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SAZETAK
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Uloga gena p73 u tumorigenezi nije u potpunosti razjasnjena. KoriStenjem promotora P1 nastaju
izoforme sa cjelovitim transaktivacijskim podru¢jem (TAp73), odnosno koristenjem promotora P2
izoforme bez te regije (ANp73). Najces¢a promjena u tumorima je povecana ekspresija izoforme
ANp73, koja djeluje kao transdominantni inhibitor TAp73 1 p53. Metiliranost DNA je oblik
reverzibilne epigeneti¢ke regulacije, kojim se nakon replikacije dodaju metilne skupine na citozinske
ostatke DNA, mijenjajuci aktivnost stani¢nih gena. Hipermetiliranost otoka CpG u promotorskim
regijama pojedinih gena inhibira transkripciju utiSavajuci gene. Koriste¢i inducibilni sustav fet-on
ispitali smo utjecaj pojacane ekspresije TAp73a i ANp73a na globalnu metiliranost DNA, no nismo
pronasli statisti¢ki znacajnu promjenu metiliranosti uzoraka s aktiviranim izoformama p73 u odnosu
na njihove kontrole. Rezultate smo usporedili s rezultatima genske ekspresije nakon aktivacije
ANp73a 1 TAp73a iz literature. Za gene koji pokazuju pojaanu ekspresiju nasli smo, premda
statisticki ne znacajno, smanjenje metiliranosti promotorskih CpG otoka, $to potvrduje ¢injenicu da
metiliranje moze utjecati na regulaciju aktivnosti gena.
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SUMMARY
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THE ROLE OF p73 ISOFORMS ON DNA METHYLATION IN CANCER CELLS
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The role of p73 in tumorigenesis is not fully understood. Using P1 promoter transactivating
(TAp73) isoforms are generated and P2 promoter the isoforms without this region (ANp73). The
most common change in tumors is increased expression of ANp73, which acts as transdominant
inhibitor of TAp73 and p53. DNA methylation is a form of epigenetic regulation, which adds
methyl groups to cytosine residues, regulating gene activity. Hypermethylation of CpG islands in
promoter regions inhibits transcription of genes silencing its expression. Using inducible tet-on
system, we examined the impact of increased expression of TAp73a and ANp73a on global DNA
methylation. However statistically significant change was not found upon induced expression of
p73 isoforms. The results were compared with gene expression data obtained after induction of
TAp73a or ANp73a from literature. For genes with increased expression we found, although not
statistically significant, reduction of methylated CpG sites in promoter regions, which confirms
the fact that methylation could affect the regulation of gene activity.
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1. UVOD

Tumor supresorski gen 7P53 ima klju¢nu ulogu u tumorigenezi. Otkrivena su dva srodnika
gena TP53 — TP63 1 TP73. Sva tri gena reguliraju stani¢ni ciklus i apoptozu uzrokovanu
oSte¢enjem DNA. Iako su vrlo sli¢ni, strukturalno i funkcionalno, medu njima postoje i
iznenadujuce razlike. Gen TP73 rijetko je mutiran ali ¢esto pojacano eksprimiran u tumorima
covjeka. Medutim, isti gen kodira za transaktiviraju¢e proteine (TAp73) kao i izoforme proteina
bez transaktivirajuce regije (nazvane ANp73) s potencijalnim onkogenim djelovanjem. TAp73 u
tumorima je cesto inhibiran dominantno-negativhom izoformom ANp73, kao i mutiranim
oblikom proteina p53.

Metilacija DNA je dinamican, reverzibilan nacin epigeneticke regulacije kojim se nakon
replikacije dodaju metilne skupine na citozinske ostatke u DNA (naj¢esc¢e u slijed CpG) te se tako
moze mijenjati funkcionalnost brojnih gena u stanici. Promjene obrazaca metilacije DNA
uobicajene su u stanicama raka. Metiliranu DNA prepoznaju transkripcijski proteini koji tada ne
vr$e svoju ulogu. Tako hipermetilacija otoka CpG unutar promotorske regije pojedinih gena
inhibira transkripciju, doprinose¢i utiSavanju klju¢nih tumor supresorskih gena, npr. P/6INK4a,
PRb, E-kadherin i BRCA-1. Istovremeno s hipermetilacijom otoka CpG u stanicama raka dolazi
do globalne hipometilacije genoma.

Za divlji tip pS3 poznato je da sprecava globalnu metilaciju, posebice tumor supresorskih
gena. Medutim, joS nije razjaSnjeno kako p73 utjeCe na metiliranje DNA. Odredivanje mjesta
metiliranja DNA moglo bi biti obe¢avajuée za rano otkrivanje i lijeCenje tumora. Naime,
integrirani pristup otkrivanja epigenomskih promjena i njihov odnos s ekspresijskim profilom i
funkcijom gena neophodan je za ishod lijecenja.

Cilj naSeg istrazivanja bio je spoznati kako izoforme gena 7P73- TAp73a 1 ANp73a utjeCu
na obrazac metilacije DNA, te povezati dobivene rezultate s objavljenim rezultatima ekspresijske
mikroc€ip analize dobivene nakon aktivacije TP73.

Ocekujemo da ¢e naSe istrazivanje dovesti do novih spoznaja o utjecaju pojaCane
ekspresije  TAp73, odnosno ANp73 na ukupnu metiliranost genoma, te ¢e doprinijeti
rasvjetljavanju funkcija i medusobnih odnosa izoformi proteina p73. Ocekujemo da ¢emo steci
globalni pogled na epigeneticke promjene nastale pod utjecajem pojacane ekspresije izoformi p73

koje mogu mijenjati ponasanje stanice.
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Za istazivanje smo koristili inducibilnu stani¢nu liniju SaOS-2 tet-ON TAp73a, odnosno
Sa0S-2 tet-ON ANp73a (stanice osteosarkoma Covjeka stabilno transfecirane genom za TAp73a,
odnosno ANp73a pod kontrolom tetraciklinskog promotora).

Stanice smo inducirali dodatkom antibiotika doksiciklina (tetraciklin), §to je dovelo do
pojacane ekspresije odredene izoforme gena p73. Iz induciranih stanica izdvojili smo DNA i
proteine. Razinu ekspresije proteina provjerili smo Western blot analizom.

Izdvojenu genomsku DNA analizirali smo upotrebom metode Illumina 450 DNA
BeadArray, koja odreduje metilacijski status 480 000 otoka CpG. Dobivene rezultate usporedili
smo medusobno, te sa rezultatima genske ekspresije dobivene tehnikom mikro¢ipova (Kartasheva

1 sur. 2003; Koeppel i sur. 2011).
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2. LITERATURNI PREGLED

Istrazivanje promjene genske strukture odnosno funkcije gena predstavlja temelj za bolje
razumijevanje nastanka i razvoja zlocudnih bolesti. U stani¢noj obrani od zloudne preobrazbe
jednu od najvaznijih uloga imaju tumor supresorski geni. Njihov gubitak ili inaktivacija rezultira
zlo¢udnom preobrazbom stanice. Medutim, novijim istrazivanjima spoznalo se da podjela na
onkogene i tumor supresorske gene nije usko specificna kako se do sada smatralo — naime, isti
gen moze djelovati kao onkogen ili tumor supresorski gen, ovisno o stani¢nome tipu. Jedan od
najvise istrazivanih tumor supresorskih gena je gen 7P53, koji snazno zaustavlja stanicni ciklus te
potic¢e apoptozu. Otkriveni su i njegovi srodnici, geni 7P63 i TP73, koji s njime dijele strukturnu
i funkcionalnu sli¢nost, ali i neke znacajne razlike. Gen 7P73 ima nekoliko izoformi koje
pokazuju razli¢itu transkripcijsku aktivnost.

Osim promjene strukture gena uzrokovane mutacijama, aktivnosti gena reguliraju se i
epigenetickim promjenama, koje ne zadiru u promjenu slijeda DNA. Epigenetika je znanost o
funkciji genoma, a ima vaznu ulogu u raznolikosti bioloskih procesa, kao §to su embrionalni
razvoj, biologija raka, imunoloski odgovor organizma, te mnogi drugi. Epigeneticke promjene
uklju¢uju metiliranje, post-translacijske promjene histona, djelovanje male interferirajuce
molekule RNA, te takoder post-translacijske promjene ne-histonskih proteina koje reguliraju
stabilnost, lokalizaciju i enzimatske aktivnosti proteina ukljucenih u razli¢ite procese unutar
stanica. Metiliranje je epigeneticki mehanizam u kojem dolazi do vezivanja metilne skupine na
dijelove DNA, Cime im se mijenja funkcija. Vecina tumor supresorskih gena procesom
metiliranja se utiSava.

Metilacija gena 7P73 pronadena je u odredenim tipovima raka, iz ¢ega je jasno da njegovu
ekspresiju dijelom kontroliraju epigeneticki dogadaji. Medutim, utjecaj ekspresije izoformi gena
TP73 na epigeneticka zbivanja u genomu nije do kraja razjasnjen, stoga se Cesto susrece pitanje:

dali je TP73 - onkogen ili tumor supresorski gen?
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2.1 Molekularna osnova tumora- onkogeni i tumor supresorski geni

Osnovna osobina svake stanice je stroga kontrola rasta, diobe 1 smrti. [zuzetak su tumorske
stanice koje gube kontrolu rasta. Metabolizam svake stanice odreden je aktivnoS¢u njenih gena.
Stoga i nenormalno ponasanje tumorskih stanica predstavlja posljedicu kvalitativnih ili
kvantitativnih promjena njenih gena (Jones i Laird, 1999). Jedna od temeljnih karakteristika
tumorske stanice je neograni¢eni rast koji zapo€inje tzv. ,,imortalizacijom® stanice, sposobnoscu
da se nekontrolirano dijeli. U tom trenutku stanica jo§ nema zlocudne karakteristike. Medutim,
kada stanica postane neovisna o faktorima rasta koji kontroliraju rast normalnih stanica, te potrebi
usidrenja u medustani¢ni prostor svoje okoline, postaje sve agresivnija i stjeCe sposobnost
urastanja u okolna i udaljena tkiva (Alberts 1 sur, 1994). Cilj proucavanja molekularne osnove
raka je odrediti gen, odnosno skupinu gena koja sudjeluje u nastanku zlo¢udne preobrazbe.
Temeljni mehanizam nekontroliranog rasta stanice je u poremecenoj funkciji gena koji poticu rast
ili blokadi negativnih metabolickih procesa (Labar, 2001). Regulatorni geni mogu se podijeliti na
gene koji poticu diobu stanica, te one koji ju koce.

Prvu skupinu ¢ine protoonkogeni, koji su sastavni dio genoma svake eukariotske stanice. U
normalnim stanicama njihova ekspresija je strogo kontrolirana i ima vaznu ulogu u evoluciji,
diferencijaciji 1 rastu. Medutim, njihovom mutacijom ili nekontroliranom ekspresijom nastaju
onkogeni, koji dovode do proliferacije stanica i nastanka tumora. Izolirani iz zlocudno
promijenjenih stanica, oni mogu transfekcijom DNA prenijeti transformirajuce osobine (Sori¢,
1996).

Drugu skupinu c¢ine tumor supresorski geni, skupina stani¢nih gena koji sprecavaju
neprikladnu ili prekomjernu stani¢nu proliferaciju. Oni kodiraju proteine koji inhibiraju stani¢ni
ciklus 1 sudjeluju u popravku osteCenja DNA. Ti su geni nuzni za normalno funkcioniranje
stanice, a njihov gubitak uzrokuje nastanak tumora. NajceS¢e se inaktiviraju mutacijama, a za
nastanak tumora potreban je gubitak oba alela, dakle mutacije su recesivne (Sori¢, 1996).

Najznacajniji tumor supresorski protein je p53, koji je mutiran u vise od 50% tumora. p53
se aktivira razliCitim vrstama stresa kao S§to su oSte¢enje DNA, deregulacija onkogena ili
hipoksija. Aktivirani protein p53 potiCe apoptozu, zastoj stanicnog ciklusa i1 starenje te tako

sprec¢ava nastanak tumora.
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Gubitkom tumor supresorske aktivnosti, mutirani proteini p53 dobivaju onkogeni potencijal
Sto rezultira nekontroliranim rastom stanica tumora (Moll 1 Slade, 2004).

Istrazeni su 1 brojni drugi tumor supresorski geni koji razli¢itim mehanizmima zaustavljaju
stani¢nu proliferaciju blokirajuéi trankripcijske faktore (npr. pRb), ili inhibirajuéi ciklin ovisne

kinaze (npr. p16, p21, p27, p57) (Labar, 2001).

2.2 Obitelj gena TP53

Tumor supresorski gen 7P53 ima klju¢nu ulogu u tumorigenezi, te se naziva zastitnikom
genoma (Melino 1 sur., 2002). Protein p53 transkripcijski je faktor, veze se na vise od 300
razli¢itih promotora, te tako regulira ekspresiju gena ukljuc¢enih u zaustavljanje stani¢nog ciklusa,
odnosno apoptozu. Njegova inaktivacija kao posljedica delecije, mutacije ili interakcije sa
stanicnim ili virusnim proteinima klju¢ni je korak u nastanku preko polovine tumora covjeka
(Levrero, 2000).

Otkriven je 1979. kao stanic¢ni protein koji ulazi u interakciju s onkogenim T antigenom
virusa SV40 (Levine i sur., 1979; Lane i sur.,1979). Naknadno su otkriveni i srodnici gena 7P53
— TP63 i TP73. TP73 otkriven je 1997. na polozaju 1p36.2-3, regiji kromosoma koja je Cesto
deletirana u neuroblastomima, tumorima kolona, melanomima i tumorima dojke (Kaghad i sur.,
1997), a 1998. i gen TP63, smjesten na polozaju 3q27-29, regiji kromosoma ¢esto udvostrucenoj
u razli¢itim vrstama tumora, Sto ukazuje na njegov moguci onkogeni ucinak (Yang i sur. 1998).
Iako su svi ¢lanovi obitelji gena strukturno vrlo sli¢ni te kodiraju strukturno i funkcionalno sli¢ne
proteine, medu njima postoje i znacajne razlike (Kaghad i sur., 1997; Yang 1 sur., 1998). Svi geni
obitelji 7P53 imaju brojne izoforme nastale alternativnim izrezivanjem i/ili prepisivanjem s
alternativnog promotora (slika 1).

Danas je jasno da, bez obzira na slicnost, ¢lanovi obitelji imaju vlastiti identitet. Geni
TP53/TP63/TP73, odnosno njihove izoforme, imaju razlic¢ite uloge u razvoju i diferencijaciji,
regulaciji transkripcije i apoptoze, odnosno u tumorigenezi i upitno je moze li ih se smatrati

klasi¢nim tumor supresorskim genima (Zori¢ i sur., 2010).
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Slika 1. Struktura gena TP53,TP63 i TP73.

Brojevi ispod kucica prikazuju eksone, crna boja kucica prikazuje nekodirajuce regije. Strelice prikazuju

razlicita mjesta pocetka transkripcije izoformi p53-440p53 i A133p53, TAp63/p73 i ANp63/p73.

