomb u eks-
presiji gena.*® Epigeneticke promjene dogadaju se ne-
sustavno ili kao dio regulacije mehanizama transkrip-
cije, promicuéi selektivhu prednost tumora utisava-
njem gena za supresiju tumora ili disfunkcijom u ge-
nima za popravak DNA. Epigeneticke modifikacije
takoder doprinose stani¢noj plasti¢nosti tijekom pro-
gresije tumora i stvaranju stanica koje iniciraju tumor
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ili mati¢nih stanica raka.® U ovom radu dan je osvrt na
trenutno znanje o epigenetickim modifikacijama uo-
¢enim kod tumora glave i vrata, posebno tumora po-
vezanih s HPV-om, poglavito orofarinksa u kontekstu
metiliranja DNA i ekspresije mikroRNA.

Tumori glave i vrata

Tumori glave i vrata (engl. HNC, head and neck can-
cer) obuhvacaju tumore usta, nosa, grla, grkljana, zdri-
jela, sinusa ili Zlijezda slinovnica te se u vecini slucaje-
va odnose na tumore plocastih epitelnih stanica (engl.
SCC, squamous cell carcinoma) sluznice diSnog trakta
i oralne $upljine. Tumori glave i vrata su sedmi po uce-
stalosti medu tumorima i deveti po redu uzroka smrti
kod ljudi diljem svijeta. Godi$nje se procjenjuje oko
780.000 slucajeva te 350.000 slucajeva smrti od tumora

** Adresa za dopisivanje:

Dr. sc. Ivan Sabol, dr. med. https://orcid.org/0000-0002-5753-8528

i dr. sc. Magdalena Gree, dr. med. https://orcid.org/0000-0001-6178-8418

Zavod za molekularnu medicinu, Institut Ruder Boskovic, Bijenicka cesta 54, Zagreb,
e-posta: isabol@irb.hr; grce@irb.hr

Primijeno 26. oZujka 2021., prihvaceno 25. listopada 2021.


https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/legalcode
https://orcid.org/0000-0002-5753-8528
https://orcid.org/0000-0001-6178-8418
mailto:isabol%40irb.hr?subject=
mailto:grce%40irb.hr?subject=
https://doi.org/10.26800/LV-144-3-4-6
https://orcid.org/0000-0002-5753-8528
https://orcid.org/0000-0001-6178-8418

Epigenetika tumora glave i vrata povezanih s HPV-om N. Milutin GaSperov i sur.

TaBLICA 1. KLINICKE I BIOLOSKE RAZLIKE HPV-NEGATIVNIH

1 HPV-POZITIVNIH TUMORA GLAVE I VRATA.

TABLE 1. CLINICAL AND BIOLOGICAL DIFFERENCES BETWEEN OF
HPV-NEGATIVE AND HPV-POSITIVE HEAD AND NECK TUMORS

Svojstvo tumora

HPV-pozitivni HPV-negativni tumor

glave i vrata tumor 5 :

/ Characteristics of / HPV-positive LU
tumor

head and neck tumor | tumor

Prevalencija* o o

/ Prevalence* 20% 80%

Incidencija** u porastu / .

/ Incidence** increasing it f deiog

pusenje i pretjerana
konzumacija alkohola

Etiologija oralni seks / smoking and

/ Etiology / oral sex SMOKINg &
excessive alcohol
consumption

Dob < 60 godina .

/ Gender / years > 60 godina / years

Premaligne promjene nepoznate

/ Premalignant / ulilknown opisane / described

changes

Mutacije gena TP53

rijetke / rare ucestale / frequent

/ TP53 gene mutation

orofarinks
/ oropharynx

Predispozicija sijela

- A nema / none
/ Predisposition

Prognoza
/ Prognosis

povoljna

/ favorable losa / bad

*informativna prevalencija/informative prevalence; **u razvijenim zem-
ljama/in developed countries

glave i vrata, a petogodi$nje prezivljenje oboljelih je
oko 40-50%.”

