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RESUMO

Os gliomas si3o tumores cerebrais definidos
patologicamente pela presenca de células com
caracteristicas histologicas e imuno-histoquimicas
que evidenciam diferenciacdo glial. Dentre eles, os
astrocitomas sio os mais frequentes em adultos. Estes
tumores normalmente apresentam infiltracio difusa
no tecido adjacente, sdo resistentes aos tratamentos e
tém uma tendéncia natural para a progressio maligna.
O tratamento padrio atual consiste na realizacio de
ressec¢io cirurgica do tecido tumoral seguida de radio
e quimioterapia concomitantes, porém o prognostico
permanece extremamente pobre. O quimioterapico
padrio-ouro no tratamento de GBM ¢é o agente
alquilante de DNA temozolamida (TMZ). Entretanto,
os danos induzidos pela TMZ podem ser revertidos
pela acio da maquinaria de reparo de DNA, impedindo
a morte celular e levando a resisténcia do GBM ao
tratamento. No presente estudo correlacionamos
a expressao dos genes ATM, BRCA2, BRIPI, EXOI,
NEIL3, RAD54L e XRCC2, envolvidos em reparo de
DNA e sabidamente superexpressos em GBM, com a
resisténcia das linhagens celulares T98G e US7TMG
ao tratamento com TMZ. Mostramos que a linhagem
T98G ¢é a mais resistente ao tratamento com TMZ, e
apresenta superexpressio de BRCA2, BRIPI, EXOI,
NEIL3, RAD54L e XRCC2 e sub-expressio de ATM.
Vimos também que a linhagem U87MG, mais sensivel
ao tratamento com TMZ, apresenta expressiao reduzida
dos genes ATM, BRCA2 e EXOI. Portanto, estes dados
sugerem uma correlacio positiva entre a expressio de
genes de reparo de DNA e a resisténcia das células de
GBM a TMZ.
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INTRODUCAO

Os gliomas s3o tumores cerebrais definidos
patologicamente pela presenga de células com
caracteristicas histologicas e imuno-histoquimicas que
evidenciam diferenciagdo glial. De acordo com os tipos
celulares que predominam na massa tumoral eles sdo
classificados como astrocitomas, oligodendrogliomas
ou tumores mistos, os oligoastrocitomas (Vescovi et al.,
2006). Dentre eles, os astrocitomas sdo os mais frequentes
em adultos. Estes tumores normalmente apresentam
infiltragdo difusa no tecido adjacente, sdo resistentes aos
tratamentos e tém uma tendéncia natural para a progressao
maligna, sendo classificados em quatro graus de acordo
com suas caracteristicas histologicas e comportamento
biologico. Os tumores de grau I (astrocitomas pilociticos)
sdo benignos, apresentam células bem diferenciadas e
com baixas taxas de proliferacdo, sendo curaveis quando
a remog¢do cirurgica ¢ possivel. Os tumores de grau II
(astrocitomas difusos) apresentam células diferenciadas e
com prolifera¢ao moderada, mas devido a infiltragao difusa
no tecido adjacente ndo sdo curaveis através de resseccao
cirurgica e, em aproximadamente 70% dos casos, evoluem
para grau IIT e IV dentro de 5 a 10 anos. Os tumores de grau
III (astrocitomas anaplasicos) apresentam grande anaplasia
e taxas de proliferagdo mais elevadas do que os gliomas de
grau II, sendo portanto, de evolugdo mais rapida e levam os
pacientes a 6bito em poucos anos. Os tumores de grau IV,
denominados glioblastomas multiformes (GBMs), exibem
as caracteristicas de malignidade mais agressivas, como:
anaplasia e proliferacdo celular muito elevadas, extensa
infiltragdo difusa, presenca de angiogénese ¢ necrose
(Denysenko et al., 2010).

O glioblastoma multiforme, além de mais
agressivo, € o tipo mais frequente de astrocitoma e
representa um grave problema de saude publica. Devido
a alta agressividade e resisténcia dos GBMs a radioterapia
e quimioterapia, os pacientes acometidos apresentam
sobrevida média de apenas 6 a 12 meses ap6s o diagnostico
(Skalli et al., 2013). O tratamento padrdo atual consiste
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na realizagdo de ressec¢do cirirgica do tecido tumoral
seguida de radio e quimioterapia concomitantes, porém o
progndstico permanece extremamente pobre. Isto se deve a
alta invasividade e a resisténcia extremamente elevada das
células de GBM, que promovem a recidiva em praticamente
todos os casos (Sze et al., 2013; Agnihotori et al., 2013).

