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1. UVOD

Sve informacije koje su potrebne nekome organizmu za Zivot i koje ga definiraju zapisane
su u njegovu genomu. Za razvoj organizma i odrZavanje homeostaze osim funkcionalnih gena
vazna je i njihova precizna regulacija, ¢ijim naruSavanjem, kao i promjenama u genima, dolazi do
razvoja raznih patoloSkih stanja, ukljucujuc¢i i maligne bolesti. Maligne bolesti podrazumijevaju
nakupine stanica u organizmu koje nemaju fizioloSku funkciju, ali imaju potencijal metastaziranja.
Za bilo kakvu promjenu nastalu u genomu stanice ili regulaciji ekspresije gena, koja bi narusila
neku od stani¢nih funkcija, postoje brojni mehanizmi popravka pogreSke, kao i mehanizam
poticanja apoptoze u slucaju da se pogreSka ne moZe ispraviti. Zbog medusobne povezanosti
stanicnih procesa neispravljena pogreSka moZe na viSe razina naruSiti odrZavanje homeostaze
stanice te uzrokovati malignu transformaciju. Zajednicke karakteristike stanica malignih tumora
ukljucuju neovisnost o faktorima rasta, neosjetljivost na antiproliferacijske signale, otpornost prema
apoptozi, neograniCen potencijal za dijeljenje, invazivnost i sposobnost metastaze te induciranje
angiogeneze (1).

Promjene u genomu koje dovode do nastanka tumora podrazumijevaju mutacije i
epigeneticke promjene poput metilacije DNA. Metilacija citozina uobicajena je pojava u eukariota
za koju se pokazalo da doprinosi stabilnosti genoma te utjeCe na razinu ekspresije gena. Opcenito,
hipermetilacija promotorskih regija povezuje se s inaktivacijom gena, a hipometilacija s
aktivacijom. Razina metilacije genoma regulirana je, a bilo kakve pogreSke koje dovode do
promjene u metilacijskom statusu mogu prouzrociti nestabilnost genoma ili promijeniti aktivnost
gena te tako narusiti razliCite stanicne funkcije. U tumorskim stanicama utvrdene su promjene u
razini metilacije koje podrazumijevaju globalnu hipometilaciju genoma i lokalnu hipermetilaciju,
najceSce, promotorskih regija odredenih gena (2). S obzirom na karakteristike malignih tumora i
velik broj poznatih promjena razlic¢itih stanic¢nih funkcija u karcinogenezi, analiza regulacije
ekspresije gena koji dovode do promjena specifi¢nih funkcija stanica postala je podrucje u kojem se
zadnjih desetak godina provodi velik broj istraZivanja. NajceSci i najviSe istraZen proces regulacije

gena onaj je koji ukljucuje metilaciju DNA.



2. KARAKTERISTIKE METILACIJE DNA

2.1. DNA-metiltransferaze i regulacija metilacije

Metilacija DNA kod eukariota podrazumijeva reverzibilno kovalentno dodavanje metilne
skupine na C-atom citozinskog prstena na 5. poloZaju posredstvom DNA-metiltransferaza, pri cemu
nastaje 5-metilcitozin, 5-mC (3). Kod Zivotinja 5-metilcitozin najceSce se pojavljuje u sljedovima
5'-CG-3', odnosno CpG-dinukleotidima, koji su neravnhomjerno raspodijeljeni u genomu . Regije od
nekoliko stotina parova baza s povecanom ucestalosti najceS¢e nemetiliranih CpG-dinukleotida
nazivaju se CpG-otoci, a njihova precizna definicija ovisi o prou¢avanom organizmu (4,5). CpG-
otoci posebno su Cesti u promotorskim regijama gena i funkcionalnih nekodiraju¢ih RNA (npr.
miRNA), dok je kod covjeka procijenjeno da pribliZzno 70% gena ima promotore bogate CpG-
dinukleotidima (5). Utjecaj metilacije na ekspresiju gena intenzivno je prouCavan u kontekstu
autosomnog genskog utiska i inaktivacije X-kromosoma pri ¢emu je primije¢ena metilacija
promotora utiSanih gena (2,6). U gametogenezi i embriogenezi genom prolazi drastiCne promjene u
razini metilacije nakon Cega razina metilacije genoma ostaje relativno stabilna, a sve te kontrolirane
promjene imaju vaznu ulogu u stani¢nom rastu i diferencijaciji (5).