Cimbenici rizika razvoja tumora glave i vrata jesu
izlozenost karcinogenima, osobito pusenju duhana i
konzumaciji alkohola, infekcija visokorizi¢nim tipovi-
ma HPV-a, poglavito HPV-16 te genetska predispozici-
ja. Tumori glave i vrata su heterogeni, no cesto se dijele
na dvije skupine: HPV-pozitivni (s boljom prognozom)
i HPV-negativni tumori (s losijom prognozom) (tablica
1); novija istrazivanja ukazuju na dodatnu genetsku
subklasifikaciju HPV-negativnih tumora, od kojih neki
takoder imaju bolju prognozu.® Nadalje, zna se da je
HPV najces¢i uzroc¢nik karcinoma skvamoznih stanica
orofarinksa.' Iako postoje sve ¢vrs¢i dokazi da je HPV-
pozitivni karcinom skvamoznih stanica glave i vrata po-
vezan s boljim prezivljenjem, za $to se vjeruje da je zbog
boljeg odgovora na kemoterapiju, specifi¢cni mehanizmi
za ove poboljsane ishode i dalje su neistrazeni.’

Gotovo svi tumori glave i vrata imaju promijenjenu
ekspresiju gena uklju¢enih u stani¢ni ciklus.’ Neogra-
niceni replikativni potencijal stanica tumora glave i
vrata temelji se na ukidanju signalnih puteva produka-
ta tumor-supresorskih gena, poglavito p53 i retinobla-
stoma (pRB), $to dovodi do ometanja regulacije stanic-
nog ciklusa. Smatra se da je p53 najznacajniji tumor

2022; godiste 144; 96105 LIJECVJESN

supresor, koji suzbija rast tumora putem aktivacije
transkripcije ciljnih gena koji reguliraju brojne bio-
logke procese.!! U HPV-negativnim tumorima glave i
vrata p53 je mutiran te na taj nacin inaktiviran u gotovo
60-84% slucajeva i stoga se gubi kontrola nad nizom
stani¢nih procesa, $to dovodi do imortalizacije pogo-
denih stanica, a potom transformacije (pretkanceroze)
i, u konacnici, invazije. Nadalje, u HPV-negativnim tu-
morima ucestale se kromosomske promjene i mutacije
gena, za razliku od HPV-pozitivnih tumora.!

Gotovo svaki HPV-pozitivni tumor glave i vrata, od
kojih su najces¢i tumori orofarinksa, sadrzi HPV-16, ¢iji
se genom vrlo cesto ugraduje u genom domacina, od-
nosno u oko 50% slu¢ajeva karcinoma, dok kod ostalih
tumora ostaje u episomalnoj formi. Uslijed integracije
virus gubi sposobnost daljnje reprodukcije, a stoga i in-
fektivnost; ujedno gubi virusne gene koji negativno re-
guliraju ekspresiju onkogena E6 i E7 koji su na taj na¢in
pretjerano izrazeni. Onkoproteini E6 i E7 igraju presud-
nu ulogu u kancerogenezi tumora glave i vrata. Naime,
onkoprotein E6 uz pomo¢ ubikvitin-protein ligaze
E6AP veze i razgraduje p53 (12), dok E7 veze i razgra-
duje pRb uz pomo¢ ubikvitin-Cullin-2 kompleksa."
Njihovo zajednicko djelovanje dovodi do pretjerane
proliferacije stanica bez moguc¢nosti popravka ostecene
DNA, imortalizacije stanica, genetske nestabilnosti, gu-
bitka stani¢ne polarnosti te kona¢ne transformacije sta-
nice domacina, odnosno invazivnog karcinoma.'*

Tumori glave i vrata kao heterogena skupina tumora
podrijetlom s razlicitih sijela mogu pokazivati razlicito
ponasanje koje histopatologija primarnog tumora nije
umogucnosti predvidjeti, ali moze biti uo¢eno drugim
metodama poput genetickog ili epigenetickog profili-
ranja gena."

