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1. Uvod

1.1. Sirtuini

Sirtuini (Sirt) pripadaju skupini proteina konzerviranih u svim domenama Zivota s NAD*-
ovisnom deacetilaznom te mono-ADP-ribozil transferaznom funkcijom. Prvi pronaden sirtuin,
Sir2, koji djeluje kao histonska deacetilaza, otkriven je u kvascima gdje je utvrdena njegova
uloga u utiSavanju gena, popravku DNA, kromosomskoj stabilnosti i produzivanju zivotnog
vijeka kvasaca $to su funkcije koje su potvrdene i za druge organizme. Detaljnije, sirtuini
kataliziraju prijenos jedne acetilne skupine s lizina na meduprodukt, O-ADP-ribozu, nastao iz
nikotinamid adenin dinukleotida (NAD"), a ¢injenica da ovise 0o NAD" govori o vaznosti ovog
kofaktora u regulaciji aktivnosti sirtuina te povezuje aktivnost sirutina s energetskim statusom
stanice, odnosno omjerom [NAD*]/[NADH] 12,

Sirtuini sisavaca obuhvacaju sedam proteina (Sirt1-7) sa specificnom lokacijom u tri razli¢ita
unutarstani¢na odjeljka: jezgra, gdje su lokalizirani Sirtl, Sirt6 i Sirt7, citosol sa Sirt2, a
ponekad i Sirtl te mitohondriji u kojima su Sirt3, Sirt4 i Sirt5. Svaki Sirt sastoji se od
konzervirane sekvence sacinjene od 275 aminokiselina koje ¢ine kataliticku jezgru i
jedinstvenih N- i C-terminalnih regija razli¢itih duljina . Sirtuini sudjeluju i acetilacijom
moduliraju mnoge stani¢ne puteve i procese kao $to je moduliranje kromatinske strukture,
popravak DNA, regulacija transkripcije, metabolizam, starenje, obrana od stresa, a
sveobuhvatno receno, sudjeluju u odrZzavanju metabolicke homeostaze. Gubitak ili
promijenjena regulacija jednog ili viSe Sirt moZe rezultirati disfunkcionalnim procesima zbog
kojih dolazi do metabolickih ostecenja $to u konacnici moze dovesti do inicijacije tumora ili
drugih bolesti vezanih uz starenje 3*. Takoder, neka istrazivanja naglasavaju i nove enzimske
aktivnosti Sirt: primjerice, Sirt5 moze djelovati kao demalonilaza 1 desukcinilaza ¢ime se

omoguéuju dodatni mehanizmi regulacije metabolizma °.

1.2. Sirtuin 3

Sirt3 predstavlja glavnu mitohondrijsku deacetilazu koja je do sada najbolje opisana. Za njenu
translokaciju u mitohondrij vazan je N-terminus koji sadrzi mitohondrijski lokalizacijski
signal. Prilikom unosa dolazi do skraéivanja proteina proteolitickim procesom koji ga aktivira
38 Takoder, novija istrazivanja upuéuju i na prisutnost u jezgri, a moguca uloga je regulacija
genske ekspresije nakon stani¢nog stresa . Ipak, glavna uloga Sirt3 je u mitohondriju, a
njegovu vaznost potkrepljuju proteomske analize koje su ustanovile da je vise od 20%
mitohondrijskih proteina acetilirano, medu kojima su enzimi ciklusa limunske kiseline,

oksidativne fosforilacije, p-oksidacije i drugih, a mnogi od tih enzima aktiviraju se upravo
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deacetilacijom koju pospjesuje Sirt3 ®°. Zato je Sirt3 jedan od klju¢nih regulatora
metaboli¢kih procesa, kako na razini aktivnosti enzima tako i na razini stvaranja samih
mitohondrija sto je regulirano s PGC-1a koji je glavni regulator mithohondrijske biogeneze.
Odnosno PGC-la inducira ekspresiju Sirt3 $to je kljuéno za efikasnu mitohondrijsku
biogenezu PGC-1a- ovisnim putem. Iz svega navedenog se u konac¢nici zakljucuje kako Sirt3
doprinosi odrzavanju mitohondrijskog integriteta. Takoder aktivira i1 neke druge
transkripcijske faktore, a kljuénu ulogu ima i u obrani stanice od oksidativnog stresa
deacetiliraju¢i enzime antioksidativnog sustava kao S§to je mangan-ovisna superoksid
dismutaza (MnSOD). Sirt3 je do sada jedini Sirt za kojeg je dokazana uloga u starenju, tj.
dugovjecnosti koja se povezuje s pojatanom aktivnosti Sirt3 koja se pak moze postici
povecanim razinama NAD® kroz Kkalorijsku restrikciju, gladovanje, tjelovjezbom ili
povecanjem ekspresije (§to moze biti i posljedica genetskih polimorfizama kod samog gena ili
kod gena koji su uklju¢eni u regulaciju Sirt3, a koji mogu rezultirati i poveéanjem i
smanjenjem ekspresije). S druge strane, smanjena ekspresija i aktivnost Sirt3 povezuje se s

