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MRNA — (engl. messenger RNA)
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CBP — (engl. CREB-binding protein)
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TNF-a - tumor-nekrotiziraju¢i faktor (engl.tumor necrosis factor)
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PAD12 — (engl. protein-arginine deiminase type-2)

LOI — gubitak genomskog utiska (engl. loss of imprinting)
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SAZETAK

Rosana Radan

Epigeneti¢ki lijekovi u medicini

Prefiks epi- na grékom znaci ,,iznad*. Doslovni prijevod je ,,iznad genoma“. Epigenetika obuhvaca
sve procese koji reguliraju DNA bez promjene njene sekvence. Naime u ljudskom tijelu postoji
preko 200 razlic¢itih vrsta diferenciranih stanica, a sve one dijele isti genom. Ono §to povezuje
stani¢ni genotip i fenotip su epigenetski mehanizmi kojima se odlucuje koji su geni i u kolikoj
mjeri izrazeni ili utiSani.

Cilj ovog diplomskog rada je obraditi osnovne mehanizme epigenetike. Navedeni su osnovni
epigeneticki mehanizmi regulacije genske ekspresije kao $to su DNA metilacija, histonske
modifikacije i RNA interferencija, ali bitno je napomenuti da nisu jedini. To je razlog §to je
epigenetika danas jedno od najbrze rastucih polja u biologiji. Njena Siroka uloga u bioloskim
procesima ¢ini je izuzetno bitnom u patofiziologiji bolesti. Sukladno tome, epigeneticki
patofizioloski mehanizmi prisutni su u bolestima iz mnogih podru¢ja onkologije, neurologije,
psihijatrije, imunologije, embriologije, itd. Za znanstvenike je posebno zanimljivo istraZivati
epigeneticke promjene u bolestima koje su klinicki izazovne kao npr. bolesti multifaktorijalnog
porijekla te bolesti ¢ije je lijeCenje na bilo koji nain ograni¢eno. Zapravo epigeneti¢ki vazni
proteini i molekularnih puteva istrazuju se u svrhu pronalaska novih meta i metoda lijecenja. FDA
(engl. Food and Drug Administration) je zasad odobrila epigeneticke lijekove koji spadaju pod
skupinu inhibitora enzima HDAC i DNMT. Ti se lijekovi nazivaju jos i lijekovi ,,prve generacije*,
no u skorijoj buduénosti se ocekuje 1 porast novoodobrenih lijekova, posebno onih koji koriste

mehanizam RNA interferencije.

Klju¢éne rijeci: epigenetika, metilacija DNA, histonske modifikacije, RNA interferencija,
DNMTi, HDACI
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SUMMARY

Rosana Radan

Epigenetic drugs in medicine

The “epi” prefix means "above in Greek." The literal translation of this prefix is "above the
genome". Epigenetics encompasses processes that regulate DNA without changing its sequence.
Specifically, there are over 200 different types of differentiated cells in the human body, all of
which share the same genome. What links the cell genotype and the phenotype are the epigenetic
mechanisms that decide which genes are active and to which extent they are expressed or silenced.
The aim of this thesis is to explain the basic mechanisms of epigenetics. Basic epigenetic
mechanisms for gene expression regulation, such as DNA methylation, histone modifications, and
RNA interference, are outlined in this thesis, but it is important to note that they are not the only
ones. This is why epigenetics is one of the fastest growing fields in modern biology. Its broad role
in biological processes makes it extremely important in the pathophysiology of the disease.
Accordingly, epigenetic pathophysiological mechanisms are present in diseases of many areas of
oncology, neurology, psychiatry, immunology, embryology, etc. It is particularly interesting for
scientists to investigate epigenetic changes in clinically challenging diseases, such as those of
multifactorial origin and diseases of which treatment is limited in any way. In fact, epigenetically
important proteins and molecular pathways have been studied aiming to find new targets and
methods of treatment. So far FDA (Food and Drug Administration) had approved epigenetic drugs
that are HDAC and DNMT enzyme inhibitors. These drugs are also called "first generation" drugs,
but an increase in newly approved drugs is expected in the near future, especially those with the

RNA interference activity.