Metiliranje DNA

Metiliranje DNA je najcesca epigeneticka i iznimno
vazna promjena ukljuena u razvoj tumora glave i
vrata, poglavito orofarinksa. Naime, smatra se da je
jedna od vaznih komponenti rezistencije na lijekove u
terapiji raka upravo ta epigeneticka promjena.'* Meti-
liranje DNA je promjena koja suprimira gensku eks-
presiju, a koja nije uzrokovana promjenom u slijedu
DNA, a prenosi se i na stanice kéeri. Metiliranje se do-
gada dodavanjem metilne skupine (CH,) uglavnom
ugljiku na polozaju br. 5 dusi¢ne baze citozin (C) unu-
tar CG dinukleotida u tzv. CpG otocima. Promijenje-
no metiliranje ili hipermetiliranje u promotorskim re-
gijama nekih tumor-supresorskih te drugih vaznih
gena dovodi do promjena u bioloskim procesima
poput proliferacije, apoptoze, stani¢ne diferencijacije,
adhezije te u regulaciji stani¢nog ciklusa.”” Ovo se
dogada poglavito u stanicama karcinoma, u kojima
je zabiljezena sveukupna hipometiliranost genoma
(slika 1), Sto dodatno izaziva genomsku nestabilnost i
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vodi do transformacije stanica.’® Metiliranje DNA je
reverzibilan proces, $to otvara nove mogucnosti pri
upotrebi epigenetickih terapijskih tehnika'® te razvoja
epigenetickih lijekova, od kojih su neki ve¢ odobreni
od agencija za lijekove (EMEA, European Commission
and Medicines Agency; FDA, Food and Drug Admi-
nistration)®. Kako su epigeneticke promjene dinamic-
ne i reverzibilne, jasno je i da epigeneticki enzimi ta-
koder mogu predstavljati prikladne mete za razvoj
ucinkovitijih terapijskih strategija u lijecenju tumora
orofarinksa.”

Metilacijski biomarkeri

Osim u karcinomima, promjena metiliranja DNA
dogada se i u drugim patoloskim i nepatoloskim sta-
njima te predstavlja dobar biomarker za razli¢ita stanja
kao $to su i tumori glave i vrata. Do sada su proucavani
razliciti geni ¢ije promijenjeno metiliranje moze uka-
zivati na tumore glave i vrata, poglavito tumore orofa-
rinksa. Razli¢iti autori isti¢u razli¢ite gene promijenje-
nog metiliranja kao moguce biomarkere tumora glave
i vrata.'7?%

Medu prvima proucavanim bili su promotori gena
za regulaciju stani¢nog ciklusa, p16INK4A i p14ARE
¢ija bi metiliranost ukazivala na razvoj tumora orofa-
rinksa. Pokazalo se da je p16INK4A obecavaju¢i mo-
guci biomarker za predvidanje klinickog ishoda ovih
tumora, posebno za prezivljavanje bez recidiva.?®
Nesto kasnija studija pronasla je ucestalo metiliranje
gena OCLN, CDKN2A, MGMT, MLH1 i DAPK1 u
oralnim i orofaringealnim tumorima, s tim da su samo
DAPK1 i MGMT imali prediktivnu vrijednost za no-
dalne metastaze.”

Ranije studije su medu vise kandidata za biomarke-
re tumora orofarinksa istaknule hipermetiliranje gena
CDKN2A i CDHI, s tim da je metiliranost CDKN2A
bila u korelaciji s boljom prognozom.* Zanimljivo, u
nedavno objavljenoj studiji DNA-metiloma tumora
glave i vrata Milutina Gasperova i suradnika, meto-
dom Infinium MethylationEPIC BeadChip, medu raz-
nim potencijalnim biomarkerima upravo je hiper-
metilirani gen CDHI, uklju¢en u stani¢nu adheziju,
istaknut kao dobar biljeg za razlikovanje karcinoma od
oralnih lezija te od zdrave oralne sluznice.”