unosom hrane koja ima veliki udio masti 2819,

1.3. Sirtuin 3 u karcinogenezi

Stanice raka odlikuju se samodostatnos¢u u signalima rasta (tj. stimulacijom vlastitog rasta),
nesenzitivnosti na signale koji koce rast, izbjegavanjem apoptoze, beskona¢nim replikativnim
potencijalom, stimulacijom angiogeneze, metastaziranjem (invazija drugih tkiva),
poremecenom regulacijom stani¢nog metabolizma (Sto se posebno odnosi na aerobnu
glikolizu prisutnu u stanicama raka, tzv. Warburg efekt) te izbjegavanjem imunoloSkom
sustavu zbog &ega dolazi do upale i nastanaka genomske nestabilnosti %12, Budugéi da sirtuini,
s naglaskom na Sirt3, djeluju kao regulatori mnogobrojnih stani¢nih procesa i puteva, sve se
vise raspravlja o ulozi Sirt3 u karcinogenezi s obzirom da regulira i stani¢nu smrt i
prezivljavanje. Od navedenih svojstava raka, Sirt3 se najviSe dovodi u vezu s izbjegavanjem
apoptoze, replikativnim potencijalom, genomskom nestabilno$¢u te posebno poremecenim
stani¢nim metabolizmom jer upravo Sirt3 regulira aktivnost mnogobrojnih enzima raznih
metaboli¢kih puteva. Interesantno je da, ovisno o specificnom stanicnom kontekstu kao 1
eksperimentalnim uvjetima, Sirt3 pokazuje ili onkogena ili tumor-supresorska svojstva 3.
Primjerice, pokazano je da u nekim tipovima raka (npr. neki tipovi raka crijeva, Zeluca,
bubrega...) Sirt3 djeluje kao onkogen tako Sto pojatanom aktivnoscu odrzava nisku razinu
reaktivnih kisikovih vrsta (RKV) ¢ime se, medu ostalim, onemoguéava apoptoza i podrzava

proliferacija. Nasuprot tome, u drugim oblicima raka opazena je tumor-supresorska uloga —



konkretno, stanice raka dojke pokazuju nizu razinu ekspresije Sirt3 zbog Cega se ekspresija
Sirt3 moze koristiti kao marker uznapredovalosti ovog oblika raka tako da u uznapredovanim

stadijima gotovo uopée nema ekspresije **1°.

Takoder, dualnost Sirt3 u karcinogenezi uocava se i kroz njegovu interakciju s p53 proteinom
(kodiranim TP53 genom), kojeg Sirt3 ovisno 0 stani¢nim uvjetima moze aktivirati ili
inhibirati $to je vazno naglasiti jer se upravo p53 desetlje¢ima smatrao kao ultimativni tumor-
supresor koji uzrokuje stani¢nu smrt stanica raka kroz apoptozu. No, s vremenom je postalo
poznato kako p53 ima i druge funkcije osim ,,Cuvara®“ genoma jer sudjeluje u regulaciji
proteostaze, homeostaze, metabolizma, diferencijacije, proliferacije i dr. Isto tako, podaci
ukazuju kako su mutacije u TP53 genu vezane uz poremecaj stani¢nog ciklusa povezane uz
¢ak 80% svih tumora, zato je u mnogim oblicima raka cilj terapeutske intervencije upravo
obnavljanje funkcije p53, $to je moguce posti¢i i kroz modulaciju ekspresije ili aktivnosti
Sirt3 316,

Procijenjeno je kako je samo u 2018. godini Sirom svijeta doslo do pojave raka u 18,1
milijuna ljudi te da je rak bio uzrok smrti 9,6 milijuna ljudi $to sugerira da su razliciti oblici
raka jedan od najéesé¢ih uzroka smrtnosti §irom svijeta neovisno o stupnju napretka 1’. Zato se
godinama sve vise napora ulaze kako bi se dobio bolji uvid u razli¢ite aspekte ove maligne
bolesti. Tako je cilj i ovog rada raspraviti uloge proteina Sirt3 kao jednog od vaznih
regulatora stani¢nih procesa u biologiji raka $to bi doprinijelo boljem razumijevanju
incidencije i uznapredovanja raka. Odnosno, ideja je objediniti poznate podatke o ulozi Sirt3
kod razli¢itih tipova raka te navesti razli¢ite molekularne i stani¢ne procese stanica raka s
naglaskom na ulogu Sirt3 koji sa svojim proonkogenim i/ili tumor-supresorskim svojstvima
moze djelovati na ishod karcinogeneze. Razumijevanje mehanizama koji reguliraju ovu
dualnu aktivnost vazno je u svrhu razvijanja novih terapeutika protiv raka baziranih na

sirtuinima.



2. Proliferacija raka i Sirt3

Razvoj i progresija tumora veoma je sloZen proces koji obuhvaca razli¢ite faktore u vise faza
prilikom kojih dolazi do stani¢nih i1 genetskih promjena koji rezultiraju malignom
transformacijom stanica sto dovodi do razvoja tumora. Stani¢na proliferacija u normalnim se
stanicama kontrolira stvaranjem i oslobadanjem proliferativnih i antiproliferativnih signala,
stoga je odrZzavanje ravnoteze izmedu navedenih signala klju¢no za odrzavanje normalnog
razvoja. Medutim, kod stanica raka ravnoteza je narusena i okrenuta na stranu nekontrolirane

proizvodnje razli¢itih proliferativnih signala 12

. Neka istrazivanja naglasavaju da Sirt3
podrzava progresiju odredenih tipova raka, dok druga ukazuju na smanjenje proliferativnog

potencijala do ¢ega se dolazi razli¢itim mehanizmima.

