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Uvod 
 

Tijekom zadnjih nekoliko desetljeća dolazi se do brojnih spoznaja kako kovalentne modifikacije 

histona, kao što su metilacije i acetilacije, mogu biti ključan čimbenik u poticanju tumorigeneze i 

napredovanju tumora. Acetilacija histona je dobro proučena postranslacijska modifikacija kontrolirana 

dvama antagonističkim enzimima histon acetilaze (engl. histone acetyltransferase, HAT) i histon 

deacetilaze (engl. histone deacetylase, DHAC) koji kataliziraju reverzibilne reakcije acetilacije i 

deacetilacije (Smith and Denu, 2009).  Acetilacija se odnosi na dodavanje acetilne skupine na lizinske 

ostatke histona, najčešće H3 i H4. Ovakva kovalentna modifikacija neutralizira pozitivan naboj histona čime 

se smanjuje interakcija histona i DNA te dolazi do formiranja eukromatina – opuštenija forma molekule 

DNA koja je transkripcijski aktivna (Parbin i sur. 2014). Skup svih acetiliranih mjesta na acetiliranim 

proteinima  u stanici označava se pojmom „acetilom“ (Parbin i sur. 2014).  

Osim histonskih proteina, acetilom je sačinjen od preko 60 transkripcijskih čimbenika koji imaju 

ključnu ulogu u popravku i replikaciji DNA, metabolizmu stanice, apoptozi, proliferaciji i mnogim drugim 

procesima ključnim za normalan razvoj stanice (Yang i Gregoire, 2007). U normalnim staničnim uvjetima, 

stupanj acetilacije proteina acetiloma je u homeostazi i kao takav predstavlja ključnu odrednicu koja vodi k 

normalnoj i reguliranoj ekspresiji gena. Prilikom tumorigeneze, s druge strane, status acetilacije je znatno 

poremećen nereguliranom aktivnošću histon deacetilaza (Parbin i sur. 2014). Uklanjanjem acetilnih skupina, 

HDAC uzorkuju pojačanu ekspresiju onkogena te djeluju kao represori tumor supresor gena. Uzevši to u 

obzir, shvaćamo kako one predstavljaju ključnu točku u procesu stvaranja i napredovanja tumora.  

Kao odgovor na to znanstvenici su razvili poseban mehanizam hiperacetiliranja histona i 

nehistonskih proteina preko inhibitora histon deacetilaza (engl. HDAC inhibitors, HDACi) koji dovode do 

ponovnog uspostavljanja homeostaze i normalne ekspresije gena (Li i Seto, 2016). Uzeći u obzir važnost 

predstavljenih činjenica, ovaj će se rad baviti razvitkom i progresijom tumorskih stanica kao odgovor na 

promjenu razine acetilacije histonskih i nehistonskih proteina te regulacijom i liječenjem istih korištenjem 

najnovijih spoznaja vezanih za inhibitore histon deacetilaza.
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1. Mehanizam djelovanja histon deacetilaza 

 

Acetilacijska homoestaza je pojam koji se odnosi na uravnoteženi stupanj acetilacije proteina 

postignut djelovanjem HAT i HDAC koji prevladava u normalnim stanicama (Saha i Pahan, 2006). Ova 

dva enzima djeluju na način kovalentnog vezanja, odnosno odstranjivanja, acetilnih skupina s proteina 

utječući tako na stupanj smatanja kromatina i aktivnost brojnih nehistonskih proteina (Li i Seto, 2016).  

Acetilacija histona temelji se na kovalentnom reverzibilnom vezanju acetilne skupine na ε-amino 

kraj lizinskih ostataka histona (Parbin i sur. 2014). Vezanjem acetilne skupine neutralizira se pozitivan naboj 

histona čime dolazi do smanjenja ionskih interakcija između histona i negativno nabijene DNA (Slika 1.). 

Kao odgovor na to dolazi do opuštenijeg smatanja DNA i formiranja eukromatina (Parbin i sur. 2014). 

Eukromatin svojom strukturom omogućava slobodno vezanje transkripcijskih čimbenika i neometanu 

transkripciju. Dodatna važnost acetilacije očituje se u činjenici da acetilirani histoni imaju veći afinitet za 

određene transkripcijske aktivatore što pomaže u regulaciji transkripcije i očuvanju strukture eukromatina 

(Shogren-Knaak i sur. 2006).  
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Slika 1. Struktura kromatina u ovisnosti o stupnju acetilacije. Gornji dio slike prikazuje acetilirane histone 

s eukromatinom koji je pogodan za vezanje transkripcijskih čimbenika i aktivatora transkripcije pri čemu 

dolazi do inicijacije same transkripcije. Donji dio slike prikazuje deacetilaciju histona uz pomoć HDAC 

koja uzrokuje gusto namatanje histona i sprječava transkripciju. Slike prikazane desno nakon strelica 

ukazuju na ionske interakcije histona i DNA prije (dolje) i nakon acetilacije (gore) (preuzeto i prilagođeno 

prema Parbin i sur. 2014). 

