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1. UvOD

Epigenetika obuhvaca nasljedne izmjene ekspresije gena i organizacije kromatina bez
promjene u sekvenci DNA. Epigenetski mehanizmi vazni su za normalan razvoj i odrzavanje
ekspresije gena u specificnim tkivima. Uobicajene epigenetske izmjene su metilacija DNA,
modifikacije histona, promjena strukture kromatina i regulacija ne kodiraju¢e RNA specifi¢no
ekspresije microRNA. Mehanizmi su medusobno povezani te zajedno utjeCu na mijenjanje

fenotipa (Sharma i sur., 2009).

Ukoliko nastanu nepravilnosti unutar epigenetskih procesa dolazi do izmijenjene
funkcije gena i pojave karcinoma. Karcinom je bolest koju karakterizira neprestana proliferacija
stanica 1 sposobnost metastaziranja, tj. Sirenja na druga tkiva putem krvotoka ili limfnog
sustava. Uzrokovan je akumulacijom epigenetskih promjena uvjetovanim ekstenzivnim
genetskim mutacijama (Abdelfatah i sur., 2016). Pojavu i progresiju karcinoma uz genetske
mutacije (supstitucije nukleotida, translokacije, delecije i aneuploidija kromosoma)
karakteriziraju i abnormalnosti epigenoma. Epigenomom nazivaju se sve epigenetske izmjene
prisutne u stanici (Klug i sur. 2019). Na epigenom takoder mogu imati utjecaj i vanjski faktori
kao $to su kemijski spojevi u prehrani i okolisu koji mogu aktivirati ili inhibirati dijelove DNA.
Zbog reverzibilnosti epigenetskih aberacija razvijaju se novi oblici potencijalne terapije koji
svojim djelovanjem nastoje popraviti nastale mutacije u ekspresiji gena tumorskih stanica.
Nekolicina epigenetskih lijekova odobrena je za lijeenje hemoliti¢kih karcinoma no vecina je

i dalje u stadijima istrazivanja (Sharma i sur., 2010).

U radu su objaSnjene epigenetske promjene zdravih stanica i izmjene epigenoma koje
uzrokuju pojavu karcinoma. Uloga mutacija u inicijaciji i progresiji karcinoma te potencijalna
uporaba i saznanja o lije¢enju i prevenciji razvoja karcinoma opisana su na primjeru karcinoma

dojke i kolorektalnog karcinoma.



2. EPIGENETSKI MEHANIZMI

Pod epigenetske mehanizme ubrajamo metilaciju DNA, kovalentne modifikacije histona i
djelovanje ne kodiraju¢ih molekula RNA. Ovi mehanizmi djeluju zajedno i medusobno se
nadopunjuju kako bi regulirali strukturu kromatina i ekspresiju gena organizma (Sharma i sur.,
2010). Mutacijama dolazi do neravnoteze epigenoma i nastanka stani¢nih promjena koje mogu

dovesti do nastanka tumora (Klug i sur., 2019).

2.1. METILACIJA DNA

Najcesca epigenetska promjena koja regulira aktivnost gena je metilacija DNA.
Metilacija je proces u kojem dolazi do vezanja metilne skupina s donora S-adenozilmetionina
(SAM) na peti ugljikov atom citozina prilikom ¢ega nastaje S5-metilcitozin (5mC) (Slika 1).
Reakcija je katalizirana enzimima DNA metiltransferaze (DNMT) (Sharma i sur., 2010). Kod
ljudi pronalazimo 5 podtipova: DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B, DNMT3L (Fardi i
sur., 2018). DNMT1 informaciju o metiliranosti prenosi na stanice kéeri, dok DNMT3A i 3B
reguliraju de novo metilaciju (Bennett i Licht, 2018).

Metilacija je ograni¢ena na mjesta gdje se iza citozina nalazi gvanin nazvanim CpG
dinukleotidi. CpG dinukleotidi neravnomjerno su rasporedeni PO genomu no najvecu
koncentraciju imaju u pojedinim regijama DNA, tj. CpG otocima (Armstrong, 2013). CpG otoci
imaju vaznu ulogu u regulaciji genske transkripcije koja ovisi o njihovoj metiliranosti. CpG
otoci su u promotorskim regijama gena vaznih za rad stanice (engl. housekeeping geni) te u
normalnim stanicama nisu metilirani zbog Cega dolazi do aktivne transkripcije (Srivastava i
Verma, 2002). Kod tumorskih stanica CpG otoci unutar genskih promotora su metilirani $to
dovodi do promjene strukture kromatina i nemogucnosti stvaranja transkripcijskog kompleksa

ni sinteze MRNA zbog ¢ega dolazi do utiSavanja gena (Slika 2) (Han i sur., 2019).