2.2.1 Struktura proteina p53 i njegovih srodnika

Clanovi obitelji p53 imaju zna¢ajnu strukturnu sli¢nost. Svi &lanovi imaju tri glavne regije
karakteristicne za transkripcijske faktore: na amino (N) kraju nalazi se transaktivacijska regija
(TAD, od engl. transactivation domain), sredisSnja i najveca je DNA vezna regija (DBD, od engl.
DNA-binding domain), te na karboksilnom (C) kraju nalazi se oligomerizacijska regija (OD, od
engl. oligomerization domain) (Bénard 1 sur., 2003). Izmedu DNA veznog 1 oligomerizacijskog
podrucja nalazi se podrucje — signal za smjestaj u jezgru (NLS, od engl. nuclear localization
signal). Uz navedeno, svaki ¢lan obitelji sadrzi barem jedno podrucje bogato prolinom (PRD, od

engl. proline rich domain).
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Protein p53 ima dva aktivacijska podruc¢ja (AD1 1 AD2, od engl. activation domain) na N-

kraju, te bazno podrucje (BD, od engl. basic domain) na C-kraju. Proteini p63 i p73 imaju na N-

kraju jedno aktivacijsko podruc¢je (AD1), dok na svome C-kraju imaju inhibitorno podrucje, te

podrucje sa sterilnim a-motivom (SAM, od engl. sterile a-motif) (Scoumanne i sur., 2005). Svi

geni sadrze dva promotora - P1 smjeSten uzvodno od eksona 1, te P2 smjesSten unutra eksona 3

(p63 1 p73), odnosno eksona 4 (p53). Ovisno o aktivnosti pojedinih promotora, nastaju dvije

glavne skupine proteina - proteini pune duljine koji sadrze transaktivacijsko podrucje - TAp63 i

TAp73, divlji tip TP53 (koriStenjem promotora P1), te proteini bez transaktivacijskog podrucja,

kojima nedostaje dio N-kraja - ANp53, ANp63 i ANp73 (koriStenjem promotora P2) (Zori¢ i sur.,

2010) (slika 2).

1 59 142
AD1
p63 "TAD PXXP

.IAD:I. 45 113
AD2
p53 | TAD PP
1 54 131

AD1
p73 TAD PXXP

DBD

60%

DBD
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DBD

321 353 397 641
AN
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Slika 2. Usporedna struktura proteina p53/p63/p73

Osnovni elementi strukture proteina p53, p63 i p73: transaktivacijsko podrucje (TAD, od engl.

transactivation domain), podrucje bogato prolinom (PXXP), DNA vezno podrucje (DBD, od engl. DNA-

binding domain), signalno podrucje za smjestanje u jezgru (NLS, od engl. nuclear localisation signal),

oligomerizacijsko podrucje (OD, od engl. oligomerization domain), podrucje sa sterilnim o-motivom

(SAM, od engl. sterile a-motif), inhibitorno podrucje (od engl. inhibitory domain) te bazno podrucje (BD,

od engl. basic domain).
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Kombiniranjem prepisivanja promotora P1 s alternativnim izrezivanjem na N-kraju nastaju
dodatne izoforme proteina, kojima nedostaju pojedini eksoni (Scoumanne 1 sur., 2005). [zoforme
kojima nedostaje dio N-kraja (AN) funkcionalno se razlikuju od izoformi sa cjelovitim TA
podru¢jem. Alternativnim izrezivanjem 3' kraja gena TP63 i TP73, od eksona 10-14, nastaje
devet dodatnih izoformi proteina p73, oznacenih slovima o-@, odnosno 3 dodatna p63 (o,p i 7y)
(Ishimoto 1 sur., 2002; Yang i sur., 1998; Kaghad i sur., 1997; Stiewe i sur., 2002).

Takoder, do danas je poznato devet varijanti proteina p53. KoriStenjem promotora P1, ali
uz razlicito inicijacijsko mjesto u odnosu na divlji tip p53 ili alternativnim izrezivanjem introna 2
nastaje izoforma A40p53, a prepisivanjem s promotora P2 nastaje A133p53. Dodatnim
izrezivanjem C-kraja, odnosno introna 9, nastaju izoforme a, f 1 y (Bourdon 1 sur., 2005; Ghosh i
sur., 2004).

ANp73 snazno inhibira funkciju divljeg tipa p53, TAp63 i TAp73, te je Cesto dereguliran u
tumorima (Becker i sur., 2006; Concin i sur., 2004; Zaika i sur., 2002). ANp63 i ANp73 imaju
dominantno-negativan utjecaj na aktivnost proteina TAp63 1 TAp73 (Moll i Slade, 2004), te
mogu direktno inaktivirati njihove ciljne gene (Wu 1 sur., 2003; Liu i sur., 2004). Najnovija
istrazivanja pokazala su da i ANp53, te p53 1 p5S3y imaju inhibiraju¢i u¢inak na aktivnost TAp73

(Zori¢ 1 sur., u pripremi).

2.3 Gen TP73 - onkogen ili tumor supresorski gen

Kao i gen TP53, gen TP73 inducira ostecenje DNA, te uzrokuje zaustavljanje stanicnog
ciklusa ili apoptozu sprecavajuci tako nastanak tumora. Medutim, za razliku od TP53, koji je u
vecini tumora mutiran, TP73 nije klasiCan tumor supresorski gen. U razli¢itim je tumorima
prekomjerno eksprimiran, gotovo nikada mutiran, a TP73 knock down miSevi ne razvijaju tumore
(Moll i Slade, 2004). Medutim, stvaranjem TP73 knock down miSeva za odredenu izoformu p73
(TAp73 ili ANp73) otkrivena je uloga pojedine izoforme u speCavanju nastanka tumora i
odrzavanju integriteta genoma (Tomasini i sur., 2008; Wilhelm i sur., 2010). Tako TAp73” "
miSevi (kojima je specificno deletiran TAp73, ali ne i ANp73) razvijaju spontane tumore, osobito
pluca i adenokarcinome, te su vise osjetljivi na kemijske karcinogene (Tomasini i sur., 2008).

Time su potvrdena prijaSnja saznanja da gen p73 sintetizira brojne izoforme proteina koje
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pokazuju dvojako djelovanje u karcinogenezi (slika 3). Tako izoforme TAp73 pokazuju tumor
supresorski ucinak - poti¢u zastoj stanicnog ciklusa i apoptozu, dok izoforme ANp73, kojima
nedostaje transaktivacijsko podrucje, imaju onkogeni ucinak. One sprecavaju apoptozu izravno
inhibiraju¢i TAp73 1 p53, odnosno neizravno sprecavajuci njihovu transkripcijsku aktivnost
(Daskalos i sur., 2011). ANp73 djeluje kao dominantno-negativni inhibitor svih transktivacijskih
¢lanova obitelji p53 (p53, TAp63, TAp73). Budu¢i da mu nedostaje transaktivacijska regija, ali
posjeduje funkcionalnu DNA-vezujucu regiju, natjece se s p53, TAp63 i TAp73 u vezivanju za
genske promotore, inhibirajuéi tako aktivaciju njihovih ciljnih gena (Oswald i sur., 2008).
Ekspresiju ANp73 poticu pS3 i TAp73 vezivanjem za specificha vezna mjesta unutar
promotorske regije P2, te se na taj nain ostvaruje negativna povratna sprega koja kontrolira
aktivnost p53 1 TAp73 (Zaika i sur., 2002).

Stoga, razmatraju¢i s jedne strane jasan tumor supresorski ucinak izoforme TAp73
(izazivanje apoptoze, zaustavljanje stani¢nog ciklusa) odnosno onkogeni, dominantno-negativan
inhibicijski u¢inak izoforme ANp73 na p53 1 TAp73 i njihove transaktivacijske aktivnosti -

mozemo govoriti o funkciji ,,dva gena u jednom* (Zori¢ i sur., 2010).
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Slika 3. Struktura izoformi proteina p73

Razlicitim izrezivanjem N- i C- kraja proteina p73 nastaju razlicite izoforme. Izoforme AN nastaju
prepisivanjem s promotora P2 koji se nalazi u podrucju ekson/intron 3. Izoforme AN' nastaju
prepisivanjem s promotora Pl i sadrze sve eksone od 1 do 14 s dodatnom insercijom eksona 3. *Medutim,
zbog razlicitih mjesta pocetaka translacije konacni proteini AN i AN' su identicni.

TA - transaktivacijsko podrucje; DBD - DNA vezno podrucje; OD - oligomerizacijsko podrucje; SAM -

podrucje sa sterilnim o motivom.
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2.3.1 Uloga gena TP73 u tumorigenezi

Kao S§to je ve¢ receno, dosadasnjim istrazivanjima dokazano je da gen p73 odudara od
klasicnog Knudsonovog tipa tumor supresorskog gena, i dok se mutacije p53 nalaze u vise od
polovine tumora, mutacije p73 su rijetke. Smjesten je na kromosomskoj regiji 1p36, regiji koja je
¢esto deletirana u tumorima. Gubitak heterozigotnosti gena p73 zabiljeZen je u neuroblastomima
(Ichimiya i sur., 1999), tumorima plu¢a (Nomoto i sur., 1998) i jajnika (Imyanitov i sur., 1999).

Budu¢i da je gen p73 rijetko mutiran, za proces tumorigeneze vaznija je promjena
ekspresije p73 od gubitka njegove funkcije (Bénard i sur., 2003). Takoder, zapazena je visa
razina ekspresije proteina ANp73 u nekim tumorima u odnosu na tkiva iz kojih potjeu (tumor
pluca, kolona, dojki, mjehura, jetre, jajnika, neuroblastom) Sto upucuje na loSiju prognozu tijeka
bolesti (Levrero i sur., 2000; Concin i sur., 2004; Sun, 2002; Zaika i sur., 2002). I TAp73 i
ANp73 pojacano su eksprimirani u vec¢ini tumora, a TAp73 aktivira transkripciju ANp73, dok
potonji funkcionalno inhibira TAp73 protein stvaraju¢i komplekse TAp73/ANp73 (Slade 1 sur.,
2004). Mutacija p53 moze dovesti do smanjene aktivnosti TAp73, a sli¢an ucinak ima i povisena
transkripcija ANp73 1 ANp63, spreCavaju¢i na taj nafin znacajniji tumor supresorski ucinak
TAp73 (Rosenbluth i Pietenpol, 2008; Deyoung 1 sur., 2007; Zaika i sur., 2002). Sposobnost
ANp73 ili mutiranog p53 da inhibira TAp73 moZe otklanjati potrebu za mutacijom 7P73 tijekom
tumorigeneze.

Pojacana ekspresija proteina p73, odnosno promijenjena ekspresija njegovih izoformi
najces¢i je nalaz u mnogim zlocudnim bolestima u ljudi. Takoder, postoji korelacija izmedu
ekspresije pojedinih izoformi p73, posebice varijanti TAp73 1 ANp73, i kemorezistencije ovih
bolesti (Concin i sur., 2005; Pluta i sur., 2006; Meier i sur., 2006). Pojacana ekspresija ANp73 u
razliitim tipovima tumora, posebice u onima s funkcionalnim p53, kojeg inhibira, potvrduje
hipotezu da izoforma ANp73 ublazuje selekcijski pritisak za mutacijama 7P53 (Concin 1 sur.,

2004, Zaika i sur., 2002, Hofstetter i sur., 2010).
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Najnovije studije ukazuju na razlike izmedu TAp73a i TAp73P u vezanju na promotorske
regije ciljnih gena, posebice motiv AP1. Nadeno je da se TAp73a simultano s transkripcijskim
faktorom c-Jun veze za APl vezno mjesto i tako zajedno sudjeluju, meduostalim, u poticanju
apoptoze. Nasuprot, TAp73 smanjuje vezanje c-Jun za DNA i tako ekspresiju ciljnih gena, pa i

samog c-Jun (Koeppel i sur., 2011).

2.3.2 Uloga gena TP73 u razvoju i diferencijaciji

Gen TP73 ne pokazuje samo aktivnost vezanu za tumorigenezu, ve¢ ima jedinstvenu ulogu
u razvojnim procesima. Pokusima na 7P53 knock down miSevima utvrdeno je da spontano
razvijaju tumore, za razliku od 7P73 knock down miSeva koji ne razvijaju tumore, ali imaju niz
regulacijskih poremecaja (diferencijacija ektoderma, neurogeneza, dinamika cerebrospinalnog
likvora sa pojavom hidrocefalusa, respiratorne sluzi, kroni¢ne infekcije i upale, poremecaj
feromonskih receptora) (Yang i sur., 1999). Kao §to je ve¢ navedeno, nedavno je znanstvenicima
uspjelo dobiti miseve koji imaju selektivni nedostatak bilo TAp73 ili ANp73 izoforme. Tako je
ustanovljeno da je miSevi kojima nedostaje samo ANp73 (4Np73” miSevi) pokazuju znakove
neurodegeneracije (Wilhelm i sur., 2010), Sto je potvrdilo prijaSnja saznanja o neuropreotektivnoj
ulozi ANp73 (Pozniak i sur., 2000). Za razliku od ANp73” miSa, mi§ kojemu nedostaje samo
TAp73 ima poremecaj u razvoju ziv€anog sustava, posebice hipokampusa (Tomasini i sur.,
2008). Dakle, neometana ekspresija izoforme TAp73 vazna je za normalni razvoj Zivcanog
sustava, premda je predominantno eksprimirana izoforma u razvoju mi§jeg mozga ANp73.
Smatra se da ANp73 ovdje igra klju¢nu ulogu spreCavajuci apoptotsko odumiranje neurona
potaknuto djelovanjem 7P53 (Pozniak i sur., 2000). Pad koncentracije neuralnog faktora rasta
(NGF), koji je neophodan za zivotni vijek mi$jih neuronskih stanica simpatickog sustava, dovodi
do ekspresije p53 1 smrti stanice. Takoder, pad koncentracije NGF dovodi do snizenja ekspresije
ANp73, medutim odumiranje neurona biti ¢e smanjeno ukoliko se ekspresija ANp73 pojacano
eksprimira. Stoga je jasno da ANp73 direktno utjece na djelovanje NGF, vjerojatno mehanizmom
promotorske kompeticije s pS3 (Pozniak i sur., 2000).

p73 ima ulogu i u diferencijaciji. Dodatak retinoi¢ne kiseline uzrokuje pojacanu ekspresiju

p73 Sto rezultira spontanom diferencijacijom neuroblasticnih stanica (Kovalev i sur., 1998).
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Ekspresija pojedinih izoformi izrezanih na C-kraju korelira s normalnom mijeloidnom
diferencijacijom. Tako su izoforme TAp73a i TAp73p povezane s normalnom diferencijacijom
mijeloidnih stanica, dok su izoforme v, 6, € 1 0 povezane s pojavom leukemi¢nih blasta, StoviSe
TA73¢ je specifican za leukemicne blaste (Tschan i sur., 2000). Izoforme TAp73y i TAp73d
sudjeluju u terminalnoj diferencijaciji keratinocita ljudske koze (De Laurenzi i sur., 2000). Novije
studije ukazuje na ulogu TAp73a u poticanju rasta, djeluju¢i uzajamno sa transkripcijskim

faktorom c-Jun, koji regulira rast i apoptozu (Koeppel i sur., 2011).