Nadalje, Bai i sur. prepoznaju pet gena kao progno-
sticke biomarkere tumora glave i vrata, a ujedno i oro-
farinksa, znac¢ajno povezanih sa sveukupnim prezivlja-
vanjem, a to su PAX9, STK33, GPR150, INSM1 i
EPHX3.%> Guerrero-Preston i sur. takoder su nasli zna-
¢ajno metiliranje promotora gena PAX, ali PAXI i
PAXS5, u snaznoj korelaciji s inaktivacijom tumor-su-
presorskih gena p53 i NOTCH]I, kao i metiliranje pro-
motora dodatnih 10 tumor-supresorskih gena
(GABRB3, HOXC12, PARP15, SLCO4C1, CDKN2A,
PAXI1, PIK3AP1, HOXC6, PLCB1, i ZIC4), inaktivira-

98

nih u tumorima metiliranjem promotora i/ili mutaci-
jom.” Vezano uz prezivljenje, Paluszczak i sur. prona-
laze da je metiliranje gena WIF-1, negativnog regula-
tora Wnt-puta, u korelaciji s kra¢im prezivljenjem bo-
lesnika s tumorima usne $upljine i orofarinksa te ga
smatraju mogucim prognostickim biomarkerom.*

Misawa i sur. su proucavali neinvazivne biomarkere
poput cirkuliraju¢e tumorske DNA (ctDNA) te su za-
klju¢ili da ona moze biti znacajna u ranoj dijagnozi te
poboljsati ishode bolesnika s tumorima glave i vrata.*
Testovima s ctDNA pokazano je da metiliranje triju
gena, CALML5, DNAJC5G i LY6D, ima visoku pre-
diktivnu sposobnost kao novi biomarker u razlikova-
nju plazme oboljelih od zdravih osoba.* Isti autori su
proucavali odnos izmedu statusa metilacije gena za
neuropeptidne receptore, GHSR i NMURI, i recidiva
tumora glave i vrata, poglavito tumora orofarinksa, te
ustanovili da znacajno metiliranje promotora ovih
gena korelira s lo$ijim prezivljenjem u kirurski lijece-
nih bolesnika.” Ista grupa autora je analizirajuci gene
GPCR (G protein-vezani receptori) otkrila da su zna-
¢ajno povezani recidivi i visoka metiliranost gena
PTGDRI1, PTGDR2 i PTGIR u uzorcima tumora oro-
farinksa povezanim s HPV-om.* Takoder, dokazano
je da se HPV-infekcija u ovim tumorima mogla neovi-
sno predvidjeti preko povecane metiliranosti gena iz
superfamilije imunoglobulina, IGSF4.°

Nadalje, metiliranje regija mikroRNA (miR) tako-
der se proucavalo kao mogu¢i biomarker raka. Tako su
Minor i sur. pronasli da su metiliranost miR-9-1 i miR-
9-3 osjetljivi i specificni biomarkeri za tumore usne
$upljine i orofarinksa.®®

Znanstvenici koji su istrazivali korelaciju izmedu hi-
permetiliranosti DNA i odgovora na zracenje nasli su
znacajnu korelaciju izmedu visokih razina metiliranja
promotorske DNA i boljeg odgovora na lijecenje, a
koriste¢i 10 diferencijalno-metiliranih gena izmedu
onih koji su reagirali i onih koji nisu reagirali na zrace-
nje. Dodatno su potvrdili 8 od 10 gena biomarkera:
ROBO1, ULK4P3, MYOD1, LBX1, CACNA1A, IRX4,
DPYSL3 i ELAVL2.¥

Jedna od recentnijih studija Langdona i sur. prouca-
vala je povezanost DNA metiliranja, prognostickih
¢imbenika i prezivljenja bolesnika s tumorima oro-
farinksa. Kod tih je bolesnika dokazana povecana
metiliranost CpG mjesta unutar gena vezanih uz pu-
$enje (SPEG, GFI1, i PPT2) i konzumaciju alkohola
(KHDC3L); povezanost pusenja sa smanjenim preziv-
ljenjem dokazana je samo u slucaju gena SPEG.*