Za gensku regulaciju uz metilaciju potrebna je i demetilacija, tj. uklanjanje metilne
skupine sa citozina katalizirano enzimima. Demetilacija je klju¢na za uklanjanje epigenetskih
promjena i moze biti pasivna ili aktivna. Pasivna demetilacija oznacava neuspjelo dodavanje
metilne skupine na citozin dok se kod aktivne demetilacije uklanja metilna skupine s 5mC (Klug
i sur., 2019).
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Slika 1. Metilacija citozina katalizirana enzimom DNA metiltransferaza (DNMT) i nastanak 5-

metilcitozina (5mC) (preuzeto i prilagodeno iz: Armstrong, 2013).
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Slika 2. CpG dinukleotidi unutar promotora nisu metilirani te je moguca transkripcija gena, dok
metilacijom istih nema transkripcije i dolazi do utiSavanja gena (preuzeto i prilagodeno iz: Klug

i sur., 2019).



2.2. MODIFIKACIJA HISTONA I PREUREDENJE KROMATINA

Kromatin je struktura koju ¢ine nukleosomi gradeni od molekule DNA ¢vrsto omotane
okolo oktamerne jezgre histonskih proteina (H2A, H2B, H3 i H4). Jezgra se sastoji od dva
dimera H2A/H2B i tetramera H3/H4 (Jovanovic i sur., 2010). Daljnjim omatanjem molekule
DNA nastaju kromosomi. U stanicama je kromatin dinamic¢na struktura i nalazi se u dva oblika:
eukromatin i1 heterokromatin. Otvorena struktura (eukromatin) povezana je s aktivhom
ekspresijom gena dok je heterokromatin kondenziran i sprjecava transkripciju (Han i sur.,
2019). 1zmjena kromatinske strukture dovodi do regulacije ekspresije gena (Jovanovic i sur.,
2010). Interakcija DNA i transkripcijskih proteina regulirana je preuredenjem Strukture
kromatina pomicanjem i uklanjanjem nukleosoma pomoc¢u proteinskih kompleksa ili
kovalentnim modifikacijama aminokiselina N-terminalnog kraja histonskih proteina H2A,
H2B, H3i H4 (Klug i sur., 2019). N-terminalni kraj histona proteze se van nukleosoma te tvori
aminokiselinski rep. Aminokiseline su modificirane proteinima koji dodaju kemijsku skupinu
na histon ili pisacima (engl. writers), proteinima koji prepoznaju modifikacije ili ¢itacima (engl.
readers) i proteinima koji uklanjaju kemijske skupine ili brisa¢ima (engl. erasers) (Klug i sur.,
2019). Najces¢e modifikacije histona su acetilacija, metilacija, fosforilacija, ubikvinacija,

deaminacija i prolin izomerizacija (Jovanovic i sur., 2010).

2.2.1. METILACIJA HISTONA

Metilacija se pojavljuje na lizinskim i arganinskim ostacima repova H3 i H4 histonskih
proteina (Virani i sur., 2012). Dodavanje metilne skupine katalizirano je metiltransferazama
specifi¢nim za pojedinu aminokiselinu. Kod lizina to je lizin-metiltransferaza (KMT) i prolin
arginin metil transferaza (PRMT) za arginin. Kod metilacije ne dolazi do promjene naboja
histonskih proteina nego izmjene afiniteta za transkripcijske faktore. QOvisno o
aminokiselinskom ostatku na koji se veze metilna skupina moZe do¢i do aktivacije ili inhibicije
transkripcije (Slika 3). Metiliranost pojedinih aminokiselina uklanja se histonskim
demetilazama (Han i sur., 2019).

2.2.2. ACETILACIJA HISTONA
Acetilacija histonskih proteina proces je u kojemu se acetilnu skupinu dodaje na protein.
Regulirana je enzimima: histon acetiltransferazom (HAT) i histon deacetilazom (HDAC).