Kod raka pluc¢a ne-malih stanica (engl. non-small cell lung cancer, NSCLC) (i kod stani¢ne
linije kao i kod pacijenata) dolazi do povecanja ekspresije Sirt3 koja korelira sa stupnjem
malignosti ovog tipa raka, tj. primije¢eno je da Sirt3 aktivira Akt signalizacijske puteve koji
su tipiéni onkogeni putevi u razli¢itim oblicima raka pa tako povecane koli¢ine ekspresije
Sirt3 rezultiraju smanjenjem vremena preZivljenja pacijenata s NSCLC 1% Drugo
istrazivanje na uzorcima NSCLC stanica deficijentnih za PTEN (tumor-supresor s razli¢itim
antitumorskim funkcijama) utvrdilo je da Sirt3 potic¢e proteosomalnu degradaciju p53 ¢ime se
dodatno promovira malignost takvih stanica 2°. S druge strane, kod raka plué¢a malih stanica
(engl. small-cell lung cancer, SCLC) pokazano je kako nadekspresija Sirt3 kao i tretman
adjudinom, potencijalnim antitumorskim lijekom koji aktivira Sirt3, rezultira pokretanjem
FOXO3a-ovisne supresije rasta i zastoja u proliferaciji SCLC stanica kao i1 povecanu
apoptozu. Takoder, prisutan je sinergisticki efekt adjudina s paclitakselom u uvjetima in vitro
I in vivo, tj. tretman kombinacijom ovih terapeutika rezultirao je manjim i rjedim tumorima
kod miseva. Navedeni rezultati upucuju na tumor-supresorsku ulogu Sirt3 u SCLC, a
primijeéeno je da ljudi s ve¢om ekspresijom Sirt3 pokazuju bolju prognozu prezivljenja 2.
Kod stanica rak debelog crijeva (engl. colorectal cancer, CRC) pokazano je da knockdown
Sirt3 dovodi do povecanih razina RKV-a §to prati smanjena vijabilnost stanica te veca stopa
apoptoze $to upucuje na proonkogenu ulogu Sirt3 u ovom tipu raka tako da kroz aktivaciju
antioksidativnog sustava (npr. MnSOD) odrzava nisku razinu RKV-a. Nadalje, utiSavanje
Sirt3 uz tretman s citotoksinom oksaliplatinom takoder je rezultiralo pojacanom
proizvodnjom RKV-a (uslijed smanjenja ekspresije antioksidativnih enzima posredovanih
smanjenom aktivacijom FOXO3a transkripcijskog faktora) i apoptozom ?2. U ovom sluéaju

povecane razine Sirt3 povezane su s loSom prognozom u napretku CRC jer Sirt3 sprecava
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apoptozu te podrzava proliferaciju stanica ?>2%. No druga istrazivanja na raku debelog crijeva
izvedena u drugacijim uvjetima ukazuju i na tumor-supresorsku ulogu Sirt3 u ovom tipu raka
kroz negativnu regulaciju RKV-a i HIF-1a, a nedavno istrazivanje naglasava interakciju Sirt3
s crijevnom mikroflorom kao tumor-supresorski mehanizam 242°, Kod pacijenata s rakom
pankreasa uoceno je smanjenje ekspresije Sirt3 $to doprinosi daljnjoj progresiji tumora zbog
¢ega se u ovom slucaju o Sirt3 govori kao o tumor-supresoru, a ¢ak se predlaze i kao marker
za procjenu uznapredovalosti tumora i prognoze 2°. Nadalje, razina ekspresije Sirt3 moze
utjecati na pojavu i razvoj raka jetrenih stanica (engl. hepatocellular carcinoma, HCC), tj. kod
pacijenata su utvrdene niske razine ili izostanak ekspresije Sirt3 u HCC. Vracanje ekspresije
Sirt3 kod HCC, rezultiralo je inhibicijom rasta stanica te poja¢anom apoptozom. Dobiveni
podaci upuéuju da je mehanizam vezan uz pojacanu aktivaciju MnSOD, p53 te Bax proteina i

Fas receptora koji su klju¢ni regulatori apoptoze 2.

3. Metabolizam i Sirt3

Tumorskim stancima, za razliku od normalnih, potrebno je vise energije kako bi mogle
proliferirati. Na temelju toga Otto Warburg zakljucio je da stanice raka preferentno koriste
aerobnu glikolizu kao izvor ATP-a umjesto oksidativne fosforilacije (OXFQOS) §to je
adaptivni mehanizam za zadovoljavanje biosintetskih potreba nekontrolirano proliferirajuc¢ih
stanica. Takoder, pri tome dolazi i do promjene unutarstani¢ne signalizacije i mikrookoli$a

(acidifikacije) $to takoder pogoduje razvoju raka 28

. |z toga se moze se zakljuciti kako
mitohondrijski metabolizam u velikoj mjeri moze utjecati na progresiju tumora. Pokazano je
da je upravo Sirt3 vazan regulator Warburg efekta tako da sudjeluje u metabolickom
reprogramiranju destabiliziraju¢i HIF-la koji regulira ekspresiju glikolitickih gena, tj. u

slu¢aju gubitka Sirt3 aktivnosti, rastu RKV s$to dovodi do HIF-1a stabilizacije 2°.

Istrazivanja na stanicama raka jajnika in vitro pokazala su kako 10 mM metformin, inace
Cesto koristeni terapeutik kod dijabetesa, regulator stani¢ne bioenergetike i aktivator AMPK,
povecava ekspresiju Sirt3 ¢ija povecana aktivnost dovodi do metformin-induciranog tumor-
supresorskog efekta. Takoder, kod navedenih stanica raka jajnika utvrdeno je kako
nadekspresija Sirt3 povecava metformin-induciranu apoptozu, mitohondrijsku disfunkciju i
energetski stres, vjerovatno putem aktivacije AMPK. Ovi podaci upucuju na tumor-
supresorsku ulogu Sirt3 kod raka jajnika 0. Pokusi s nadeksprimiranim Sirt3 u stanicama raka
dojke (koje inace pokazuju malu ili izostanak endogene ekspresije Sirt3) pokazali su da dolazi
do metabolickog prijelaza s glikolize (smanjenje LDH-A, markera glikolize) na oksidativnu

