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1. UvOD

Epigenetika (gré¢. eni- povrh, pokraj; ‘iznad genetike’) je grana genetike koja objasnjava
mehanizme koji vode promjeni ekspresije gena, a nisu rezultat promjena u slijedu nukleotida
deoksiribonukleinske kiseline (DNA) (Kora¢ i sur. 2018; Pavlica 2022). Deoksiribonukleotid je
graden od: Secera deoksiriboze, fosfatne skupine i dusi¢ne baze. U molekuli DNA ¢etiri su
dusicne baze, dvije su purinske: adenin i gvanin, a dvije pirimidinske: timin i citozin (Kora¢ i sur.
2018; Pavlica 2022). lako epigenetske modifikacije mogu dugoro¢no utjecati na ekspresiju gena,
karakterizira ih to da su reverzibilne. Ovi procesi klju¢ni su za diferencijaciju stanica i regulaciju
strukture kromatina te aktivnosti gena od samog pocetka embrionalnog razvoja. lako epigenetske
promjene mogu imati trajan utjecaj na fenotip jedinke, one nisu uvijek trajne te se tada ne prenose
na sljedece generacije. Epigenetika i srodni genetski mehanizmi kljucni su za evoluciju i
odrzavanje specifi¢nih obrazaca ekspresije gena. Epigenetika se bavi promjenama povezanim s
DNA i histonima koje ne uklju¢uju mutacije, ve¢ mijenjaju strukturu kromatina, kompleksa DNA
I proteina, ¢ineéi gene vise ili manje dostupnima za proces transkripcije ¢ija je uloga prepisivanje
upute sa DNA tj. sinteza mRNA (Pavlica 2022). Regulacija transkripcije gena strogo je
kontroliran proces u kojem je DNA povezana s brojnim faktorima transkripcije i histonskim
proteinima te tvori strukturu kromatina, pri ¢emu svaka komponenta ima ulogu u regulaciji
ekspresije gena. Epigenetski profil stanice odreden je statusom metilacije DNA, kovalentnim
modifikacijama histona, strukturom kromatina i nekodirajuéom RNA te medusobnom
povezano$c¢u svih ovih modifikacija. Uloga ovih modifikacija, bilo promotivna ili inhibicijska, u
ekspresiji gena ovisi o vrsti I mjestu same modifikacije. Cilj ovog pregleda je procijeniti
epigenetske promjene u normalnim i karcinogenim stanicama, istraziti njihove uzro¢ne
¢imbenike te razmotriti mogucnosti epigenetske terapije i tretmana.



2. EPIGENETIKA TUMORA

Nedavna istrazivanja ukazuju na znacajnu ulogu epigenetskih modifikacija u nastanku raka
1 drugih bolesti, pri ¢emu su epigenetski mehanizmi Siroko ukljuceni u razvoj i tijek mnogih
patoloskih stanja (Fardi i sur. 2018). Promjene u ekspresiji gena imaju kljuénu ulogu u ucestalosti
bolesti poput tumora, neurolo$kih poremecaja, misi¢ne distrofije i lupusa (Fardi i sur. 2018).
Epigenetske znacajke mijenjaju se tijekom indukcije 1 progresije tumora, Sto moze dovesti do
poremecaja u stanicnoj diobi, apoptozi, odgovoru na vanjske podrazaje i promjena u ekspresiji
gena, §to sve moze biti rezultat nepravilnosti u sekvenciji DNA tj. genima. Promijenjeni obrasci
ekspresije i poremecéena funkcija gena klju¢ne su znacajke tumorskih bolesti. Tumorigeneza je
proces preobrazbe normalne stanice u tumorsku (Pavlica 2022) .Epigenetika i genetika suraduju u
svim fazama razvoja tumora, $to potvrduje meduodnos izmedu stecenih epigenetskih nepravilnosti
i naslijedenih genetskih promjena. Epigenetika i epigenetske modifikacije sve viSe se prepoznaju
kao vazni faktori u razvoju tumora jer kontroliraju brojne bioloske procese neophodne za zivot
eukariotskih stanica, pri ¢emu i najmanja pogreska moze rezultirati tumorigenezom. Posebno
znacajnu ulogu imaju epigenetski procesi koji rezultiraju suzbijanjem ekspresije kljucnih
regulatornih gena. Ovi procesi Se nasljeduju mitotskim diobama i podlijezu sli¢nim selektivnim
pritiscima kao 1 genetske promjene u nastanku tumora. Iako postoje sli¢nosti izmedu epigenetskog
i genetskog gubitka funkcije gena u razvoju tumora, vazno je napomenuti da epigenetske promjene
mogu djelovati kao sloZzene mreze, gdje jedna promjena u sekvenciji DNA moze izazvati brojne
druge epigenetske promjene (Baylin i Jones 2007). Nepravilnosti u epigenetskim procesima
rezultiraju slozenijim poremecajem signalnih putova nego Sto je to sluc¢aj kod mutacija gena u
tumorigenezi. Epigenetske promjene mogu, kao i genske mutacije, poremetiti visestruke kljucne
putove povecavajucéi rizik od nastanka tumora i utje¢uci na njegovu evoluciju od najranijih faza
razvoja, iako se tumori najée$¢e smatraju genetskim bolestima. Abnormalnosti u ekspresiji gena i
odgovoru na unutarnje i vanjske signale glavni su faktori nastanka i razvoja tumora, uzrokovani
genetskim, metabolickim te okoliSnim ¢imbenicima. Unato¢ brojnim istrazivanjima na podrucju
epigenetike, uloga epigenetskih procesa poput metilacije DNA, deacetilacije i acetilacije histona u
suzbijanju ekspresije gena joS uvijek nije u potpunosti razjasnjena (Baradan i sur. 2013).
Epigenetika obuhvaca Siroko podrucje u genetici tumora, a daljnja istrazivanja mogla bi pomoc¢i u
otkrivanju specifi¢nih epigenetskih mehanizama i njihove medusobne povezanosti.