Enzim HAT dodaje acetilnu skupinu na lizin za $to koristi acetil CoA kao kofaktor ¢ime

4



kromatin bude otvoreniji za primanje transkripcijskih faktora. Enzimi HDAC Kkataliziraju
uklanjanje acetilne skupine i zaustavljaju transkripciju (Virani i sur., 2012). Acetilacija
pojacava transkripciju gena mijenjanjem naboja histonskih proteina (Slika 3). Vezanjem
acetilne skupine neutraliziraju se pozitivno nabijeni histonski proteini i smanjuje se njihova
interakcija s negativno nabijenim DNA fosfatima ¢ime se mijenja struktura kromatina (Lu i
sur., 2020). Neuravnotezena aktivnost enzima koji sudjeluju u acetilaciji i deacetilaciji uzrokuje

neto¢nu ekspresiju gena i nastanak tumora (Lu i sur., 2020).
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e

Slika 3. Utjecaj histonskih modifikacija na strukturu kromatina. Metilacija lizina utjece na
aktivnost ili utiSavanje gena, dok acetilacija uvijek dovodi do zaustavljanja transkripcije

(preuzeto i prilagodeno iz: Akil i sur., 2020).

2.2.3. FOSFORILACIJA HISTONA

Fosforilacija histona slabo je istrazena i malo se zna o njezinim ulogama. Odvija se na
serinu, treoninu i tirozinu histonskih repova katalizirana kinazama i fosfatazama koje dodaju ili
uklanjaju fosfatnu skupinu. Dodatkom fosfatne skupine naboj histonskih proteina postaje

negativniji te mijenja strukturu kromatina i dovodi do ekspresije gena (Fardi i sur., 2018).



2.3.  NE KODIRAJUCA RNA

Tijekom transkripcije nastaje ne kodiraju¢a RNA (ncRNA) koja je prepisana s DNA ali
nije translatirana u protein. Imaju vaznu ulogu u regulaciji ekspresije gena, inaktivaciji X
kromosoma te usmjeravaju metilaciju DNA i modifikaciju histona (Armstrong, 2013). Mogu
uzrokovati karcinogenezu ili imati antitumorski uc¢inak ovisno o tkivu u kojem se nalaze (Jung
i sur., 2020). Djeluju na mRNA i onemogucuju translaciju i proizvodnju proteina te tako
reguliraju ekspresiju gena. Podijeljene su u skupine prema veli¢ini i funkciji: kratka ncCRNA
gradena od manje od 31 nukleotida i duga ncRNA koja sadrzi vise od 200 nukleotida. Kratka
ncRNA dijeli se na tri podskupine: miRNA (engl. microRNA), siRNA (engl. short interfering
RNA) i piRNA (engl. piwi - interacting RNA) (Klug i sur., 2019). O mehanizmima ne kodirajuce

RNA nema puno podataka i1 vecina je jo$ u fazi istrazivanja.

2.3.1. miRNA

mMiRNA su kratke jednolan¢ane molekule RNA koje imaju zna¢ajnu ulogu u regulaciji
mMRNA (Jung i sur., 2020). Komplementarne su mRNA i glavna funkcija im je regulacija
ekspresije gena. Vezu se na komplementarnu sekvencu u 3' netranslatiranim regijama (UTR)
karcinogenezi kao geni za proliferaciju i apoptozu stanica (Okugawa i sur., 2015; Jung i sur.,

2020). Istrazuje se uloga miRNA kao biomarkera za ranu detekciju karcinoma (Schrdder i sur.,
2021).



3. EPIGENETIKA I RAZVOJ TUMORA

Epigenetske promjene vazne su za ekspresiju gena normalnih stanica, ali utje¢u i na
aktivnost gena koji sudjeluju u razvoju karcinoma. Ukoliko stanica izgubi kontrolu nad rastom
i krene nekontrolirano proliferirat nastaju nakupine stanice ili benigni tumori. Ako se uz
proliferaciju stanice odvoje i napadnu druga tkiva nastaje sekundarni tumor, tj. maligni (Klug i
sur., 2019). Tumorske stanice imaju velik broj mutacija gena za popravak DNA, apoptozu i
signaliziranje stanica kao i onkogena i tumor supresor gena. Onkogeni poti¢u diobe stanica i

razvoj karcinoma, dok tumor supresor geni suprimiraju karcinogenezu (Han i sur., 2019).

3.1. HIPERMETILACIJA I HIPOMETILACIJA DNA
Mutacije enzima koji kataliziraju metilaciju DNA usko su povezane s nastankom tumora
I metastaziranjem te inhibitori tih enzima sluze kao vrsta tretmana za lijeCenje karcinoma.