fosforilaciju PGC-la-ovisnim putem s$to rezultira smanjenjem nutrijenata za biosintezu koji se
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inaCe dobivaju glikolizom pa takve stanice imaju manji proliferativni potencijal. Ovim
istrazivanjem pokazano je da je Sirt3-ovisno metabolicko reprogramiranje znacajno tumor-
supresorsko svojstvo kod MCF-7 stani¢ne linije raka dojke. Tretman hiperoksijom
(pove¢anom koncentracijom kisika (95% O2) u trajanju od 44h) u navedenim stanicama
takoder je rezultira0 smanjenom proliferacijom i1 pojaanom senescencijom stanica uslijed
mitohondrijske disfunkcije kao i aktivacije p53 3!. Nasuprot ovim rezultatima, drugo
istrazivanje naglaSava proonkogenu ulogu Sirt3 kod pacijenata s uznapredovanim stadijima
raka dojke kao i kod MCF-7 stani¢ne linije, tj. utiSavanjem ekspresije Sirt3 stanice postanu
osjetljivije na tretmane citotoksinima cisplatinom i tamoksifenom, odnosno pokazuju manju
vijabilnost i pove¢anu produkciju RKV-a §to je u slucaju cisplatina rezultiralo apoptozom, a
tamoksifena autofagijom 2. Ovako dobiveni kontradiktorni rezultati vjerovatno se mogu objasniti
velikom heterogenos¢u koristenih tumorskih stanica, tj. MCF-7 stanice koje su Koristili
istrazivacki timovi ne potjecu iz istih baza. Takoder, ovi rezultati dodatno naglaSavaju i1 potvrduju

dualnu ulogu Sirt3 u karcinogenezi te ukazuju na potrebu za novim i opseznijim istrazivanjima.

Nadalje, kod pacijenata s kolangiokarcinomom (rak Zu¢nih vodova, CCA) utvrdena je zna¢ajno
smanjena ekspresija Sirt3 te takve stanice preferiraju acrobnu glikolizu kao metabolicki put.
Nadekspresija Sirt3 ili aktivacija pomoc¢u organskog spoja honokiola rezultirala je inhibicijom
glikolize (putem inhibicije = puta HIF1o/PDKI1/PDHA1) i izvanstani¢ne acidifikacije te
povecanom Sstopom oksidativne fosforilacije ¢ime se smanjuje proliferacija CCA. Ovi podaci
ukazuju na tumor-supresorsku ulogu Sirt3 kod kolangiokarcinoma putem reprogramiranja
metabolizma *. Veza izmedu staniénog metabolizma i raka uocena je i na stanicama oralnog, tj.
raka jezika. Konkretno, utisavanje Sirt3 sa SIRNA kod navedenih stanica rezultiralo je aktivacijom
Fisl-ovisne mitohondrijske fisije §to je nadin pokretanja mitohondrijski ovisne apoptoze
posredovane kaspazom-9, a pri tom dolazi i do smanjenja membranskog potencijala kao i
smanjenja ATP proizvodnje. Naime, Sirt3 kod stanica raka jezika inhibira Fisl putem aktivacije
MAPK-JNK signalnog puta koji je takoder ukljuéen i u odrZavanje mitohondrijskih funkcija i
prezivljavanje stanica. Temeljem ovog zakljuCuje se da kod stanica raka jezika Sirt3 ima
proonkogenu ulogu, a tumor-supreosorski efekti uocavaju se utisavanjem Sirt3 putem mehanizma
koji ovisi 0 metaboli¢ko-mitohondrijskom putu **. Proonkogena svojstva Sirt3, koji ima poveéanu
aktivnost kod raka debelog crijeva, zapazena su i na metaboli¢koj razini. Naime, osim toga §to
utisavanje Sirt3 kod ovog tipa raka smanjuje vijabilnost i proliferaciju, takoder dolazi i do
apoptoze ovisne o mitohondrijima. Odnosno, Sirt3 i u ovom sluc¢aju regulira mitohondrijsku fisiju
i vezanu apoptozu putem kaspaze-9, ali u ovom sluéaju preko Akt/PTEN signalnog puta *.

Nadalje, u drugom istrazivanju pokazano je da knockdown Sirt3 vodi smanjenju mitohondrijske



.....

vijabilnost 3¢

4. Metastaziranje i Sirt3

Osnovno svojstvo invazivnih tipova raka je metastaziranje koje proizlazi iz procesa tranzicije
epitelnih stanica u mezenhimske (engl. epithelial-mesenchymal transition, EMT) koje imaju
ve¢i migracijski i invazivni potencijal. EMT je reverzibilni stani¢ni proces uzrokovan
epigenetskim reprogramiranjem genske ekspresije uslijed kojeg dolazi do promjene ekspresije
proteina ukljuc¢enih u adheziju medu stanicama kao i Stanica i izvanstani¢nog matriksa (Sto je
uzrokovano gubitkom E-kadherina) prilikom ¢ega se one odvajaju u krvne ili limfne Zile.
Odrzavanje stabilnog mezenhimskog fenotipa koji podrazumijeva sposobnost prezivljavanja
tumorskih stanica u krvotoku ovisi 0 stupnju acetilacije histona zbog ¢ega se raspravlja o
ulozi sirutina kao vaznih epigenetickih modulatora u aktivaciji i odrzavanju EMT i
metastaziranja 312, Nekoliko istrazivanja pokazuje da je nuklearni Sirtl uklju¢en u EMT tako
da inaktivira ekspresiju E-kadherina putem regulacije razli¢itih transkripcijskih faktora u
razli¢itim tipovima raka, §to se povezuje s loSom prognozom 3. Nadalje, Sirt3 posrednom
aktivacijom nekih signalnih puteva ili transkripcijskih faktora te kroz regulaciju koli¢ine RKV
moze sudjelovati u regulaciji metastaziranja, iako za neke tipove raka mehanizam i dalje nije
poznat %', Ipak, kod pacijenata s NSCLC pokazano je kako razina ekspresije Sirt3 korelira s
Mmetastaziranjem limfnih ¢vorova, dok kod raka dojke dolazi do znacajnog smanjena
ekspresije Sirt3 kod velike malignosti zbog cega se Sirt3 namece kao tumor-specifi¢ni faktor