Kod sisavaca su pronadena tri enzima s DNA-metiltransferaznom aktivhoS¢u, DNMT1,
DNMT3a i DNM3b pri ¢emu je donor metilne skupine S-adenozilmetionin. (8). Regulacijski
protein DNMT3L posjeduje DNA-metiltransferazne strukturne motive te sudjeluje u uspostavi
majCinskog genomskog utiska uz DNMT3a i DNMT3b, ali samostalan nema kataliticku aktivnost.
DNMT1 najzastupljenija je DNA-metiltransferaza koja najceS¢e metilira hemimetilirana mjesta
nastala replikacijom DNA i smatra se odgovornom za odrZavanje uzorka metilacije, Sto je
omoguceno simetrijom CpG-dinukleotida. U odrZavanju metilacije sudjeluju proteini UHRF (od
eng. ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domain) koji veZu DNMT1 i usmjeravaju je
prema hemimetiliranim mjestima (9). Aktivhost DNMT1 esencijalna je u ranom embrijskom
razvoju, kao i za genomski utisak i inaktivaciju X-kromosoma (3,8). DNMT3a i DNMT3b mogu
metilirati u potpunosti nemetilirana mjesta, kao i ona hemimetilirana, stoga se smatraju
odgovornima za metilaciju CpG-a de novo (8).

Regulacija aktivnosti DNA-metiltransferaza nije u potpunosti poznata, ali smatra se da
ulogu u njoj imaju posttranslacijske modifikacije te da je njihova specifi¢nost za odredene sljedove
povezana s interakcijama s malim nekodiraju¢im RNA (piRNA, miRNA) (10). Razina metilacije

DNA razlikuje se izmedu vrsta, a unutar iste vrste razine metilacije variraju u ovisnosti o razvojnom



stadiju organizma i tipu stanica pri ¢emu razina metilacije odredenih gena najceS¢e moZe biti
povezana sa specifi¢nim tkivom (3,7). Pokazano je da postoje regije u promotorima koje odreduju
metilaciju (MDR od eng. methylation determining regions) i koje su dovoljne za uspostavu
predvidene razine metilacije promotora odredenih gena u ovisnosti o razvojnom stadiju i tipu
stanica. Regije MDR najvjerojatnije su odredene gustocom CpG-dinukleotida i postojanjem motiva
za vezanje DNA, Sto ukazuje na moguénost postojanja trans-djeluju¢ih faktora koji reguliraju

razinu metilacije (11).

2.2. Uéinci metilacije DNA na genom

2.2.1. ToCkaste mutacije
Spontanom deaminacijom 5-metilcitozina nastaje timin (Slika 1.), a primije¢eno je da se

deaminacija 5-metilcitozina dogada vecom ucestaloS¢u nego deaminacija citozina (12).
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Slika 1. Shema biokemijskog puta metilacije i demetilacije citozina te potencijalnog nastanka tockastih mutacija.

Prilagodeno prema Singal i Ginder, 1999. (2).



Smatra se da je upravo ucestalost tranzicije citozina u timin posredstvom 5-metilcitozina glavni
uzrok niske zastupljenosti CpG-dinukleotida u genomu kraljeznjaka, ali i da je uzrok brojnih
genetskih poremecaja. Spontana deaminacija citozina najCeSce ne dovodi do nastanka tockastih

mutacija zato Sto se nastali uracil prepoznaje i popravlja DNA-glikozilazom uracila (2,13).