Takoder promjene epigenoma mogu se detektirati i koristiti za dijagnozu i predvidanje tijeka

bolesti (Han i sur., 2019).

3.1.1. HIPOMETILACIJA ONKOGENA

Tumorske stanice pokazuju smanjenu metilaciju (hipometilacija) za razliku od
normalnih stanica. Budu¢i da stabilni genom karakterizira metilacija, hipometilacija uzrokuje
nestabilnost kromosoma i povecane stope genskih mutacija i rekombinacije (Jovanovic i sur.,
2010; Fardi i sur., 2018;). Uzrokuje ponovnu aktivnost utiSanih onkogena i nekontroliranu
transkripciju, a njihovom ponovnom aktivacijom dolazi do proliferacije stanica benignih
nakupina i nastanka tumora (Slika 4) (Esteller, 2008; Fardi i sur., 2018). Takoder smanjuje

kontrolu nad utisnutim genima ¢ime stanice dobivaju nova svojstva rasta.

3.1.2. HIPERMETILACIJA TUMOR SUPRESOR GENA

Tumorske stanice sadrze regije gena s hipermetiliranim promotorskim regijama,
najcesce su to geni za regulaciju stani¢nog ciklusa, apoptozu, popravak DNA i tumor supresor
geni (Cai i sur., 2011). Hipermetilacija povezana je s represijom gena i genomskom
neravnotezom i moze dovesti do inaktivacije tumor supresor gena i kompaktiranja kromatina
(Jovanovic i ostali, 2010). Utisavanje gena hipermetilacijom prisutno je u vecini karcinoma u

vecoj ucestalosti nego genske mutacije (Vedeld i sur., 2018). Hipermetilacija CpG otoka tumor



supresor gena smanjuje transkripciju, dok su u normalnim stanicama te regije nemetilirane

(Slika 4) (Srivastava i Verma, 2002). Pomoc¢u ovih hipermetiliranih regija CpG otoka koje se

nazivaju i CIMP (engl. CpG island methylator phenotype) moguca je identifikacija vrste tumora
ili predvidanje mjesta metastaziranja (Klug i sur., 2019).
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Slika 4. U normalnim stanicama tumor supresor geni su aktivni dok su onkogeni utiSani.

Hipermetilacijom tumor supresor geni postaju neaktivni, a hipometilacijom onkogena pojacava

se njihova ekspresija (preuzeto i prilagodeno iz: Nowacka-Zawisza i Wisnik, 2017).



3.2. MODIFIKACIJA HISTONA I PREUREDENJE KROMATINA

U tumorskim stanicama uz nekontroliranu metilaciju dolazi i do poremeéene ekspresije
gena enzima HAT i HDAC za histonske promjene i promjenu strukture kromatina (Bennett i
Licht 2018). Mutacije enzima uzrokuju izlazak stanica iz kontrole stani¢nog ciklusa i pocetak
neprestane proliferiracije sto dovodi do nastanka tumora. Abnormalnosti prilikom deacetilacije

histona povezuju se s ranom transformacijom normalnih u tumorske stanice (Klug i sur., 2019).

3.2.1. ACETILACUA | METILACIJA HISTONA

Acetilacija histona povezana je s aktivacijom transkripcije jer oslabljuje vezu histona s
DNA zbog ¢ega su promotori slobodni za transkripcijske faktore i RNA polimerazu. Povecana
acetilacija histona povezanih s onkogenima aktivira njihovu transkripciju, dok hipoacetilacija
utiSava aktivnost tumor supresor gena. Obje aberacije povezuju se s nastankom tumora (Jung i
sur., 2020).

Metilacija moze uzrokovati inhibiciju ili aktivaciju transkripcije gena ovisno o dijelu
aminokiselinskog ostatka koji je metiliran. Mehanizmi vazni za normalan rad stanice regulirani
su metilacijom, ali takoder enzimi koji kataliziraju metilaciju (HMT) i demetilaciju (HDM)
imaju vaznu ulogu u karcinogenezi. Prevelika ili premala ekspresija mijenja cjelokupnu
metilaciju histona i time moZe promijeniti ekspresiju onkogena ili tumor supresor gena $to

potencijalno moze dovesti do stvaranja karcinoma ili njegov daljnji rast (Jung i sur., 2020).