Ucinak epigenetskih modifikacija na ekspresiju gena ovisi o specificnoj vrsti modifikacije.
Na primjer, metilacija DNA uglavnom ima represivnu ulogu, jer sprjecava povezivanje ¢imbenika
vezanja s njihovim ciljnim regijama na DNA, dok istovremeno omogucuje vezivanje specificnih
represorskih kompleksa. S druge strane, modifikacije histona utje¢u na zbijanje kromatina i
regrutiranje razlicitih efektorskih proteina, Sto mozZe rezultirati kako potiskuju¢im, tako 1
aktiviraju¢im funkcijama (Florian i Zjablovskaja 2019).



3. EPIGENETSKI MEHANIZMI

Glavni epigenetski mehanizmi koji mijenjaju ekspresiju gena uklju¢uju metilaciju DNA,
modifikacije histona i nekodirajuée RNA molekule. Ovi mehanizmi imaju klju¢nu ulogu u
regulaciji gena tijekom stani¢ne diferencijacije i rasta. Epigenetski mehanizmi mogu dovesti do
utiSavanja gena, Sto je neophodno za zivot eukariotskih stanica i vazno za procese poput
diferencijacije 1 utiskivanja X kromosoma kod zenki sisavaca. lako uloga epigenetskih
modifikacija jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjena, istrazivanja sugeriraju da imaju mnogo vecu
ulogu u pravilnom funkcioniranju stanica nego $to se ranije smatralo (Baradan i sur. 2013).

Epigenetske modifikacije ukljucuju suradnju razli¢itih procesa, kao $to su metilacija DNA,

promjene histona poput acetilacije, i kovalentne modifikacije kromatina. U¢inak ovih modifikacija
na ekspresiju gena ovisi o njihovoj prirodi. Na primjer, metilacija DNA obi¢no ima represivnu
funkciju jer inhibira vezanje transkripcijskih faktora za DNA, dok modifikacije histona mogu imati
i aktivirajucu i potiskujucu ulogu. Poremecaji u epigenetskim procesima mogu uzrokovati nastanak
tumora kroz razliCite aberacije u gotovo svim koracima uklju¢enim u pakiranje kromatina.
Promjene u ekspresiji gena, uzrokovane epigenetskim dogadajima, mogu dovesti do
nekontroliranog stani¢nog rasta, Sto rezultira razvojem 1 progresijom tumora. lako se ranije
smatralo da su genetske promjene glavni pokretaci malignih faza, promjene u stanju kromatina,
metilaciji i ekspresiji gena sugeriraju da epigenetske promjene takoder igraju klju¢nu ulogu (Baylin
i Jones 2007).
Utjecaj epigenetskih promjena trebao bi se uzimati u obzir pri proucavanju raka, jer one mogu
doprinijeti aktivaciji onkogena, utiSavanju tumorskih supresora 1 deregulaciji klju¢nih signalnih
putova. Ova saznanja otvaraju put za daljnje istrazivanje epigenetskih mehanizama u terapiji
tumora.

Epigenetske aberacije igraju klju¢nu ulogu u nastanku i razvoju tumora, s potencijalom da
doprinesu svim klasi¢nim obiljeZjima raka. Novija istrazivanja pokazuju da je utiSavanje gena dio
opseznih epigenetskih promjena u tumorskim stanicama, koje utjecu na putove bitne za rast, razvoj
1 diferencijaciju mati¢nih stanica. ViSe epigenetskih procesa, ukljuuju¢i metilaciju DNA,
modifikacije histona i preoblikovanje nukleosoma, medusobno je povezano, a promjene u tim
procesima mogu rezultirati trajnim utiSavanjem gena klju¢nih za tumorigenezu (Baylin i Jones
2007).

3.1. Modifikacije kromatina

Globalne promjene u stanju, sadrzaju i pakiranju kromatina prisutne su u tumorskim
stanicama, $to utjeCe na klju¢ne putove za obnovu stanica i kontrolu njihovog rasta. Kromatinske
aberacije usko su povezane s raznim bolestima, ukljuc¢ujuc¢i karcinome. Sekvenciranjem genoma
tumorskih stanica otkriveno je da oko 50 % ljudskih karcinoma sadrzi mutacije u genima koji