2.2.2. Regulacija ekspresije gena

Jedan od nacina regulacije ekspresije gena na razini transkripcije ukljucuje metilaciju DNA.
Metilacija citozina mijenja obrazac donora i akceptora vodikovih veza u velikom utoru DNA i time
onemogucava vezanje odredenih transkripcijskih faktora i inicijaciju transkripcije (13). Drugi nacin
na koji metilacija DNA utjeCe na ekspresiju gena ukljuCuje proteine s domenom koja veZe
metilcitozin (MBD, od eng. methyl-CpG-binding-domain) koji vezanjem za specifi¢ni metilirani
slijed mogu imati funkciju transkripcijskih represora ili mogu potaknuti formiranje
heterokromatina. Sli¢ni su ucinci primijeceni djelovanjem proteina s domenom cinkovih prstiju
(ZNF, od eng. zinc finger) koji mogu vezati metilcitozin (9,14). Proteini s domenom MBD vezani
za specifican slijed DNA mogu mobilizirati velike proteinske komplekse s histonskim
deacetilazama (HDAC1 i HDAC?2) i proteinima za remodulaciju kromatina (npr. sin3a i mi-2) te
histonske metilaze (Slika 2.) i posljedi¢no heterokromatinski protein 1, HP1. Deacilirane e-amino
skupine lizina u histonima ostvaruju stabilnije interakcije s fosfatnim skupinama DNA te doprinose
formiranju heterokromatina, tj. utiSavaju transkripciju s kojom je povezana i metilacija lizina 9 na
histonu H3 (14). Opcenito, uCinke metilacije DNA nije moguce promatrati bez konteksta strukture

kromatina, tj. histonskih modifikacija.



Slika 2. Epigeneticke promjene koje dovode do inaktivacije gena. DNMT metilira CpG-mjesta (na slici crni kruZici:
nemetilirano, crveni kruZi¢i: metilirano), Sto omogucava vezanje proteina MBD (na slici zeleno). MBD regrutira
kompleks za remodulaciju kromatina (ljubicasto) i histonske acetilaze (HDAC) koje deacetiliraju histone i mobiliziraju
histonske metilaze (HMT). Histonske metilaze metiliraju bo¢ne ogranke lizina (na slici narancasti kruZi¢i) i tako

omogucavaju vezanje proteina HP1. Prilagodeno prema Teodoridis i sur., 2004. (14).



2.2.3. Stabilnost genoma

Metilacija citozina uobicajena je nasljedna i reverzibilna modifikacija DNA koja doprinosi
odrzavanju stabilnosti genoma i sprjeCavanju nastanka genetskih poremecaja. Starenjem se
smanjuje ucestalost 5-mC u genomu, za Sto se vjeruje da su odgovorne i pasivna i aktivna
demetilacija (15). Pasivna demetilacija podrazumijeva smanjenu aktivnost enzima DNMT1 i
gubitak 5-mC tijekom replikacije, dok se aktivna demetilacija dogada neovisno o replikaciji.
Mehanizam aktivne demetilacije nije u potpunosti poznat, a smatra se da ukljucuje ve¢i broj enzima
i nastanak viSe intermedijara (16).

U ljudskom genomu visoka razina metilacije primijecena je u ponavljaju¢im sljedovima koji
¢ine oko dvije tre¢ine genoma i smatra se da je upravo metilacija kljucna u inhibiciji ekspresije
pokretnih genetickih elemenata (6,17—19). Smanjenje razine metilacije DNA utvrdeno je kod
kromosomskih rearanZmana, nestabilnosti centromernih podrucja i aneuploidija u tumorima te je
pokazano da hipometilacija DNA prethodi oStecenjima genoma kod odredenih malignih tumora
(15,20). Gubitak aktivnosti DNMT1 povezan je s povecanom stopom mutacija i s konstitutivnom

kromosomskom nestabilnosc¢u (20).