2.4 Epigeneticka zbivanja

Projektom genoma covjeka dobili smo nacrt ,temelja zivota“, medutim nacin na koji
ljudski genom funkcionira i na ¢emu se temelje razlike izmedu jedinki ostao je nerazjaSnjen.
Kako je moguce da jednojajcani blizanci, koji su geneticki identi¢ni imaju antropomorfijske
razlike 1 bolesti- npr. jedan od njih je autistican? Ili geneticki identi¢ni miSevi imaju razli¢itu boju
krzna? Navedene pojave ne mogu se objasniti samom strukturom gena, ve¢ je o€ito da postoje
nasljedne kemijske modifikacije gena koje zahvacaju njihovu ekspresiju, ali ne i1 strukturu.
Odgovore na postavljena pitanja daje nam epigenetika, koja se moze shvatiti kao mehanizam koji
potice i odrzava nasljedne, dijelom reverzibilne obrasce ekspresije i funkcije gena bez promjene
grade genoma. Na taj nacin epigenetika objasnjava kako isti genotip moZze rezultirati razli€itim
fenotipovima (Bradbury, 2003; Esteller, 2006). Ako genetika daje saznanja o gradi - ,,anatomiji*
genoma, mozemo re¢i da epigenetika proucava mehanizme regulacije aktivnosti pojedinih gena
odnosno njihovu ,fiziologiju®“ . Pri tome, za razliku od epigenetike koja je fokusirana na
promjene aktivnosti pojedinih gena, ili skupina gena, epigenomika objedinjuje takve, ali globalne
analize cCitavog genoma. Tvorcem pojma epigenetike smatra se razvojni biolog Conrad
Waddington (1905.-1975.) koji je prvi razvoj organizma shvatio kao epigeneticki dogadaj,
odnosno diferencijaciju pojedinih organa kao posljedicu medudjelovanja genotipa, epigenotipa i
vanjskih ¢imbenika. Na taj nacin objasnjava zasto jedinke istog genotipa imaju razli¢it fenotip,

koji postaje nasljedan kroz generacije (Gall Troselj i sur., 2009).
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2.4.1 Epigeneticki mehanizmi

Epigeneticki biljezi imaju klju¢nu ulogu u modifikaciji aktivnosti gena- tijekom razvoja i
diferencijacije stanica, ali 1 u nastanku zlo¢udnih bolesti, imunoloskom odgovoru organizma,
zastiti od ugradnje virusnog genoma i sl. Ukljucuju metiliranost DNA, posttranslacijske histonske
modifikacije dodavanjem malih kovalentnih grupa (acetilacija, fosforilacija, metilacija, poliADP-
ribozilacija 1 ubikvitinizacija), ili relativno velikih proteina (sumoilacija), remodeliranje
kromatina, te djelovanje malih, nekodiraju¢ih molekula RNA (Jablonka i Lamb, 2002; Duenas-
Gonzales 1 sur., 2005; Shilatifard, 2006; Esteller, 2006). Transkripcija gena ovisi o stanju
kromatina. Kromatin predstavlja organizacijsku jedinicu stanicne DNA eukariota i graden je od
nukleosoma. Nukleosom se sastoji od 146 parova baza DNA, omotanih oko histonske oktamerne
jezgre koju ¢ine proteini H2A, H2B, H3 i H4. Posttranslacijske promjene histona odreduju
dostupnost kromatina transkripciji, a time i reguliranju ekspresiju gena (Jain i sur., 2009). Histoni
igraju vaznu ulogu u epigenetickoj mrezi. Acetilacija odnosno metilacija histona na aminokiselini
lizinu, te metiliranje aminokiseline arginin u histonima H3 i H4 igra vaznu ulogu u odmatanju
kromatina 1 ekspresiji gena (Jenuwein and Allis, 2001; Bannister i Kouzarides, 2004; Daniel 1
sur., 2005). Klju¢nu ulogu u navedenim zbivanjima imaju enzimi deacetilaze histona (HDAC, od
engl. histone deacetylase) koje zaustavljaju transkripciju, odnosno histon-acetiltransferaze (HAT,
engl. histone acetylase) koje aktiviraju transkripciju. Suprotno prethodno opisanom ,,odmatanju‘
kromatina potaknutog enzimom HAT, deacetilacija histona posredovana HDAC dovodi do
»zgusnjavanja“ kromatina spreCavaju¢i na taj nain pristup transkripcijskim faktorima s
posljedi¢nim sprecavanjem transkripcije (Esteller i Herman, 2002; Gall-Troselj 1 sur, 2009).
Smanjena acetilacija histona uz pojacanu metilaciju DNA karakteristicna je za utiSana genomska
podrucja ,,normalnih* gena — npr. X-kromosom u muskaraca, upisani ili tkivno specifi¢ni geni, te
podrucja transpozona (Esteller, 2006). Dodatne histonske modifikacije predstavljaju fosforilacija
histona (dovodenjem ionski negativnih fosfatnh grupa na histonske repove olabavljuju vezu DNA
i histona te tako omogucuju regulaciju transkripcije i popravak DNA (Banerjee i Chakravarti,
2011), zatim ubikvitinacija (vezanje ubikvitina, regulatornog proteina koji sadrzi 76
aminokiselina) na aminokiselini lizin unutar histona (Zhu i Wani, 2010), te sumoilacija -
dodavanje proteina, slicnog ubikvitinu, veliine stotinjak aminokiselina (SUMO, od engl. Small

Ubiquitin-like Modifier) kovalentnom vezom na jezgrine, ali i neke citoplazmatske proteine,
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uglavnom na aminokiselini lizin. Sumoilacija pomaze u stani¢noj kontroli stresa, apoptoze,
unutarstani¢nog transporta, te aktivnosti transkripcijskih faktora (Lomeli i Vazquez, 2011).

Svako od navedenih epigenetickih zbivanja ne moZe se promatrati izdvojeno, samo za
sebe, ve¢ u kontekstu ukupnih epigenomskih promjena unutar stanice. Danas je jasno da
hipermetiliranost otoka CpG uz deacetilaciju H3 i H4, metilaciju lizina 9 u H3, sumoilaciju H4, te
smanjena metilacija lizina 4 u H3, predstavlja mehanizam zaustavljanja ekspresije gena (Laird,

2005).

2.4.2 Utjecaj metiliranja DNA na ekspresiju gena i tumorigenezu

Metiliranje DNA je dinamican, reverzibilan mehanizam epigeneticke regulacije ekspresije
gena, odrzavanja integriteta i stabilnosti DNA, modifikacije kromatina i nastanka mutacija.
Predstavlja kovalentno dodavanje metilnih skupina (CH3) na citozinske baze DNA (najceSce
slijed CpG). Gotovo 60% gena Covjeka u podrucju promotora, na 5° kraju posjeduje podrucja
bogata citozinom 1 gvaninom koji se nazivaju otoci CpG, od kojih je vecina nemetilirana u svim
tkivima tijekom razvoja (Antequera i sur., 1993; Bird i sur., 1987). Definiraju se kao odsjecci od
500 parova baza sa sastavom CG od najmanje 55% i oc¢ekivanom ucestalosti CpG od najmanje
0,65 (Takai i sur., 2002). Tri do Cetiri posto svih citozina u genomu ¢ovjeka je metilirano, a 5-
metilcitozin predstavlja priblizno 1% svih nukleotidnih baza normalne ljudske DNA (Esteller,
2005). Metiliranu DNA prepoznaju transkripcijski proteini koji tada ne vrse svoju ulogu. Premda
je ve¢ina CpG otoka u normalom stanju nemetilirana, u nekim slucajevima normalnog razvoja
ljudskog organizma nalazimo ih metilirane, §to omogucuje normalan rast i razvoj jedinke. Takvi
primjeri su upisani geni, kod kojih hipermetilacija jednog alela (npr. supresora rasta) u zametnim
stanicama dovodi do ekspresije drugog alela, zatim inaktiviranje gena jednog X kromosoma u
zena, te sprecavanje ekspresije pojedinih tkivno specifi¢nih gena u tkivu u kojem ne bi trebali biti
aktivni (Baylin i sur., 1998; De Smet i sur., 1999; Torre i sur., 2000). K tome, metiliranje DNA
izvan otocica CpG u fizioloskim uvjetima moglo bi imati kljuénu ulogu u sprecavanju
transkripcije transpozona (Esteller, 2006).

Kljuénu ulogu u procesu metilacije imaju enzimi DNA-metiltransferaze (DNMT). DNA-

metiltransferaze 3a i 3b (DNMT3a i DNMT3b) kataliziraju metiliranje de novo, odnosno

24



stvaranje ,,obrasca® metilacije, dok se DNMTI, koja katalizira metilaciju polumetilirane
molekule DNA na dinukleiotidima CpG u stanicama kéeri, smatra odgovornom za odrzavanje
pravilne razine metiliranosti tijekom replikacije 1 popravka DNA, odnosno kopiranje
uspostavljenog obrasca (Okano i sur., 1999; Howell i sur., 2001; Duenas-Gonzales i sur., 2005).
Obrazac metilacije je nasljedan i ovisi o tkivu i vrsti, a promjene obrazaca metilacije uobicajene
su u stanicama raka (Jones i sur., 2002).

Kontrola stani¢ne metilacije, histonske modifikacije, remodeliranja kromatina i aktivnosti
malih molekula RNA kljucne su u poremecaju stanicnog zivota, pa tako i karcinogenezi. Tako
hipermetiliranost otoka CpG unutar promotorske regije pojedinih gena inhibira transkripciju,
doprinoseci na taj nacin utiSavanju tumor supresorskih gena (Esteller i Herman, 2002). Neki od
klju¢nih gena u biologiji tumora utiSanih na taj nacin su P/6/NK4a (inhibitor stani¢nog ciklusa),
PI4ARF (regulator p53), geni koji sudjeluju u popravku DNA- hMLHI, BRCAI, MGMT, E-
cadherin (gen vazan za kontrolu adherentnosti stanice), odnosno estrogenski i retinoidni receptori
(Esteller 1 Herman, 2002). Istovremeno, uz hipermetiliranost promotora pojedinih tumor
supresorskih gena (koja je karakteristicna za svaki pojedini tip tumora), u zlo¢udnoj bolesti
nalazimo istovremenu globalnu hipometiliranost genoma, pri ¢emu maligne stanice imaju 20-
60% manje genomskog metiliranog citozina u odnosu na zdrave stanice istog tipa. To se
prvenstveno odnosi na hipometiliranost kodiraju¢ih regija i introna gena, te demetilaciju
ponavljajucih sekvenci koje ¢ine gotovo 30% ljudskog genoma (Esteller, 2006). To dovodi do
kromosomske nestabilnosti, s posljedicnim gubitkom heterozigotnosti, zatim reaktivacije ranije
spomenutih transpozona (parazitskih unutargenomskih dijelova DNA), te reaktivacije upisanih
gena (Esteller, 2006).

Premda se smatralo da je divlji tip p53 rijetko utiSan procesom metilacije (Agiree i sur.,
2003), u posljednjih nekoliko godina nekoliko studija je pokazalo da je metilacija novi
mehanizam kojim se regulira p53. Doista, metilacija lizina pojacava ili suprimira transkripcijsku
aktivnost p53. Tako metilacija lizina na specifiénim mjestima na C-kraju proteina povecava ili
smanjuje transkripcijsku aktivnost p53 ovisno o mjestu metiliranosti. Lizin specificna demetilaza
KDM1 (LSD1) posreduje demetilaciju p53, i tako sprecava interakciju p53 sa svojim ko-
aktivatorom 53BP1, vaznim za izazvanje apoptoze.

Protein arginin metiltransferaze CARM1 i PRMT1 su ko-aktivatori p53 ukljuceni u

metilaciju u histona H3 i H4, te tako posreduju transkripcijska aktivnost p53. Stoga u odgovoru
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na stani¢ni stres, medudjelovanje metilacije i demetilacije p53, uz druge posttranslacijske
promjenae podeSava aktivnost p53 u konacnici djelujuéi na stvaranje tumora (Scoumanne i Chen,
2008).

Gubitak funkcionalnog proteina p53 rezultira izrazito pojacanom ekspresijom DNMTI1
(Peterson i sur., 2003). Naime, nadeno je da p53 tvori kompleks s DNMTI1 i na taj nain ga
inhibira 1 spreava metilaciju. Gubitkom p53 dolazi do poremecaja metilacije DNA,
rasprostranjene metilacije otoka CpG, te posebice utiSavanja drugih tumor supresorskih gena.
Mutirani pak 7P53 ima Cestu promjenu citozina u timin na metiliranim dinukleotidima CpG

(Peterson i sur., 2003).

2.4.3 Metode otkrivanja metilirane DNA

U posljednjih desetak godina dosSlo je do znafajnog napretka u razvoju metoda koje se
koriste u analizi metiliranosti DNA. Od pocetnih analiza, ograni¢enih na odredene lokuse, danas
smo u mogucénosti vrSiti analize na Citavom genomu s rezolucijom od jednog para baza.
Rasporedenost metilnih skupina moze prenositi epigenetiCku informaciju oznacavajuci
transkripcijski aktivne ili utiSane regije. Medutim, da bi metilacijski biljeg ostao vidljiv i nakon
hibridizacije razvijeni su tretmani DNA koji prethode odredivanju metiliranosti u svrhu ocuvanja
metilnih biljega (Laird, 2010.) Budu¢i da su uzorci DNA uglavnom dobiveni iz kolekcije stanica
koje mogu imati razli¢ite metilacijske obrasce, distribucija metiliranosti citozina na poziciji 5
ugljika (5mC) u pojedinom uzorku moze biti kompleksna. Stoga se analiza moze raditi ili
odredivanjem obrasca metiliranih ciljnih sekvenci duz pojedine molekule DNA, ili odredivanjem
prosjecne razine metiliranosti na odredenom lokusu u vise molekula DNA (Laird, 2003).

Zbog Ceste mutacije SmC u timin, pojedinac¢ni SmC Cesto se gube, a buduci da tijekom PCR
ili kopiranja DNA metiltransferaze nisu prisutne, metilacijski se biljeg moze izgubiti tijekom
takve amplifikacije. Stoga gotovo svi postupci koji se koriste u analizi metiliranosti DNA
specificne za slijed ovise o tretmanu DNA koji prethodi amplifikaciji ili hibridizaciji (Schones i
Zhao, 2008; Pomraning i sur., 2009).

Najznacajnije metode u obradi genomske DNA su koriStenje restrikcijskih enzima,

afinitetno obogacivanje metiliraju¢ih regija, te bisulfitna konverzija. Nakon pripreme genomske
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DNA, slijede razli¢ite molekularno-bioloske tehnike (kao npr. hibridizacija i sekvencioniranje), te
kombiniriraju¢i s prethodnom obradom DNA daju brojne tehnicke moguénosti odredivanja
obrazaca 1 profila metiliranosti DNA (Laird, 2010).

Za specificno odredivanje metiliranja pojedinih gena najranije studije koristile su enzime
osjetljive na ogranienje metiliranja, kojima bi razgradile DNA, a potom bi slijedilo umnaZzanje
fragmenata metodom PCR, te analiza Southern blotom (Sneider, 1980). U posljednje vrijeme
razvijeno je nekoliko novijih metoda koje se temelje na obradi DNA restrikcijskim enzimima,
kao npr. RLGS (Restriction Landmark Genome Scanning), koja se najvise koristi za identifikaciju
utisnutih gena, te mjesta specificno metiliranih u nekim tkivima ili karcinomima (Allegrucci i
sur., 2007).

Takoder, mnoge tehnike kombiniraju enzimatske metode obrade DNA s analizama koje se
MCAM (MCA with microarray hybridization) (Omura i sur., 2008).

Umjesto hibridizacije na ¢ipu uz tehnike obrade restrikcijskim enzimima, u novije se
vrijeme kombiniraju nove tehnike sekvenciranja, koje omogucuju specificnu analizu metiliranosti
za svaki alel, s manjom koli¢inom DNA mogu pokriti ve¢e genomske regije, te izbjegavaju
hibridizacijske nespecifi¢ne signale (npr. Methyl-seq) (Laird, 2010).