Proces suprotan opisanom je deacetilacija histona koja uklanjanjem acetilnih skupina uzrokuje 

gušće namatanje kromatina i inaktiviranje transkripcije onemogućujući vezanje transkripcijskih čimbenika 

(Slika 1.) (Parbin i sur. 2014). Histon deacetilaze su, s obzirom na svoju strukturu, način i mjesto djelovanja, 

podijeljene u četiri razreda (Haberland i sur. 2009). Razred I HDAC su Rpd3 slični enzimi jednostavne 

strukture i u njih se ubrajaju HDAC 1, 2, 3, i 8. Hda1 slični enzimi, odnosno razred II HDAC, sastoje se od 

HDAC 4, 5, 6, 7, 9 i 10, i njihova važnost proizlazi iz činjenice da mogu djelovati u jezgri i u citoplazmi 

deacetilirajući i nehistonske proteine (Haberland i sur. 2009). Sirtuini su proteini koji spadaju u razred III 

HDAC (Parbin i sur. 2014). To su NAD+ - ovisni enzimi važni za regulaciju staničnog starenja, 
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metabolizma, odgovora na stres i brojne druge procese (Li i Seto, 2016). Njihova specifičnost temelji se na 

neosjetljivosti na određene HDACi (Dokmanovic i sur. 2007). Nešto više o samoj ulozi i korištenju sirtuina 

u borbi protiv tumora bit će razjašnjeno u nastavku. Posljednji, razred IV HDAC je sastavljen od HDAC11 

koja je po svojoj DNA sekvenci vrlo slična proteinima iz razreda I i II (Li i Seto, 2016). Razredi I, II i IV 

su amidohidrolaze ovisne o cinku i osjetljive na spojeve koji vežu cink (Parbin i sur. 2014) (Slika 2.). One 

djeluju po istom principu radi međusobne sličnosti katalitičkog mjesta koje se sastoji od 4 do 6 ugljikovih 

lanaca vezanih u cilindričnu strukturu unutar koje je umetnut ion cinka, Zn2+ (Parbin i sur. 2014). Ovakva 

je struktura, zajedno s interakcijom histidina i aspartata u katalitičkom mjestu, ključna za kataliziranje 

deacetilacije (Lin i sur. 2006; Smith and Denu, 2009) (Slika 2.). Sirtuini, koji se nalaze u razredu III HDAC, 

imaju potpuno drugačiju strukturu katalitičkog mjesta koje se sastoji od 275 aminokiselina od kojih glavnu 

ulogu imaju aspart i glicin (Frye, 1999). Zanimljivo je da sirtuini imaju dvojaku ulogu, mogu djelovati kao 

tumor supresori ili aktivatori onkogena (Parbin i sur. 2014). Tumor supresorsko djelovanje povezano je s 

mogućnosti sirtuina da deacetiliraju, a potom i inhibiraju β-catenin, jedan od vodećih transkripcijskih 

čimbenika, smanjujući tako proliferaciju stanica (Parbin i sur. 2014). Sirtuinska onkogena uloga temelji se 

na deacetilaciji i inaktivaciji p53 (Luo i sur. 2001; Vaziri i sur. 2001) pri čemu dolazi do nekontrolirane 

proliferacije stanica. 

   

Slika 2.(A) Pojednostavljeni shematski prikaz katalitičke domene enzima histon deacetilaze (crveno) 

s cinkom u svojem središtu (crno). (B) Shematski prikaz katalitičkog mjesta unutar HDAC koji djeluje 

uz pomoć cinka i ionskih histidin-aspartat  interakcija (crne isprekidane linije) (preuzeto i prilagođeno 

prema Parbin i sur. 2014). 
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2. Poremećena ekspresija HDAC i uloga u tumorigenezi 

 

Poremećaji u ekspresiji i regulaciji HDAC povezuju se s brojnim neurodegenerativnim i tumorskim 

bolestima (Li i Seto, 2016). Ukoliko se promijeni status acetilacije proteina prema deacetilaciji, dolazi do 

abnormalnosti vezanih za proliferaciju, apoptozu, diferencijaciju i brojnih drugih procesa koji potiču 

nastajanje tumorskih stanica (Parbin i sur. 2014).  Zbog utjecaja na veliku količinu raznolikih molekula, 

djelovanje HDAC može se opisati vrlo raznolikim mehanizmima među kojima su ključni represija 

ekspresije tumor supresor gena i modifikacija molekula vezanih za onkogeni signalni put (Li i Seto, 2016). 

Važno je napomenuti kako stvaranje malignih stanica ne mora biti nužno povezano s ekspresijom HDAC, 

već uzrok može biti i njihovo abnormalno djelovanje (West i Johnstone, 2014). Takav se učinak očituje u 

povezivanju HDAC za represorske proteine čime se takvi kompleksi mogu vezati na određene gene i 

djelovati onkogeno (Li i Seto, 2016). Ovakvu raznoliku aktivnost HDAC znanstvenici su pokušali riješiti 

inhibitorima HDAC, no na tom putu su naišli na određene prepreke. Naime, u određenim slučajevima i 

inaktivacija HDAC dovodi do tumorigeneze (Li i Seto, 2016). Najbolji primjer za to su mutacije HDAC2  

u humanim epitelnim stanicama (Li i Seto, 2016). Zbog mutacije u HDAC2 dolazi do nestabilnosti 

mikrosatelita i gubitka ekspresije enzima čime stanice s takvim mutacijama postaju otporne na tretman 

HDACi (Ropero i sur. 2006).  

Histon deacetilaze su prisutne u različitim stadijima stvaranja malignih stanica i utječu na brojne 

stanične procese koje će ovaj rad u nastavku detaljnije obraditi. 
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2.1 Inicijacija tumora 

 

Uklanjanje acetilnih skupina s proteina ključno je za utišavanje tumor supresor gena uključenih u 

sprječavanju karcinogeneze (Parbin i sur. 2014). Kako bi normalne stanice postale maligne mora doći do 

promjena u već prije navedenim procesima kao što su proliferacija, smanjena diferencijacija, angiogeneza, 

apoptoza i dr. Stanice, da bi krenule u proces tumorigeneze, moraju se pojačano dijeliti, tj. proliferirati. 