Na quimioterapia podem ser usados farmacos
intercalantes ou alquilantes de DNA e inibidores de
topoisomerases 1 e 2 (Bai etal., 2011), sendo o quimioterapico
padrdo-ouro no tratamento de GBM o agente alquilante
de DNA temozolamida (TMZ) (Sze et al., 2013). A nivel
molecular, a quimio e radioterapias sdo baseadas na indugao
de lesdes no DNA das células tumorais, o que promoveria a
morte destas células (Santivasi & Xia, 2013). Entretanto, os
danos induzidos podem ser revertidos pela agao da maquinaria
de reparo de DNA, o que pode impedir a morte celular caso
o reparo ocorra de forma rapida e eficiente. Um exemplo
disso ¢ a associag@o entre os niveis de expressdo proteina
Of-metilguanina metiltransferase (MGMT), responsavel
pela desmetilagio do DNA, e o prognostico de sobrevida
dos pacientes. O status de metilagdo do promotor do gene
MGMT esta associado com a melhor resposta dos pacientes ao
tratamento com TMZ (Hegietal.,2005; Qiuetal.,2013). Outros
genes de reparo de DNA também podem estar associados com
a resisténcia do GBM a radio e a quimioterapia. Estes genes
podem pertencer a diversas vias de reparo de DNA como:
excisao de nucleotideos (NER — Nucleotide Excision Repair),
excisdo de bases (BER — Base Excision Repair), pareamento
incorreto de bases (MMR - Mismatch Repair), recombinagio
homologa (HR — Homologus Recombination) e ligagao de
extremidades ndo-homoélogas (NHEJ — Non-Homologus End
Joining) (Hoeijmakers, 2001).

A ativagao de um gene de reparo de DNA depende do
tipo de dano causado, seja por um agente quimico ou fisico.
No caso da TMZ, ¢ possivel que ocorra a ativagao da maioria
das vias de reparo. A TMZ, em pH fisiologico, ¢ convertida
a 5-3- (methyltriazen-1-yl) imidazole-4-carboximide
(MTIC) e entdo ¢ degradada ao cation metildiazolio que
¢ capaz de metilar o DNA. Essas metilagdes ocorrem em
diferentes regides do DNA com frequéncias distintas: na
posi¢ao N3 da adenina (10-20%), e nas posi¢des O6 (5-10%)
e N7 da guanina (60-80%). Embora seja a menos frequente,
a metilagdo em O6 ¢ o dano que mais efetivamente induz
efeito citotoxico e ¢ reparado principalmente pelo produto
do gene MGMT. Quando MGMT repara o dano em O6, O6-
MeG pode parear com uma citosina ou timina e entdo ¢
ativada a via MMR. Caso esta via nao seja capaz de realizar
o reparo, ocorre quebra na dupla fita de DNA provocando o
recrutamento dos genes das vias de reparo HR ou NHEJ, o
que pode levar ao reparo do dano ou a ativagdo do processo
de morte celular. Quando a metilagdo ocorre nas posi¢des
N3 da adenina e/ou N7 da guanina ha reconhecimento pela
via de BER. Se esta via ndo é capaz de reparar o dano,
pode ocorrer quebra de fita simples de DNA e consequente
ativagdo de genes da via de reparo correspondente ou
pode ocorrer quebra de fita dupla, ativando HR ou NHEJ
(Yoshimoto et al., 2012). Desse modo, a investigagdo dos
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niveis de expressdao de genes de reparo DNA em células
normais e tumorais, pode fornecer subsidios para o melhor
entendimento das vias celulares que estdo associadas com a
resisténcia das células de GBM aos agentes genotoxicos. No
presente estudo, através de ensaios de PCR quantitativo e
MTT, correlacionamos a expressao de genes envolvidos na
sinalizag¢@o do dano e no reparo de DNA com a resisténcia
das células de GBM T98G e US7MG a TMZ. Os genes
avaliados foram: ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated),
BRCA2 (Breast Cancer 2), BRIPI (BRCAI Interacting
Protein C-terminal Helicase 1), EXO1 (Exonuclease 1),
NEIL3 (Nei Endonuclease VIII-like 3), RAD54L (RAD54-
Like) ¢ XRCC2 (X-ray Repair Complementing Defective
Repair in Chinese Hamster Cells 2), que demonstramos
previamente terem expressdo alterada nos astrocitomas
(dados ndo publicados). A ATM é uma proteina quinase
que reconhece e sinaliza a ocorréncia de danos no DNA,
ativando a maquinaria de reparo. BRCA2, BRIP1, RAD54L
e XRCC?2 sido proteinas envolvidas na execugao do reparo
através do mecanismo de HR. NEIL3 ¢ uma glicosilase
que participa do reparo através do mecanismo de BER e
EXOI atua no reparo pelo mecanismo de MMR. Neste
estudo mostramos que a linhagem T98G ¢ a mais resistente
ao tratamento com TMZ e apresenta superexpressdao de
BRCA2, BRIP1, EXOI1, NEIL3, RAD54L e XRCC2, ¢ sub-
expressao de ATM. Observamos também que a linhagem
U87MG, mais sensivel ao tratamento com TMZ, apresenta
expressao reduzida dos genes ATM, BRCA2 e EXO1, sendo
que os demais genes avaliados ndo apresentaram alteracao
significativa. Portanto, estes dados sugerem uma correlagao
positiva entre a expressao de genes de reparo de DNA e a
resisténcia das células de GBM a temozolamida.