3.3. NE KODIRAJUCA RNA

Uloga miRNA u nastanku tumora prvi puta je uocena kod kroni¢ne limfocitne leukemije
i smanjene ekspresije miR-15 i -16 (Okugawa i sur., 2015). miRNA utje¢e na regulaciju
onkogena (onko-miRNA) inhibiraju¢i ekspresiju tumor supresor gena ili djeluje tumor
supresorski (ts-miRNA) ovisno o komplementarnoj DNA sekvenci (Jung i sur., 2020). Moze
sprijeiti nastanak proteina i potaknuti karcinogenezu nakon transkripcije te ima ulogu u

progresiji i metastaziranju karcinoma.

Budu¢i da se nalaze u osjetljivom podrucju genoma mogu biti pod utjecajem brojnih
mutacija kao S§to su toCkaste mutacije, delecije, amplifikacije i translokacije. Uocena je
povecana metilacija RNA tumorskih stanica (Konno i sur., 2019), ali i prekomjerna ekspresija
miRNA (Jung i sur., 2020). Cesta neto¢na ekspresija miRNA u tumorskim stanicama i velika
stabilnost u tjelesnim tekuc¢inama daje potencijal za koriStenje miRNA kao neinvazivna

pretraga za dijagnozu karcinoma (Konno i sur., 2019).
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4. EPIGENETSKA TERAPIJA

Trenutno lijeCenje karcinoma kombinacija je operativnih zahvata, kemoterapije i
radioterapije koje ciljano djeluju na stanice koje brzo proliferiraju, tj. tumorske stanice (Klug i
sur., 2019). Do nastanka karcinoma dovodi nagomilavanje genetskih i epigenetskih mutacija.
Budu¢i da su epigenetske promjene genoma reverzibilne otvara se mogucénosti lijecenja
epigenetskom terapijom i moguca prevencija karcinoma (Bennett i Licht, 2018). Epigenetske
terapija nastoji promijeniti ekspresiju gena pomocu inhibitora enzima koji kataliziraju
metilaciju DNA (DNMT) i modifikacije histona (HDAC, HMT i HDM) (Cai i sur., 2011).
Spomenuti su inhibitori enzima DNMT i HDAC buduéi da su najviSe istrazeni u terapiji

karcinoma.

4.1. DNMT INHIBITORI

DNMT inhibitori skupina su lijekova koji inhibiraju rad enzima DNA metiltransferaze
u metilaciji DNA. Naj¢es¢e mutacije tumorskih stanica su mutacije enzima DNMT3A i
DNMT1 koje omogucuju prekomjernu proliferaciju, samoobnovu, migriranje i stvaranje
kolonija (Han i sur., 2019). Inhibitori DNMT-a sadrze analoge citozina koji se ugraduju u
molekulu DNA i RNA te nakon replikacije tvore kovalentne spojeve s enzimom DNMT i
sprjeavaju daljnju metilaciju i proliferaciju tumorskih stanica (Cai i sur., 2011). Zbog
ugradivanja u molekulu DNA ovi lijekovi Su izrazito citotoksi¢ni i uzrokuju stani¢nu smrt zbog
pojave ostecenja na DNA (Abdelfatah i sur., 2016).

Pozitivna strana im je $to nisu specifi¢ni samo za jedan oblik karcinoma ve¢ se mogu
globalno primjenjivati. Dva lijeka su odobrena za uspjes$no lijeCenje hemolitickih karcinoma
uzrokovanih hipermetilacijom: 5-azacitadin i decitabin (Cai i sur., 2011). Oba lijeka su na
klini¢kim ispitivanjima u primjeni lije¢enja krutih tumora. Zbog velike toksi¢nosti ovih lijekova
razvija se alternativni lijek zebularin sa smanjenom citotoksi¢nosti (Fardi i sur., 2018). U¢inci
inhibitora DNMT uvelike su istrazivani kao i njihov utjecaj u kombinaciji s inhibitorima HDAC

i drugim dostupnim oblicima lije¢enja (Schroder i sur., 2021).
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4.2. HDAC INHIBITORI

Inhibicijom enzima HDAC dolazi do akumulacije acetilacije na histonima i popravka
stani¢nih procesa koji su oSteceni u tumorskim stanicama ¢ime inhibiraju rast tumora. Osim
epigenetske aktivnosti imaju i citotoksi¢nu stoga se koriste u malim dozama (Abdelfatah i sur.,
2016). Razlicite vrste inhibitora HDAC istrazuju se za lije¢enje hematoloskih i ¢vrstih tumora
(Cai i sur., 2011). Butirat je prvi HDAC inhibitor koji je otkriven da inhibira rast stanica i

inducira apoptozu jer uzrokuje hiperacetilaciju H3 i H4.