za prognoziranje stupnja malignosti %7,

Na in vivo i in vitro sustavima uocena je uloga Sirt3 u EMT i metastaziranju kod raka
prostate. Naime, nadekspresija Sirt3 inhibira EMT kod stanica raka prostate, odnosno dolazi
do povecane ekspresije E-kadherina te smanjenja ekspresije N-kadherina i vimentina, a u
slucaju utisavanja Sirt3 potice se EMT (smanjenje ekspresije E-kadherina). Istrazivanje
ukazuje na to da Sirt3 inhibira EMT putem regulacije FOXO3a transkripcijskog faktora, tj.
Sirt3 povecava aktivnost FOXO3a tako da inhibira Wnt/[3-katenin signalni put. Budu¢i da je
razina Sirt3 znatno smanjena u metastatskom tkivu prostate covjeka, a prisutnost Sirt3 vezana
je uz inhibiciju metastaze raka prostate in vitro i in vivo, moZe se govoriti o tumor-
supresorskoj, tj. protumetstatskoj ulozi Sirt3 kod ovog tipa raka 8. | u slu¢aju raka jajnika
takoder je utvrdena znacajno manja ekspresija Sirt3 u metastatskim tkivima, a u slucaju in
vitro testova na stanicama raka jajnika s knockdown Sirt3 zabiljezena je pojacana invazija i

migracija stanica (smanjenje ekspresije E-kadherina) te pojacano metastaziranje jetre u in vivo

7



sustavu. Nasuprot tome, nadekspresija Sirt3 ponovno suprimira metastatske sposobnosti ovog
tipa raka, a smatra se da je u mehanizam EMT ovisan o Sirt3 kod raka jajnika tako da on
smanjuje ekspresiju faktora Twist koji je, medu ostalim faktorima, ukljuen u regulaciju

ekspresije E-kadherina 3°

. Medutim, kad jednom dode do metastaziranja, uocena je
prometastatska uloga Sirt3 kod raka jajnika, odnosno prilikom odvajanja stanica raka jajnika
od matriksa dolazi do naglog porasta u ekspresiji Sirt3 koji dodatno aktivira SOD2-ovisno
uklanjanje RKYV, tj. mitohondrijskog oksidacijskog stresa ¢ime se povecava sposobnost
prezivljavanja stanica bez usidrenja i1 peritonealna kolonizacija. Takoder je vazna i Sirt3-

ovisna regulacija metabolizma migriraju¢ih stanica raka jajnika kao odgovor na uvjete s

promjenjivim nutrijentima kakvi su prisutni tijekom migracije %4,

Kod raka plu¢a malih stanica (SCLC) pokazano je kako nadekspresija Sirt3 ili tretman
adjudinom rezultiraju smanjenom migracijom stanica kao i poja¢anom ekspresijom E-
kadherina, no to¢an mehanizam i dalje nije poznat 2. Nadalje, in vitro kao i in vivo
istrazivanja potvrdila su kako Sirt3 regulira metastaziranje raka dojke, odnosno njegovo
supresorsko djelovanje na EMT i nastanak metastaza. Primjerice, u stanicama raka dojke s
nadeksprimiranim Sirt3 dolazi do smanjenja markera EMT-a: vimentina i slug-a koji su
vezani uz polarnost, pokretljivost i napredovanje EMT fenotipa 1. Drugo istrazivanje na raku
dojke, koje inace pokazuje znacajno smanjenje u ekspresiji Sirt3, pokazalo je da Sirt3 inhibira
stani¢nu migraciju i formiranje metastaza smanjenjem koli¢ine RKV te inhibicijom Src/FAK
prometstatskog signalnog puta. Potvrdeno je kako i nadekspresija Sirt3 inhibira formiranje
metastaza in vivo *’. Takoder kod raka jetrenih stanica (HCC) pokazano je kako Sirt3, kroz
smanjenje aktivnosti uslijed promjene omjera [NAD']J/[NADH] uzrokovane promjenom
koncentracije Ca?* kod poremecene ekspresije mitohondrijskog uniportera kalcija (MCU) u
HCC, inhibira aktivnost SOD2 ¢ime se povecava stvaranje RKV koji aktiviraju JNK signalni
put ukljuéen u migraciju i invaziju stanica raka. Odnosno, kod HCC Sirt3 regulacijom
kolicine RKV moze odredivati metastaski potencijal ovog tipa raka te se jo§ jednom zapaza
njegova supresorska uloga 2. Veza Sirt3 sa sposobno$¢u migracije, tj. metastaziranja uocena
je 1 kod raka debelog crijeva. Konkretno, utiSavanje Sirt3 pomocu siRNA rezultiralo je
smanjenom migracijom stanica kao i sa smanjenom ekspresijom metastatskinh gena EGFR i
BRAF, a istrazivanja ukazuju da Sirt3 djeluje inhibiraju¢i AKt/PTEN signalni put, tj.

utiSavanjem Sirt3 smanjuje se fosforilacija Akt §to prati smanjenje ekspresije PTEN 35,