MATERIAIS E METODOS

Linhagens celulares e cultivo celular

As linhagens celulares de glioblastoma utilizadas
(US7MG e T98G) sdo comercialmente disponiveis e
foram obtidas da colegdo ATCC (HTB-14 ¢ CRL-1690,
respectivamente). Como controle nao-tumoral foram
utilizadas as células RO, fibroblastos isolados da pele do
preptcio de um homem saudavel de 23 anos de idade em
2005 no laboratério da Dra. E. Espreafico. Essas células
foram cultivadas em mistura 1:1 de meio de cultura DMEM
(Gibco) e Ham’s F10 (Sigma-Aldrich), suplementado com
10% de soro fetal bovino (Cultlab, Campinas-SP, Brasil)
e 100U/ml de penicilina, 0,Img/ml de estreptomicina e
0,25pg/ml de anfotericina B (Sigma-Aldrich), mantidas em
estufa a 37°C a 5% de CO2.

Extra¢do de RNA e PCR em tempo real

A extragdo de RNA total das células em cultura
foi realizada utilizando-se o kit RNeasy RNA Extraction
(Qiagen). Para a extragdo do RNA, cada linhagem celular
foi cultivada em condi¢des padrao em placas de 6 pogos.
Em seguida, todo o meio foi retirado e adicionou-se 350 uL
de tampao de lise em cada pogo. Apos a lise, foi adicionado
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350 pL de etanol 70% diluido em agua DEPC (agua tratada
com dietilpirocarbonato e autoclavada) para precipitagao
das proteinas. Em seguida, todo o volume foi transferido
para a coluna de afinidade e centrifugou-se por 30 segundos
a 12000 RPM. Apos centrifugacdo, foi adicionado 700 pL
de tampao de lavagem e centrifugou-se por 30 segundos
a 12000 RPM. O processo de lavagem foi realizado duas
vezes. Por fim, o RNA foi eluido com 50 uL de 4gua DEPC.
Uma aliquota foi analisada em espectrofotdometro a 260-
280 nm para determinacgdo da concentragio ¢ pureza.

Para a transcrigdo reversa do RNA foi utilizado o
kit “High Capacity cDNA Archive” (Applied Biosystems)
de acordo com as recomendagdes do fabricante. Para a
PCR em tempo real foi utilizado o sistema baseado no
fluorocromo SYBR, através do kit “Power SYBR Green
Master Mix” (Applied Biosystems®) de acordo com as
condigdes padrdes recomendadas pelo fabricante. Os
oligonucleotideos especificos para cada gene em estudo
e para o gene HPRT (Tabela 1), que foi utilizado como
controle, foram desenhados com o programa Oligo Explorer
1.4 e sintetizados pela Invitrogen®.