Za opseznije odredivanje metiliranosti DNA u kompleksnim genomima koriste se metode
koje kombiniraju pojacanje afiniteta metiliranih regija upotrebom protutijela specificnih za SmC,
ili upotrebom metil-vezuju¢ih proteina s afinitetom za metiliranu nativnu genomsku DNA.
Najznacajnije takve metode su MeDIP, mDIP ili mCIP, koje se zasnivaju na obogacivanju
metiliranih regija imunoprecipitacijom denaturirane genomske DNA s protutijelima specificnim
za metilirani citozin, nakon kojeg slijedi hibridizacija na Cipovima- tilling array ili microarray)
(Weber i sur., 2005), te MIRA (Methylated CpG Island Recovery Assay). U tim metodama ulazna
1 obogacena DNA obiljezavaju se fluorescentnim markerima (Laird, 2010)

U novije doba popularne su metode koje se temelje na bisulfitnom sekvencioniranju DNA.
To su precizne metode kojima se analizira metiliranost neke DNA regije, a koriste obradu DNA
natrijevim bisulfitom, a potom se slijedovi umnazaju metodom PCR. Pri tome dolazi do
konverzije nemetiliranog citozina u timin, dok metilirani citozin ostaje nepromijenjen. Prednost
je metode Sto treba malu koli¢inu genomske DNA, pa je pogodna za analizu klini¢kih uzoraka

(Kaneda i sur., 2004).
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Sli¢na je 1 metoda lanCanom reakcijom polimeraze specificnom za metilaciju (MSP, od
engl. methylation specific PCR), pri ¢emu se nakon djelovanja bisulfita nemetilirani citozin iz
otoka CpG mijenja u uracil, dok se metilirani ne mijenja (Herman i sur., 1996).

Pirosekvencioniranje se takoder temelji na tretmanu DNA bisulfitom, nakon ¢ega se DNA
umnaza s pocetnicom koja sadrzi biotin na 5" kraju. Pritom dolazi do oslobadanja pirofosfata, a
djelovanjem kaskade enzima javlja se svjetlosni signal koji biljezi kamera. Jacina signala
proporcionalna je omjeru metiliranosti (Tost 1 Gut, 2007).

Metode zasovane na bisulfitnoj konverziji teze se prilagodavaju za hibridizacijske tehnike
na Cipu, te su do nedavno bile manje u upotrebi jer, uz izuzetak ostatka SmC, bisulfitno tretirana
DNA ima tri umjesto Cetiri baze, $to rezultira smanjenom hibridizacijskom specifi¢nosti (Laird,
2010). Najnovija razvijena tehnologija u tom smislu je [/lumina Infinium (GoldenGate Bead
Array, HumanMethylation BeadChip).

Illumina HumanMethylation450 BeadChip osigurava opseznu analizu CpG mjesta,
omogucujuéi ispitivanje preko 485 000 metilacijskih mjesta po uzorku, uz rezoluciju od jednog
nukleotida. Metilacijska mjesta pokrivaju 99% genskih regija definiranih u zbirci Reference
Sequences (RefSeq) (genomske sekvence koje se koriste kao referentni standardi za dobro
karakterizirane gene) (Pruitt i sur., 2012), s prosjekom od 17 CpG mjesta po genskoj regiji.
Unutar genskih regija ispitivana metilacijska mjesta rasporedena su u promotorima, 5'UTR (od
engl. untraslated region), prvim eksonima gena, samim genima, te 3"UTR. Metilacijska mjesta
takoder pokrivaju 96% otoka CpG definiranih u genomskom pregledniku Genome Browser
(Rhead i sur., 2009), te pripadajuce regije. Analiza Il/lumina Infinium mjeri metiliranost DNA
koriste¢i kvantitativnu genotipizaciju bisulfitno konvertirane genomske DNA (Bibikova i sur.,
2011; Sandoval i sur., 2011; Rakyan i sur., 2011). U tablici 1. prikazani su glavni principi

suvremenih metoda analize metiliranosti DNA.
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Tablica 1. Glavni principi analize metiliranosti DNA

Tretman DNA Analiti¢ki korak
Analize specifi¢ne Analize Analize temeljene Analize temeljene
za lokus temeljene na na tehnologiji ¢ipa | na novoj generaciji
gelu sekvencioniranja
Enzimska Hpall-PCR Southern blot DMH Methyl-seq
digestija RLGS MCAM MCA-seq
MS-AP-PCR HELP HELP-seq
AIMS MethylScope MSCC
CHARM
MMASS
PoboljSanje | MeDIP-PCR MeDIP MeDIP-seq
afiniteta mDIP MIRA-seq
mCIP
MIRA
Bisulfitna MethyLight Sanger BS BiMP RRBS
konverzija | EpiTYPER MSP GoldenGate BC-seq
Pirosekvenciranje | MS-SnuPE Infinium BSPP
COBRA WGSBS

Preuzeto iz: Laird, PW. (2010): Principles and challenges of genomewide DNA methylation analysis. Nat
Rev Genet 11(3):191-203.
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2.5 Epigenetika i lijecenje raka

Reverzibilnost epigenetickih promjena karakteristika je koja omogucuje novi pristup
dijagnostici i terapiji mnogih bolesti (dijabetes, kardiopulmonalne bolesti, neuroloski poremecaji,
autoimune bolesti, te karcinom). LijeCenje bi moglo ukljucivati otkrivanje ranih epigenetickih
promjena kao ranih ,,markera® bolesti, uravnotezenje mreze epigenetickih zbivanja u tzv.
prekancerozama s idejom pokuSaja sprecavanja razvoja karcinoma, te specifiCne terapije
epigenomskim lijekovima koji bi procese mogli vratiti ,,unazad* (Gall-TroSelj 1 sur., 2009).

Hipermetiliranost otoka CpG pojedinih tumor supresorskih gena specifi¢na je za pojedine
karcinome. Tako je npr. hipermetiliranost glutation S-transferaze (GSTP1) karakteristina za
karcinom prostate, Sto moze omoguciti dokazivanje tumorskih stanica u serumu ili ekskretima
pacijenata koji boluju od zlocudnih bolesti (Esteller, 2006). Razvoj epigenetike doveo je i do
klinicke primjene prvih lijekova, koji mogu mijenjati stanje kromatina ili obrazac metiliranja
DNA (Egger i sur., 2004). Radi se o inhibitorima enzima, DNA-metiltransferaza ili histon
deacetilaza, od kojih su neki ve¢ odobreni od strane americkog FDA (Food and Drug
Administration), ili se nalaze u fazi ispitivanja (Vidaza 1 Decitabin) u lijeCenju pacijenata koji
boluju od mijelo-displasticnog sindroma (Myeloid Displastic Syndrome, MDS), te nekih
leukemija. Oni se ugraduju u DNA stanica koje se dijele i vezu na sve tri DNA metiltransferaze,
¢ime inhibiraju metilaciju, te dovode do ponovne ekspresije prethodno utiSanih gena (Vigna i
sur., 2011; Deneberg, 2012).

Kako su principi epigeneticke terapije tek u zacetku, vazan problem koji ¢e biti potrebno
rijesiti njihova je neselektivnost. Tako Decitabin pokazuje toksi¢ne i mutagene efekte in vivo, te
je dokazano da moze uzrokovati remodeliranje kromatina neovisno o svojoj ulozi vezanoj za
metiliranost citozina (Laird, 2005). Novija klinicka istrazivanja usmjeravaju se prema
kombinacijama lijekova-inhibitora DNA metiltransferaza i histon deacetilaza, koji bi sinergisticki

imali potencijalno bolji u¢inak na reaktivaciju epigeneticki utiSanih gena (Laird, 2005).
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3. MATERIJALI I METODE

3.1 Uzgoj stanica

Za istrazivanje smo koristili kulturu stanica SaOS2 Tet-ON, stani¢nu liniju osteosarkoma
Govjeka koja eksprimira rtTA transaktivator u prisutnosti induktora (ATCC® Broj: HTB-85™,
oznaka: Sa0S2). Stanice su uzgajane u tekucoj hranjivoj podlozi DMEM (od engl. Dulbecco's
modified Eagle's medium) uz dodatak 10% seruma fetusa goveda (od engl. fetal bovine serum,
FBS), 2 mM L-glutamina (Sigma Aldrich, SAD), 100 jedinica/ml penicilina (Pliva, Zagreb), 100
pug/ml streptomicina (Pliva, Zagreb) te 10 mM HEPES (Sigma Aldrich, SAD). Stanice su rasle u
sterilnim plasticnim posudama u inkubatoru za uzgoj stanica pri 37°C uz 5% CO, i vlaznu

atmosferu.
3.2 Indukcija stanica

Nakon §to smo stanice izbrojali, nasadili smo 5 x 10° stanica u 3 mL staniéne suspenzije u
svaku od cetiri Petrijeve zdjelice promjera 60 mm. Dvije Petrijeve zdjelice sadrzavale su stanice s

genom koji kodira TAp73a, a dvije s genom koji kodira ANp73a, oba pod kontrolom

tetraciklinskog promotora (tablica 2).

Tablica 2. Uzorci stanica

TAp73a + 3 pL Dox (INDUCIRANE) TAp730 — Dox (KONTROLA)
(TAD) (TAK)
ANp73a + 3 pL Dox (INDUCIRANE) ANp73a — Dox (KONTROLA)
(ANI) (ANK)
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Tet-ON sustav koristi kimericki transaktivator kako bi se regulirala transkripcija gena od
interesa s utiSanog promotora. Transaktivator rtTA (fuzija rTetR- reverznog Tet represorskog
proteina i VP16 aktivacijske domene (AD) virusa herpes simplex) eksprimiran je s konstitutivnhog
promotora ili tkivno specificnog promotora. RtTA se veze za TRE (Tet Response Element) u

tihom promotoru i aktivira transkripciju gena od interesa u prisutnosti induktora tetraciklina
(slika 4)

Tet-0n System
aTA (@

o P—' VP binds TRE and activates transcription
;‘"y in the presence of Dox
&
REMOVE
s DoX

Tra n%igion

Gene of imerest ———
¥

Slika 4. Shema regulacije gena kod Tet-On sustava

rtTA se veze za TRE i aktivira transkripciju gena od interesa u prisutnosti induktora doksiciklina
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Nakon 48 sati uklonili smo staru hranjivu podlogu. U dvije Petrijeve zdjelice dodali smo
po 3 mL nove hranjive teku¢e podloge, a u dvije po 3 mL hranjive teku¢e podloge s dodatkom

doksiciklina (Clontech, SAD) u kona¢noj koncentraciji od 1 pg/mL.

3.3 Izolacija proteina iz stanica

Proteine smo izdvojili iz stanica 24 sata nakon indukcije. Ukratko, stanice smo sakupili
strugalicom (policeman), prebacili u epruvetu od 15 ml i isprali jo§ jednom hladnim sterilnim
fosfatnim puferom (PBS, od engl. phosphate buffered saline), te centrifugirali pri 1500 x g, 7 min
pri 4°C. Nakon toga supernatant smo uklonili vakuumskom sisaljkom i na stanice dodali 50 pl
smjese inhibitora proteaza Complete, Mini, EDTA-free, Protease inhibitor cocktail tablets
(Roche, Njemacka). U uzorak smo dodali pufer za nanoSenje uzoraka Laemmli, 4 x koncentriran
(0,25 M Tris- HCI pH 6,8; 20% DTT; 8% Na dodecil sulfat (SDS); 40% glicerol; 0,008%
bromfenolno plavilo) te sonificirali 2 x 15 koriStenjem ultrazvuc¢ne sonde veli¢ine 1 mm (1
ciklus, 80 amplituda) (Labsonic®M, B. Braun Biotech International, Sartorius group, SAD), i
zagrijali u termobloku pri 95°C, 3 min. Otopine proteina odmah smo analizirali u

denaturairaju¢em poliakrilamidnom gelu.

3.4 Odredivanje koncentracije proteina metodom BCA

Koristili smo plasti¢ne plocice s 96 bunari¢a. U bunari¢e smo nanosili po 10 pl otopine
albumina iz govedeg seruma u koncentracijama 125, 250, 500, 750, 1000 i 1500 pg/ml, zatim 10
ul kvarcne vode kao slijepe probe, i 1 ul odgovaraju¢eg uzorka proteina razrijedenog u 9 pl
kvarcne vode. Na kraju smo u svaki bunari¢ dodali 200 pl reagensa BCA Protein Assay Kit
(Pierce, SAD) razrijedenog kvarcnom vodom u omjeru 1:5 i promijesali kratko na tresilici.
Inkubirali smo 30 min pri 37°C te zatim izmjerili apsorbanciju pri 570 nm na ¢itacu ELISA

(Multiskan MS Labsystems, Finska).
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Sve smo radili u triplikatu. Na temelju podataka dobivenih za otopine proteina albumina
razli¢itih koncentracija izradili smo bazdarnu krivulju pomoc¢u koje smo odredili koncentraciju

pojedinih uzoraka.

3.5 Elektroforeza u denaturiraju¢em gelu poliakrilamida

Proteine smo razdvojili u 8%-tnom denaturiraju¢em gelu poliakrilamida (SDS- PAGE, od
engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Gel se sastoji od dva dijela
puferirana kod razli¢itog pH: donji gel za razdvajanje (tablica 3) i gornji gel za sabijanje uzoraka

(5%) (tablica 4).

Tablica 3. Sastav smjese za donji gel

Sastojak Volumen/ml
ReH,O 4.0

30%-tna maticna otopina | 3,3
akrilamida

1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5

10 %-tni SDS 0,1

10 %-tni amonijev persulfat | 0,1

TEMED 0,004
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Tablica 4. Sastav smjese za gornji gel

Sastojak Volumen/ml
ReH,0 3.4

30%-tna mati¢na otopina | 0,83
akrilamida

1,0 M Tris (pH 6,8) 0,63

10 %-tni SDS 0,05

10 %-tni amonijev persulfat | 0,05

TEMED 0,005

Elektroforeza je tekla pri konstantnom naponu (100 V) u puferu za elektroforezu (25 mM
Tris- baza; 190 mM glicin; 0,1% Na dodecil sulfat (SDS)), dok proteini nisu dosli do dna gela,
Sto smo odredili pracenjem markera te bromfenolnog plavila. Za elektroforezu proteina koristili
smo sustav Mini- Protean III (BioRad, SAD) debljine gela 1,5 mm, te proteinski marker Precision

Plus Protein Standards Dual Color (BioRad, SAD).

3.6 Prijenos proteina s poliakrilamidnog gela na membranu nitroceluloze

Nakon razdvajanja proteina denaturiraju¢om elektroforezom u gelu poliakrilamida,
proteine smo iz gela prenijeli na odgovarajuéu membranu. Koristili smo nitroceluloznu
membranu veli¢ine pora 0,45 um (BioRad, SAD) izrezanu na dimenziju 10 x 7,5 cm. Prijenos je
tekao pri konstantnoj jakosti struje (200 mA, 1 sat) uz hladenje pri 4°C, na magnetskoj mjesalici
u puferu za prijenos (184 mM Tris- baza; 140 mM glicin; 20% metanol). Za prijenos proteina

koristili smo sustav Mini- Protean III (BioRad, SAD).

35



3.7. Analiza proteina metodom Western blota

Nakon prijenosa proteina na membranu nitroceluloze odredili smo ucinkovitost prijenosa.
Da bi vizualizirali proteine koristili smo otopinu Ponceau S (0,5% Ponceau S (Sigma, Aldrich,
SAD), 10% ledena octena kiselina) u kojoj smo inkubirali membranu tijekom 5 minuta uz
zibanje. Membranu smo zatim isprali tri puta u puferu TBST (150 mM NaCl; 50mM Tris; 0,5%
Triton X- 100).