Inicijacija proliferacije zasniva se na utišavanju p21 i p27, koji su inhibitori ciklin ovisnih kinaza (Parbin i 

sur. 2014).  

Nadalje, inicijacija tumora ovisi i o transformirajućem čimbeniku rasta beta (engl. transforming growth 

factor-β, TGF-β ) čija je uloga signaliziranje molekula uključenih u inhibiciju rasta (Parbin i sur. 2014).  U 

odnosu na normalne stanice, maligne stanice se očituju smanjenom koncentracijom receptora za TGF-β što 

je posljedica izrazito kondenziranog kromatina TGF-β promotora (Parbin i sur. 2014). Takva se 

kondenziranost javlja uslijed male količine acetiliranih mjesta H3 i H4 što najčešće rezultira 

nekontroliranim rastom stanica i pojavom raka pluća (Osada i sur. 2001). Razlog niske ekspresije TGF-β 

receptora znanstvenici su pronašli u putu koji povezuje  mitogen aktivirane protein kinaze i kinaze regulirane 

izvanstaničnim signalima (engl. mitogen-activated protein kinase/extracellular signal– regulated kinase 

pathway, MAPK/ERK) (Halder i sur. 2011). Takav put je aktiviran ili uz pomoć Ras proteina ili 

epidermalnog čimbenika rasta (engl. epidermal growth factor, EGF) koji su pod kontrolom histon 

deacetilaze (Halder i sur. 2011). Lijek za opisano stanje pronađen je u kemijskom spoju Triostatin A (engl. 

Trichostatin-A, TSA) koji potiče opušteniju formaciju kromatina i ekspresiju TGF-β receptora (Osada i sur. 

2001). 

 

2.2 Smanjena diferencijacija 

 

Pravilna regulacija i ekspresija proteina povezanih s diferencijacijom stanica važni su za sprječavanje 

abnormalnog razvoja stanica. Među njima je i Runx1-ETO, transkripcijski čimbenik nastao traslokacijom 8 

i 21 kromosoma (Parbin i sur. 2014). Njegova aktivnost se očituje u poremećenoj regulaciji ekspresije gena 

važnih za normalnu diferencijaciju i proliferaciju hematopoetskih stanica (Parbin i sur. 2014). Kao 

posljedica toga dolazi do formiranja malignih stanica i razvitka kronične mijeloične leukemije u čemu, kao 

posrednik, sudjeluju represorski kompleksi sačinjeni od HDAC (Parbin i sur. 2014). Ovakvi proteini nastali 

translokacijom, uzrok su nepravilnih interakcija HDAC i regulatornih regija gena koje dodatno stimuliraju 

tumorigenezu i pojavu akutnih zdravstvenih stanja (Parbin i sur. 2014).   
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2.3 Stanični ciklus 

 

Kao što je već prije spomenuto, HDAC predstavljaju važnu kariku u dijeljenju stanica samim time 

utječući na cjelokupni proces staničnog ciklusa. Učinak HDAC na stimuliranje stanične proliferacije može 

biti dokinut njihovom inhibicijom (Li i Seto, 2016). Utišavanje rada HDAC postiže se pojačanim 

izlučivanjem inhibitora ciklin ovisnih kinaza (engl. cyclin-dependent kinase, CDK) ili smanjenim 

izlučivanjem ciklina i CDK, što dovodi do zaustavljanja staničnog ciklusa u G1 fazi (Chun 2015).  Neki 

HDACi funkcioniraju na način da utječu na kontrolne točke sprječavajući prijelaz iz G1 u S fazu ciklusa (Li 

i Seto, 2016). U liječenju su vrlo korisni inhibitori HDAC1 čime se sprječava prijelaz stanice u M fazu, na 

taj način se smanjuje omjer stanica koje proliferiraju u odnosu na one u apoptozi (Senese i sur. 2007).  

Važno je napomenuti kako HDAC može djelovati na stanični ciklus i putevima neovisnim o 

transkripciji što je nabolje predstavljeno primjerom HDAC3 (Li i Seto, 2016). HDAC3 uklanja acetilne 

skupine s H3 što otvara mogućnost povećanoj fosforilaciji Ser10 i uzrokuje odvajanje heterokromatinskog 

proteina 1β (engl. heterokromatin protein 1β, HP1β)  s kromosoma ometajući normalno odvijanje mitoze 

(Li i sur. 2006). S druge strane, smanjenjem HDAC3 dolazi do acetilacije ciklina A i čini ga povoljnim za 

razgradnju (Li i Seto, 2016). Ovo je još jedan pokazatelj uključenosti HDAC u stanični ciklus jer je ciklin 

A ključna molekula potrebna za odvijanje S faze i prijelaz stanica iz G2 u M fazu staničnog ciklusa (Vidal-

Laliena i sur. 2013). Razmatrajući ovakvu ulogu HDAC vidimo kako je njihova prisutnost u ciklusu stanica 

koje se moraju brzo dijeliti od ključne važnosti te nije začuđujuće što predstavljaju glavninu interesa u 

razvoju tretmana protiv takvih procesa. 