Ensaio de citotoxicidade

Foram realizados os ensaios de brometo de 3-(4,5—
dimetilazo-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio (MTT), que estimam
indiretamente a quantidade de células vivas. O sal de
coloragdo amarela ¢ reduzido pela succinato-desidrogenase
mitocondrial ¢ forma um composto de coloragdo violeta,
cuja intensidade ¢ proporcional a quantidade de células
vivas (Buch et al., 2012). Esse ensaio foi realizado apds
24 horas de exposicio a TMZ (Temodal, fabricado
pela Scheringplough). A TMZ utilizada nos ensaios foi
gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Carlos Gilberto Carlotti
Jr. A TMZ em po, retirada do interior da céapsula, foi
dissolvida em agua na propor¢do de 100mg de TMZ para
Iml de agua. Para a realizagdo do ensaio do MTT, uma
aliquota de 4ul desta solugdo foi diluida em 1020ul de meio
de cultura (sem soro fetal bovino) para que se obtivesse
uma solucdo de trabalho na concentragao de 1000uM. As
solugdes nas outras concentragdes utilizadas foram obtidas
a partir da dilui¢do seriada desta solugao 1000uM.

Andalise estatistica

Aestimativa da quantidade relativade mRNA de cada
gene analisado, nas linhagens celulares tumorais (U87MG
e T98G) em relagdo ao nivel de expressdo das células RO,
foi feita com o calculo do 2P (Livak & Schmittgen,
2001). Para a normalizacdo dos dados, foi utilizado o
gene HPRT cujos niveis de expressdo ndo apresentam
diferengas significativas entre células normais e tumorais
(Valente et al., 2009). Apos o calculo do 27 PP, procedeu-se
a analise estatistica de variancia com o software “GraphPad
Prisma”, utilizando o Teste T (ANOVA), seguido do teste
de Dunnet, que compara o grupo controle com cada um dos
grupos-teste. Este pos-teste foi escolhido para comparar a
expressao dos genes em estudo entre as células tumorais e
a linhagem ndo-tumoral.
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Para analise do teste de viabilidade celular (MTT)
foi utilizado o método One-way ANOVA seguido do teste
de Tukey, que compara todos os grupos analisados dois a
dois. Este teste foi escolhido para possibilitar a comparagdo
do controle negativo com cada concentragcdo de TMZ e
também das diferentes concentragdes de TMZ entre si. Esta
analise foi necessaria para a identificacdo das linhagens
mais sensivel e mais resistente. Em ambas as analises
estatisticas realizadas, os resultados que apresentaram
valores de P<0,01 foram considerados significativos.

RESULTADOS

As células de GBM T98G sdo mais resistentes que
US7MG ao tratamento com TMZ

Em um estudo prévio foi realizada uma analise
do efeito de diferentes concentragdes de TMZ sobre a
viabilidade celular, variando de 100 a 1000uM. A partir
dessa avaliagdo, escolhemos trabalhar com a concentragio
de 800uM de TMZ, pois esta ¢ a concentragdo minima capaz
de induzir reducdo na viabilidade celular (Di Christéfaro,
2012 — dados ndo publicados). Todas as linhagens avaliadas
apresentaram alguma sensibilidade ao tratamento com
TMZ nesta concentragdo. As células RO, U87MG e
T98G apresentaram 76%, 42% e 91,6% de viabilidade,
respectivamente, apoés 24h de tratamento. Desse modo,
U87MG mostrou-se a linhagem mais sensivel ¢ T98G a
mais resistente. Comparando-se as linhagens tumorais com
a linhagem ndo-tumoral RO, somente a U§7MG apresentou
diferenga significativa (**P<0,01), e comparando-se as
linhagens tumorais entre si observamos variagao significativa
na viabilidade (***P<0,001) (Figura 1).

Expressdo de genes envolvidos em reparo de DNA
nas células T98G e US7TMG

Para investigar se ha relagdao entre o padrio de
expressdo de genes das vias de reparo de DNA com a
resisténcia das células tumorais ao tratamento com TMZ,
foram feitas reacdes de PCR para amplificacdo dos genes
ATM, BRCA2, BRIP1, EXOI, NEIL3, RAD54L e XRCC2
nas linhagens de GBM T98G e U87MG nas células ndo
tumorais RO. Todos os genes avaliados mostraram-se
significativamente mais expressos na linhagem T98G em
comparagdo com a RO (*¥P<0,1; **P<0,01; ***P<0,001),
excetuando-se apenas ATM. No caso deste gene, detectamos
sub-expressdo significativa (***P<(0,001) em ambas
as linhagens tumorais. Na linhagem U87MG, também
observamos expressao reduzida para os genes BRCA2
(**P<0,01) e EXOIl (*P<0,1), enquanto que os outros
genes avaliados, BRIP1, NEIL3, R4D54L ¢ XRCC2, ndo
apresentaram diferenga significativa (Figura 2, Tabela 2).