Nadalje, da bi sprijecili nespecificno vezivanje, membranu smo inkubirali u reagensu za
blokiranje- 4%-tnoj otopini nemasnog mlijeka (Nestle, Svicarska) u puferu TBST tijekom 30 min
pri sobnoj temperaturi. Nakon toga membranu smo inkubirali u otopini odgovarajuc¢eg primarnog
protutijela tijekom sat vremena pri sobnoj temperaturi ili preko no¢i pri 4°C. Primarno protutijelo
pripremili smo u reagensu za blokiranje te membranu inkubirali u otopini primarnog protutijela
preko no¢i pri 4°C. Prije primjene sekundarnog protutijela membranu smo ispirali tri puta po 10
min u otopini TBST. U otopini sekundarnog protutijela, pripremljenog u reagensu za blokiranje,
membranu smo inkubirali tijekom 60 minuta uz zibanje.

Koristili smo sekundarno protumisje protutijelo konjugirano s peroksidazom hrena (Anti-
mouse IgG Horseradish Peroxidase linked whole antibody, Amersham Biosciences, Engleska) u
razrijedenju 1:3000 (tablica 5).

Nakon ispiranja 30 minuta u otopini TBST membranu smo inkubirali tijekom 5 min u
luminiscentnom supstratu ECL (PerkinElmer, SAD) (tablica 5), pripremljenom mijeSanjem
otopina A i B u omjeru 1:1. Nakon toga membranu smo prekrili prozirnom plasti¢cnom folijom te
kemiluminiscencijski signal ocitali na uredaju Uvidoc Cambridge Chemiluminescence Imaging

system (Uvitec Cambridge, Velika Britanija).
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Tablica 5. Primarna protutijela za p73

Primarna protutijela za p73
Porijeklo antitijela | Radna koncentarcija Izvor
Protumisje a-vimentin | 1:1000 Lab Vision, SAD
Protumisje ER-15 1:100 Oncogene Research Products,
SAD

3.8 Izdvajanje DNA iz stanica

Genomsku DNA izolirali smo iz stanica te dodali 500 pl pufera za lizu (50 mM Tris-HCl,
pH 8,5; 1 mM EDTA; 0,5% Tween 20). Zatim smo dodali proteinazu K (Sigma, Njemacka) do
konac¢ne koncentracije 100 pg/ml i uzorak inkubirali preko no¢i pri 37°C. Sljedec¢i dan dodali smo
jednaki volumen fenola (Kemika, Hrvatska). Laganim mijeSanjem tijekom 10 minuta nastale su
dvije faze koje smo izmijeSali u emulziju. Faze smo potom razdvojili centrifugiranjem tijekom 10
minuta pri 13 000 rpm pri sobnoj temperaturi. Gornju, vodenu fazu izdvojili smo u ¢istu, sterilnu
epruvetu, a pro¢is¢avanje fenolom ponovili jo§ dva puta. Vodenu fazu smo potom procistili s tri
volumena smjese kloroform-izoamilni alkohol u omjeru 24:17. 1z procis¢ene vodene faze DNA
smo precipitirali hladnim (-20°C) apsolutnim etanolom (Kemika, Hrvatska). Talog DNA smo
kratko posusili pri 37°C, otopili u puferu TE (10 mM Tris- HCI; 1 mM EDTA, pH 8,0) i1 pohranili
pri4°C.
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3.9 Odredivanje koncentracije DNA

Koncentraciju DNA u uzorcima odredili smo spektrofotometrijski na uredaju Lambda 25
(PerkinElmer, SAD) pri valnoj duljini od 260 nm. Pomoc¢u izmjerene opticke gustoce, OD (eng.

optical density), izraCunali smo masenu koncentraciju DNA prema sljede¢oj formuli:

¢ (DNA)=0D x R x 50 pg/ml

gdje je:
¢ - masena koncentracija (ug/ml),
OD - opticka gustoca ocitana pri valnoj duljini od 260 nm
R - razrjedenje u kiveti,

ekstinkcijski koeficijent za DNA (50 pg/ml)

3.10 Elektroforeza u gelu agaroze

Izdvojenu DNA provjerili smo elektroforezom u 1%-tnom gelu agaroze. Agarozu smo
otopili u puferu TAE (0,8 mM Tris- acetat; 0,02 mM EDTA, pH 8,0), u kojem se odvijala i
elektroforeza. Prije polimerizacije u gel smo dodali etidij bromid u kona¢noj koncentraciji 1
pg/ml. Prije nanoSenja uzorke smo pomijesali s puferom za nanosenje na gel (0,25% bromfenol
modrilo; 0,25% ksilen cijanol fluorofosfat; 30% glicerol). Elektroforeza se odvijala pri naponu od
90 V, tijekom 20 min. Za detekciju pri 254 nm 1 fotografiranje gelova koristili smo sustav Uvidoc

Cambridge Chemiluminescence Imaging system (Uvitec Cambridge, Velika Britanija).
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3.11 Kvantitativna analiza metiliranosti DNA upotrebom Illumina HumanMethylation450
BeadChip

Illumina HumanMethylation450 BeadChip osigurava opseznu analizu CpG myjesta,
omogucujucéi ispitivanje preko 485 000 metilacijskih mjesta po uzorku, uz rezoluciju od jednog
nukleotida. Pokriva 99% genskih regija iz zbirke RefSeq, s prosjekom od 17 CpG mjesta po
genskoj regiji, rasporedenih u promotorima, 5"UTR, prvim eksonima gena, samim genima, te
3’UTR. Takoder, pokriva 96% CpG otoka, te pripadajuce regije. Analiza //lumina Infinium mjeri

metiliranost DNA koriste¢i kvantitativou genotipizaciju bisulfitno konvertirane genomske DNA.

3.12 Odredivanje metiliranosti uzoraka DNA

500 ng uzoraka genomske DNA bisulfitno je konvertirana koriste¢i Zymo EZ-96 DNA
Methylation Kit (Zymo Research Corporation, SAD). Pri tome su koriSteni uvjeti inkubacije
preporuceni za analize Infinum (16 ciklusa pri 95°C tijekom 30 sekundi, te pri 50°C tijekom 60
min). DNA je obradena za analizu koriste¢i [llumina standard kit (Illumina, SAD). Nakon
bisulfitne konverzije DNA je denaturirana, izotermalno amplificirana, fragmentirana te
hibridizirana na Infinium HumanMethylation450 BeadChip (Illumina, SAD). Cipovi su potom
isprani, osuseni, te skenirani na [//lumina iSCAN (Illumina, SAD). Dobivene vrijednosi su
normalizirane s internom kontrolom i DNA je kvantificirana koriste¢i Illumina GenomeStudio

Module v1.8 (Illumina, SAD).

3.13 Statisticka analiza

Pocetna obrada podataka i normalizacija izvrSena je koriste¢i standardnu programsku
podrsku Illumina's Genome Studio. Normalizirani omjeri metiliranih 1 zbroja metiliranih 1
nemetiliranih signala (B-vrijednosti) koriSteni su za daljnju analizu pomoc¢u R racunalne

platforme (Ihaka i Gentleman, 1996) i Bioconductor paketa (Gentleman et al., 2004).
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Proveden je t-test za svaka dva uzorka koja smo usporedivali da bi se ustanovili razli€ito
metilirani lokusi za svaki CpG zasebno (~ 480 000), kao i za slozenije strkukture kao §to su
slijedovi CpG (~ 28 000). Prilagodba p-vrijednosti viSestrukih usporedbi uradena je pretvaranjem
p-vrijednosti t-testa u g-vrijednosti, te upotrebom FDR (False Discovery Rate — Ocjena Laznog

Otkrivanja) od 0,1 kao granicom statisticki znacajne razlike.
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4. REZULTATI

4.1 Potvrda prisutnosti induciranih proteina TAp73a i ANp73a u stanicama SaOS2 Tet-ON

Za pokus smo koristili stani¢ne linije osteosarkoma covjeka stabilno transfecirane
plazmidom koji kodira za TAp73a, odnosno ANp73a cija ekspresija je pod kontrolom
tetraciklinskog promotora. Svaku stani¢nu liniju podijelili smo u dva uzorka- jedan u koji smo
dodali tetraciklinski antibiotik (doksiciklin), te drugi u kojem je bila ista stanicna linija, ali bez
dodatka doksiciklina, koja je sluzila kao kontrola. Stani¢ne linije tretirane antibiotikom
doksiciklinom na taj su nacin potaknute na transkripciju pojedinih izofomi gena p73, dok u
kontrolnim stani¢nim linijama ekspresija izoformi proteina p73 nije oc¢ekivana.

Nakon izdvajanja proteina, ekspresiju pojedinih izoformi gena u uzorcima tretiranim
doksiciklinom dokazali smo pomocu analize Western blot. U stanicama tretiranim doksiciklinom,
dokazali smo prisutnost induciranih proteina TAp73a odnosno ANp73a. U uzorcima koji nisu

tretirani antibiotikom, ti proteini nisu bili detektirani (slika 5).
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Slika 5. Western blot analiza lizata stanica SaOS2 koje nakon indukcije tetraciklinom

eksprimiraju TAp730. odnosno ANp73a.

Ekspresiju smo potvrdili primjenom misjeg monoklonalnog protutijela anti-p73 (ER 15) koje se veze za
obje izoforme proteina p73 (TAp730 i ANp73a). Kontrolu nanosSenja jednakih kolic¢ina uzoraka provjerili

smo primjenom primarnog protutijela za protein a-vimentin.

4.2 Analiza globalne metiliranosti DNA stanica SaOS2 ovisno o ekspresiji pojedinih

izoformi p73 (TAp73a i ANp73a)

Za analizu globalne metiliranosti DNA koristili smo metodu [llumina 450DNA
Methylation BeadArray, kojom se analizira metiliranost priblizno 480 000 mjesta CpG. Budu¢i
da smo izdvojili DNA iz tri nezavisna pokusa, imali smo ukupno dvanaest uzoraka. [z dobivenih
smo uzoraka izracunali srednju vrijednost metiliranosti genoma za svaku pojedinu stani¢nu liniju
(TAI i ANI inducirani doksiciklinom, te njihove kontrole, ANK i TAK). Obradom (grupiranje i
standardizacija podataka pomoc¢u programa [llumina Genome Studio) dobivenih rezultata analize
metiliranosti pojedinih uzoraka naSli smo dominantno znacajne razlike u metiliranosti DNA

izmedu dviju stanic¢nih linija prije aktivacije pojedinih izoformi gena p73 (slika 6).
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Slika 6: Korelacija izmedu svih parova uzoraka

TAI i ANI predstavljaju uzorke stanicnih linija inducirane doksiciklinom, a TAK i ANK njihove kontrole,

za svaki od tri pojedinacna pokusa.

Visoka medusobna korelacija izmedu svih parova uzoraka (Pearsonova korelacija > 95%)
ukazuje na tehnic¢ku ispravnost postupka odnosno kvalitetu podataka. Podatci su standardizirani
odredivanjem [B-vrijednosti za svaki pojedini lokus. B-vrijednost predstavlja standardizirani omjer
metiliranih nasuprot zbroju metiliranih i nemetiliranih signala, odnosno omjer broja metiliranih

citozina nasuprot ukupnom zbroju metiliranih i nemetiliranih citozina na pojedinom lokusu.
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Izracunata je kao srednja vrijednost sva tri pojedinacna mjerenja, te prikazana tablicno za

¢itav genom pojedinog uzorka:

B-vrijednost lokusa = broj metiliranih citozina/zbroj nemetiliranih i metiliranih citozina

Histogram usporedbe srednjih [-vrijednosti pojedinih uzoraka pokazuje ocekivanu
raspodjelu metiliranih i nemetiliranih citozina (slika 7). U svim uzorcima zapaZena je gotovo
identi¢na raspodjela frekvencija metiliranih odnosno nemetiliranih citozina: znacajno veca
frekvencija lokusa s niskim B-vrijednostima (do 0,2), odnosno onih kod kojih je broj metiliranih
citozina malen u odnosu na ukupan zbroj metiliranih 1 nemetiliranih citozina na tom lokusu.
Frekvencija lokusa pri rasponu B-vrijednosti 0,2-0,7 je mala, te ponovno vecéa frekvencija lokusa
s visSim B-vrijednostima (iznad 0,7), ali potonjih ipak duplo niza u odnosu na frekvenciju lokusa

sa nizim B-vrijednostima (za 0,1 frekvencija oko 20 000, dok je za 3 0,9 oko 10 000).
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Slika 7. Histogram frekvencije B-vrijednosti metilacije za pojedine uzorke

ANI oznacava srednje B-vrijednosti uzoraka s eksprimiranom izoformom ANp73, ANK srednje f3-

vrijednosti njihove kontrole. Takoder, TAI oznacava srednje p-vrijednosti uzoraka s eksprimiranom

izoformom TAp73a, a TAK srednje p-vrijednosti njihove kontrole
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Nakon Sto smo utvrdili metilacijski status za svaki pojedini uzorak stanica (ANI, ANK,
TAI 1 TAK) usporedili smo pojedine uzorke medusobno sa ciljem da pokuSamo utvrditi razlicito
metilirane lokuse za svaki CpG pojedina¢no (ukupno oko 480 000), odnosno sloZenije strukture
kao Sto su otoci CpG (priblizno njih 28 000), te otoci CpG povezani s promotorskim regijama
(oko 18 000). Za svaki par uzoraka uraden je t-test. Histogrami p-vrijednosti za Cetiri usporedbe
(ANI 1 ANK, ANI i TAI, TAI i TAK, te ANK i TAK) pokazuju da je najznacajnija razlika
metiliranosti opaZzena u uzorcima izmedu kontrolnih stani¢nih linija, dakle stani¢nih linija u

kojima nisu inducirane izoforme p73 antibiotikom doksiciklinom (ANK i TAK) (slika 8).
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Slika 8. Histogrami p-vrijednosti pojedinih usporedbi

Medusobna usporedba metiliranosti pojedinih lokusa za svaki uzorak stanica (ANI uzorci s
eksprimiranom izoformom ANp73, ANK njihova kontrola;, TAI uzorci sa eksprimiranom izoformom

TAp73, a TAK njihova kontrola).
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B-vrijednosti pojedinac¢nih uzoraka usporedene su medusobno (ANI s ANK, TAI s TAK,
ANI s TAI, te ANK s TAK). Usporeduju¢i ukupno 39 170 lokusa za svaki uzorak stanica
medusobno, statisticki znacajnu razliku u tako promatranoj metiliranosti genoma pronasli smo
samo u usporedbi stani¢nih uzoraka prije indukcije izoformi p73 (ANK i TAK).

Tako je uz fdr < 0,1 (false discovery rate), razlika u metilaciji tih dvaju uzoraka
pronadena na ukupno 12 091 lokusu, odnosno uz kriterij fdr < 0,05 na 8 715 lokusa.

Iz nasih rezultata usporedbe metiliranosti genoma stanica SaOS2 prije i nakon aktivacije
pojedine izoforme gena p73 (TAp73a i ANp73) vidimo da se nakon aktivacije metiliranost
stanicnog genoma nije mijenjala. Niti u jednoj usporedbi metiliranosti genoma stanica nakon
aktivacije pojedine izoforme s njihovim kontrolama, nismo pronasli statisticki znacajnu razliku
niti na jednom lokusu.