 

2.4 Apoptoza 

 

Proteini uključeni u proces apoptoze, programirane stanične smrti, također podliježu učincima 

deacetilaza. Tumorske stanice, u pravilu, imaju modificirane apoptotske proteine takve da stanica izbjegava 

ući u apoptozu što je prepoznato kao dobra točka regulacije i sprječavanja tumorigeneze. Metoda liječenja  

zasniva se na korištenju HDACi koji induciranju apoptozu vanjskim i unutarnjim putevima te pojačavaju 

osjetljivost same stanice (Li i Seto, 2016). 

 Vanjski signalni putevi apoptoze temelje se na povećanju koncentracije receptora i liganda koji 

sudjeluju u signalizaciji stanične smrti (Zhang i Zhong, 2014).  Inhibicijom HDAC dolazi do smanjenog 

izlučivanja antiapoptotskih proteina i povećane koncentracije proapoptotskih proteina što dovodi do 

aktivacije unutarnjih puteva (Zhang i Zhong, 2014). Takvi anti- i proapoptotski proteini uključeni u 

unutarnji signalni put pripadaju velikoj skupini Bcl-2 proteina (Zhang i Zhong, 2014). Primjer korištenja 

Bcl-2 proteina u liječenju tumora pronađen je u stanicama raka pluća u kojima, prilikom inhibicije HDAC2, 
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dolazi do njihove supresije te aktivacije p53 i Bax proteina čime je rast tumorskih stanica stavljen pod 

kontrolu (Jung i sur. 2012).  

Brojni dokazi upućuju i na neospornu važnost HDAC5 u procesu apoptoze. Naime, HDAC5 nužna je 

za održavanje strukture heterokromatina koja sprječava ulazak malignih stanica u apoptozu (Parbin i sur. 

2014). Iz tog razloga, inhibicijom rada deacetilaze dolazi do narušavanja strukture heterokromatina i 

povećava se mogućnost oštećenja DNA, glavnog inicijatora stanične smrti (Peixoto i sur. 2012).  

 

2.5 Popravak lomova DNA 

 

Još u prošlim poglavljima je bilo govora o utjecaju HDAC na strukturu kromatina i regulaciji aktivnosti, 

kako histonskih tako i nehistonskih proteina. Po istom principu, regulirajući stupanj acetilacije, HDAC 

sudjeluju i u popravcima oštećene DNA (engl. in DNA-damage repair, DDR) preko specifičnih proteina (Li 

i Zhu, 2014). Postoji mnogo čimbenika koji uzrokuju DDR, a kada se jedan dogodi stanica pokušava što 

prije popraviti takav propust. Najčešće u popravcima sudjeluju HDAC1 i HDAC2 deacetilirajući histone 

H3K56 i H4K16 blizu oštećenog mjesta čime se potiče nehomologno spajanje puknutih krajeva (engl. 

nonhomologous end-joining, NHEJ) (Miller i sur. 2010). Po uzoru na već obrađene uloge HDAC, i ovdje je 

naglasak na nesmetan rast i prekomjerno dijeljenje tumorskih stanica. 

 Zbog poremećenih kontrolnih mehanizama, pri proliferaciji tumorskih stanica dolazi do stvaranja 

brojnih dvostrukih lomova (engl. double-strand break, DSB) koje HDAC popravljaju ne uzimajući u obzir 

smislenost sekvenci DNA nakon popravka (Li i Seto, 2016). HDAC uključene u popravke najčešće 

pripadaju razredu II, a njihovom inhibicijom bit će inhibirani i procesi popravka DSB stvarajući tako stanicu 

koja je osjetljivija na ionizirajuće zračenje i tvari koje induciraju apoptozu (Koprinarova i sur. 2011). Kako 

bi sačuvale cjelovitost, tumorske stanice su razvile način popravka krivo sparenih krajeva DNA preko MutS 

proteina, jednog od ključnih proteina uključenih u ovakav sustav popravka čiju aktivnost reguliraju HDAC 

razreda II (Li i Seto, 2016). Regulacija se najčešće odvija preko HDAC6 i HDAC10 koje na različite načine 

održavaju stabilnost DNA (Li i Seto, 2016). Naime, HDAC6 deacetilira MutS protein čime DNA postaje 

otpornija na lomove, a samim time je potrebna i manja akumulacija proteina uključenih u njezin popravak 

(Zhang i sur. 2014). S druge strane, HDAC10 deacetilacijom MutS proteina inducira pojačanu aktivnost 

proteina uključenih u popravak DNA (Radhakrishnan i sur. 2015).  

Sirtuini su, kao vrlo specifična skupina deacetilaza, također prisutni u procesu popravka DNA. Njihova 

uloga očituje se u signaliziranju oštećenja, samom popravku DNA i induciranju stanične smrti (Gorospe i 

de Cabo, 2008). Ključan sirtuin je SIRT1 koji deacetilira p53 omogućujući nesmetano odvijanje staničnog 

ciklusa malignih stanica i nakon loma DNA (Luo i sur. 2001; Vaziri i sur. 2001).  U odgovoru na oštećenja 

DNA, SIRT1 podliježe forforilaciji i ubikvinizaciji što znatno utječe na njegovu deacetilaznu aktivnost (Li 
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i Seto, 2016). Forforilacija je, kao postranslacijska modifikacija, ključna jer nakon nje dolazi do inaktivacije 

deacetilazne aktivnosti SIRT1 na p53, što dovodi aktiviranja apoptotičke aktivnosti samog p53 (Conrad i 

sur. 2015). Sukladno tome, u ubikvitinizaciji sudjeluje MutS protein MDM2 koji remeti aktivnost SIRT1 u 

procesu popravka DNA (Peng i sur. 2015). Regulirajući popravke nakon izrezivanja baza, SIRT6 također 

pridonosi stabilnosti DNA (Mostoslavsky i sur. 2006). Uzevši u obzir specifičnost sirtuina i njihovu 

uključenost u brojne stanične putove oni predstavljaju ključnu kariku u tretmanu protiv tumorigeneze. 