DISCUSSAO
No presente estudo mostramos que a linhagem

T98G ¢ a mais resistente ao tratamento com TMZ e
apresenta superexpressdo de todos os genes de reparo de
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Figura 1 - As células T98G e RO sdo mais resistentes a
TMZ que as células US7MG. Percentual de células
viaveis apés tratamento de 24h com TMZ (800uM/ml). A
viabilidade celular foi avaliada através do ensaio de MTT.
O gréfico foi plotado com o software GraphPad Prism 6.0
e foi realizado teste estatistico One-way ANOVA seguido
do teste de Tukey.

**P<0,01

**%P<0,0001

Expressdo relativa de mRNA
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Expresséo relativa de mRNA
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Figura 2 - A expressdo da maioria dos genes avaliados ¢é
aumentada na linhagem T98G. Os niveis de expressao dos
genes ATM, BRCA2, BRIPI, EXOI, NEIL3, RADS5S4L e
XRCC2 nas linhagens celulares RO, US7MG e T98G, foram
avaliados por RT-PCR quantitativa. Analise estatistica:
one-way ANOVA seguido do teste de Dunnet. Os graficos
foram plotados no software GraphPad Prism 5.0.

*P<0,01

**p<0,001

***P<0,0001.
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Tabela 1 - Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados nas
reacdes de qRT-PCR.

Gene Sequéncia forward Sequéncia reverse

ATM 5'-GTGCCTTGGCTACAGATTGC-3' 5-ACGTTCCCCATGTCGCTGTT-3"
BRCA2  5-CAGGGCCGTACACTGCTCAA-3" 5"-GGGCTGAGACAGGTGTGGAA-3"
BRIPI 5-CCAGACTGTGAGCCAAGGAA-3" 5-CTCCTCCCTGTGGTTCTACA-3"
EXO1 5"-CCAGACCTCCAAGCTACGTT-3" 5"-TCTGGCAGGTCCTAGAGGTT-3"
NEIL3 5-TGGTCTCCACCCAGCTGTTA-3" 5"-CCTGCTTTACGGCACCTGTA-3"
RADS4L  5-GGGTCTGGCGAGATGGTCAA-3"  5-CCACCACACAGCTGCTCAGT-3"
XRCC2  5-CCTTGCCCGACTTGAAGGTA-3" 5-CTGTTCCTTCTGGGCCATGA-3"

Tabela 2 - Razdo da expressdo relativa entre as linhagens
tumorais e as células RO.

linhagem

GENE
USTMG T9I8G
ATM 0,19196 0,39106
BRCA2 0,54043 1,49365
BRIP1 0,88540 1,63638
EXO1 0,54715 2,69609
NEIL3 0,77541 2,77015
RADS4L 0,94278 2,90667
XRCC2 1,50556 2,07161