5. Upalai Sirt3

Sve vise istrazivanja ukazuje da upala kroz modulaciju stani¢cnog mikrookolisa potpomaze
razvoju tumora. Veé je pokazano kako su neki sirtuini, ukljucujuc¢i Sirtl, Sirt6 i Sirt7
ukljuéeni u proces upale te ve¢inom pokazuju inhibitorni efekt na razvoj upale ?°. lako neka
dosadas$nja istrazivanja ukazuju na mogucu regulatornu ulogu Sirt3 prilikom upalnih procesa,
jos nije razjasnjena potencijalna asocijacija izmedu Sirt3, upale i tumora Sto ostaje podrucje
koje se tek treba istraziti 2. Ipak, utvrdeno je da su misevi s knockout Sirt3 izrazito podlozni
razvoju crijevne upale koja pogoduje nastanku ozbiljnijih tumora uslijed promjena u
integritetu crijeva, p38 signalizacije i promjena u sastavu mikrobioma. Hipotetizira se kako
Sirt3 utjece na integritet crijeva i podloznost kolitisu putem Claudinl5 i STAT3 signalizacije.
Dalje, transfer mikroflore iz Sirt3 knockout miseva u testne miseve koji imaju predispoziciju
razvoja crijevnog tumora rezultirao je smanjenjem Sirt3 ekspresije te poja¢anom upalom koja
je vezana wuz formiranje tumora. Istrazivanje upucuje na obilnost bakterija
Escherichia/Shigella dysenteriae u mikroflori Sirt3 knockout miSeva koje potpomazu razvoju
tumora crijeva jer mogu potaknuti aktivaciju p38 MAP kinaze. Takoder, utvrden je i mali broj
,povoljnih* bakterija Lactobacillus reuteri i Lactobacillus taiwanensis koje mogu sprijeciti
smanjenje ekspresije Sirt3 i koje kroz interakciju sa Sirt3 mogu modulirati malignost tumora
te smanjiti upalu. Iz navedenog proizlazi potencijalna tumor-supresorska kao i protuupalna

uloga Sirt3, premda su potrebna daljnja istrazivanja u ovom podrugju 2*.

6. Angiogeneza i Sirt3

Kao i normalno tkivo, tumori imaju odredene, uglavnom povecane potrebe za unosom
nutrijenata i kisika te izbacivanjem metabolickog otpada i ugljikovog dioksida. Kako bi se
zadovoljile ove potrebe, dolazi do razvoja krvnih zila koje nastaju uslijed procesa
angiogeneze koja se pokazala kao klju¢an korak u razvoju i progresiji tumora prema malignim
oblicima. Aktivacija VGFR (engl. vascular endothelial growth factor) signalnog puta koja
obuhvaca proteine koji poti¢u angiogenezu (npr. VEGF-A) kao i tirozin-kinazne receptore
(VEGFR-1-3) koristi se kao marker angiogeneze 2. Povezanost sirtuina i angiogeneze dobro
je utvrdena za Sirtl koji je visoko eksprimiran za vrijeme formiranja krvnih zila pa tako
smanjenje ekspresije Sirtl blokira angiogenezu i morfogenezu epitelnih stanica te dolazi i do
smanjenja ekspresije drugih gena (npr. FOX01) ukljuéenih u razvoj zila ?°. Medutim, malo
istrazivanja je pokazalo direktnu ili ¢ak indirektnu ulogu Sirt3 u regulaciji angiogeneze,
osobito kod tumorskih stanica, buduci da je najvise dosadasnjih istrazivanja stavljalo fokus na

vezu Sirt3 s angiogenezom kod krvozilnog sustava i Kardiovaskularnih poremecéaja *3. Ipak,



kod nekih istrazivanja na stanicama raka ispituju se i faktori angiogeneze kao markeri
malignosti, ali mehanizmi i dalje nisu poznati. Primjerice, de novo ekspresija Sirt3 u
stanicama raka dojke rezultirala je supresijom proangiogenskih svojstva, tj. smanjenjem

VEGFR-1 proteina u normoksi¢nim kao i u hiperoksi¢nim uvjetima 3.

7. Dualnost Sirt3, terapija i buducdi ciljevi

Velik broj znanstvenih istrazivanja naglasava ulogu sirutina u karcinogenezi, a samim time i
da bi mogli biti nove terapeutske mete, ali i dalje ostaje kontroverzno kako to¢no sirutini
sudjeluju u nastanku raka. U Tablici 1. navedene su do sada poznate uloge i mehanizmi kojim
Sirt3 djeluje u karcinogenezi iz ¢ega se zakljuCuje kako su razli¢iti tumor-supresorski ili
proonkogeni mehanizmi prisutni u razli¢itim, ali i unutar istih tipova tumora $to dodatno
naglasava dualnost. Odnosno, kroz aktivaciju i inhibiciju razli¢itih signalnih puteva i/ili
transkripcijskih faktora (kao npr. Akt, Src/FAK, HIF-1a, FOXO3a, p53 i dr.) kao i kroz
regulaciju razine oksidativnog oSte¢enja Sirt3 moze kontrolirati ishod karcinogeneze, tj.

proliferaciju, metabolizam, mestaziranje i druge maligne procese kod razli¢itih tipova raka.