3. PROMJENE U RAZINI METILACIJE GENA U KARCINOGENEZI

Karcinom je maligni tumor epitelnih stanica. Nastanku malignih bolesti tijekom dugog
vremenskog perioda prethodi niz promjena u genomu koje su poremetile normalnu stani¢nu
aktivnost i regulacijske putove, Sto je dovelo do nekontroliranog dijeljenja izmijenjenih stanica i
formiranja tumorske mase i na kraju omogucilo proces metastaziranja. Dio procesa karcinogeneze

ukljucuje i smanjenu mogucnost popravka greSke, Sto za posljedicu ima povecani potencijal za

nastanak novih mutacija.

U stanicama tumora primijecena je globalna hipometilacija genoma i lokalna hipermetilacija
najceSce promotorskih regija odredenih gena (2). Metilacija DNA u karcinogenezi moZe imati viSe
uloga (Slika 3.) pri cemu dolazi do sinergistickog efekta. Spontanom deaminacijom 5-metilcitozina

nastaju tockaste mutacije koje mogu utjecati na aktivnost ili funkciju gena c¢iji su produkti ukljuceni

u stani¢nu regulaciju.
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Slika 3. Shematski prikaz uloga metilacije DNA u nastanku malignih tumora. Prilagodeno prema Singal i Ginder,

1999. (2).




Demetilacija moZe aktivirati transkripciju utiSanih gena, dok uspostava metilacije de novo moze
dovesti do utiSavanja gena koji kodiraju tumorske supresore. Oba procesa, uz nastanak tockastih

mutacija, utjeCu na stanicnu regulaciju i dio su karcinogeneze.

3.1. Geni CDKN2A i TP53

Gen CDKNZ2A nalazi se na kra¢em kraku kromosoma 9 i kodira za protein p16-INK4a.
Protein p16-INK4a pripada porodici INK4 inhibitora kinaza ovisnih o ciklinu koji su ukljuceni u
regulaciju prelaska iz G1-faze u S-fazu stani¢nog ciklusa (21). p16-INK4a ima ulogu negativnog
regulatora staniCne proliferacije inhibicijom kinaza ovisnih o ciklinu CDK4 i CDK6. Aktivirane
kinaze forsforiliraju protein retinoblastoma, pRB, koji tada ne moZe stvarati kompleks s
transkripcijskim faktorom E2F. Slobodan transkripcijski faktor E2F u interakciji s drugim
proteinima potiCe transkripciju gena koji usmjeravaju stanicu u S-fazu stani¢nog ciklusa (22). Osim
u regulaciji stanicnog ciklusa, primijeceno je da p16-INK4a ima ulogu i u drugim stani¢nim
procesima poput angiogeneze, senescencije i apoptoze (23).

Gen CDKNZ2A daje barem tri razliCita transkripta koji se razlikuju u prvom eksonu. Dva
transkripta daju izomorfne proteine koji imaju ulogu inhibitora kinaza CDK4/6, dok tre¢i transkript
uspostavlja alternativni okvir Citanja i daje strukturno razlicit protein s ulogom tumorskog supresora
koji se kod ljudi naziva p14*** (24). Vezanjem na ubikvitinsku ligazu Mdm?2 protein p14*** potice
njezinu degradaciju ¢ime dolazi do stabilizacije proteina p53, a primijeceni su i u€inci neovisni o
proteinu p53 (21,25). Protein p53 kodiran je genom TP53 smjeStenim na kracem kraku kromosoma
17 (26). Protein p53 ima oligomerizacijsku domenu i domenu vezanja za DNA, a u stanici ima
ulogu transkripcijskog aktivatora. U uobiCajenim uvjetima u stanici nalazi se u niskim
koncentracijama s vremenom poluraspada od 20 min, a za aktivnost funkcije ovog proteina
potreban je signal uzrokovan hipoksijom, smanjenom razinom ribonukleotidnih trifosfata,
oStecenjem DNA, dvolancanim lomovima ili intermedijarima u popravku DNA (27). Kroz
aktivaciju transkripcije ciljanih gena protein p53 vaZan je regulator stani¢nog ciklusa, popravka
DNA, apoptoze, senescencije i angiogeneze (27,28). Utvrdena je ucestalost mutacija gena TP53 u