Taj smo rezultat potvrdili usporedujuci raspodjelu prosje¢nih razlika B-vrijednosti u
pojedinim usporedbama i odgovarajucih p-vrijednosti izmedu 100 statisticki najznacajnijih

razlika u svakoj usporedbi (slika 9).
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Slika 9. Usporedba razine metilacije CpG slijedova (CGI t-test)
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Prvo je izracunata p-vrijednost za svaki CpG slijed u pojedinom uzorku, te potom usporedeni pojedini

uzorci (ANI uzorci sa eksprimiranom izoformom ANp730, ANK njihova kontrola; TAI uzorci sa

eksprimiranom izoformom TAp73a, a TAK njihova kontrola)

Razlike u usporedbi ANK i TAK statisticki su znacajnije nego one u preostale tri

usporedbe. Sli¢ne rezultate mozemo opaziti usporedujucéi razinu metilacije otoka CpG (slika 9,

prikaz 4- drugi stupac). U tom slucaju izracunali smo prosjecnu B-vrijednost za svaki slijed CpG

unutar pojedinog uzorka, a potom usporedili razli¢ite tipove uzoraka.

S obzirom da nismo pronasli statisticki znacajnu razliku u metiliranosti genoma nakon

aktivacije pojedine izoforme gena, usporedili smo medusobnu razliku metiliranosti genoma
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kontrolnih stanica, odnosno stani¢nih linija prije nego Sto su inducirane pojedine izoforme gena
TP73.

U tablici 6. prikazano je 20 lokusa koji pokazuju statisticki najvecu razliku metiliranosti u
usporedbi kontrolnih stanica (ANK i TAK). Nadalje, u tablici 7. prikazane su prosjecne
vrijednosti metiliranosti istth 20 lokusa (ANK i TAK), zatim broj citozinskih baza koji je

analiziran na svakom od tih lokusa (nC), te je statisticki izracunata p-vrijednost.

Tablica 6. Lokusi s najizrazajnijom razlikom metiliranosti izmedu kontrolnih stanica.

U tablici je prikazano 20 lokusa s najvecom razlikom u metiliranosti kontrolnih stanica, te naziv gena

kojem taj lokus pripada

NAZIV GENA SIMBOL POLOZAJ
GENA SLIJEDA CpG
NA chr1:45965586-
N4 45966049

Clg and tumor necrosis factor

related protein 1 cromnFr | Shrl7:77020023-

77020868

family with sequence similarity 163,

member A FAMI63A4 chr1:179711947-

179713951

family with sequence similarity 83,

member B FAMS3B chr6:54711153-

54712033

prolyl 4-hydroxylase, alpha
chr11:74022428-

polypeptide 111 P4HA3 74022703
mutS homolog 5 (E. coli) chr6:31707489-
MSH> 31708336
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NAZIV GENA SIMBOL POLOZAJ
GENA SLIJEDA CpG
CDC42  binding protein  kinase
gamma D (DMPK-like) CDC42BPG 2221915’522 pas2l-
sortilin-related VPSI10 domain
containing receptor 2 SORCS2 ;2247:5237755_
PR domain containing 16 chrl:3157509-
PRDM16 33158300
kinesin light chain 2 chr11:66035216-
KLC2 66035447
tubulin folding cofactor D chr17:80819019-
TBCD 80819260
thromboxane A2 receptor chr19:3606371-
TBXAZR | 3607270
phospholipase B domain containing 1 chr12:14720248-
PLBDI 14721093
MORN repeat containing 1 chr1:2266007-
MORNT | 2266432
coiled-coil domain containing 33 chr15:74537809-
ceDess 74538114
TNFRSF1A-associated  via  death
. chr16:67195600-
domain TRADD 67195827
receptor accessory protein 6 chr19:1495209-
REEPS 1495413
netrin 1 chr17:9066152-
NTNI 9066388
ADAMTS-like 2 chr9:136444127-
ADAMTSL2 136444604
SLIT-ROBO Rho GTPase activating
protein 3 SRGAp3 | Chr3:9032257-

9032519
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Tablica 7. Prosjecne S-vrijednosti metiliranosti C-baza za pojedine lokuse.

Prikazana je prosjecna [-vrijednost za ANK i TAK, te razlika njihovih prosjecnih [-vrijednosti.

nC predstavlja ukupan broj C-baza analiziranih na odredenom lokusu.

SIMBOL | \Nk TAK ANK-TAK

GENA B-vrijednost | B-vrijednost B-vrijednost | p-vrijednost | nC
NA 0,196 0,249 -0,053 3,08E+05 9
CIQTNF1 | 0,183 0,376 -0,192 7,70E+07 11
FAM1634 | 0,314 0,271 0,042 8,43E+07 23
FAMS3B | 0,334 0,580 -0,245 4,53E+07 12
P4HA3 0,608 0,510 0,098 3,48E+07 11
MSHS 0,338 0,294 0,044 3,57E+07 51
CDC42B
PG 0,633 0,563 0,069 8,48E+07 5
SORCS2 | 0,532 0,352 0,179 4,89E+07 11
PRDMI16 | 0,238 0,188 0,051 2,37E+07 14
KLC2 0,393 0,071 0,322 1,58E+07 8
TBCD 0,707 0,499 0,208 8,44E+07 7
TBXA2R | 0,371 0,31 0,061 2,71E+07 14
PLBDI 0,738 0,512 0,226 6,91E+07 15
MORNI 0,344 0,457 -0,113 1,43E+07 22
CCDC33 | 0,434 0,588 -0,153 2,60E+07 8
TRADD 0,226 0,078 0,147 2,90E+06 7
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SIMBOL | ANK TAK ANK-TAK
GENA B-vrijednost | B-vrijednost | B-vrijednost | p-vrijednost | nC
REEP6 0,152 0,538 -0,386 1,52E+07 3
NTNI 0,85 0,319 0,53 8,21E+05 7
ADAMTSL2 | 0,477 0,237 0,239 7,73E+07 1
SRGAP3 0,566 0,391 0,174 4,56E+07 6

4.3 Usporedba dobivenih rezultata metiliranosti genoma s rezultatima genske ekspresije

dobivenih tehnikom mikrocipova

Dobivene rezultate metiliranosti genoma stanica SaOS2 nakon indukcije izoforme ANp73
usporedili smo s rezultatima genske ekspresije dobivene tehnikom mikrocipova (Kartasheva i
sur., 2003). U navedenom radu, na stani¢nim linijama H1299 (nemaju eksprimiran gen 7P353)
inducirana je ekspresija izoforme ANp73a te su rezultati usporedeni s kontrolnom skupinom u
kojoj nije bilo ekspresije te izoforme. Znacajna je promjena- pojacana, odnosno smanjena
ekspresija u odnosu na kontrolu, nadena u vise od 30 gena (promjena razine mRNA). Kako su na
taj nacin prikazani geni u stanicama H1299 koji svoju aktivnost, odnosno razinu ekspresije
mijenjaju ovisno o aktivnosti izoforme gena ANp73a, mi smo zeljeli te rezultate povezati s naSim
rezultatima analize metiliranosti genoma stanica SaOS2 nakon aktivacije izoforme gena ANp73a,
te utvrditi mozemo li promjenu ekspresije pojedinih gena u radu Kartasheve i sur. dovesti u vezu

s metilacijskim profilom istih gena u naSem pokusu.
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U tablici 8. prikazani su geni u radu Kartasheve 1 sur. koji pokazuju promjenu ekspresije
gena nakon aktivacije ANp73a, a koje smo mogli identificirati u nasim stanicama te o€itati razinu
metilacije. Prikazani geni su poredani prema njihovom stupnju promjene ekspresije, prikazane
kao logaritamski omjer promjene ekspresije, pri ¢emu pozitivne vrijednosti oznacavaju pojacanu,

a negativne smanjenu ekspresiju.

Tablica 8. Geni s promijenjenom ekspresijom nakon aktivacije ANp73a.

(iz.Kartasheva i sur. (2003): ANp73 can modulate the expression of various genes in a p53 independent
fashion. Oncogene 22:8246-8254). Prikazani su geni prema promjeni ekspresije. Pozitivne vrijednosti

prikazuju indukciju, a negativne potiskivanje ekspresije gena. S.d. je standardna devijacija od Cetiri

nezavisna eksperimenta.

SIMBOL NAZIV GENA log, s.d.
GENA

EGRI early growth response 1 2,74 0,92

OoDCl ornithine decarboxylase 1 -2,68 | 0,46

UAPI UDP-N-acteylglucosamine -2,59 1 0,24
pyrophosphorylase 1

FOSLI FOS-like antigen 1 254 | 0,57

CSRP2 cysteine and glycine-rich protein 2 2,52 0,21
preferentially  expressed  antigen in | 2,32 0,10

PRAME melanoma

AKAPI A kinase (PRKA) anchor protein 1 -2,12 | 0,27

CDC6 cell division cycle 6 homolog (S.| 1,85 0,29
cerevisiae)

GCHI GTP cyclohydrolase 1 1,79 | 0,67
M-phase phosphoprotein 10 (U3 small | -1,76 | 0,43

MPHOSPHI10 | nucleolar ribonucleoprotein)
protein tyrosine phosphatase, receptor | -1,72 | 0,60

PTPRCAP type, C-associated protein

CCNA2 cyclin A2 -1,71 0,66

F2R coagulation factor Il (thrombin) receptor -1,67 | 0,34
nuclear factor of kappa light polypeptide | -1,64 | 0,64

NFKBI gene enhancer in B-cells 1

TCEAL transcription elongation factor A (SIl), 1 -1,54 | 0,18
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SIMBOL

GENA NAZIV GENA log; | s.d.
GOLPH3 golgi phosphoprotein 3 (coat-protein) -1,5 0,43
SIAH2 seven in absentia homolog 2 (Drosophila) -1,5 0,52
CARS cysteinyl-tRNA synthetase -1,5 0,33

Ukupno 18 gena iz tablice 8. koji su pokazali znacajnu promjenu ekspresije (pojacanu ili

smanjenu) identificirali smo u nasem pokusu u uzorku stanica SaOS2 . Gene smo izdvojili i

prikazali tablicno njihove B-vrijednosti metiliranosti u uzorku s aktiviranom izoformom ANp73a

(ANI) te kontrolnom uzorku (ANK), i razliku u metiliranosti gena izmedu pojedinih uzoraka

(ANI-ANK). Statisticki je izracunata p-vrijednost (tablica 9).
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Tablica 9. Metilacijski profil gena stanica SaOS2 nakon aktivacije izoforme ANp73a

Prosjecne p-vrijednosti metiliranosti gena u uzorku s induciranom izoformom ANp73o. (ANI) i njihovoj

kontroli (ANK).

SIMBOL NAZIV GENA B-vrijednost p-vrijednost
GENA
ANI | ANK | ANI-ANK

CCNA2 cyclin A2 0,0955 | 0,1070 | -0,0116 0,086

CDC6 cell division cycle 6 homolog (S. | 0,0875 | 0,0895 | -0,002 0,830
cerevisiae)

EGRI early growth response 1 0,1613 | 0,1636 | -0,0023 0,404

ODC1 ornithine decarboxylase 1 0,1712] 0,1663 | 0,0049 0,721

UAPI UDP-N-acteylglucosamine 0,1745 | 0,1716 | 0,0029 0,753
pyrophosphorylase 1

FOSLI FOS-like antigen 1 0,7246 | 0,7005 | 0,0240 0,512

CSRP2 cysteine and glycine-rich protein 2 | 0,0958 | 0,0977 | -0,0019 0,918

PRAME preferentially expressed antigen in | 0,1533 | 0,1546 | -0,0013 0,687
melanoma

AKAPI A kinase (PRKA) anchor protein 1 0,1689 | 0,1696 | -0,0007 0,648

GCHI GTP cyclohydrolase 1 0,1695 | 0,1703 | -0,0009 0,916

MPHOSPHI0 | M-phase phosphoprotein 10 (U3 | 0,1036 | 0,1051 | -0,0015 0,727
small nucleolar ribonucleoprotein)

PTPRCAP protein  tyrosine  phosphatase, | 0,8648 | 0,8670 | -0,0048 0,632
receptor type, C-associated protein

F2R coagulation factor II (thrombin) | 0,5120 | 0,5119 | 8,62E+08 | 0,999
receptor

NFKBI nuclear  factor of kappa light | 0,1490 | 0,1534 | -0,0044 0,632
polypeptide gene enhancer in B-
cells 1

TCEAI transcription elongation factor A | 0,1927 | 0,2053 | -0,0126 0,161
(S1l), 1

GOLPH3 golgi  phosphoprotein 3 (coat- | 0,1461 | 0,1483 | -0,0022 0,867
protein)

SIAH?2 seven in absentia homolog 20,1620 | 0,1611 | 0,0009 0,920
(Drosophila)

CARS cysteinyl-tRNA synthetase 0,1875 10,1783 | 0,0093 0,287
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Potom smo za iste gene usporedili razlike njihove metiliranosti u stanicama s induciranom
izoformomm ANp73a (ANI) i1 kontrolnim stanicama (ANK) izrazene kao B-vrijednost, s

logaritamskim vrijednostima promjene njihove ekspresije iz rada Kartasheve i sur. (tablica 10).

Tablica 10. Usporedba promjena metiliranosti cilinih gena nakon indukcije ANp73o. s

promjenom ekspresije istih gena nakon aktivacije ANp73a.

Prikazane su razike p-vrijednosti metiliranosti pojedinih gena u nasem pokusu te logaritamske vrijednosti

promjene njihove ekspresije iz rada Kartasheve i suradnika nakon indukcije ANp73a.

SIMBOL NAZIV GENA ANI-ANK log;
GENA B-vrijednost
CCNA2 cyclin A2 -0,0116 2,74
CDC6 cell division cycle 6 homolog (8. -0,002 -2,68
cerevisiae)
EGRI early growth response 1 -0,0023 -2,59
OoDCI ornithine decarboxylase 1 0,0049 -2,54
UAPI UDP-N-acteylglucosamine 0,0029 2,52
pyrophosphorylase 1
FOSL1 FOS-like antigen 1 0,0240 2,32
CSRP2 cysteine and glycine-rich protein 2 -0,0019 -2,12
PRAME preferentially  expressed  antigen  in -0,0013 1,85
melanoma
AKAPI A kinase (PRKA) anchor protein 1 -0,0007 1,79
GCHI GTP cyclohydrolase 1 -0,0009 -1,76
MPHOSPHI10 | M-phase phosphoprotein 10 (U3 small -0,0015 -1,72
nucleolar ribonucleoprotein)
PTPRCAP | protein tyrosine phosphatase, receptor -0,0048 -1,71
type, C-associated protein
F2R coagulation factor Il (thrombin) receptor 8,62E+08 -1,67
NFKBI nuclear factor of kappa light polypeptide -0,0044 -1,64
gene enhancer in B-cells 1
TCEAI transcription elongation factor A (SII), 1 -0,0126 -1,54
GOLPH3 golgi phosphoprotein 3 (coat-protein) -0,0022 -1,5
SIAH2 seven in absentia homolog 2 (Drosophila) 0,0009 -1,5
CARS cysteinyl-tRNA synthetase 0,0093 -1,5
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Na slici 10. graficki je prikazan odnos promjene ekspresije gena iz rada Kartasheve i sur.,
te promjene njihove metiliranosti koju smo nasli u nasem radu. 1z prikaza se vidi da je za gene
koji pokazuju pojacanu ekspresiju ANp73a, doSlo do smanjene metiliranosti, iako statisticki ne
znacajno. Kod gena koji su pokazali smanjenu ekspresiju nakon aktivacije ANp73a, nismo nasli
tako jednoznac¢nu povezanost, odnosno u nasem radu za tu skupinu gena nismo mogli dokazati

oc¢ekivano povecanje razine metiliranosti.
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Slika 10. Usporedba promjena u ekspresiji gena s promjenama u metilaciji otoka CpG nakon

indukcije izoforme ANp73o.
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Dobivene rezultate promjene metiliranosti genoma nakon indukcije izoformi p73 iz naseg
pokusa usporedili smo i1 s podatcima i za drugu izoformu — TAp73a. Tako smo naSe podatke
usporedili s rezultatima promjene transkripcijskog odgovora gena nakon vezivanja izoformi
TAp73a 1 TAp73p u genomu (Koeppel i sur., 2011). U navedenom radu ispitivana su globalna
vezna mjesta za izoforme TAp73a i TAp73PB unutar genoma na stani¢nim linijama MDA-
MB231, HCT116, HEK293 i SAOS2. Nakon globalnog detektiranja njihovih veznih mjesta, u
nastavku je analiziran transkripcijski odgovor genoma na vezivanje izoformi sekvencioniranjem
RNA (RNA-seq). Pokazalo se da se obje izoforme vezu na zajednicka, ali 1 izoformno specifi¢na
ciljna mjesta, te imaju razli¢it utjecaj na ciljne gene. Uzeli smo podatke za izoformu TAp73a, te
analizirali promjenu ekspresije gena nakon vezivanja izoforme na njeno vezno mjesto. Izdvojili
smo 20 gena koji su pokazali najizrazeniju promjenu ekspresije, te ih prikazali poredane prema
njihovom stupnju promjene ekspresije, prikazane kao logaritamski omjer promjene, pri ¢emu
pozitivne vrijednosti oznac¢avaju pojacanu, a negativne smanjenu ekspresiju (tablica 11).