DNA avaliados. Vimos também que a linhagem U87MG
¢ a mais sensivel ao tratamento com TMZ e apresenta
expressao reduzida dos genes BRCA2 e EXO1, sendo que
os demais genes avaliados ndo apresentaram alteracdo
significativa no nivel de expressdo. Em concordancia com
estes dados, ja foi demonstrado que a superexpressdo de
APEX1, uma endonuclease envolvida na via de reparo
por BER, promove resisténcia de GBM ao tratamento
com TMZ (Bobola et al, 2012) e tem sido associada com
maior agressividade do tumor (Tell et al., 2005). Foi
visto também que células tumorais que ndo expressam
BRIP] sao extremamente sensiveis a agentes indutores
de ligacao covalente cruzada na dupla fita de DNA, como
cisplatina e mitomicina C (Litman et al., 2005; Levitus et
al., 2005; Levran et al., 2005) e essa condigdo ¢ revertida
pela complementacdo com BRIPI selvagem (Cantor et
al., 2001; Peng et al., 2007; Wu & Brosh, 2009). Outro
trabalho conduzido por Zheng e colaboradores (2012)
mostra que XRCC2 e XRCC4 sdo superexpressos em
linhagens celulares e amostras tumorais de GBM e o
silenciamento destes genes sensibiliza as células tumorais
a radioterapia. Dessa maneira, a literatura concorda com os
dados obtidos neste estudo e, conjuntamente, sugerem que
a superexpressdo de genes de reparo de DNA pode estar
envolvida em mecanismos de resisténcia ao tratamento.
Interessantemente, observamos que o gene ATM,
que codifica uma proteina sinalizadora do dano ao DNA,
¢ significantemente sub-expresso em ambas as linhagens
tumorais. Esta alteragdo provavelmente estd relacionada
com os eventos de tumorigénese que levaram ao
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estabelecimento do tumor, pois a perda de genes que atuam
na sinalizacdo de dano ¢ frequente no inicio da progressao
tumoral (Bartek etal.,2007; Bartek etal., 2012). Além disso,
¢ sabido que a alquilagdo O6-metilguanina gerada pela
acdo da TMZ provoca a ativagdo de ATM, desencadeando
uma cascata de sinaliza¢do de danos no DNA e reparo que
¢ capaz de proteger as células LN229 de GBM da agdo da
TMZ (Eich et al., 2013). Assim, a subexpressdo ou inibi¢ao
de ATM deixaria as células mais sensiveis a agdo da TMZ,
fato ja observado por A. Nadkarni e colaboradores (2012)
nas linhagens U87MG e U251MG. Porém, algumas células
deficientes em ATM apresentam reparo efetivo por BER
e fosforilagdo normal de H2AX, CHK1 e CHK2 apos
tratamento com TMZ (Eich et al., 2013), o que indica que
a atividade de reparo depende de um conjunto de fatores
e pode ser ativada através de diferentes mecanismos de
sinalizagdo.

Portanto, estes dados sugerem que a maior
ou menor resisténcia das células tumorais ao agente
genotoxico depende do conjunto de alteragdes genéticas
que ela apresenta. As células T98G (resistentes), apesar
de expressarem baixos niveis de ATM, tem expressdo
muito elevada de varios genes envolvidos com a execugao
do reparo. Ja as células US7MG (sensiveis), além de
expressarem baixos niveis de ATM, também apresentam
sub-expressdo de EXOl e BRCA2 ¢ ndo tem aumento
significativo nos outros genes avaliados. Conjuntamente,
estes resultados sugerem uma correlagdo positiva entre
a ativagdo das vias de reparo de DNA e a resisténcia das
células de GBM a temozolamida. Futuramente, devemos
aprofundar este estudo avaliando o padrdo de ativagdo
dos genes de reparo e os mecanismos de morte apos
o tratamento com TMZ. Neste sentido, pretendemos
realizar uma cinética de avaliacdo da expressdo génica, e
quantificagdo dos niveis de quebra no DNA e apoptose pds-
tratamento. Assim, poderemos elucidar melhor a relagdo
dos genes de reparo com a resisténcia das células a acao da
TMZ e ativag@o dos mecanismos de morte celular.
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ABSTRACT
The resistance of T98G and US7MG cell lines to
temozolomide is correlated with the expression of DNA

repair genes

Gliomas are brain tumors pathologically defined
by the presence of cells with histological and
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immunohistochemical characteristics of  glial
differentiation. Among them, astrocytomas are the
most common in adults. These tumors usually show
diffuse infiltration into adjacent tissue, are resistant to
treatment and have a natural tendency to malignant
progression. The current standard treatment consists in
surgical removal of the tumor followed by radiotherapy
and concurrent chemotherapy. However, the prognosis
remains extremely poor. The first line chemotherapy
for GBM treatment is the DNA alkylating agent
temozolamide (TMZ). Nevertheless, TMZ-induced
damage can be reversed by the action of DNA repair
machinery that prevents cell death and leads to relapse.
In this study we correlated the expression of the DNA
damage-signaling gene, A7TM kinase, and the DNA
repair genes BRCA2, BRIP1, EXO1, NEIL3, RAD54L
and XRCC2, with the resistance of T98G and US7TMG
cell lines to TMZ. T98G cells were more resistant to
TMZ treatment and showed overexpression of all DNA
repair genes, while A7M kinase was down regulated. We
also observed that US7MG cells, more sensitive to TMZ,
have reduced expression of ATM, BRCA2 and EXOL.
Therefore, these data suggest a positive correlation
between the expression of DNA repair genes and the
resistance of GBM cells to TMZ.

Keywords: Glioblastoma. T98G. U87MG. DNA repair
genes. Resistance and temozolomide.
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