tumorima od 50-55%, a dio tih mutacija uzrokovane su spontanom deaminacijom 5-mC (13,29).
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Slika 4. Shematski prikaz gena CDKN2A i okvira Citanja za p16-INK4a (crveno) i p14**F (sivo). Svaki protein ima

specifican prvi ekson koji se spaja sa zajednickim drugim eksonom, ali u alternativhom okviru ¢itanja. p16-INK4a

inhibira kinaze CDK 4 i CDKS®, 3to za posljedicu ima izostanak fosforilacije proteina retinoblastoma, pRB. p144%F

inhibira razgradnju proteina p53 posredovanu ubikvitinskom ligazom Mdm?2. Prilagodeno prema Sharpless, 2005. (30).

Inaktivacija putova p53 i pRB razlic¢itim mehanizmima dogada se u gotovo svim tumorima
kod Covjeka, Sto ukazuje na vazZnost toCne genske upute i precizne regulacije ekspresije gena
CDKNZ2A (30). PribliZzno 50% tumora u covjeka, ukljucuju¢i karcinom glave i vrata, jednjaka,
Zucnih puteva, jetre, pluc¢a, dojke, mjehura, bubrega, debelog crijeva, ali i glioblastom, limfom,
melanom i akutnu mijeloi¢nu leukemiju ima inaktiviran gen CDKNZ2A (23,31). Mehanizam
inaktivacije gena CDKNZ2A najcCeSce podrazumijeva gubitak oba alela i inhibiciju transkripcije
uspostavljenu metilacijom CpG-dinukleotida u promotoru de novo (31). Zbog specifiCne
organizacije genskog lokusa i Cesto zdruZene inaktivacije, teSko je razluciti doprinose pojedinacnih
proteinskih produkata u nastanku tumora. PrimijeCena je promijenjena metilacija promotora s kojeg
nastaje transktipt za protein p14*** u karcinomu debelog crijeva neovisno o utiSavanju transkripcije
za protein p16-INK4a, dok je u melanomu primije¢ena veca promjena u koli¢ini proteina ukljucenih
u putove p53 i pRB (32,33).

Uz pregrst dokaza za funkciju proteina p16-INK4a kao tumorskog supresora, opisana je i
njegova prekomjerna ekspresija u tumorima povezanim s infekcijom HPV-om. U njima
prekomjerna ekspresija proteina p16-INK4a nastaje kao odgovor na razgradnju proteina pRB, a u
tumorima nastalim neovisno o infekciji HPV-om pretpostavlja se da prekomjerna ekspresija nastaje

u sklopu odgovora na senescenciju induciranu onkogenom ili zbog izmijenjenog puta pRB (23).
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3.2. Gen VHL

Somatske mutacije gena za tumorski supresor von Hippel-Lindau (VHL), kao i embrijska
inaktivacija koja dovodi do nastanka von Hippel-Lindauova sindroma, povezani su s nastankom
karcinoma bubrega, hemangioblastoma i drugih tumora. Gen VHL nalazi se na kracem kraku
kromosoma 3, a proteinski produkt, pVHL, pojavljuje u dva izoformna oblika od kojih oba imaju
funkciju tumorskog supresora (34).