kodiraju proteine kromatina (Bernstein i sur. 2017). Tumorske stanice pokazuju promjene u
metilaciji DNA, strukturi kromatina i aktivnostima regulatornih elemenata. Enzimi za
remodeliranje kromatina ¢esto su neaktivni u mnogim vrstama raka, $to rezultira globalnom
restrikcijom kromatina. Endogeni i egzogeni podrazaji mogu reorganizirati strukturu kromatina u
predmalignoj stanici, poticuéi inicijaciju tumora i ubrzavajuc¢i njegovu evoluciju. Aberantna
ekspresija ili potiskivanje gena omogucuje stanici da zadobije obiljezja raka, Sto moze objasniti
razli¢ite onkogene podrazaje povezane s aberacijama kromatina. Epigenetski defekti mogu
pridonijeti mnogim aspektima biologije raka, omoguc¢ujuéi razvoj karakteristi¢nih obiljezja raka,
poput proliferativnih signala, smanjenja stani¢ne smrti, inaktivacije supresora rasta i metastaziranja
(Slika 1). Ta obiljezja definirana su kao klju¢ni pokreta¢i tumorigeneze (Altucci i sur. 2018).
Deregulacije u epigenomu mogu potencijalno dovesti do razvoja tumora bez genetskog doprinosa,
dovodeci u pitanje trenutne teorije i Saznanja o tumorigenezi. Istrazuje se moze li tumorigeneza biti
proces temeljen iskljuéivo na epigenetskim promjenama, pri cemu su predispozicije za tumor pod
utjecajem medusobno povezanih genetskih, epigenetskih i okoliSnih ¢imbenika. Aberacije
epigenoma mogu biti rezultat genskih mutacija modifikatora i remodelatora kromatina ili
negenetskih promjena, poput utjecaja starenja, prehrane, metabolic¢kih stanja i interakcija s
tumorskim mikrookruzenjem. Funkcionalni ishod epigenetskih promjena na molekularnoj razini
kljuc¢an je za razumijevanje odnosa epigenetike i tumora. Vazno je istraziti kako epigenetske
modifikacije mijenjaju strukturu kromatina, utjeCu na vezanje transkripcijskih faktora i kako su
povezane s drugim epigenetskim promjenama, kao $to su modifikacije histona. Precizna kontrola
ekspresije gena klju¢na je za normalan razvoj stanice, dok promjene u regulaciji transkripcije mogu
dovesti do maligne transformacije i onkogene progresije. Mutacije u epigenetskim modifikatorima
mogu rezultirati globalnim promjenama u epigenetskim i transkripcijskim putovima, $to moze
dovesti do razvoja predmalignih i malignih stanja (Florian i Zjablovskaja 2019).
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Slika 1. Obiljezja raka (Preuzeto i prilagodeno iz Altucci i sur., 2018.)



3.1.2. Metilacija DNA

Metilacija DNA najces¢i je epigenetski mehanizam utiSavanja ekspresije gena i inhibiranja
transkripcije u eukariotskim stanicama. Ona ima vaznu ulogu u brojnim stani¢nim procesima,
poput inaktivacije X kromosoma, regulacije embrionalnog razvoja i transkripcije te utiSavanja gena
tijekom svih faza razvoja kada je potrebno smanjiti ekspresiju odredenih gena. Ovaj proces
ukljucuje prijenos metilne skupine na peti ugljik citozina pomoc¢u enzima DNA-metiltransferaze
Sto rezultira stvaranjem 5-metilcitozina (Slika 2). To se dogada, naj¢esce na citozinima koje slijedi
gvanin u DNA, sekvencama poznatim kao CpG mijesta ili otoci. Metilacija CpG otoka povezana je
s utiSavanjem gena, a metilacija promotorskih regija u tim otocima igra klju¢nu ulogu u nastanku
1 razvoju tumora, jer moze inaktivirati brojne gene u tumorskim stanicama. Istrazivanja su pokazala
da je sadrzaj 5-metilcitozina u genomima tumorskih stanica opéenito smanjen. Mehanizam kojim
metilacija utiSava ekspresiju gena temelji se na tome da specifi¢ni transkripcijski ¢imbenici ili
druge regulatorne komponente ne mogu pristupiti promotoru, ¢ime se smanjuje ekspresija gena,
dok hipometilacija u tim regijama moze potaknuti njihovu ekspresiju.

Poremecaji metilacije DNA povezani su s razli¢itim bolestima, ukljucujucéi i tumore, i éesto
predstavljaju prve promjene koje pokrecu proces tumorigeneze, pri ¢emu su obrasci metilacije
specifi¢ni kod tumora. Hipometilacija je ¢esta pojava u tumorskim stanicama, §to moze rezultirati
i globalnom hipometilacijom DNA, uz istovremenu hipermetilaciju na specificnim mjestima.
Ovakva nepravilna hipometilacija uzrokuje ekspresiju odredenih gena poput onkogena,
protoonkogena koji mutacijom postaju dio puta tumorigeneze (Kora¢ i sur. 2018). Hipermetilacija
moze dovesti do inhibicije tumor supresorskih gena (TSG), gena koji odrzavaju stani¢nu diobu na
normalnoj razini (Pavlica 2022). Primjerice, mnoge vrste tumora povezane su s abnormalnom
metilacijom gena TSG, poput p53 i p16, koji su klju¢ni za regulaciju normalnog stani¢nog rasta i
diferencijacije te inhibiraju njihovu ekspresiju. Takav abnormalni fenotip CpG otoka moze
suprimirati gene za suzbijanje tumora, kao i gene za popravak DNA. Promjene u obrascu metilacije
DNA, osobito u CpG otocima, prve su 1 najvaznije epigenetske aberacije identificirane u
tumorskim stanicama. Hipometilacija je Cesto povezana s raznim vrstama tumora, ukljucujuci rak
zeluca, bubrega, debelog crijeva, gusterace, jetre i plu¢a. Opcenito, metilacija DNA ima klju¢nu
ulogu u odrzavanju stabilnosti genoma, pa njezin izostanak moze povecati genetsku nestabilnost i
uzrokovati mutacije u DNA slijedu. Promjene u uzorku metilacije DNA, koje su povezane s dobi,
takoder mogu biti povezane s nastankom tumora u odredenim dijelovima tijela. Postoji snaZzna
povezanost izmedu okoliSnih ¢imbenika i razvoja tumora u kontekstu metilacije DNA. U
tumorskim stanicama, niska razina metilacije Cesto je posljedica gubitka metilacije u ponavljaju¢im
sekvencama i demetilacije, koja je faktor selektivne aktivacije gena tijekom procesa diferencijacije.
Posebice je vazna demetilacija introna, nekodirajuce sekvence eukariotskog gena (Pavlica 2022).
Stupanj hipometilacije moze se povecavati tijekom razvoja tumora, a progresivne lezije mogu
doprinijeti metastaziranju stanica raka. Transkripcija regija s promijenjenim uzorkom metilacije
koja rezultira hipometilacijom moze uzrokovati ostec¢enje genoma (Baradan i sur. 2013). Vaznost



metilacije DNA u razvoju tumora je ocita, a daljnja istraZzivanja usmjerena su na razumijevanje
mehanizama putem kojih druge modifikacije kromatina doprinose tumorigenezi.
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Metiltransferaza