 

2.6 Metastaziranje 

 

Ključ prema normalnom razvijanju i dijeljenju stanica je njihova interakcija s vanstaničnim prostorom 

te sa stanicama koje ih okružuju. Tijekom turmorigeneze dolazi do poremećaja ovakvih interakcija što za 

posljedicu ima metastaziranje (Parbin i sur. 2014), odnosno nekontrolirano širenje malignih stanica dalje od 

mjesta nastanka tumora. Znanstvenici su pronašli brojna mjesta regulacije ovog procesa, uzimajući u obzir 

ključne molekule vezane za staničnu invaziju, koja će u nastavku biti razjašnjena.  

Prvo valja spomenuti cistatin, čija je uloga inhibitora peptidaza jedna od ključnih meta HDAC1 (Parbin 

i sur. 2014). Njihova deacetilazna aktivnost inhibira djelovanje citostatina, omogućujući nekontrolirano 

metastaziranje (Parbin i sur. 2014). Tretmani u borbi protiv ovakvih procesa temelje se na inhibiciji HDAC1 

što dovodi do pojačane sinteze citostatina i inhibicije  metastaze (Whetstine i sur. 2005).  

Sljedeća važna sastavnica, uključena u adheziju stanica, je E-kadherin (engl. epithelial cadherin, 

CDH1) čijom se inhibicijom inicira proces pretvorbe epitelnih u mezenhimske stanice (engl. epithelial-to-

mesenchymal transition, EMT)  (Parbin i sur. 2014). Inhibicija CDH1 odvija se indirektno djelovanjem 

HDAC na proteine uključene u utišavanje transkripcije (Parbin i sur. 2014), točnije njezinim vezanjem na 

CDH1 promtor i deacetiliranjem H3 i H4 histona (Li i Seto, 2016). Liječenje ovakvih abnormalnosti zasniva 

se na korištenju HDACi panobinostata koji potiče pojačano izlučivanje CDH1 i sprječava metastaziranje 

stanica, primjerice raka dojke (Li i Seto, 2016). 

Važnost mobilnosti same stanice povezana je s aktivnosti brojnih proteina kao što su tubulini. U 

normalnim stanicama prevladavaju hiperacetilirani mikrotubuli, što vrlo brzo može biti poremećeno 

preizraženom aktivnosti HDAC6 (Parbin i sur. 2014). Takav poremećaj u acetilacijskoj homeostazi dovodi 

do povećanja dinamičnosti mikrotubula i nekontroliranog širenja stanica (Matsuyama i sur. 2002). 

Za razjašnjavanje uloge sirtuina u procesu metastaziranja, važno je definirati vrstu tumorskih stanica 

(Li i Seto, 2016). Uzmemo li za primjer stanice raka prostate, sirtuini će inducirati prekomjerno širenje 

stanica raka u suradnji s ZEB1 proteinima, transkripcijskim supresorima,  utišavajući transkripciju CDH1 

(Byles i sur. 2012). Suprotno tome, djelovanje SIRT1 u stanicama raka dojke je pod negativnom kontrolom 
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onokgena miR-200a što znači da smanjenim djelovanjem miR-200a dolazi do povećane aktivnosti SIRT1 i 

supresije ETM (Eades i sur. 2011).  

 

2.7 Angiogeneza 

 

Isto kao i  normalne stanice, tumorske stanice također trebaju nutrijente i kisik za rast i razvoj. Zbog 

povećanog staničnog metabolizma i proliferacije, dopremanje istih mora biti povećano, što je omogućeno 

stvaranjem novih krvnih žila, tj.  procesom angiogeneze (Parbin i sur. 2014). Nove krvne žile stvaraju se 

kao odgovor na hipoksične uvjete u tumorskim stanicama i prevelike koncentracije CO2 (Parbin i sur. 2014), 

a takvo je stanje najčešće povezano s deacetilanim aktivnostima HDAC1, 2 i 3 (Kim i sur. 2001; Kim i sur. 

2007). 

Regulator signaliziranja hipoksičnih uvjeta je protein zvan inducibilni faktor hipoksije-1α (engl. 

hypoxia inducible factor-1α, HIF-1α) i kao takav, pri normalnim uvjetima, biva acetiliran i spreman za 

degradaciju (Parbin i sur. 2014). U trenutku hipoksije, HIF-1α je potrebno stabilizirati deacetilacijom uz 

pomoć HDAC1 i 3, pri čemu dolazi do povećane aktivnosti samog HIF-1α i pojačanog stvaranja endotelnog 

čimbenika rasta uključenog u angiogenezu (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF) (Kim i sur. 