U tumorima povezanim s inaktivacijom gena VHL opisana je dobra razvijenost krvnih Zila,
kao i prekomjerna proizvodnja faktora angiogeneze poput faktora rasta vaskularnog endotela
(VEGE, od eng. vascular endothelial growth factor) i eritropoetina (35,36). Pokazano je da pVHL
sudjeluje u regulaciji gena koji su povezani s odgovorom na hipoksiju tako da inhibira njihovu
transkripciju u uvjetima normalne zasi¢enosti tkiva kisikom (37). Nacin regulacije aktivnosti gena
induciranih hipoksijom pomocu proteina pVHL sloZen je proces koji ukljucuje ubikvitinaciju
ovisnu o kisiku i proteolitiCku razgradnju monomera kompleksa transkripcijskog faktora
induciranog hipoksijom (HIF, od eng. hypoxia-inducible factor) (38). Pretpostavlja se da pVHL
posjeduje i druge funkcije u stanici, neovisne o regulaciji proteina HIF, a utvrdeno je i da ostvaruje
interakcije s izvanstaninim matriksom i citoskeletom te da njegov nedostatak u specifi¢nim
eksperimentalnim uvjetima onemogucava usmjeravanje stanice u GO-fazu stanicnog ciklusa (34).

Ekspresija gena VHL opisana je i u embrijskim i zrelim tkivima i nije ograni¢ena na organe
koje zahva¢a von Hippel-Lindauov sindrom (34). MiSevi kojima je uklonjen gen VHL nisu
vijabilni, a osobe s von Hippel-Lindauovim sindromom zapravo su heterozigoti (39). U
karcinomima bubrega u kojima je detektirana hipermetilacija CpG-otoka u promotoru gena VHL
najceS¢e nije pronadena mRNA tog gena, pa se pretpostavlja da je hipermetilacija dovela do

inaktivacije gena (40).

11



3.3. Gen HPSE

Gen HPSE nalazi se na duljem kraku kromosoma 4, a kodira za enzim heparanazu.
Heparanaza razgraduje proteoglikane heparanskog sulfata i modulator je izvanstanicnog matriksa i
faktora rasta pridruZenih proteoglikanima heparanskog sulfata (41). U uvjetima homeostaze
heparanaza je prisutna u stanicama citotrofoblasta, kerationocitima, trombocitima i aktiviranim
stanicama imunosnog sustava pri ¢emu ima vaZznu ulogu u prijenosu stanica krvlju te u invaziji
bazalne membrane epitelnim stanicama tijekom razvoja embrija. Razgradnjom proteoglikana
heparanskog sulfata i oslobadanjem pridruZenih faktora rasta, poput faktora rasta vaskularnog
endotela (VEGF) i osnovnog faktora rasta fibroblasta (bFGF, od eng. basic fibroblast growth
factor), heparanaza indirektno sudjeluje u procesima morfogeneze tkiva i angiogeneze, a Cesto je
prisutna u karcinomima i odredenim slucajevima akutne mijeloicne leukemije (41).

Pokazano je da prekomjerna ekspresija gena HPSE tumore s niskim metastatskim
potencijalom pretvara u visoko-invazivni oblik u eksperimentalnim Zivotinjama (42). Bududi da
lanci heparanskog sulfata veZzu raznovrsne proteine i osiguravaju prianjanje velikog broja
bioaktivnih molekula na stani¢nu povrSinu i izvanstanicni matriks, degradacija proteoglikana
heparanskih sulfata ima negativne posljedice na strukturu i integritet tkiva. Stani¢na adhezija i
pokretljivost ovise o interakcijama stanica s izvanstani¢nim matriksom, a naruSavanje tih interakcija
koje uzrokuje heparanaza pospjeSuje odvajanje i prijenos stanica krvlju, kao i prodor epitelnih
stanica u bazalnu membranu i druga tkiva (41).