Svakako, koli¢ina studija te podataka o promijenje-
nom metiliranju gena u tumorima glave i vrata jest ve-
lika, a ovdje su navedeni samo najvazniji i najocitiji
primjeri promijenjenih metilacijskih profila u tumori-
ma orofarinksa. Uzimajuci u obzir razli¢itu metodolo-
giju i opsege studija od najranijih pa do danas, ¢ini se
da se u najvi$e njih pojavljuje gen CDH1 (kadherin 1),
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SLIKA 1. SHEMATSKI PRIKAZ STATUSA METILACIJE DNA U ZDRAVOM I BOLESNOM STANJU. U ZDRAVOM STANJU METILIRANJE JE
CESTO U VECINI PROMOTORA STANICNIH GENA, STO REZULTIRA ODSUTNOSCU EKSPRESIJE GENA. U KARCINOMU, UPALAMA

I DRUGIM STANJIMA NEKI SE RELEVANTNI GENI METILIRAJU, $TO ZA POSLJEDICU IMA UTISANU FUNKCIJU. SUKLADNO TOMU,
PROMIJENJENI METILACIJSKI PROFILI MOGU UKAZIVATI NA BOLESNO TKIVO, PRUZAJUCI VAZNE INFORMACIJE PRIJE LIJECENJA.
EPIGENETICKI LIJEKOVI, POPUT DEMETILACIJSKIH AGENSA, INHIBITORA DNA METILTRANSFERAZA (DNMT), NA PRIMJER
AZACITIDIN (AZAC) 1 DECITABIN (DEC), MOGU SE KORISTITI ZA USPOSTAVLJANJE EKSPRESIJE ODREDENIH GENA.
HIPERMETILIRANI GENI PRIKAZANI SU U CRNOJ, A HIPOMETILIRANI U SIVOJ BOJI.

FIGURE 1. SCHEMATIC REPRESENTATION OF DNA METHYLATION STATUS IN HEALTHY AND ILL CONDITION. IN HEALTHY
CONDITION, METHYLATION OCCURS OFTEN ON THE MOST OF CELLULAR GENE PROMOTERS, RESULTING IN THE ABSENCE OF GENE
EXPRESSION. IN CANCER, INFLAMMATION AND OTHER CONDITIONS, SOME RELEVANT GENES BECOME METHYLATED AND AS SUCH,
SUPPRESSED IN THEIR FUNCTION. ACCORDINGLY, ABERRANT DNA METHYLATION PROFILES CAN POINT TO THE DISEASED TISSUE,
PROVIDING IMPORTANT INFORMATION PRIOR TO TREATMENT. EPIGENETIC DRUGS, SUCH AS DEMETHYLATING AGENTS (DNA
METHYLTRANSFERASE (DNMT) INHIBITORS), FOR EXAMPLE AZACYTIDINE (AZAC) AND DECITABINE (DEC), MAY BE USED TO
INDUCE EXPRESSION OF THE CERTAIN GENES. HYPERMETHYLATED GENES ARE PRESENTED IN BLACK, AND HYPOMETHYLATED

IN GREY COLOUR.

odnosno njegovo promijenjeno metiliranje u uzorci-
ma tumora naspram uzoraka normala. Naime, gubitak
ekspresije ovoga gena pridonosi napredovanju raka
povecavajudi proliferaciju, invaziju i/ili metastaziranje.

Metilacijski lijekovi

Kako je hipermetiliranje DNA reverzibilna promje-
na, micanje metilnih skupina, odnosno naknadno hi-
pometiliranje vodi prema reaktivaciji genske tran-
skripcije, odnosno oc¢itovanju gena (slika 1). Stoga su
takve epigeneticke promjene potencijalni mehanizam
regulacije genske ekspresije na koji se moze utjecati, a
samim time i na bolest. Na trzi$tu ve¢ postoje demeti-
lirajuci lijekovi, analozi citozina, od kojih su trenutno
u terapiji epigenickog karcinoma najnapredniji 5-aza-
citozin (azacitidine, AZAC, 5-aza) i 2’-deoksi-5-azaci-

tidin (decitabine, DEC). Ti spojevi djeluju kao inhibi-
tori DNA metiltransferaza, a pokazali su se vrlo u¢in-
kovitim u reaktivaciji epigeneticki utisanih gena te u
suzbijanju tumora in vitro.*' Konkretno, demetiliranje
ovim lijekovima koristilo se u terapiji raka debelog cri-
jeva, demetiliraju¢i promotor gena za popravak DNA,
hMLH], sto je rezultiralo vra¢anjem funkcije ovoga
gena te senzibiliziranjem tumorskih stanica na druge
lijekove, kao $to su cisplatina, karboplatina ili 5-fluo-
rouracil.’ Nadalje, 5-aza je u studiji Brieger i sur.
doveo do ponovnog uspostavljanja ekspresije gena
HICI1, koji djeluje kao regulator rasta i represije tumo-
ra, $to je dovelo do smanjene agresivnosti stanica tu-
mora glave i vrata.*