2007). Za razliku od njih, HDAC5 i HDAC6 ne djeluju direktno na sami  HIF-1α, već njegovu stabilnost 

reguliraju deacetilacijom njegovih šaperona (Kong i sur. 2006; Chen i sur. 2015). Iz ovoga se, ponovno, 

može jasno vidjeti kako poremećaji u radu HDAC uvode snažni disbalans u normalnim stanicama 

pretvarajući ih tako u maligne, tumorske stanice. Naime, neregulirana povećana ekspresija HDAC dovodi 

do utišavanja, već dobro poznatog, p53 i utišava procese razgradnje HIF-1α, čime se povećava signalizacija 

hipoksičnih uvjeta i stimulacija VEGF, a posljedično dolazi i do povećane angiogeneze (Kim i sur. 2001; 

Yang i sur. 2006). 

Liječenje ovakvih promjena u biokemiji stanice zasniva se na korištenju HDACi koji mogu povratiti 

aktivnost p53, HIF-1α i VEGF na normalnu razinu, sprječavajući razvoj i uznapredovanje tumorskih stanica 

(Parbin i sur. 2014). 
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2.8 Autofagija 

 

Autofagija, na određene načine, pomaže u borbi protiv tumorskih stanica, ali i u njihovom razvijanju. 

Njezina se uloga najčešće povezuje s uklanjanjem oštećenih stanica i organela, utječući tako na supresiju 

čimbenika koji mogu potaknuti tumorigenezu (Li i Seto, 2016). S druge strane, autofagija je od iznimne 

važnosti u tumorskim stanicama jer sudjeluje u uklanjanju stvari korištenih u borbi protiv tumora, čime 

stanice postaju otporne na tretmane (Zhi i Zhong, 2015). 

Histon deacetilaze razreda II  vrlo su važne u regulaciji citoplazmatskih proteina povezanih s 

autofagijom (Koeneke i sur. 2015), to se može vidjeti na primjeru HDAC6 koja čini poveznicu između 

ubikvitin proteasom sustava (engl. ubiquitin proteasome system, UPS) i autofagije (Li i Seto, 2016). Ukoliko 

dođe do stvaranja kompleksa ubikvitina i proteasoma, HDAC6 deacetilira brojne proteine i akivira se 

autofagija (Pandey i sur. 2007).  

Osim deacetilaza razreda II, važnu ulogu u autofagiji predstavljaju i sirtuini. SIRT1 deacitiliraju brojne 

proteine koji će zatim aktivirati autofagiju potaknutu gladovanjem stanice (Li i Seto, 2016).  S druge strane, 

SIRT1 u embrijskim stanicama inducira autofagiju uzrokovanu oksidacijskim stresom (Li i Seto, 2016). Još 

je jedan sirtuin zaslužan za autofagiju i od iznimne je važnosti u zaštiti stanica od toksičnih učinaka stresa i 

poremećene homeostaze (Papa i Germain, 2014). Radi se o SIRT3, deacetilazi mitohondrija koja inducira 

autofagiju u odgovoru na oštećenja uzrokovana oksidativnim stresom (Tseng i sur. 2013; Webster i sur. 

2013). 
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3. Uloga HDAC u reguliranju nehistonskih proteina 

 

U ovom poglavlju bit će nešto više govora o nehistonskim proteinima koji su pod utjecajem histon 

deacetilaza i kao takvi sudjeluju u staničnim procesima vezanima za stanični ciklus, transkripciju i brojne 

druge. Reverzibilno uklanjanje acetilnih skupina u ovisnosti o određenim staničnim uvjetima ključno je za 

regulaciju nehistonskih proteina uključenih u transkripciju i održavanje homeostaze. Ključni proteini pod 

ovakvom regulacijom su transkripcijski čimbenici, a način same deacetilacije lizinskih ostataka opisan je 

ranije u radu.  Ovo poglavlje temeljit će se na aktivnosti proteina ključnih za procese povezane 

tumorigenezom. 

Jedan od takvih je i p53, tumor supresor koji se aktivira acetilacijom kako bi zaštitio stanicu od 

nekontrolirane proliferacije u stanju staničnog stresa (Luo i sur. 2004).  On funkcionira po principu 

povećanja afiniteta vezanja za  oštećenu DNA, posljedično i vezanja ostalih transkripcijskih čimbenika 

ubrzavajući proces popravka (Prives i Manley, 2001; Luo i sur. 2004). Kako bi prevladala tumorigeneza 

nad staničnom kontrolom, potrebno je utišati aktivnost p53 deacetilacijskom aktivnosti HADC čime dolazi 

do slabljenja afiniteta za DNA (Luo i sur. 2000; Juan i sur. 2000). Po sličnom principu utvrđeno je djelovanje 

HDAC2 u raku dojki gdje se deacetiliranjem p53 sprječava i njegova sposobnost aktivacije proteina p21, 

uključenog u antiproliferacijski proces (Parbin i sur. 2014). 

Sljedeći u nizu važnih transkripcijskih čimbenika je i GATA1 koji u acetiliranom stanju posreduje u 

diferencijaciji hematopoetskih stanica (Lamonica i sur. 2006). Poremeti li se acetilacijska homeostaza, 

HDAC5 vrši prekomjernu deacetilaciju GATA1 proteina (Watamoto i sur. 2003) što dovodi do smanjene 

diferencijacije stanica te nakupljanja i proliferacije takvih nediferenciranih hematopoetskih stanica od koji 

nastaju hematološki tumori (Parbin i sur. 2014). 