Utvrdeno je da su razlike u prisustvu heparanaze u tumorima popracene promjenama u
metilacijskom statusu promotora gena HPSE. Stanice malignih tumora koje imaju aktivnu
heparanazu imaju barem jedan alel gena HPSE nemetiliranog promotora, a u stanicama u kojima su
promotori oba alela metilirani nije pronaden ni protein ni njegova mRNA. Upotrebom
demetilacijskih agensa (5-azacitidin i 5-aza-2'-deoksicitidin) u stanicama koriokarcinoma covjeka
(stanice JAR) i stanicama glioma Stakora C-6 utvrdena je demetilacija promotora alela HPSE i

prisustvo heparanaze (41).
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4. METILACIJA DNA KAO BIOMARKER MALIGNIH BOLESTI

Rano otkrivanje malignih bolesti pokazalo se klju¢no za u€inkovitost medicinskih postupaka
i prezivljenje oboljelih. Specificne markere teSko je detektirati u ranim fazama razvoja malignih
tumora jer imaju dugu fazu latencije i ne pokazuju klinicki znacajne markere u ranim stadijima (43).
Pojedini tumori, ovisno o smjeStaju u organizmu, mogu u tjelesne tekuc¢ine u neposrednoj blizini
izluCivati razne produkte kao npr. DNA raspadnutih tumorskih stanica (44). Osim Sto predstavlja
neinvazivan pristup u dijagnostici, koriStenje slobodno cirkuliraju¢e DNA (cfDNA, od eng.
circulating free DNA) iz krvne plazme moZe pruZiti informacije o tumorima teSko dostupnima za
konvencionalne medicinske postupke (44). Neovisno o nacinju uzorkovanja tumorske DNA, analiza
promjena u metilaciji gena koje bi upucivale na maligne promjene podrazumijeva poznavanje gena
koji pokazuju promjene u metilacijskom statusu u specificnim malignim bolestima. Danas su
poznati brojni geni metiliranih promotora u tumorskim stanicama koji imaju potencijal postati
dijagnosticki i prognosticki markeri (44). Izazov u ovom pristupu u dijagnostici malignih bolesti
predstavlja pronalazak gena koji su u pojedinim tumorima utiSani hipermetilacijom promotora, a
koji imaju nemetilirane promotore u normalnim stanicama.

Nasuprot potrazi za pojedinacnim genima Cija je funkcija u tumorskim stanicama
izmijenjena uslijed promjena u razini metilacije regulacijske regije, drugi pristup u dijagnostici
malignih bolesti baziran na promjenama u metilaciji DNA u obzir uzima ¢itav genom, odnosno
svojstvo tumorskih stanica da najceS¢e pokazuju globalnu hipometilaciju genoma i lokalnu
hipermetilaciju (2). Zbog hidrofobne prirode i ve¢ih dimenzija 5-metilcitozina u odnosu na citozin,
metilacija DNA utjeCe na njezina fizikalno-kemijska svojstva pri ¢emu raspodjela 5-metilcitozina
(nalaze li se ravnomjerno rasporedeni duZ DNA ili u klasterima) takoder ima ulogu. Ovo svojstvo
omogucava razlikovanje DNA tumorskih i netumorskih stanica po topljivosti i afinitetu prema

metalnim povrSinama poput zlata te potencijalni razvoj univerzalnih testova za maligne bolesti (45).
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5. ZAKLJUCAK

Nastanak malignih tumora osim mutacija uzrokuju i promjene u regulaciji ekspresije gena
poput promjena u metilaciji promotora. Buduc¢i da tumori s promijenjenom metilacijom DNA i dalje
sadrZavaju funkcionalne gene, pokuSava se razviti terapijske postupke specificne za maligne tumore
koji bi omogucavali kontroliranu demetilaciju ili metilaciju kako bi se stanice vratile u prvobitno
stanje. U uvjetima homeostaze u stanici vlada ravnoteZa izmedu procesa metilacije i demetilacije,
stoga takav pristup u lijeCenju nailazi na izazove u osiguravanju specificnosti inducirane
demetilacije ili metilacije. Demetilacija metilacijom utiSanih gena koji kodiraju tumorske supresore,
npr. VHL, moZe ispraviti nastalu greSku, ali sporadicno moZe do¢i do demetilacije drugih utiSanih
gena, npr. HPSE, cija bi aktivacija povecala sposobnost metastaziranja.