E

Slika 2. Metilacija citozina (Preuzeto i prilagodeno iz Fardi i sur., 2018)

3.1.3. Modifikacije histona

Kovalentne modifikacije histona predstavljaju jedne od najvaznijih epigenetskih promjena
koje kontroliraju aktivnost gena dovode¢i do njihove aktivacije ili utiSavanja (Pavlica 2022).
Histoni, visoko alkalni proteini koji su povezani s DNA i ¢ine strukture poznate kao nukleosomi,
podlijeZzu raznim modifikacijama. Ove modifikacije uklju€uju metilaciju lizina 1 arginina,
citrulinaciju arginina, acetilaciju lizina te fosforilaciju serina, treonina i tirozina. Histoni takoder
mogu biti fosforilirani, ubikvitinirani, metilirani i acetilirani, pri ¢emu vecina ovih modifikacija
regulira transkripciju DNA kroz aktiviranje ili inhibiciju gena (Slika 3) (Fardi i sur. 2018). Ove
histonske promjene ukljucuju posttranslacijske modifikacije u histonskim proteinima nukleosoma,
§to utjeCe na organizaciju nukleosoma i pakiranje DNA u sloZenije strukture. Rep N-kraja histona,
koji sudjeluje u interakciji izmedu susjednih nukleosoma, moze biti podvrgnut raznim
modifikacijama koje igraju klju¢nu ulogu u regulaciji kromatinske strukture (Baradan i sur. 2013).
Uz histonske proteine, nehistonski proteini takoder mogu utjecati na konfiguraciju kromatina kroz
interakciju s histonima i DNA. Primjerice, kompleksi ovisni 0 ATP-u mogu uredivati strukturu
kromatina pomicanjem i premjeStanjem nukleosoma. Druga vazna skupina proteinskih kompleksa
ukljucuje proteine iz skupina HP1, Polycomb i Trithorax, koji se vezu za specifi¢no modificirane
histone ili DNA, te kataliziraju promjene poput metilacije DNA ili drugih histonskih modifikacija
(Baradan i sur. 2013). Razli¢iti putovi mogu povezivati modifikacije histona s razvojem tumora, a
u nekim sluc¢ajevima ta povezanost moze biti i izravna. Razumijevanje metilacije histona evoluiralo
je sa saznanjem da se te modifikacije trebaju promatrati kao dinamicke i1 podloZne vanjskim
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utjecajima, a ne kao stati¢ne. Otkriveno je da promjene u metilaciji histona nisu trajne, §to je
otvorilo nove moguénosti za istrazivanje specificnih modifikacija histona i njihovog utjecaja na
normalan razvoj tkiva i tumorigenezu (Bunschoten i sur. 2019). Povezanost izmedu modifikacija
histona 1 tumora postala je jasnija nakon $to su otkrivene korelacije izmedu tumora i metilacije
DNA. Poremecaji u metilaciji CpG otoka mogu dovesti do raznih histonskih modifikacija, Sto moze
rezultirati razli¢itim vrstama raka. No, promjene u histonima mogu biti i izravno povezane s
napredovanjem raka, neovisno o metilaciji CpG otoka (Baradan i sur. 2013).
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Slika 3. Metilacije histona (Preuzeto i prilagodeno iz Fardi i sur., 2018)



3.2. MikroRNA (miRNA)

Male nekodirajuce molekule RNA duzine oko 18-24 nukleotida, miRNA, igraju klju¢nu
ulogu u regulaciji gena inhibiranjem translacije MRNA, biosinteze proteina (Pavlica 2022). Ove
molekule reguliraju mnoge stani¢ne funkcije, ukljucujuéi reprodukeiju, diferencijaciju stanica 1
apoptozu. miRNA takoder ima vaznu ulogu u kontroli metilacije DNA i modifikacije histona,
buduci da epigenetski mehanizmi poput metilacije promotora gena i acetilacije histona mogu biti
pod utjecajem ekspresije mMiRNA. Takoder, ekspresija velikog broja gena za miRNA povezana je
sa CpG otocima te moze biti regulirana metilacijom, pri ¢emu je hipermetilacija CpG otoka
povezana s utiSavanjem ekspresije miRNA (Fardi i sur. 2018). Poremecaji u strukturi i funkciji
miRNA mogu uzrokovati bolesti jer ove molekule igraju klju¢nu ulogu u regulaciji stani¢nih
funkcija. Promjene u epigenetskim procesima mogu dovesti do povecanja ekspresije miRNA u
tumorskim stanicama, §to rezultira poremecajem ravnoteze U genskoj regulaciji zbog slozene
medusobne ovisnosti izmedu miRNA i epigenetskih procesa (Slika 4). Nenormalna ekspresija
miRNA 1 gubitak njihove odgovarajuée funkcije Cesto su povezani s nastankom, razvojem i
napredovanjem tumora, $to dovodi do stani¢ne proliferacije 1 oSte¢enja mehanizama apoptoze
(Fardi i sur. 2018).