Podatci su dostupni u Gene Expression Omnibus (GEO) bazi podataka pod pristupnim
brojem GSE 15 780 (Barrett i sur., 2009), na adresi:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE15780.
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Tablica 11. Geni s najznacajnije promijenjenom ekspresijom nakon aktivacije TAp73a

(iz. Koeppel i sur. (2011): Crosstalk between c-Jun and TAp730/B contributes to the apoptosis-survival
balance. Nucleic Acid Research 39:6069-6085).

SIMBOL
GENA NAZIV GENA log,
BACE?2 beta-site APP-cleaving enzyme 2 -8
SFN stratifin 7,79
CYYRI cysteine/tyrosine-rich 1 -7,73
DPYSL4 | dihydropyrimidinase-like 4 -7,48
EMB embigin -7,25
mesoderm induction early response 1, family
MIER?2 member 2 -6,98
solute carrier family 8 (sodium/calcium
SLC8A3 | exchanger), member 3 -6,87
NRXN] neurexin 1 -6,82
NPTX2 neuronal pentraxin 11 -6,75
retinoic acid receptor responder (tazarotene
RARRES? | induced) 2 6,52
TP73 tumor protein p73 6,47
ZNF682 | zinc finger protein 682 -6,3
ILI7RA interleukin 17 receptor A -6,21
C3orf54 | chromosome 3 open reading frame 54 6,13
PLDS5 phospholipase D family, member 5 -5,91
EMID?2 EMI domain containing 2 -5,7
NIPAL4 | NIPA-like domain containing 4 5,64
THEM4 | thioesterase superfamily member 4 -5,58
1CAM1 intercellular adhesion molecule 1 5,55
PARPI1 | poly (ADP-ribose) polymerase family, member 11 -5,55

Potom smo 20 gena iz tablice 11. s najizrazenijom promjenom ekspresije iz rada Koeppel
i suradnika identificirali u nasem pokusu. Gene smo izdvojili i prikazali tablicno njihove B-
vrijednosti metilacije u uzorku s aktiviranom izoformom TAp73a (TAI), te kontrolnom uzorku
(TAK), kao i razliku B-vrijednosti njihove metiliranosti u navedenim uzorcima (TAI-TAK).

Statisti¢ki smo izracunali p-vrijednost (tablica 12).

60



Tablica 12. Metilacijski profil gena stanica SaOS2 nakon aktivacije izoforme TAp73a.

Prosjecne p-vrijednosti metiliranosti gena u stanicama sa induciranom izoformom TAp73a (TAI) i

stanicama u kojima ista izoforma nije eksprimirana (TAK).

-vrijednost
SIMBOL TAI-
GENA NAZIV GENA TAI | TAK TAK p-vrijednost
BACE?2 beta-site APP-cleaving enzyme 2 0,190 | 0,213 -0,023 0,307
SFN stratifin 0,777 | 0,775 0,002 0,869
CYYRI cysteine/tyrosine-rich 1 0,153 | 0,160 -0,007 0,573
DPYSL4 | dihydropyrimidinase-like 4 0,280 | 0,286 -0,005 0,156
EMB embigin 0,262 | 0,269 | -0,007 0,704
mesoderm induction early
MIER?2 response 1, family member 2 0,877 0,897 | -0,020 0,295
solute carrier family 8
(sodium/calcium exchanger),
SLC843 | member 3 0,224 | 0,234 | -0,010 0,293
NRXNI neurexin 1 0,302 | 0,282 0,020 0,559
NPTX2 neuronal pentraxin Il 0,343 | 0,353 -0,009 0,279
retinoic acid receptor responder
RARRES? | (tazarotene induced) 2 0,468 | 0,461 0,007 0,657
TP73 tumor protein p73 0,218 | 0,223 -0,005 0,008
ZNF682 | zinc finger protein 682 0,408 | 0,466 -0,058 0,294
ILI7RA interleukin 17 receptor A 0,683 | 0,644 0,038 0,438
chromosome 3 open reading
Clorf54 | frame 54 0,079 | 0,084 | -0,005 0,671
phospholipase D family, member
PLD5 5 0,284 | 0,332 | -0,047 0,395
EMID?2 EMI domain containing 2 0,602 | 0,601 0,001 0,891
NIPAL4 | NIPA-like domain containing 4 0,544 | 0,533 0,010 0,309
thioesterase superfamily member
THEM4 | 4 0,495 | 0,498 | -0,003 0,766
1CAM1 intercellular adhesion molecule I | 0,577 | 0,589 -0,011 0,442
poly (ADP-ribose) polymerase
PARPI11 | family, member 11 0,514 | 0,492 0,021 0,497
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U nastavku smo za iste gene usporedili razlike B-vrijednosti njihove metiliranosti izmedu
stanica s induciranom izoformom TAp73a (TAI) 1 kontrolnih stanica (TAK), s logaritamskim

vrijednostima promjene njihove ekspresije iz rada Koeppela i sur. (tablica 13).

Tablica 13. Usporedba promjene metiliranosti cilinih gena nakon indukcije TAp730. s promjenom

ekspresije istih gena nakon aktivacije TAp73a.

Prikazane su razlike p-vrijednosti metiliranosti pojedinih gena u nasem pokusu nakon indukcije izoforme

TAp730 (TAI-TAK), te logaritamske vrijednosti promjene njihove ekspresije iz rada Koeppel i suradnika.

SIMBOL TAI-TAK
GENA NAZIV GENA B-vrijednost log,
BACE2? beta-site APP-cleaving enzyme 2 -0,023 -8
SEFN stratifin 0,002 7,79
CYYRI cysteine/tyrosine-rich 1 -0,007 -7,73
DPYSL4 | dihydropyrimidinase-like 4 -0,005 -7,48
EMB embigin -0,007 -7,25
mesoderm induction early response 1, family
MIER?2 member 2 -0,020 -6,98
solute carrier family 8 (sodium/calcium
SLC8A3 | exchanger), member 3 -0,010 -6,87
NRXN] neurexin 1 0,020 -6,82
NPTX2 neuronal pentraxin Il -0,009 -6,75
retinoic acid receptor responder (tazarotene
RARRES? | induced) 2 0,007 6,52
TP73 tumor protein p73 -0,005 6,47
ZNF682 | zinc finger protein 682 -0,058 -6,3
ILI17RA interleukin 17 receptor A 0,038 -6,21
C3orf54 | chromosome 3 open reading frame 54 -0,005 6,13
PLDS5 phospholipase D family, member 5 -0,047 -5,91
EMID?2 EMI domain containing 2 0,001 -5,7
NIPAL4 | NIPA-like domain containing 4 0,010 5,64
THEM4 | thioesterase superfamily member 4 -0,003 -5,58
1CAMI intercellular adhesion molecule 1 -0,011 5,55
PARPI1 | poly (ADP-ribose) polymerase family, member 11 0,021 -5,55
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Na slici 11. grafi¢ki je prikazan odnos promjene ekspresije gena iz rada Koeppela i sur., te
promjene njihove metiliranosti koju smo istrazili u naSem radu. Kao §to je navedeno, u nasem
radu nismo pronasli statisticki znacajnu razliku u metiliranosti genoma nakon indukcije izoforme
TAp73a. Usporedujuéi istovremeno rezultate promjene ekspresije za navedenih 20 gena s
promjenama metiliranosti tih istih gena u nasem pokusu, nasli smo u samo Sest gena obrazac
kojim bi mogli objasniti promjenu genske ekspresije s promjenama metiliranosti, pri ¢emu smo
za tri gena koja pokazuju pojacanu ekspresiju nakon aktivacije TAp73a u naSem radu nasli
smanjenu metiliranost, te takoder za tri gena koji pokazuju smanjenje ekspresije — povecanje
metiliranosti u nasem pokusu. Usporedujuci podatke za ostalih 16 gena nismo nasli promjenu
metiliranosti u nasem radu koja bi se mogla dovesti u vezu sa promjenom njihove ekspresije

nadene u radu Koeppela i suradnika.
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Slika 11. Usporedba promjena u ekspresiji gena s promjenama u metilaciji otoka CpG nakon

indukcije izoforme TAp73o.
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5. RASPRAVA

Metiliranje DNA je dinamican, reverzibilan nacin epigenetske regulacije kojim se nakon
replikacije dodaju metilne skupine na citozinske ostatke (najcesce slijed CpGQG), te se tako moze
mijenjati funkcionalnost brojnih gena u stanici. Promjene obrazaca metiliranosti DNA uobicajene
su u stanicama raka. Istovremeno s hipermetilirano$¢u otoka CpG u stanicama raka dolazi do
globalne hipometiliranosti genoma (Jones 1 sur., 2002) .

Obrasci metiliranja DNA u stanicama ¢ovjeka najvise su vezani uz otoke CpG, podrucja
relativno vece gustoce parova baza CpG koji su smjeSteni na 5" kraju vecine gena (Bird, 2002). U
prvim eksperimetnima koji su sekvencirali ljudski genom predvideno je postojanje priblizno 29
000 CpG otoka (Landerer i sur., 2001; Venter i sur., 2001).

Vecina otoka CpG u stanicama covjeka ostaje nemetilirana u svim tipovima tkiva. Buduéi
da su mnogi otoci CpG smjesteni unutar gena koji su utiSani zbog tkivne specificnosti, slijedi da
otoci CpG mogu ostati nemetilirani iako je njihov gen utiSan. Suprotno, tijekom razvoja
organizma, kao i u nekim slu¢ajevima (upisani geni, utiSavanje X-kromosoma) moze doc¢i do
metiliranja pojedinih otoka CpG, i1 tada promotor gena povezan s metiliranim otocima ostaje
utiSan (Bird, 2002). Danas postoje jasni dokazi da de novo metilacija moze nastati i u odraslim
somatskim stanicama. Znacajan dio svih otoka CpG ljudskih gena u nekim tkivima sklon je
progresivnom metiliranju tijekom starenja ili u abnormalnim stanicama kao $to su stanice raka
(Issa, 2000; Baylin i Herman, 2000). Nakupljanje metiliranih CpG u somatskim stanicama tece
vrlo sporo, npr. za de novo metiliranje provirusa u stanicama eritroleukemije misa potrebno je
nekoliko tjedana (Lorincz i sur., 2000). Sli¢no tome, oporavak globalno metilirane DNA nakon
uzastopnog tretiranja misjih stanica inhibitorom metilacije DNA (5-azacytidin) traje mjesecima
(Flatau i sur., 1984).

Smatra se da je metiliranost gena odgovornih za programiranu stanicnu smrt odgovorna
za malignu transformaciju. Metiliranost gena 7P73 nadena je u odredenim tipovima raka, kao u
nekim tipovima leukemija i limfoma (u NK stanicama frekvencija metiliranosti je cak 94%), te u
neuroblastomima i karcinomu pluc¢a (Pluta i sur., 2006; Siu i sur., 2002; Casciano i sur., 2002; Di
Vinci 1 sur., 2009). U akutnoj limfoblasti¢noj leukemiji (ALL) metilacija gena p73 je Cesta i

smatra se da bi metilacijski status p73 mogao biti znacajan u prognozi bolesti (Pluta i sur., 2006).
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U neuroblastomima je nadena razliita metiliranost promotora P1 i P2 (Casciano 1 sur,
2002.), P1 nije metiliran, dok je P2 metiliran u svim tumorima koji nemaju eksprimiran ANp73, a
djelomi¢no 1 u tumorima s visokom ekspresijom ANp73. Dakle, ekspresiju ANp73, barem
djelimi¢no kontroliraju epigeneticki dogadaji. U tumorima pluc¢a nadena je pojacana ekspresija
obje izoforme — i TAp73 i ANp73, P1 nije metiliran u vecini tumora, a P2 je metiliran samo u
50% tumora, iz ¢ega proizlazi da nema korelacije izmedu metiliranosti promotora i ekspresije
pojedine izoforme gena (Di Vinci i sur., 2009). To se moZe objasniti ¢injenicom da protutijela
kojima se odreduje ANp73 detektiraju i translacijski produkt AN'p73 cija transkripcija ide s
promotora P1 i ¢ija je ekspresija u tumorima visoka (Concin i sur, 2004; Moll i Slade, 2004).
Nasuprot, kvanitativan real time PCR omogucuje to¢niju detekciju eksprimiranih izoformi.
Nadalje, kvalitativne metode za odredivanje metilacije (metoda PCR specifican za metilaciju,
methylation specific PCR, kojom se koriste pocetni nukleotidi specifi¢ni za metilirane, odnosno
nemetilirane oblike promotora stani¢nih gena) nisu tako precizne kao novije metode, koje koriste
sofisticirane uredaje, tzv. next generation sequencing, kakve smo i mi koristili u svojem
istrazivanju. Koristenje ovakovih uredaja omogucuje odredivanje metilacije u klinickim uzorcima
s vrlo malom koli¢inom DNA (Shaw i sur., 2006).

Na tragu studije Di Vinci 1 suradnika, nedavno je dokazano da je u nemikrocelularnom
karcinomu plu¢a promotor P1 rijetko hipermetiliran (Sto bi smanjilo razinu ekspresije TAp73), a
promotor P2 je ¢esto hipometiliran, Sto je povezano s pojacanom ekspresijom ANp73 (Daskalos i
sur., 2011). Za usporedbu, u nomalnim tkivima plu¢a promotor P2 je pojatano metiliran, a P1
nemetiliran (Di Vinci 1 sur.,, 2009). Hipometiliranost P2 povezana je sa globalnom
hipometilirano$¢u genoma (odredivana preko metilacije promotora LINE-1, surogat markera za
globalnu hipometiliranost). Dakle, globalna hipometiliranost DNA mogla bi imati za posljedicu
pojacanu ekspresiju ANp73 u tumorima. Sveukupno, navedeni podatci ukazuju da u raku pluca
epigenetske promjene mogu biti presudne za deregulaciju aktivnosti P2, dok je deregulacija P1
odredena transkripcijskim dogadajima (Daskalos i sur, 2011). Tako je ekspresija ANp73 pod
epigenetiCkom kontrolom u normalnim stanicama pluca. Kada se P2 deregulira, dolazi do
pojacane transkripcije protu-apoptotske izoforme ANp73. S druge stane, epigenetska kontrola je
slabija u slucaju P1 i sinteza odgovarajuce izoforme ovisi o specificnim transkripcijskim
faktorima. Dakle, razli¢it nacin regulacije P1 i P2 promotora predstavlja slobodu u sintezi

odgovarajucih izoformi, dozvoljavajuéi na taj nacin njihovu razli¢itu ulogu. Ova studija podrzava
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stav da izoforme TAp73 1 ANp73 imaju razliCite, jedinstvene, a ne suprotne funkcije. Daljnja
istrazivanja rasvjetlit ¢e dodatno odnose ovih dviju izoformi.