Kod analize metilacije DNA u karcinogenezi treba imati na umu da opaZene korelacije
izmedu promjena u statusu metilacije, ekspresije gena i opaZenog fenotipa ne moraju nuzno
predstavljati inicijaciju maligne transformacije. Regulacija aktivnosti DNA-metiltransferaza i
aktivne demetilacije nije u potpunosti objasnjena i s trenutnim saznanjima nije moguce utvrditi je li
za nastanak tumora odgovoran poremecaj u metilaciji ili je sam poremecaj u metilaciji odgovor na
druge promjene u stanici. Osim toga, razina metilacije i utjecaj na ekspresiju gena ne mogu se

promatrati izdvojeno od drugih epigenetickih mehanizama i stanja kondenziranosti kromatina.
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7. SAZETAK

Nastanak karcinoma podrazumijeva inaktivaciju gena za tumorske supresore i aktivaciju
protoonkogena, Sto za posljedicu ima pojavu obiljeZja malignih tumora koja ukljucuju neogranicen i
nekontroliran rast i dijeljenje stanica, sposobnost invazije u okolna tkiva, formiranje metastaza te
indukciju angiogeneze. U karcinogenezi osim mutacija u DNA jednak znacaj imaju i epigeneticki
mehanizmi. U stanju homeostaze u stanici prevladava ravnoteZa izmedu metilacije i demetilacije
DNA, dok je u tumorima primijecena globalna hipometilacija genoma te lokalna hipometilacija u
odnosu na neizmijenjene stanice. Lokalna hipermetilacija najceS¢e se dogada u promotorskim
regijama i povezana je s inaktivacijom gena, a globalna hipometilacija doprinosi kromosomskoj
nestabilnosti koja dovodi do kromosomskih rearanZmana koji ukljucuju aneuploidije, translokacije i
delecije. 5-metilcitozin pospjeSuje nastanak tockastih mutacija spontanom deaminacijom
posredujuci pritom u tranziciji citozina u timin. Osim inaktivacije gena metilacijom, po stanicu je
jednako nepovoljna aktivacija utiSanih gena demetilacijom. Na primjerima proteina p16-INK4a,

4*RF p53, pVHL i heparanaze prikazana je umreZenosti stani¢nih procesa ¢iji poremecaji dovode

pl
do nastanka tumora i doprinose malignosti.

Cilj ovog rada bio je prikazati obiljeZja metilacije DNA i njezin utjecaj na genom te na
primjerima poznatih promjena u statusu metilacije u karcinomima ukazati na vaZznost metilacije kao

pokretaca malignih promjena, ali i na potencijal koji posjeduje za dijagnosticke i terapijske svrhe.
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8. SUMMARY

Carcinoma development includes tumour suppressor gene inactivation and proto-oncogene
activation which provide the tumour with malignant characteristics such as unlimited and
unregulated cell growth and division, ability to invade surrounding tissues and form mestastasis as
well as to induce angiogenesis. Epigenetic mechanisms in carcinogenesis are equally important as
mutations in DNA. In homeostasis there is a balance between DNA methylation and demethylation
within a cell, while in tumour cells global hypomethilation and local hypermethyilation have been
observed. Local hypermethyilation most commonly affects promoter regions and is associated with
gene inactivation while global hypomethilation contributes to chromosomal instability as it is
associated with chromosomal rearangements which lead to aneuplody, translocations and deletions.
Moreover, 5-methylcytosine increases the rate of point mutations for spontaneous deamination and
causes cytosine to tymine transversions. Both methylation driven gene inactivation and
demethylation of silenced genes represent risk for tumour development. The role of p16-INK4a,
p14**%, p53, pVHL proteins and heparanase illustrate the complexity of cellular processes whose
dysregulation leads to tumorigenesis and affect the malignancy.

The aim of this work was to show the characteristics of DNA methylation and consequential
effects on the genome, as well as to emphasize the importance of DNA methylation in
carcinogenesis. Using known examples of DNA methylation changes in carcinoma, the aim was to

show its potential as diagnostic and prognostic marker.
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