Lijekovi odobreni za lije¢enje hematoloskih karcinoma su vorinostat, panobinostat i
romidepsin te su na klinickim ispitivanjima za lijeCenje krutih tumora (Bennett i Licht, 2018).
Vorinostat poti¢e popravak epigenetskih aberacija kromatina i ponovnu aktivaciju tumor
supresor gena (p21) jer uzrokuje apoptozu i povecava osjetljivost stanica na kemoterapiju
(Bennett i Licht, 2018). Sintetski ili prirodni HDAC inhibitori koriste se kod tumora koji
pokazuju preveliku aktivnost HDAC enzima ili HAT mutacija (Bennett i Licht, 2018).

Lije¢enje solidnih tumora komplicirano je zbog postranog ucinka lijekova na zdrave
stanice jer demetilacija i acetilacija nisu specificne samo za tumorske stanice. Buduéi da su
solidni tumori heterogeni i sadrze stalno obnavljaju¢e mati¢ne stanice koje dovode do
rezistencije na kemoterapiju koristi se kombinacija lijekova kako bi se stanice dediferencirale i

senzibilizirale na terapiju (Mohammad i sur., 2019).
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43. TERAPIJA KARCINOMA DOJKE

Karcinom dojke jedan je od najcesce dijagnosticiranih karcinoma kod zena. Unatoc¢
unaprjedenju lijeCenja stopa smrtnosti je 1 dalje visoka. Vecina epigenetskih lijekova ciljano
utjeCe na metilaciju DNA i modifikacije histona. Iako obecavajuée trenutno su svi oblici
epigenetske terapije u stadiju istrazivanja te niti jedna vrsta nije odobrena za klinicko lijecenje.
Budu¢i da lije¢enje karcinoma dojke zahtjeva multidisciplinarnu terapiju koja ukljucuje
operativne zahvate, tretman radijacijom i kemoterapiju (Cai i sur., 2011) samostalno koriStenje
epigenetskih lijekova ne pokazuje rezultate ve¢ se potencijalno mogu koristiti u kombinaciji s
drugim metodama lijeCenja kako bi se smanjila rezistencija tumorskih stanica i povecala

uspjesnost terapije (Lustberg i Ramaswamy, 2011; Brown i sur., 2022).

4.3.1. EPIGENETSKE PROMJENE

Nastanku tumora prethodi metilacija genoma i modifikacija histona. Ceste
hipermetilacije i hipometilacije gena uzrokuju transformaciju zdravih stanica u tumorske.
Enzimi DNMT1 i DNMT3B imaju povecanu ekspresiju kod karcinoma dojke (Lustberg i
Ramaswamy, 2011).

Do hipermetilacije i utiSavanja gena dolazi kod gena pod utjecajem estrogena (ESR1 i
PR), apoptoznih gena (HOXAS i TMS1), gena za popravak DNA (BRCA1, p53 i MLH1) i gena
za inhibiciju stani¢nog ciklusa (p16 i RASSF1A)(Srivastava i Verma, 2002). Metilacije tumor
supresor gena RARP2 i RASSF1A, rani su epigenetski dogadaji u nastanku karcinoma dojke
(Jovanovic i sur., 2010). Kori$tenje epigenetske terapije za popravak promjena nastalih
metilacijom i histonskih acetilacija ima potencijala u lijecenju karcinoma dojke (Cai i sur.,
2011).

Povecana sveukupna acetilacija 1 metilacija histona povezana je s ve¢om genskom
aktivnosti te je uoCena u stanicama karcinoma dojke. Neke od cCestih modifikacija su
deacetilacija lizina 16 i trimetilacija lizina 20 na histonu H4, utiSavanje gena metilacijom lizina
9 i aktivacija gena metilacijom lizina 4 i 27 na H3. Gubitak trimetilacije lizina 27 na H3

(H3K27) ukazuje na negativni prognosticki indikator (Lustberg i Ramaswamy, 2011).
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4.3.2. TERAPIUA INHIBITORIMA DNMT

Inhibitori DNMT koriste se za lijeCenje hematoloskih karcinoma no u kombinaciji s ve¢
poznatim oblicima lijeCenja ili inhibitorima HDAC pokazuju zadovoljavajuce rezultate i kod

karcinoma dojke (Cai i sur., 2011).