DNA metilacija

Ekspresija gena

MiRNA Modifikacije histona

Slika 4. Shematski prikaz medusobne ovisnosti epigenetskih mehanizama (Preuzeto i prilagodeno
iz Fardiisur., 2018)



4. AKUTNA MIJELOICNA LEUKEMIJA (AML)

Poznato je da nekoliko podtipova leukemije nastaje zbog kromosomskih translokacija,
poput kroni¢ne mijeloicne leukemije kod koje u kromosomima leukocita dolazi do recipro¢ne
translokacije i uzrok joj je genetska promjena. Akutna mijeloi¢na leukemija (AML) je agresivna
hematoloska bolest koja se uglavnom odlikuje poremecajem normalnog procesa hematopoeze i
blokadom mijeloi¢ne diferencijacije, Sto dovodi do nekontrolirane proliferacije dominantnih
klonova leukemijskih mati¢nih stanica (LSC) i nakupljanja nezrelih mijeloidnih progenitorskih
stanica (blasta) u kostanoj srzi bolesnika. Statisti¢ki, AML je relativno rijedak oblik raka, ¢ineéi
oko 1,1 % svih novih slucajeva. Ova bolest uglavnom pogada starije osobe, a dugoro¢no
prezivljavanje kod starijih bolesnika s AML-om vrlo je nisko (Florian i Zjablovskaja 2019).

Normalni proces hematopoeze ukljucuje diferencijaciju i samoobnavljanje hematopoetskih

mati¢nih stanica. Praéenje razvoja i napredovanja krvnih stanica kljucan je model za proucavanje
promjena u epigenetskom krajoliku i njihovog utjecaja na odluke o sudbini stanica. Nastanak
AML-a pripisuje se mutacijama u kljuénim stani¢nim regulatorima, poput epigenetskih 1
transkripcijskih ¢imbenika te signalnih gena. AML se razvija iz somatski steCenih mutacija koje
daju prednost stanicnom rastu nositelja, a prisutnost specificnih genskih mutacija jedan je od
glavnih parametara za identifikaciju bolesnika s AML-om i definiranje protokola lije¢enja (Florian
i Zjablovskaja 2019).
Agresivnost AML-a i uspjeh lijeCenja ovise o tipu stanica u kojima je leukemija prvotno nastala.
Starije hematopoetske stanice Cesto su epigenetski i/ili genetski promijenjene te imaju potpuno
drugacije stani¢ne uvjete za razvoj AML-a u usporedbi s mladim stanicama. Promjene u
epigenetskom krajoliku i strukturi jezgre starijih hematopoetskih stanica, posebno hematopoetskih
mati¢nih stanica, mogu pridonijeti razlikama izmedu mladih i starijih leukemijskih mati¢nih
stanica (LIC-ova). Ove promjene mogu uzrokovati razli¢ito ponasanje starijih AML stanica u
usporedbi s mladim stanicama, unato€ prisutnosti istih genetskih promjena.

Pojava AML-a opcenito je pracena mutacijama koje dovode do povecane aktivacije
signalnih putova i stani¢ne proliferacije. Istrazivanja su pokazala da u nastanku i napredovanju
AML-a sudjeluju tri skupine mutacija. Mutacije tipa 1 rezultiraju pove¢anom stopom proliferacije
1 otpornosc¢u na apoptozu, dok mutacije tipa 2 blokiraju diferencijaciju. Trec¢a skupina mutacija
ukljucuje aberantnu epigenetsku regulaciju. Istrazivanja su potvrdila klju¢nu ulogu epigenetskih
modifikacija u hematoloskim malignostima, pokazavsi da je vise od polovice de novo AML
slu¢ajeva povezano s mutacijama gena koji kodiraju epigenetske regulatore (Bunschoten i sur.
2019).

Razvoj AML-a cesto slijedi pojavu mijelodisplasticnog sindroma (MDS), hematoloskog
poremecaja poznatog kao stanje koje prethodi AML-u. Mijelodisplasti¢ni sindrom karakteriziran
je abnormalnom kostanom srzi i morfologijom krvnih stanica te neuc¢inkovitom hematopoezom s
prisutno$c¢u blasta u krvi ili koStanoj srzi ispod 20 %. Kada je postotak blasta veci od toga, smatra
se da je bolest evoluirala u potpuno razvijenu akutnu mijeloi¢nu leukemiju. U MDS-u su najceSce



mutirane dvije kategorije gena: faktori spajanja i epigenetski regulatori. Mnogi geni koji su
ponavljano mutirani u AML-u takoder su mutirani u MDS-u, a mutacije epigenetskih modifikatora
prisutne su u velikom postotku bolesnika s AML-om, predstavljaju¢i vazan dio dogadaja koji
iniciraju ovu bolest (Florian i Zjablovskaja 2019).