Nedavne studije su pokazale da su HPV-pozitivni
tumori glave i vrata, odnosno orofarinksa, posebno
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TABLICA 2. NASTAVAK
TABLE 2. CONTINUED

Uzorci orofarinksa
(ukupno tumora)

Tip uzorka

Tip tumora

Autor/godina*
/ Author/year*

/ Oropharyngeal Type of sample

/ Tumor type

samples (total tumors)
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*Podebljanim slovima oznacene su studije koje su proucavale prognosticke biljege / Bold letters indicate studies that have investigated prognostic markers. TGV/HNT, tumori glave i vrata/head and neck tumors;

OF, orofarinks/oropharynx; O, oralni/oral; L, larinks/larynx; HF, hipofarinks/hypopharynx; FFPE, formalinom fiksirano tkivo/Formalin-Fixed Paraffin-Embedded; 1

/increase; |, smanjenje/decrease.

, povisenje,

osjetljivi na 5-aza, djelomi¢no zbog smanjenja ekspre-
sije gena HPV-a, a djelomi¢no zbog obnavljanja tu-
mor-supresora p53 i pRB. Pokazano je da 5-aza djeluje
na HPV-pozitivne tumore glave i vrata tako da indu-
cira replikaciju i dvostruke lomove DNA vezane uz
transkripciju, $to se dogada prvenstveno kod demetili-
rane DNA.* Takoder, pokazano je da terapija ovih tu-
mora s 5-aza moze biti uc¢inkovita kao alternativna ili
kao nadopuna standardnih citotoksi¢nih terapija.**
Medutim, u slu¢ajevima HPV-pozitivnih tumora po-
treban je dodatan oprez kod upotrebe demetilirajuc¢ih
lijekova, budu¢i da moze do¢i do aktivacije virusa mi-
canjem metilnih skupina s odredenih mjesta u inakti-
viranom virusnom genomu.*

Nekodiraju¢a mikroRNA

Od njihova otkri¢a ranih 90-ih godina proslog sto-
lje¢a,** molekule mikroRNA (miRNA) bile su perspek-
tivni kandidati za biljege razli¢itih tumora, pa tako i za
tumore glave i vrata.””* Molekule miRNA su male ne-
kodiraju¢e molekule RNA, svega 18-24 nukleotida
duljine, koje se vezu na ciljne mRNA molekule i utjecu
na njihovu stabilnost te posljedi¢no ekspresiju ciljnih
gena.” Trenutno je u najvecoj bazi molekula miRNA
(miRBase v22) opisano vi$e od 38.589 razli¢itih mole-
kula miRNA iz 271 organizma, dok ih je za covjeka
opisano 2.654.° Poznato je kako su miRNA molekule
ukljucene u brojne fizioloske procese, uklju¢ujudi pro-
liferaciju, rast i razvoj organizama, metabolizam,
apoptozu te su promijenjene u brojnim bolestima i
promjenama.”’ Nazalost, dugogodi$nji optimizam i
potraga za idealnim miRNA-biljezima jo$ uvijek nije
urodila ¢vrstim rezultatima®* niti u jednom od prou-
¢avanih tipova tumora glave i vrata. Mogu¢i ¢cimbenici
koji su utjecali na slabu podudarnost dosadasnjih re-
zultata sigurno su bile razlike u metodama izolacije i
detekcije molekula miRNA, prisustvo izomiR-a
(subvarijante iste molekule miRNA),** te u konac¢nici
velika heterogenost tumora glave i vrata koji imaju
svoje specifi¢ne profile.” Osim toga, heterogenosti do-
prinose i razli¢iti tipovi analiziranih materijala (svjeze
tkivo, parafinski preparati [engl. FFPE, Formalin-Fixed
Paraffin-Embedded], serum, slina). Budu¢i da su mole-
kule miRNA male, moguce ih je retrospektivno evalu-
irati i u parafinskim rezovima, $to svakako olaksava
pristup uzorcima. No, neki rezultati upucuju na to da,
iako je tehnicki izvedivo, postoji razmjerno malo sla-
ganje u rezultatima dobivenim na razli¢itom tipu tkiva
te se tako samo 30-40% diferencijalno izrazenih
miRNA preklapa izmedu svjezih i parafinskih uzoraka
istih pacijenata.”