Osim transkripcijskih čimbenika, za napredovanje razvoja malignih stanica od iznimne su važnosti i 

proteini uključeni u metabolizam stanice koji su također supstrat za brojne deacetilaze (Parbin i sur. 2014). 
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4. HDAC inhibitori u borbi protiv tumora 

 

Sagledavši sve obrađene uloge histon deacetilaza vidimo kako je njihova regulacija od iznimne 

važnosti jer i najmanjim poremećajem homeostaze može doći do pogubnih posljedica. Vodeće molekule 

koje sudjeluju u takvoj regulaciji nazivaju se inhibitorima histon deacetilaza. Ključ njihove uloge 

temelji se na odupiranju poremećajima acetilacijskog statusa proteina koji se javlja u malignim 

stanicama na način da pospješuju transkripciju tumor supresor gena uvodeći stanicu u proces apoptoze 

i pojačane diferencijacije (Li i Seto, 2016). Iako je njihova uloga već prije spominjana, ovo poglavlje 

će se detaljnije dotaknuti njihove klasifikacije i primjene. 

Najprije je potrebno razjasniti mehanizam kojim djeluju. Osnovni princip povezan je s vezanjem 

inhibitora za cink koji se nalazi na katalitičkom mjestu HDAC (Parbin i sur. 2014), inhibirajući tako 

njihovu enzimatsku funkciju (Finnin i sur. 1999). Nakon toga potrebno je inducirati acetilaciju proteina 

kako bi se potaknuo staničan odgovor koji može vratiti acetilacijsku homeostazu u normalu (Parbin i 

sur. 2014). To je omogućeno interakcijom HDACi i HAT, pri čemu dolazi do acetilacije deacetiliranih 

lizinskih ostataka histona i vraćanja transkripcije u ravnotežu (Vaissiere i sur. 2008).   

Svi inhibitori koji se trenutno koriste kao tretmani ili su u procesu istraživanja mogu se  podijeliti u 

tri grupe: neselektivni HDACi, selektivni HDACi i multifarmakološki HDACi (Li i Seto, 2016).  
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4.1 Neselektivni HDAC inhibitori 

 

Upotreba neselektivnih inhibitora otvorila je brojna vrata u vidu liječenja tumorskih bolesti jer su 

na tim inhibitorima provedena najiscrpnija istraživanja (Li i Seto, 2016). Prvi prirodni HDACi bio je 

Trihostatin A (engl. Trichostatin-A, TSA) koji je pokazivao inhibitorna svojstva prema HDAC razredu I, 

no zbog svojih citotoksičnih svojstava izbačen je iz upotrebe (Vanhaecke i sur. 2004). Kao odgovor na to 

znanstvenici su počeli koristiti varinostat, prvi odobren inhibitor histon deacetilaza korišten u liječenju T-

staničnog limfoma (Li i Seto, 2016). Brojnim testiranjima utvrđeno je kako varinostat inducira programiranu 

staničnu smrt, utišava staničnu proliferaciju i metastaziranje (Li i Seto, 2016) te čini maligne stanice 

podložnijima liječenju kemoterapijom (Shi i sur. 2014). 

 

4.2 Selektivni HDAC inhibitori 

 

Selektivni inhibitori, kao što su romidepsin, etinostat i panobinostat (Li i Seto, 2016), djeluju na 

specifično određene HDAC što ih čini izrazito učinkovitima u liječenju raznih bolesti (Su i sur. 2008). Mogu 

se podijeliti ovisno o supstratima na koje djeluju, pa tako definiramo selektivne HDACi razreda I i selektivne 

HDACi razreda II.  

HDACi razreda I inhibiraju HDAC1 i HDAC2 u stanicama neuroblastoma izazivajući diferencijaciju i 

apoptozu stanica (Frumm i sur. 2013). Ciljanjem više različitih HDAC može se postignuti veći spektar 

posljedica za tumorske stanice. Tako inhibicijom HDAC3 dolazi do prekida replikacije DNA (Wells i sur. 

2013), a inhibicijom HDAC8 se povećava stanična selektivnost (Li i Seto, 2016). 

Inhibitori HDAC razreda II puno su veća nepoznanica znanstvenicima zbog još nerazjašnjenih 

mehanizama djelovanja (Li i Seto, 2016). Najproučavanija aktivnost ovih inhibitora vezana je uz HDAC6 

pri čemu su se razvili inhibitori tubacin i tubastatin A, no nedovoljno specifični rezultati ovakvih istraživanja 

onemogućavaju njihovu daljnju uporabu u borbi protiv tumora (Li i Seto, 2016). 

 

4.3 Multifarmakološki HDAC inhibitori 

 

Još jedna metoda koja ima vrlo visok potencijal je multifarmakološko inhibiranje HDAC. Metoda se 

temelji na korištenju inhibitora koji će simultano djelovati i na HDAC i na brojne druge stanične molekule 

kao što su proteinski receptori (Li i Seto, 2016), topoizomeraze (Guerrant i sur. 2013), metiltransferaze 

(Shukla i sur. 2015) i brojne druge. Neki od primjera ovakvih lijekova su CUDC-101 čija su meta tumori 

dojke, jetre i pluća te romidepsin koji ciljano djeluje na T-stanični limfom (Li i Seto, 2016). 
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5. Učinkovitost HDAC inhibitora 

 

Kada je riječ o učinkovitosti ovakvih terapija u borbi protiv tumora postoji niz različitih ishoda i 

tvrdnji, no za sada predstavljaju vrlo dobro rješenje u liječenju hematoloških tumora (Li i Seto, 2016). 