4.1. Epigenetske modifikacije u AML-u

Epigenetske modifikacije povezane s akutnom mijeloi¢cnom leukemijom (AML) ukljucuju
metilaciju i hidroksimetilaciju DNA, acetilaciju histona i metilaciju lizina na histonima. Zanimljivo
je da su odredene mutacije koje su prisutne u leukemijskim stanicama takoder pronadene u
"normalnim" i funkcionalnim hematopoetskim mati¢nim stanicama, $to ukazuje na postojanje
stanica s pre-leukemijskim mutacijama koje kasnije evoluiraju u leukemiju postupnim stjecanjem
dodatnih mutacija. Broj mutacija u uzorcima AML-a i normalnim hematopoetskim mati¢nim
stanicama povezan je s dobi pacijenata te je zakljuéeno da vecina mutacija prisutnih u AML
stanicama ne pridonosi leukemogenezi. Umjesto toga, razli¢ite epigenetske promjene i promjene u
ekspresiji epigenetskih regulatora prisutne su u pozadini starijih hematopoetskih mati¢nih stanica.
Takoder je zabiljeZeno da stariji pacijenti akumuliraju viSe mutacija u epigenetskim regulatorima
u usporedbi s mladim pacijentima. Razvoj AML-a i uspjeh njenog lije¢enja ovise o kombinaciji
nekoliko ¢imbenika, kao $to su istodobna prisutnost mutacija, redoslijed njihovog pojavljivanja i
unutarstani¢ni kontekst mati¢ne stanice (Slika 5) (Florian i Zjablovskaja 2019).

Prisutnost nukleosoma i mogucénost fizickog pristupa mjestima modifikacije histona
identificirani su kao klju¢ni faktori koji utjecu na samu modifikaciju histona i kompleksnu mrezu
komunikacije koja kontrolira ekspresiju gena i odrzavanje stani¢nog identiteta. Brojni enzimi koji
rade zajedno, zahtijevajuci prisutnost drugih enzima za postizanje Zeljenog ucinka, kontroliraju
aktivaciju transkripcije dodavanjem post-translacijskih oznaka koje promicu aktivaciju gena i
uklanjanjem oznaka koje uzrokuju represiju. Metilacija lizina, kao dio sloZenih mreZza, jo§ uvijek
nije u potpunosti razjasnjena, ali je poznato da je kod AML-a enzim arginin metiltransferaza
PRMT4/5 ¢esto prekomjerno eksprimiran i doprinosi blokadi mijeloi¢ne diferencijacije.
Acetilacija histonskih kompleksa takoder je povezana s dodavanjem tri metilne skupine na lizin 9
u histonu H3 (H3K9me3). Smanjena ekspresija proteina TIP60, koji ima ulogu supresora tumora
kroz prepoznavanje H3K9me3 i aktivaciju ATM kinaza, vaZzna je u inicijaciji apoptoze oStecenih
stanica u AML-u (Bunschoten i sur. 2019).

Mnogi dokazi ukazuju na to da je epigenetska disregulacija uobic¢ajena patoloska znacajka
u ljudskim stanicama raka. Globalne promjene epigenetskog krajolika prevladavaju u malignim
stanicama razli¢itih tumora, poput raka prostate, plu¢a, bubrega i hemopoeze. U blastima pacijenata
s AML-om uocene su hipometilacija DNA i hipoacetilacija histona. Mutacije u enzimima koji
igraju ulogu u metilaciji DNA, poput DNA metiltransferaze 3-A, mogu dovesti do hematoloskih
malignih bolesti poput MDS-a i AML-a (Fardi i sur. 2018).

10



Lijecenje razvijeno za ciljanje
»mladog*“ AML-a

Dogadaj iniciranja
leukemije

®.

r/- ! <

Mlade stanice

" Vodeca mutacija
] Egzogeni stresor LiieCenie nije
Stare stanice s Potporni mikrookoli§ ! Jenly

izmijenjenim Naslijedena predispozicija ucinkovito zbog
Ostalo drugacdijeg

> unutarstani¢nog B
konteksta ’

unutarstani¢nim
kontekstom

* Akumulacija mutacija
Epigenetske promjene
Gubitak stani¢ne i epitelne polarizacije
Promjene u strukturi kromatina
Ostalo

Slika 5. Shematski prikaz utjecaja starosti stanica na leukemijsku transformaciju (Preuzeto i
prilagodeno iz Florian i Zjablovskaja, 2019)

4.2. H3K9me3

Trimetilacija lizina 9 na histonu H3 (H3K9me3) posttranslacijska je modifikacija uklju¢ena
u regulaciju Sirokog spektra bioloskih procesa, uklju¢ujuci stvaranje heterokromatina,
kondenziranih regija kromatina koje najée$¢e nisu transkripcijski aktivne (Pavlica 2022).
Smanjenje globalne razine H3K9me3 dokazano je povezano s ishodom AML-a, a istrazivanja su
pokazala da je smanjena razina H3K9me3 u starijim mi$jim i ljudskim hematopoetskim mati¢nim
stanicama povezana sa smanjenjem ekspresije SUV39H1, jednog od glavnih enzima ukljucenih u
stvaranje heterokromatina (Florian i Zjablovskaja 2019). H3K9me3 ima vaznu ulogu ne samo u
zlocudnim stanjima, ve¢ 1 u normalnom stanicnom razvoju. Ova modifikacija histona sudjeluje u
regulaciji apoptoze, autofagije, popravka DNA, samoobnavljanja, transkripcije, latencije virusa,
utiskivanja genoma te starenja stanice. Kao represor gena, H3K9me3 odrzava stani¢ni identitet i
genomsku stabilnost uspostavljanjem velikih domena heterokromatina, ¢ime se sprjecava
nezeljena rekombinacija i uvodenje mutacija (Bunschoten i sur. 2019).
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Unato¢ mnogim istrazivanjima, uloge H3K9me3 unutar stanica jo$ uvijek nisu potpuno
razjaSnjene, no €ini se da su visestruke i slozene, ukljucujuci Sirok raspon stani¢nih procesa koji
sudjeluju u o¢uvanju genomske stabilnosti. H3K9me3, kada se veze s proteinom HP1, utjece na
daljnje epigenetske modifikacije, odrzavaju¢i heterokromatin. HP1 moze uzrokovati daljnje
talozenje H3K9me3 regrutiranjem enzima metiltransferaze SUV39H1, §to vodi Sirenju H3K9me3
kroz DNA i omogucuje uspostavu vec¢ih domena heterokromatina. Pomna regulacija H3K9me3 i
heterokromatina je klju¢na jer je HP1 takoder odgovoran za olakSavanje pristupa genima unutar
heterokromatina, omogucujuéi prilagodbu stanice na promijenjene ili nove uvjete. H3K9me3 je
visoko reguliran tijekom normalne diferencijacije i samoobnavljanja hematopoetskih mati¢nih
stanica. Povezan je s napredovanjem metastaza i somatskim mutacijama koje ostaju
nepromijenjene u metastazama, a globalne promjene u statusu metilacije H3K9 pridonose
selektivnoj prednosti tumora, poveéanoj sposobnosti prezivljavanja i otpornosti na lijecenje
metastaza (Bunschoten i sur. 2019). U AML blastima uo¢eno je smanjenje H3K9me3 u sredi$njim
promotorskim regijama, §to rezultira promjenama u regrutiranju faktora transkripcije i modifikaciji
strukture kromatina. Ove promjene metilacije H3K9 povezane su s inaktivacijom tumorskih
supresorskih gena, dereguliranom proliferacijom i blokadom diferencijacije. Nakon uspjesnog
lije¢enja, H3K9me?2 se uklanja iz tumorskih supresora (Bunschoten i sur. 2019).