Velika ve¢ina studija miRNA bila je fokusirana ili
opcenito na tumore glave i vrata u cjelini ili samo na
pojedine subtipove, pa je relativno tesko pronaci lite-
raturu specifi¢nu za tumore orofarinksa,* iako je dosta
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paznje posveceno HPV-pozitivnim tumorima.”® Pri-
mjer podzastupljenosti podruéja orofarinksa svakako
je nedavno objavljena sveobuhvatna metaanaliza pro-
gnostickog znacaja miRNA u tumorima glave i vrata
koja je identificirala 116 radova, od kojih se 62 pre-
tezno odnosilo na tumore usne Supljine, 19 na grkljan
(larinks), 19 na nazofarinks, 2 na hipofarinks te 14
radova na mijeSanim lokacijama ukljucujudi i oro-
farinks.”

U tablici 2 saZeti su trenutno dostupni rezultati s fo-
kusom na podrucje orofarinksa. Pronadeno je trideset
studija u kojima je bio barem dio uzoraka iz podrucja
orofarinksa, dok je svega Sest od njih bilo fokusirano
isklju¢ivo na podrucje orofarinksa. Kako bi se smanjila
kompleksnost, prikazane su samo miRNA koje su pro-
nadene u barem dvjema od pronadenih studija, a u
obzir su uzete samo studije s barem pet tumora orofa-
rinksa. Kako je i prethodno spomenuto, uoceno je re-
lativno slabo slaganje i preklapanje molekula miRNA
impliciranih u razvoju tumora orofarinksa. Tako iz-
medu 23 studije njih vecina (12 studija) ukazuje na
poviSenje razine miR-21, dok su sljedece najcesc¢e im-
plicirane bile miR-142 i miR-205 (u 5 studija). No,
treba naglasiti da niti jedna od tih naj¢es¢ih miRNA
nema u potpunosti konzistentne rezultate u pogledu
smjera deregulacije u tumorima, osim miR-21.

Ekspresija miRNA 21 je ucestalo poremecena u tu-
morima glave i vrata, ali i u drugim tipovima tumora.
Uloga miR-21 nedavno je sazeta u preglednom radu
Feng i Tsao.*? Ukratko, ciljni geni miR-21 ukljuceni su
u procese proliferacije i apoptoze, a bitna je i za regula-
ciju T-stani¢ne imunosti. Povi§ena razina miR-21 zna-
¢ajka je razvoja mnogih solidnih tumora, kao sto su
gliom, rak dojke, rak debelog crijeva, rak nemalih sta-
nica pluca te hematologki tumori. Posebno je zanimljiv
prognosticki znacaj ove miRNA u tumorima opcenito,
ali i posebno u tumorima glave i vrata, $to je dodatno
potvrdeno nedavnom metaanalizom.®

MikroRNA 142 takoder je uklju¢ena u brojne vazne
procese poput stani¢nog rasta, diferencijacije, apopto-
ze, pa sve do embrionalnog razvoja i imunoloskog od-
govora.™ Povezana je s raznim tumorima ukljucujudi
rak pluca, dojke, debelog crijeva, prostate, jajnika i
vrata maternice, no, ovisno o kontekstu tumora, ili je
utisana ili prekomjerno izrazena.* Kao i za miR-21,
postoje podatci o prediktivnoj vrijednosti ove miRNA
u nekim tumorima. Za tumore glave i vrata ne postoje
dokazi na razini metaanalize, no, postoje pojedinacne
studije za neke subtipove tumora glave i vrata, gdje se
ova miRNA pokazala kao potencijalni biljeg ishoda
bolesti.®*