Unato¢ velikom broju istrazivanja 0 dualnim efektima Sirt3 i njegovoj ulozi u karcinogenezi
posebice kod tumora s najéeS¢om pojavnosti kao Sto su rak pluca, dojke i crijeva, potrebna su
nova istrazivanja, 0sobito in vivo koja bi detaljnije razjasnila kompleksnu ulogu Sirt3 u
razli¢itim tipovima raka i stani¢nom okolisu. U tome se nalazi i svojevrsno ograni¢enje ovog
rada, buduci da je velik broj literaturnih podataka temeljem na in vitro testovima. S druge
strane, prednost ovog rada je u tome da omogucava uvid u generalno razumijevanje tumor-
supresorske, odnosno proonkogene uloge Sirt3 kod razlic¢itih tipova raka. Ipak, u svrhu
razvijanja novih terapeutika protiv raka baziranih na sirtuinu potrebno je poznavati tocne
mehanizme djelovanja i ciljane molekule te imati dovoljan broj podataka dobivenih in vivo
eksperimentima. Ve¢ je navedeno kako je rak jedan od najces¢ih uzroka smrti diljem svijeta, a
razvoj novih, specifi¢nih terapeutika od velike je vaznosti kako bi se izbjegle nespecificne
terapije koje Stete i zdravim tkivima te kako bi se rijeSio problem gubitka djelotvornosti
mnogih lijekova protiv raka. Takoder, bolje razumijevanje regulacije i funkcije sirtuina
potencijalno bi pomoglo, ne samo kod tretiranja tumora, nego i kod bolesti vezanih uz
starenje. Ipak, zbog navedene dualne uloge sirutina, takve terapije mogle bi nositi i neZeljene
nuspojave. Medutim, razvojem jedinstvenih biomarkera za svaki tip raka kao i razvojem
novih strategija lijecenja (npr. RNA interferencija) koje ukljucuju dostavljanje lijeka na to¢no
definirano mjesto mogao bi se minimalizirati problem dualne uloge sirtuina. Do sada je

razvijeno i testirano nekoliko inhibitora sirutina in vitro, neki od njih testirani su i in vivo za
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tretman bolesti vezanih uz starenje, medu kojima je i rak, a u tijeku je i klinicko istraZivanje
na pacijentima s rakom plu¢a ne-malih u kojem se koristi nikotinamid, inhibitor sirutina pa
tako i Sirt3 32°, Aktivator Sirtl i Sirt3, resveratrol ina¢e prirodni polifenolski spoj koji se
nalazi u crvenom grozdu i crvenom vinu, pokazao Se u mnogim istrazivanjima kao
antikancerogeni, protuupalni agens s mnogobrojnim terapeutskim prednostima zbog ¢ega se
testira 1 u klinickim studijama, uglavnom za bolesti vezane uz starenje (kardiovaskularne i
neurodegenerativne bolesti, dijabetes...). Navedene terapeutske koristi resveratrola barem su
djelomic¢no zbog aktivacije Sirt3, ali i dalje ostaje nerazjaSnjeno jesu li ovi efekti posredovani

direktnim ili indirektnim mehanizmima 22444,

Na kraju, mnoga pitanja ostaju neodgovorena kao npr. kako Sirt3 djeluje na karcinogenezu
drugih oblika tumora, koji su to¢ni signalni putevi djelovanja te mogu li se sirutini, s
naglaskom na Sirt3, uopce koristiti kao terapeutske mete. Ipak, kako se sve vise proucavaju
postojeCe baze podataka ljudskog genoma kao i zapisi pacijenata oboljelih od raka te s
porastom broja istrazivanja na knockout i transgeni¢énim misevima, ova pitanja, ali i mnoga

druga vezana uz Sirt3, uskoro bi mogla biti odgovorena.
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Tablica 1. Uloga Sirt3 u razli¢itim tipovima tumora.

TIP TUMORA

Raka pluca ne-
malih stanica
(NSCLC)

Rak pluéa malih
stanica (SCLC)

Rak debelog
crijeva (CRC)

12

ULOGA SIRT3

Proonkogena

(kod proliferacije raka)

Tumor-supresorska

(kod proliferacije raka)

Supresor metastaziranja

Proonkogena
i tumor-supresorska

(kod proliferacije raka)

Proonkogena

(ovisna o metabolizmu)

Supresor metastaziranja

Protuupalna uloga i

tumor-supresorska

MEHANIZAM
DJELOVANJA

Povecana ekspresija Sirt3 koji
djeluje Akt signalnim putem i

degradacijom p53.

Aktivacija adjudinom ili
nadekspresija rezultiraju
FOX03a-ovisnom supresijom
rasta i apoptozom.
Nadekspresija Sirt3 ili tretman
adjudinom rezultiraju
pojacanom ekspresijom E-
kadherina, a mehanizam ostaje
nepoznat.

Proonkogena: knockdown Sirt3
dovodi do smanjenja aktivnosti
MnSOD i povecéanih razina
RKV-a §to prati smanjena
vijabilnost.
Tumor-supresorska: Sirt3
negativno regulira RKV-a i
HIF1-a.

Utisavanje Sirt3 aktivira
mitohondrijsku fisiju i vezanu
apoptozu putem kaspaze-9
preko Akt/PTEN signalnog puta
te vodi smanjenju
mitohondrijske biogeneze te
mitohondrijskoj disfunkciji.
UtiSavanje Sirt3 rezultira
smanjenom ekspresijom gena
EGFR i BRAF, vjerovatno
Akt/PTEN signalnim putem.

Kroz interakciju s crijevnom
mikroflorom Sirt3 regulira
STAT3 i p38 signalizaciju.
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Nadekspresija Sirt3 putem
Tumor-supresorska aktivacije MnSOD, p53 te Bax -
(kod proliferacije raka) proteina i Fas receptora pokrece
apoptozu.
. Manja aktivnost Sirt3 smanjuje
Rak jetre
aktivnost SOD2 ¢ime se
L povecava stvaranje RKV koji
Supresor metastaziranja o } ) 42
aktiviraju JNK signalni put
ukljucen u migraciju i invaziju
stanica raka.
Metmorfin aktivira AMPK te
ovecava ekspresiju Sirt3 ¢ija
Tumor-supresorska P presy !
. ] poveéana aktivnost dovodi do 30
(ovisna o0 metabolizmu) ) .. ) -
mitohondrijske disfunkcije i
supresije rasta.
Supresor metastaziranja:
nadekspresija Sirt3 suprimira
EMT smanjujuci ekspresiju
Rak jajnika faktora Twist ukljucen u
Supresor metastaziranja  regulaciju E-kadherina.

i Prometastaska uloga (u
.. 39, 40, 41
prometastatska uznapredovanom stadiju

(ovisno o fazi) metastaziranja):
aktivacija Sirt3 aktivira SOD2-
ovisno uklanjanje RKV-a ¢ime
se povecava vijabilnost stanica

bez usidrenja.