U AML-u, nestabilnost kromosoma i mutageneza mogu biti potaknuti velikim dijelovima
H3K9me2, $to mijenja transkripciju i utiava tumor-supresorske gene. Glavni regulatorni aparat
koji upravlja razinama H3K9me3 sastoji se od metiltransferaza i demetilaza. Ove enzime dodatno
reguliraju "¢itaci", "pisaci" 1 "brisaci" histonskih oznaka, koji uspostavljaju i odrzavaju proces
transkripcije. Male promjene u ovim enzimima mogu znacajno utjecati na nastanak bolesti.
Istrazivanja se trenutno fokusiraju na razvoj inhibitora malih molekula ciljajuéi histon
metiltransferaze ili demetilaze koje su povezane s onkogenom regulacijom H3K9me3 u AML-u.
Histonske oznake poput H3K9me3 imaju dinamic¢ku kontrolu 1 jedinstven povratni sustav koji
omogucuje prepoznavanje, promjenu i odrzavanje epigenetskih modifikacija. Funkcije "pisaca" i
"brisaca" histonskih modifikacija nisu iskljucive, Sto znaci da oni imaju sposobnost dinamickog
mijenjanja epigenetskog krajolika. Enzimi kao $to je obitel] KDM4 isticu se kao vazni regulatori
onkogene transkripcije u AML-u. Iako H3K9me3 nije jedini oblik metilacije histona koji utje¢e na
epigenomski i genomski krajolik AML-a, njegova razina u promotorima gena korelira s ishodom
bolesti u oko 70 % slucajeva (Bunschoten i sur. 2019).

Za precizniji odabir terapije i bolje razumijevanje regulatornih putova H3K9me3, potrebno
je dodatno istraZiti ovu dinamicku oznaku. Promjene u globalnom epigenomu putem metilacije
histona mogu dovesti do preciznije klasifikacije bolesti kod pacijenata s AML-om. Trenutno se
razvijaju nove terapije koje ciljaju specificne H3K9me3 metiltransferaze ili demetilaze, no
selektivnost tih terapija predstavlja izazov koji tek treba rijesiti. S obzirom na to da petogodiSnja
stopa prezivljavanja pacijenata s AML-om iznosi manje od 40 %, stalni napori u identificiranju
novih mehanizama razvoja AML-a te mutacija koje pokreéu bolest i sudjeluju u njenom
napredovanju od klju¢ne su vaznosti.
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5. EPIGENETIKA | TERAPIJA