Srednje ucestale miRNA (miR-9, miR-106b, miR-
145, miR-146a, miR-150, miR-155, miR-205; tablica 2)
zastupljene u manjem broju studija takoder su dovolj-
no ucestalo proucavane da svaka ima barem jedan za-
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seban pregledni rad posvecen toj miRNA u kontekstu
raka.®** Redovito, svaka od navedenih moze djelovati
ili kao onkogen ili kao tumor-supresor, ovisno o kon-
tekstu pojedinih tumora. Stoga nije neobicno §to i ra-
dovi u kontekstu tumora orofarinksa ponekad poka-
zuju povecanje, a ponekad smanjenje ovih molekula
miRNA. S druge strane, miR-9 i miR-106b pokazale su
veliku konzistentnost rezultata iako u samo po Cetiri
od 23 studije svaka. Zanimljivo je i podsjetiti kako je
metiliranje genomskih regija miR-9 gore ve¢ bilo opi-
sano kao relevantno za nastanak tumora orofarinksa.*

Unatoc¢ velikoj heterogenosti materijala i metoda te
analiziranim tipovima tumora glave i vrata, moguce je
pronaci odredeno preklapanje u rezultatima analiza
molekula miRNA. Redovito su ucestalo opazene
miRNA bile interesantni biljezi i u drugim tipovima
tumora, a za gotovo sve molekule miRNA moguce je
pronaci i radove koji evaluiraju prognosticki ucinak.
Ipak, u toj koli¢ini podataka, pa ¢ak i ukoliko se ana-
liza ograni¢i samo na tumore orofarinksa, tesko je
odrediti najbitnije miRNA molekule s uvjerljivo kon-
zistentnim rezultatima. Najblize tomu je svakako
miRNA-21.

Zakljucak

Tumori glave i vrata su sami po sebi vrlo komplek-
sna i heterogena skupina, a kada se uvede analiza ge-
neticke i/ili epigeneticke komponente u nastanku ovih
tumora, jo$ se dodatno produbi problematika. Analiza
epigeneticke komponente, najéesé¢e metiliranja DNA i
regulacije pomoc¢u miRNA, zapravo je analiza fine re-
gulacije ekspresije gena. Kako je i prikazano, ovo je
podrudje u posljednje vrijeme veliko polje interesa
znanstvenika, a rezultati istrazivanja su vrlo razliciti i
sveobuhvatni. Budu¢i da je to ujedno i polje identifika-
cije novih, potencijalnih biomarkera ovih bolesti te
njihovih predstadija, potrebno je vrlo detaljno i su-
stavno pristupiti ovom problemu te iz velikog skupa
podataka odabrati najbolje potencijalne epigeneticke
biljege, genske biomarkere s promijenjenim metilira-
njem i/ili najvaznije miRNA, koje znacajno mijenjaju
ekspresiju gena u bolesnom stanju. U ovom radu na-
stojali smo istaknuti najvaznije epigeneticke biljege u
tumorima glave i vrata povezanim s HPV-om, pogla-
vito tumorima orofarinksa.

Kratice

HPYV, papilomavirus ¢ovjeka (od engl. human pa-
pillomavirus); HNC (od engl. head and neck cancer);
SCC (od engl. squamous cell carcinoma); E6/E7, rani
protein 6/7 (od engl. early protein 6/7); EGAP, E6-po-
vezani protein (od engl. E6-associated protein); FFPE,
formalinom fiksirano tkivo (od engl. Formalin-Fixed
Paraffin-Embedded); FDA (od engl. Food and Drug
Administration); DNMT (od engl. DNA methyltransfe-
rase); AZAC (od engl. azacitidine); DEC (od engl. de-
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citabine); TGV, tumori glave i vrata; OF, orofarinks; O,
oralni; L, larinks; HF, hipofarinks.
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