Znanstvenici još nisu uspjeli pronaći obrazloženje činjenice da HDACi nisu toliko učinkovite u 

suzbijanju solidnih tumora (Li i Seto, 2016). Jedni predlažu da je to posljedica kratkog vremena 

djelovanja inhibitora na maligne stanice, pri čemu se oni ne mogu dovoljno dobro raspodjeliti u solidnim 

tumorima (Li i Seto, 2016). Drugi pak tvrde kako je to zbog neosjetljivosti solidnih tumora na takve 

inhibitore (Li i Seto, 2016). 

Samo uvođenje HDACi u proces liječenja vrlo je složeni proces koji na svome putu od sinteze do 

korištenja nailazi na brojne prepreke. Prvi problem predstavljen je toksičnim učinkom inhibitora koji se 

očituje u ranim fazama liječenja (Li i Seto, 2016). Nadalje, inhibicijom HDAC ne utječe se samo na 

tumor supresore, već i na mnoštvo drugih proteina što može imati opasne posljedice na pacijenta (Guha 

2015). Kako bi se spriječile sve negativne posljedice i poboljšalo liječenje tumorskih bolesti, brojni 

znanstvenici rade na razvijanju novih HDACi s boljim ishodima liječenja, stavljajući naglasak na veću 

specifičnost i manju toksičnost (Li i Seto, 2016). 
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6. Metode izučavanja aktivnosti HDAC 

 

Porastom zanimanja za enzime histon deacetilaza, postalo je neophodno razviti nove metode 

istraživanja njihove aktivnosti (Parbin i sur. 2014). Zastarjele metode se nastoje izbaciti iz uporabe zbog 

svoje kompliciranosti i korištenja radioaktivno obilježenih histona, najčešće uzimanih iz pilećih retikulocita 

(Kolle i sur. 1998). Osim zbog korištenja radioaktivnih tvari, ovakve metode su teško izvedive jer se koriste 

stanični proteini živih organizama koji mogu imati nepredvidive aberacije, npr. anemija, utječući tako na 

ishod cijelog istraživanja (Parbin i sur. 2014). Uz to, u pitanje se dovodi i moralnost ovakvih postupaka 

zbog žrtvovanja živih organizama u svrhu istraživanja (Parbin i sur. 2014). 

Alternativna metoda pronađena je u korištenju zamjene za histone, odnosno ([3H])-acetiliranih 

aminosekvenci oligopeptida histon peptidne sekvence (Taunton i sur. 1996). Njihova se deacetilazna 

aktivnost temelji na brojanju otpuštene [3H]-metilne kiseline koja ima svojstva scintilatora (Parbin i sur. 

2014). Iako ova metoda ne koristi radioaktivne tvari, vrlo je dugotrajna i za njezino odvijanje potrebno je 

imati vrlo napredne laboratorijske uređaje što onemogućava široku primjenu (Parbin i sur. 2014).  

Sljedeća metoda razvijena u svrhu praćenja aktivnosti HDAC je homogena analiza histon deacetilaza 

(engl. histone deacetylase assay-homogenous, HDASH) (Parbin i sur. 2014)  koja funkcionira po principu 

utišavanja fluoroscentnih signala deacetiliranih supstrata naftalen dikarboksialdehidom (engl. naphthalene 

dicarboxaldehyde, NDA), ostavljajući tako mogućnost praćenja acetiliranih fluoroscentnih supstrata 

(Heltweg i Jung, 2003). Ovakva metoda jedna je od najkorištenijih za nadziranje aktivnosti HDAC razreda 

I i II, no nedostatak je pronađen u tome što nije pogodna za izučavanje sirtuina zbog njihove neosjetljivosti 

na NDA (Parbin i sur. 2014). 
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Zaključak 

 

Istraživanje reverzibilno kovalentno modificiranih histonskih i nehistonski proteina, u zadnjih je 

nekoliko godina dosegnulo svoj vrhunac. Zanimanje brojnih znanstvenika za ovo područje proizašlo je iz 

mogućnosti liječenja jednih od najakutnijih procesa za zdravlje čovjeka - tumorigeneze. Tumorske se bolesti 

javljaju kao odgovor na brojne inicijacijske procese koji su pod kontrolom mutiranih ili pojačano 

eksprimiranih histon deacetilaza.  Razjašnjenje i definiranje principa djelovanja katalitičkog mjesta ovih 

enzima dovelo je do zaključka da se deacetiliranjem histona direktno utječe na strukturu kromatina čineći 

ga gušće pakiranim i nedostupnim za transkripcijske čimbenike. S druge strane deacetiliranjem nehistonskih 

proteina utječe se na njihovu aktivnost te posljedično, ponovno, abnormalnu transkripciju gena. Ovako 

važna funkcija koja ima utjecaj kako na cijelu stanicu, tako i na cijeli organizam, nije mogla proći bez da se 

ne pronađe način njezine regulacije u slučaju aberacija. Iz tog se razloga znanstvenici trude razviti što bolji 

način inhibicije deacetilaza u slučaju njihove prekomjerne aktivnosti. Razvojem kemijskih spojeva kao što 

su trihostatin A, romidepsin, etinostat, panobinostat i brojnih drugih inhibitora, uspjeli su djelovati na 

katalitičko mjesto enzima, stoga su takve tvari prozvane inhibitori histon deacetilaza. One su jedna od 

vodećih nada prema rješavanju po život opasnih problema povezanih s tumorima. Iako ima još jako puno 

nepoznanica u istraživanjima na ovu temu, neiscrpan rad brojnih znanstvenika daje obećavajuće rezultate 

koji svakim danom daju sve više doprinosa u razvitku boljeg života brojnih ljudi. 
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