Tumor-supresorska Nadekspresija Sirt3 potice

(ovisna o metabolizmu)  prijelaz s glikolize na OXFOS 31 3
i proonkogena PGC1-a-ovisnim putem i zastoj ’

Rak dojke (kod proliferacije raka) ~ rasta.

Sirt3 inhibira formiranje
L. metastaza smanjenjem kolic¢ine
Supresor metastaziranja - 31,37
RKYV te inhibicijom Src/FAK

signalnog puta.
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Rak Zu¢nih

vodova (CCA)

Oralni rak

(rak jezika)

Rak prostate

14

Tumor-supresorska

(ovisna o metabolizmu)

Proonkogena

(ovisna o metabolizmu)

Supresor metastaziranja

Nadekspresija Sirt3 ili
aktivacija honokiolom inhibira
glikolizu (inhibicijom puta
HIF10/PDK1/PDHAL) te

33

povecava stopu OXFOS ¢ime

se smanjuje proliferacija.

UtiSavanje Sirt3 rezultira

aktivacijom Fis1-ovisne

mitohondrijske fisije i o
pokretanjem mitohondrijski

ovisne apoptoze posredovane

kaspazom-9.

Nadekspresija Sirt3 inhibira

EMT putem povecane

aktivnosti FOX03a uslijed 38
inhibicije Wnt/f3-katenin

signalnog puta..
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9. Sazetak

Razli¢iti oblici raka jedan od naj¢es$¢ih uzroka smrtnosti Sirom svijeta, a S obzirom da mnogi
terapeutici vremenom gube djelotvornost, potrebno je razviti nove strategije lijeCenja. Mnoga
istrazivanja pokazala da se potencijalne terapije raka mogu bazirati na manipulacijama nad
Sirt3, NAD" ovisne deacetilaze dominantno smjeStene u mitohondrijima. Sirt3 kontrolira
acetilacijski status proteina i tako regulira obranu stanice od stresa, produkciju reaktivnih
kisikovih vrsta, metabolizam, ATP sintezu, stani¢ni ciklus, apoptozu i proliferaciju zbog Cega
se naglasava njegova vazna uloga u karcinogenezi. No, ovisno o specificnom stani¢cnom
kontekstu, tj. vrsti raka kao i eksperimentalnim uvjetima, Sirt3 pokazuje ili onkogena ili
tumor-supresorska svojstva iz ¢ega proizlazi njegova dualnost. Stoga je cilj ovog rada
razjasniti uloge Sirt3 u biologiji raka te objediniti poznate podatke i mehanizme kojima Sirt3
svojim proonkogenim i/ili tumor-supresorskim svojstvima utjece na proliferaciju,
metabolizam, metastaziranje, upalu i angiogenezu raka. Na temelju obradenih podataka za
desetak vrsta tumora, moze se zakljuciti kako su razli¢iti tumor-supresorski ili proonkogeni
Sirt3-ovisni mehanizmi prisutni u razli¢itim, ali i unutar istih tipova tumora sto dodatno
naglasava dualnost. Odnosno kroz aktivaciju i inhibiciju razli¢itih signalnih puteva i/ili
transkripcijskih faktora kao i kroz regulaciju razine oksidativnog osStecenja Sirt3 moze
kontrolirati ishod karcinogeneze pa tako kod raka plu¢a ne-malih stanica i oralnog raka
djeluje kao onkogen, a kod raka plu¢a malih stanica, raka jetre, Zu¢nih vodova i prostate
pokazana je tumor-supresorska uloga. Posebno se zanimljivi rezultati za rak debelog crijeva,
jajnika i dojke kod kojih je u razli¢itim ekspreimentima potvrdena i proonkogena i tumor-

supresorska uloga unutar istog tipa raka.
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10. Summary

Cancer is one of the most frequent causes of mortality worldwide, and because of many
cancer therapeutics lose their efficiency with time, it is urgent to develop novel curing
strategies. Many researches have shown that potential therapies could be based on Sirtuin 3
(Sirt3) manipulation. Sirt3 is NAD" dependent deacetylase dominantly located in
mitochondria that controls protein-acetylation status in cells, regulates cellular stress
response, reactive oxygen species (ROS) production, cell metabolism, ATP synthesis, cell
cycle, apoptosis and proliferation, thus having a very important role in tumorigenesis.
However, depending on the cellular context, type of cancer and experimental conditions Sirt3
can have a dual role — it can act as oncogene and/or tumor supressor. Therefore, aim of this
paper is to elucidate roles of Sirt3 in cancer biology and to assemble known information and
mechanisms on how Sirt3, with its oncogene or tumor supressor properties, affects cancer
proliferation, metabolism, metastasis, inflamation and angiogenesis. Based on processed data
for several cancer types, it could be concluded that different oncogene or tumor supressor
Sirt3-depended mechanisms are present in the different, but also within the same types of
cancer, which further emphasizes duality of Sirt3. Thus, through activation or inhibiton of
various signling pathways and/or transcriptional factors along with oxidative damage
regulation, Sirt3 controls outcome of carcinogenesis. For inastance, Sirt3 acts as oncogen in
non-small cell lung cancer and oral cancer, whereas in small-cell lung cancer, hepatocelullar
carcinoma, cholangiocarcinoma and prostate cancer as tumor suppressor. Results for
colorectal, ovarian and breast cancer are especially interesting because researches have shown

that Sirt3 exhibits both oncogene and tumor suppressor role within the same cancer type.
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