Azacitidin 1 decitabin nisu pokazali uspjeh u lijeCenju kao monoterapija ve¢ u
kombinaciji s inhibitorima HDAC (Schréder i sur., 2021). Ova vrsta terapije zbog heterogenosti
karcinoma dojke i agresivnosti bolesti ne dijeluje na sve podtipove. Zebularin je manje toksi¢an
za stanice i pokazao je ucinak u inhibiciji DNMT jer uzrokuje povecanje ekspresije tumor
supresor gena p21 i smanjenje ekspresije ciklina D (Jovanovic i sur., 2010).

Iako pokazuju dobre rezultate ovi lijekovi imaju veliku citotoksi¢nost. Budu¢i da se
ugraduju u DNA postoji moguénost da potencijalno imaju mutageno djelovanje te se stoga traze
alternative. Uoceno je da anestetik prokain i njegov derivat procainamid imaju demetilacijsku
aktivnost i dovode do ponovne ekspresije utiSanih tumor supresor. Oba spoja vezu se za CpG
otoke i ne ugraduju se u DNA sekvencu §to ih ¢ini boljim alternativama za lijeCenje (Jovanovic

i sur., 2010).

4.3.3. TERAPUJA INHIBITORIMA HDAC

Kombinacija HDAC inhibitora vorinostata, koji smanjenjem acetilacija histona i
uzrokovanjem apoptoze utjeCe na stani¢ni ciklus, paklitaksela i bavacizumaba pokazali su
uspjesnost lijeCenja kod pacijenata s metastaziranim karcinomom dojke. Samostalna primjena
lijekova nije pokazala poboljsanje klinicke slike no kombiniranjem s kemoterapijom dovodi do
smanjenja rezistencije tumora na lije¢enje (Munster i sur. 2011). Valproi¢na kiselina inace lijek
za epilepsiju jedini je klinicki dostupan inhibitor HDAC s antitumorskim djelovanjem.
Zaustavlja proliferaciju stanica i uzrokuje hiperacetilaciju histona te dokazano smanjuje rast
tumora kao i metastaziranje (Cai i sur., 2011; Abdelfatah i sur., 2016).
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4.4. TERAPIJA GASTROINTESTINALNOG KOLOREKTALNOG
KARCINOMA
Gastrointestinalni karcinom (GK) uklju¢uje pojavu bolesti u cijelom probavnom sustavu
od jednjaka do debelog crijeva i rektuma od kojih su kolorektalni karcinom i karcinom Zeludca
najéesc¢i. Vecina pacijenata s ranom fazom GK je asimptomatska §to povecava rizik dijagnoze
kasnijih stadija bolesti gdje su opcije lijeCenja limitirane (Vedeld i sur., 2018). Ovo poglavlje
fokusira se na epigenetske promjene i primjenu epigenetske terapije na kolorektalnom

karcinomu.

Razvoj kolorektalnog karcinoma zapocinje nakupljanjem mutacija u premalignim
polipima na zdravom epitelu kolona ili rektuma koji imaju potencijal razvoja u maligni
adenokarcinom i metastaziranje na okolna tkiva (Bardhan i Liu, 2013; Fernandes Durso i sur.,
2017). Epigenetske promjene doprinose karcinogenezi i progresiji bolesti, a najvise je istrazena
aberantna metilacija DNA. Kod kolorektalnog karcinoma uoceno je postojanje regija CIMP
velike gusto¢e hipermetiliranih CpG dinukleotida i mutacija onkogena BRAF i KRAS
(Abdelfatah i sur., 2016). Utisavanje gena MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2 (Okugawa i sur.,
2015) za popravak DNA hipermetiliranjem dogada se rano tijekom formiranja tumora i
uzrokuje akumulaciju pogresaka u replikaciji DNA (Klug i sur. 2019). Budu¢i da se metilacija
moze detektirati postala je vazna kao neinvazivni biomarker za ranu detekciju i1 predvidanje
ishoda lijecenja (Vedeld i sur., 2018). Geni koji se koriste kao biljezi za identifikaciju CIMP
regija su CACNAI1G, IGF2, NEUROG1, RUNX3, SOCS1 (Fernandes Durso i sur., 2017).