Istrazivanja i rasprave o vaznosti epigenetskih promjena u bolestima, posebno u nastanku i
progresiji tumora, isti¢u potencijal za koristenje tih novih saznanja kao strategije u terapiji malignih
bolesti. Epigenetski mehanizmi kontroliraju aktivaciju signalnih putova i gena, $to ih Cini
kljucnima u pronalasku i odredivanju najboljih pristupa pracenju bolesti i njenom lijecenju.
Epigenetske modifikacije ne samo da mogu inicirati pojavu bolesti, ve¢ takoder igraju ulogu u
predvidanju klinickih ishoda i procjeni rizika od bolesti. One su potencijalni izvori za dijagnozu i
pracenje bolesti. Nova saznanja u epigenetici unapreduju razumijevanje nacina na koji ove
promjene sudjeluju u ranim stadijima tumorigeneze, uklju¢ujuc¢i i ulogu mati¢nih stanica.
Tumorske stanice pokazuju globalne promjene u konstituciji kromatina, pri cemu cijeli epigenom
i vazne stani¢ne funkcije podlijezu epigenetskoj deregulaciji. Reverzibilnost epigenetskih
promjena omogucuje njihovo vraé¢anje u prethodno normalno stanje, $to epigenetske promjene ¢ini
vaznim metama u klini¢koj prevenciji i lijeCenju tumora i slicnih zlocudnih bolesti. Na primjer,
metilacija DNA, posebno u CpG otocima, moze se koristiti kao marker za rano otkrivanje tumora,
pracenje napredovanja bolesti i predvidanje odgovora na lijecenje. Ovaj pristup omogucuje rano
otkrivanje tumora kroz detekciju metilirane DNA u plazmi i serumu Kkrvi. Daljnja istrazivanja
molekularne regulacije kromatina u normalnim i abnormalnim uvjetima mogu otvoriti put za
koriStenje terapija koje ciljaju mati¢ne stanice raka ili miRNA. Rastucée razumijevanje epigenetskih
mehanizama moze dovesti do razvoja strategija za prepravljanje epigenetskih abnormalnosti i
postizanje kontrole nad tumorima. Epigenetska terapija, iako obecavajuci pristup za lijeCenje
razli¢itih malignih bolesti, jo$ uvijek se suocava s izazovima. To ukljucuje prepoznavanje gena
koji pokrecu bolest, a koji su stimulirani, kao 1 razvoj preciznih epilijekova koji ciljaju specifi¢ne
epigenetske enzime. Razvoj znanja o epigenetskim biomarkerima, primjena i razvoj epilijekova
nove generacije te modeli koji predvidaju pojavu i razvoj bolesti, znacajno unapreduju
razumijevanje i koriStenje epigenetike u prognozi, dijagnozi i lijeCenju tumora. Integracija saznanja
o genomu i epigenomu moze dovesti do naprednijih dijagnostickih i prognostickih alata, kao i do
individualiziranih tretmana prilagodenih svakom pacijentu. Za to je potrebno uskladivanje
postojecih 1 novih informacija koje pomaZzu u identifikaciji epigenetskih promjena odgovornih za
nastanak bolesti ili njezin napredak.

U istraZivanju epigenetskih promjena, posebno u tretmanima za akutnu mijeloi¢nu
leukemiju, paznja se posvecuje epigenetskoj oznaci H3K9me3. Ova oznaka ima potencijal kao
terapijska meta u AML-u. Bolje razumijevanje regulatornih puteva koji upravljaju ovom
epigenetskom oznakom, kao i slozenih mreza drugih mehanizama modifikacija, klju¢no je za
precizno ciljanje kljuénih molekularnih mehanizama povezanih s AML-om. Nove terapijske
metode sve viSe se fokusiraju na razvoj snaznijih i selektivnijih inhibitora koji ciljaju poznate
enzime H3K9 metiltransferaze i demetilaze, kljuéne u nastanku i napretku akutne mijeloi¢ne
leukemije. Razumijevanje putova kojima ti enzimi postaju deregulirani u AML-u i pronalazenje
nadina za njihovo ciljanje kljuéni su za unapredenje lijeCenja ove bolesti. Sirok raspon enzima
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ukljucen je u uspostavu, prepoznavanje i uklanjanje epigenetske oznake H3K9me3, a s obzirom na
reverzibilnu prirodu ove trimetilacije, ona predstavlja atraktivan terapijski cilj.

lako su metilacije histona reverzibilne, specifi¢cni obrasci metilacije DNA uzrokovani
deregulacijom metiltransferaza i demetilaza povezani su s fenotipom AML-a. Razvoj specifi¢nih
inhibitora koji mogu ciljati ove enzime moze otvoriti nove moguénosti za lijeCenje. Istrazuje se da
li specifi¢an potpis koji ostavlja modifikacija histona moze biti uc¢inkovit pri predvidanju ishoda
bolesti, $to bi moglo biti klju¢no za uspostavu ciljanog lije¢enja (Fardi i sur. 2018). Osim toga,
post-translacijski regulatorni proteini sve se vise prepoznaju kao potencijalne terapijske mete zbog
njihove uloge u regulaciji epigenetskih promjena. Trenutno su istrazivanja usmjerena na
kombinaciju sintetske, organske i peptidomimetricke kemije kako bi se stvorio Sirok spektar
inhibitora sposobnih za ciljanje enzima koji reguliraju epigenetske modifikacije, s ciljem
poboljsanja trenutne prognosticke dijagnoze AML-a putem ukljucivanja epigenetskih ¢imbenika i
genetickih markera.

14



6. ZAKLJUCAK

Iako su tumori prvenstveno geneticke bolesti, utjecaj epigenetike i epigenetskih promjena
na njihov nastanak i razvoj je neosporiv. Igrajuci kljuénu ulogu u inicijaciji i regulaciji mnogih
stani¢nih procesa, epigenetski mehanizmi su se pokazali kao nezamjenjivi i klju¢ni za normalno
funkcioniranje stanica. Razumijevanje ovih slozenih mehanizama omogucuje razvoj novih
terapijskih strategija koje ciljaju specifiéne epigenetske markere i enzime, poput H3K9
metiltransferaza i demetilaza, kako bi se postigla u¢inkovitija terapija U lijeCenju. Mogucnost
inhibicije takvih enzima povezanih s razvitkom tumora doprinijela bi razvoju ucinkovitijih i
individualiziranih terapijskih strategija u buducénosti, Sto je od velike vaznosti s obzirom na
zabrinjavajucu statistiku vezanu uz prezivljavanje bolesnika s AML-om. Unato¢ izazovima u
razvoju epigenetske terapije, ona predstavlja obecavajuéi smjer za poboljSanje ishoda lijecenja
AML-a i drugih malignih bolesti, naglaSavaju¢i potrebu za kontinuiranim istrazivanjem i
inovacijama u ovom podru¢ju. Daljnja istrazivanja usmjerena na razumijevanje epigenetike i
epigenetskih mehanizama pruzaju temelje za nove terapijske strategije te novi pristup u onkologiji.
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