U studijama koje su istrazivale utjecaj TAp73a, odnosno ANp73a na ekspresijski profil
(Fontemaggi i sur., 2002; Kartasheva i sur., 2003.) nadeno je da TAp73a potice transkripciju
gena koji se samo djelomicno preklapaju s onima koje potice p53 (Fontemaggi i sur., 2002.), a
ANp73a mijenja ekspresiju mnogih gena na koje p53 i TAp73a ne djeluju. Dakle, ANp73a
funkcionira neovisno o p53 kao regulator vlastitih ciljnih gena (Kartasheva 1 sur., 2003). Studija
Koeppel i suradnika (2011) istrazivala je, meduostalim, i ekspresijski profil u inducibilnoj
stani¢noj linijii SaOS2 nakon inducirane ekspresije TAp73a, odnosno TAp73f i p53. Nasli su da
TAp73a 1 TAp73pB, dvije srodne izoforme ali s ne potpuno istom funkcijom u stani¢nim
procesima, reguliraju ekspresiju istih gena, ali i razli€itih, kao i nekih istih gena koje regulira p53
(TAp73a/TAp73P/pS3).

Do sada nije u potpunosti razjasnjeno kako p73 utjeée na metiliranost genoma. Stovise,
buduc¢i da isti gen kodira za nekoliko izoformi s razli¢itim funkcijama, ispitivanje utjecaja
pojedine izoforme gena 7P73 na globalnu metiliranost stani¢nog genoma od izuzetnog je znacaja.
Promjene obrasca metiliranja, koje naj¢eS¢e nastupaju u neoplasticnim stanicama predstavljaju
jedan od mehanizama inaktivacije gena. Posebice metiliranje gena koji sudjeluju u procesu
apoptoze predstavlja vazan korak u zlo¢udnoj transformaciji stanice (Pluta i sur., 2006).
Dosadasnja istrazivanja pokazala su da gubitak funkcionalnosti gena 7P53, srodnika gena 7P73,
rezultira oslobadanjem potiskivanja te znacajnim povecanjem ekspresije DNMTI1 i na razini
RNA 1 proteina (Peterson i sur., 2003). To je bio prvi dokaz da bi poremecaj signalnog puta p53
mogao biti odgovoran za pojacanu ekspresiju DNMTI1. Gubitak jednog alela 7P53 dovodi do
transformacije pracene metilacijom otoka CpG tumor supresorskih gena MGMT, TIPMS3,
pl6INK4a te globalne hipometilacije (Taylor, 2006). Dakle, haploinsuficijencija je dovoljna za
pocetak metilacije povezane s utiSavanjem tumor supresorskih gena u tumorima ljudi. Gubitak
drugog alela vodi dramati¢noj deregulaciji metilacije DNA i brojnim metiliranim oto¢i¢ima CpG.
Nadalje, uz regulaciju ekspresije DNMTI, nekoliko studija pokazalo je fizicku interakciju
izmedu p53 1 DNA metiltransferaza, te izmedu p53 i histonskih deacetilaza. Te interakcije su
znacajne za inaktivaciju nekih gena koji sudjeluju npr. u potiskivanju apoptoze (Taylor, 2006).
Nadalje, male promjene razine ekspresije p53 mogu imati znacCajan utjecaj na stabilnost

metiliranosti DNA, posebice ako se gleda u kontekstu modifikacije DNA metiltransferaza.
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Na metilaciju DNA tako indirektno utje¢e i mutirani oblik p53 kao i oSte¢enja uzvodnog
signalnog puta p53. No, usprkos tome, smatra se da su i poremecaj komponenti signalnog puta
p53 1 poremecaj epigeneticke modifikacije genoma, koji su sveprisutni u stanicama raka, rani
dogadaji u procesu neoplasti¢ne transformacije (Taylor, 2006).

U naSem radu smo koriste¢i metodu //lumina Human Methylation BeadChip utvrdili
metilacijski status otoka CpG u inducibilnoj stani¢noj liniji ljudskog osteosarkoma (SaOS2) u
kojima je ekspresija izoformi p73, TAp73a i ANp73a pod kontrolom tetraciklinskog promotora.
Ustanovili smo metilacijski status ukupno 39 170 otoka CpG vezanih za pojedine gene, koji Cine
podrucja vazna za funkcionalnu aktivnost tih gena.

Usporeduju¢i B-vrijednosti (omjer broja metiliranih citozina nasuprot ukupnom zbroju
metiliranih 1 nemetiliranih citozina na pojedinom lokusu) u induciranim stanicama s njihovim
kontrolama, odnosno stanicama SaOS2 prije indukcije odgovarajuc¢e izoforme, u nasem radu
nismo pronasli statisticki znacajne razlike metilacijskog statusa.

U pojedinim mjerenjima dobivena je razlika (ukupno su za svaku izoformu radena tri
nezavisna eksperimenta, te su dobiveni rezultati racunati kao srednja vrijednost), Sto ukazuje na
premda malu, ali ipak promjenu u metilaciji citozina otoka CpG. Medutim, kada smo izracunali
srednju vrijednost za svaki otok, te rezultate usporedili s neinduciranim kontrolama, nismo dobili
statisticki znacajnu razliku. Iz navedenog proizlazi da aktivacija pojedine izoforme, ANp73a,
odnosno TAp73a, ne utjece na metilacijski profil stanice.

To se moze dijelom objasniti ¢injenicom da smo koristili stanice tumora, osteosarkoma,
kojima je metilacijski status ve¢ karakteristican za odredeni tumor, te na koji dodatna ekspresija
izoformi ANp73a i TAp73a zbog toga nema znacajniji utjecaj. Premda je ocekivani utjecaj
indukcije TAp73a kocenje rasta stanica, iz navedenog mozemo zakljuciti da u nasem pokusu
nismo pronasli dokaze koji bi potkrijepili pretpostavku da je mehanizam koji dovodi do promjene
ekspresije stanicnih gena u ovom slucaju promjena metilacije.

Nakon $to smo iz dobivenih rezultata zakljucili da promjena ekspresije pojedinih izoformi
p73 nema znacajnijeg utjecaja na metiliranost gena u stanicama osteosarkoma covjeka, usporedili
smo dobivene rezultate sa rezultatima studija u kojima su usporedivali utjecaj aktivacije
pojedinih izoformi gena 7P73 na ekspresijski profil stanica, koji bi mogao biti posredovan i
metilacijom. Za usporedbu smo uzeli rezultate studije Kartasheve i sur. (2002), te Koeppela i sur.

(2011).
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U prvoj je analiziran utjecaj izoforme ANp73a na ekspresijski profil stani¢nih linija
H1299 koje nemaju eksprimiran p53 (7P537). U navedenom radu tehnikom mikro¢ipova istraZen
je utjecaj pojacane ekspresije izoforme ANp73a na ciljne gene, a u odsutnosti p53. Nadeno je da
je ekspresija 30 gena znacajno (trostruko) promijenjena nakon indukcije ANp73a u odnosu na
kontrolu. Utjecaj ANp73a na regulaciju ekspresije tih gena razlikuje od utjecaja drugih izoformi
p73 te od p53. Autori zakljuuju da ANp73a moze regulirati ekpresiju razli¢itih gena neovisno o
pS3.

U studiji Koeppela i1 suradnika (2011) odredena su globalna vezna mjesta za TAp73a i
TAp73p, a potom je sekvenciranjem RNA provedena globalna ekspresijska analiza na nekoliko
tumorskih stani¢nih linija ljudi, te na istoj inducibilnoj stani¢noj liniji SaOS2 (p53, TAp73a ili
TAp73pB). Pokazalo se da se dvije izoforme TAp73 vezu i na zajednicka, kao 1 na ciljna mjesta
specificna za izoformu, Sto je u skladu s njihovim razlic¢itim fizioloskim odgovorom. Autori su
nasli statisticki znacajnu promjena ekspresije 5466 gena nakon vezivanja izoforme TAp73a na
njena vezna mjesta u genomu (Q-vrijednost manja od 0,001).

Iz dosad navedenog, proizlazi da bi mehanizam promjene ekspresije gena mogao
ukljucivati metiliranje, pri ¢emu bi poja¢ana metiliranost gena u podrucju njihovih promotora
rezultirala smanjenom ekspresijom navedenih gena, i suprotno, smanjena metiliranost promotora
dovela bi do pojacane ekspresije gena. Stoga smo usporedili nase rezultate s rezultatima
navedenih radova, sa ciljem da pokuSamo povezati promjene ekspresije pojedinih gena s nasim,
iako ne statisticki znacajnim, ali ipak mjerljivim promjenama metiliranosti promotora tih istih
gena. Od tridesetak gena navedenih u studiji Kartasheve i suradnika, za osamnaest gena smo nasli
promjenu metiliranosti u nasem radu. Nakon Sto smo usporedili promjenu razine metiliranosti za
svaki navedeni gen u nasem radu-kao razliku metiliranosti uzorka nakon aktivacije izoforme
ANp73a, te kontrole u kojoj izoforma ANp73a nije aktivna, nismo uspjeli pronaci statisticki
znaCajnu razliku promjene obrasca metiliranosti koja bi se jasno mogla dovesti u vezu sa
promjenom ekspresije istih gena nakon aktivacije izoforme ANp73a.

Takoder, analiziraju¢i podatke iz rada Koeppela i sur., od ukupno dvadeset gena koji su
pokazali najve¢u promjenu ekspresije nakon aktivacije izoforme TAp73a, za svega Sest gena smo
pronasli o€ekivani metilacijski status u naSem pokusu-tri gena sa smanjenim ekspresijskim

odgovorom bila su pojatano metilirana u nasim istrazivanjima, a tri gena s pojacanim
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ekspresijskim odgovorom iz rada Koeppela i1 suradnika u nasem su pokusu ostala hipometilirana
nakon indukcije TAp73a.

Dakle, analiziraju¢i podatke iz naSeg pokusa, 1 usporedujuci ih sa podatcima iz literature,
nismo uspjeli pronac¢i jasnih dokaza da bi smanjenje metiliranosti gena bio dominantni
mehanizam kojim izoforme TAp73 i ANp73 kontroliraju ekspresiju gena.

Objasnjenje bi moglo biti u ¢injenici da metilacija nije jedini epigeneticki obrazac kojim
se moZze mijenjati ekspresija gena u stanicama, te je moguce da je promjena ekspresije navedenih
gena nastupila kao posljedica drugih epigenetickih zbivanja nakon aktivacija odredene izoforme
gena p73. Takav zakljucak slaze se s podatcima iz literature koji ukazuju na razlicit fizioloski
ucinak dviju izoformi gena p73-TAp73 1 ANp73, ali molekularni mehanizam koji bi objasnio
razlicit stani¢ni odgovor na aktivaciju ovih izoformi jo§ uvijek je nejasan (Klanrit i sur., 2008).
Takoder, buduci da se radi o razli¢itim vrstama stanica, moguce je da su navedeni geni pod
utjecajem drugih proteina koji onemogucavaju znacajniju promjenu metiliranosti.

Ipak, usporedujuci pojedinacno navedene gene iz rada Kartasheve i suradnika za koje smo
nasli promjenjenu metilaciju u naSim stanicama, mozemo primijetiti da smo u svih pet gena koji
su pojacano eksprimirani nakon aktivacije ANp73a (EGRI, CSRP2, PRAME, CDC6, GCH 1)
pronasli smanjenu metiliranost nakon aktivacije ANp73a u odnosu na stanice u kojima nije
induciran. Premda ta razlika nije statisticki znacajna, ipak ukazuje da bi smanjenje metiliranosti
mogao biti dijelom mehanizam kojim ANp73a utjeCe na pojacanu ekspresiju ciljnih gena. Od
trinaest gena u kojih je razina ekspresija gena sniZena, mi smo u njih Sest nasli pojacanu
metiliranost, dok je u ostalih sedam ona bila snizena nakon aktivacije ANp73a.

Dakle, metilacijski profil CpG otoka unutar gena stanica SaOS2 ne pokazuje statistiCki
znaCajnu promjenu nakon aktivacije pojedinih izoformi 7P73 niti za jedan gen. Medutim, u
naSem pokusu koriStene su komercijalne stanice u koje je nezavino uneSen plazmid za
inducibilnu ekspresiju zeljenih gena (ANK i TAK), i u kojima je prije aktivacije izoformi
ANp73a 1 TAp73a pronadena znacajna razlika metiliranosti i to u ukupno 12 091 otoka CpG.
Kao §to je ranije navedeno, nakon aktivacije pojedine izoforme, te usporedbe svake sa svojom
kontrolom (inicijalnim uzorkom), razlika u metiliranosti genoma nije nadena. Ali, usporedbom
stanica nakon indukcije izoformi medusobno takoder nije nadena statisticki znacajna razlika u

metiliranosti genoma.

70



Kako smo u uzorcima prije indukcije izoformi pronasli statisticki znacajnu razliku u
metiliranosti spomenutih 12 091 otoka CpG, a u statistickoj usporedbi istih uzoraka nakon
indukcije pojedinih izoformi ista razlika nije nadena, vjerojatno je da je ipak dosSlo do promjene
metiliranosti genoma u uzorcima nakon indukcije, medutim, ta je promjena bila na oba uzorka u
vrlo malim brojevima sa suprotnim predznacima, tako da nakon statisticke obrade i izraCunavanja

srednje vrijednosti triju mjerenja nije bila statisticki znacajna.
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6. ZAKLJUCCI

1. Dokazali smo da je metoda [l//lumina HumanMethylation450 BeadChip podesna za brzo
odredivanje metilacijskog statusa velikog broja (~480 000) CpG mjesta.

2. NaSom analizom pokazali smo stanje metiliranosti ukupno 39 170 otoka CpG vezanih uz
promotorske regije gena unutar stanica SaOS2, kao 1 promjene metiliranosti koje nastaju

aktiviranjem izoformi TAp73a i ANp73a.

3. Nismo pronasli statistiCki znaCajan utjecaj pojacane ekspresije TAp73a 1 ANp73a na

metiliranost promotorskih regija u genomu stanica SaOS2.

4. Usporedbom s rezultatima genske ekspresije, dokazali smo da postoji povezanost pojacane
ekspresije pojedinih gena nakon aktivacije izoforme ANp73a sa smanjenom metiliranos¢éu

otoka CpG u promotorskim regijama genoma, premda ta povezanost nije statisticki znacajna.

5. Za gene koji pokazuju smanjenu razinu ekspresije nakon aktivacije ANp73a nismo uspjeli
potvrditi istovremeno ocekivano povecanje razine metiliranosti otoka CpG u promotorskim
regijama, iz ¢ega mozemo zaklju¢iti da bi smanjenje ekspresije gena nakon aktivacije

ANp73a moglo biti posljedica djelovanja drugih epigenetickih mehanizama.

6. Usporedujuci nase rezultate sa rezultatima promjene genske ekspresije nakon aktivacije
TAp730, nismo uspjeli dokazati povezanost promijenjene metiliranosti otoka CpG u
promotorskim regijama gena s promjenom njihove ekspresije, Sto takoder ukazuje da bi
promjena ekspresijskog odgovora nakon aktivacije TAp73 mogla biti posredovana drugim

epigenetickim mehanizmima.
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