Iako kemoterapija pokazuje dobre rezultate dolazi do neuspjeSnosti lijecenja
kolorektalnog karcinoma zbog aberacija epigenoma koje uzrokuju rezistenciju na lijekove 5-
florouracil, oxaliplatin i irinotekan. Svi pokusaji lijeCenja epigenetskim lijekovima bili su
neuspjesni. Naime ovakav tip terapije u kontroliranim dozama ima vecu ulogu u senzibilizaciji
stanica na tradicionalne oblike lijeCenja (Baretti 1 Saba Azad, 2018). Stoga se predlaze lijeenje
kombinacijom inhibitora i tradicionalnih nacina lijeCenja jer epigenetska terapija moze ponistiti
rezistenciju stanica na kemoterapiju i poboljsati ishode lijeCenja (Abdelfatah i sur., 2016;
Baretti i Saba Azad, 2018).
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4.4.1. TERAPIJADNMT I HDAC INHIBITORIMA

Lijecenje inhibitornim lijekovima nije dovoljno ucinkovito za koristenje u klinickom
lijeCenju no pokazuje znaCajnu ulogu u senzibilizaciji tumora i poboljSanju lijeCenja
kemoterapijom i zracenjem (Mohammad i sur., 2019). Rezistencija tumora uzrokovana
lijeCenjem Cesta je pojava no regulacijom epigenetskih mehanizama inhibitorima DNMT i

HDAC tumorske stanice mogu se senzibilizirati na citotoksi¢ni u¢inak lijekova (Abdelfatah i

sur., 2016).

5-azacitadin, decitabin i zebularin pokazuju djelovanje u kombinaciji s kemoterapijom
i dobro se toleriraju. Decitabin i 5-azacitadin uzrokuju osjetljivost stanica i smanjenje
rezistencije na kemoterapiju citotoksikom 5-florouracilom (5-FU) na rezistentnim tumorima
(Jung i sur., 2020).

Vorinostat u kombinaciji s kemoterapijskim lijekovima FOLFOX (folna kiselina,
florouracil i oxaliplatin) i FOLFIRI (folna kiselina, florouracil i irinotekan) imaju minimalni
ucinak (Jung i sur., 2020). No inhibitori HDAC imaju utjecaj na inhibiciju proteina za popravak
DNA i time stanice senzibiliziraju na zracenje. KoriStenje vorinostata prije radioterapije
pozitivno dijeluje na lijeCenje i smanjenje veliCine tumora. Takoder uporaba panobinostata
uzrokuje vecu osjetljivost i smanjenje rezistencije na kemoterapiju u rezistentnim tumorima

(Jung i sur., 2020).

4.4.2. miRNA

miR-17-5p, -21-5p i -200c-3p pojacano su metilirane u tumorskim stanicama. Detekcija
metilacija miRNA koristi se za rano otkrivanje gastrointestinalnih bolesti (Konno i sur., 2019).
miR-17-92a, -135b, -143 i -145 reguliraju mehanizme koji dovode do karcinogeneze. Aktivnost
mMiR-143 inhibirana je kod kolorektalnog karcinoma koji u zdravim stanicama sprjecava rast.
Protein p53 inaktiviran je kod invazivnih karcinoma i reguliran je miR-34a/b/c, -133a, -143, i -
145 (Jung i sur., 2020). Aberantne miRNA izlu¢uju se u krv i probavni sustav te su lako
dostupne kao neinvazivni biomarkeri. Kao biomarkeri za kolorektalni karcinom koriste se miR-
21, -92a i -17-3p no za kvalitetniju dijagnozu potrebna je kombinacija viSe biomarkera

(Okugawa i sur., 2015).
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5. ZAKLJUCAK

Aberacije epigenetskih mehanizama i poremecaji rada enzima koji ih reguliraju zahvacaju
somatske stanice i uzrokuju razvoj malignih tumora. Procesi poput metilacije DNA,
modifikacije histona i aktivnosti ne kodiraju¢e RNA zasluzni su za transformaciju zdravih
stanica u tumorske. Zbog reverzibilnosti mutacija promatrane su kao moguée nove vrste
terapije. Razvijeni epigenetski lijekovi pokazuju odli¢ne rezultate u klini¢kim istrazivanjima te
su neki odobreni za lijeCenje karcinoma ili sluze za senzibilizaciju tumorske stanice na lije¢enje
radijacijom, citotoksi¢nom kemoterapijom ili imunoterapijom. Sama kombinacija lijekova za
lije¢enje solidnih tumora jos nije dovoljno istrazena te su potrebna daljnja istrazivanja. Unato¢
tome epigenetski lijekovi u kombinaciji s ve¢ dostupnim oblicima terapije imaju veliki

potencijal kao novi pristup u lije¢enju karcinoma.
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