Key words: epigenetics, DNA methylation, histone modifications, RNA interference, DNMTIi,
HDACI



Rosana Radan Diplomski rad

1. Uvod

Epigenetika je znanost o nasljednim, reverzibilnim promjenama genske regulacije koje nisu
ovisne o slijedu nukleotida u DNA. (1) Tri skupine enzima su glavne epigeneticke efektorne
molekule: pisaci, Citaci i brisaci, djeluju na tri supstrata: DNA, histone i RNA. Navedene
komponente su medusobno visoko povezane. Utjecaj epigeneti¢kih promjena na genom dolazi i iz
Sirih dimenzija postojanja te iz okolisa: spol, prehrana, okoli$, kemijski faktori, socijalni i
ekonomski status, starenje, stres. (2) Kontinuiranim istrazivanjem nalazi se sve vise dokaza o
utjecaju epigenetike na bolest. Spektar bolesti u koje je epigenetika ukljucena je Sirok: rak,
metabolicke bolesti, sréane, neuroloske bolesti (3), upalne bolesti(4), psihijatrijske...(5)
Otkrivajuc¢i uzroke bolesti na epigeneti¢koj razini, otkrivaju se potencijalne ciljne molekule za

razvoj lijekova. Za neke neuroloske bolesti i rak, lijekovi su ve¢ odobreni.(6)

2. Mehanizam epigenetickih modifikacija i glavni enzimi

a) Metilacija DNA

DNA metilacija je najbolje prouceni epigeneticki mehanizam regulacije ekspresije gena.
Hoce 1i ekspresija biti regulirana na gore ili na dolje, ovisi o dijelu genoma koji je metiliran.
Ukoliko je metiliran promotorski dio gena, ekspresija tog gena i proizvodnja proteina kojeg kodira
taj gen ¢e biti suprimirana $to se zove utiSavanje gena (engl. gene silencing), a ako nije posljedica
e biti pojacana ekspresija tog gena, tj. pojacanje ekspresije gena (engl. gene enhancing) (7).
Odnos kompleksnosti 1 veli¢ine DNA s odnosom metiliranosti iste te DNA i ekspresije gena ¢ini
epigenetiku validnim akterom u procesima kao Sto je razvoj embrija, razvoj odredenih gena
tijekom evolucije, (8) genomskom imprintingu, inaktivaciji X-kromosoma, inhibiranju razvoja
tumora, supresiji transpozona. (9, 10)

Za sam proces DNA metilacije klju¢ni su enzimi koji se nazivaju DNA metiltransferaze
(DNMT). Njihova zadaéa je da premjestaju metilnu skupinu s donora SAM (S-adenozilmetionin)
na C5 poziciju citozinskog prstena, koji postaje 5-metilcitozin, tj. metilirana DNA. (11, 12)

U ljudskom genomu nalazimo gene za 5 DNAmetiltransferaza: DNMT1, DNMT2, DNMT3A,
DNMT3B, DNMT3L. (13). U smislu lijeCenja bolesti najbitniji je DNMT1. Od svih
metiltransferaza, DNMTT je najzastupljeniji. Npr. poremecena funkcija DNMTT1 je toliko bitna u
tumorigenezi da od svega nekoliko odobrenih FDA lijekova, dva su hipometiliraju¢a agensa (vidi

poglavlje Epigeneticki lijekovi odobreni od strane FDA).
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DNMTT se jos zove i odrzavajuca metiltransferaza (engl. maintenance methyltransferase). Naime
nakon mitoze, ovaj enzim metilira novonastalu DNA kéeri na temelju metilacije komplementarnog
(roditeljskog) lanca. Na taj nacin se odrzava metilacija u svim somatskim stanicama uspostavljena
rano u nastanku embrija. (14) Dva su nacina na koji DNA metilacija dovodi do utiSavanja gena,
direktni i indirektni put. Direktnim putem metilirana DNA je takore¢i maskirana i skrivena od
transkripcijskih faktora. U indirektnom putu, nakon metilacije citozina aktiviraju se dva vazna
proteina: protein koji se veze za metilnu domenu (MBDP) i histon deacetilaza (HDACs). Ti
proteini imaju represivnu funkciju na remodeliranje histona. (15, 16) Srz kromatina postane
kompaktnija, ¢ime je onemogucen pristup transkripcijskim faktorima na DNA.

Tijekom replikacije DNA, vrijedi spomenuti dva proteina bitna u navodenju DNMT1 na prikladno
mjesto za metilaciju - PCNA - nuklearni antigen proliferirajuéih stanica (engl. proliferating cell
nuclear antigen) i UHRF1 (ubiquitin-like plant homeodomain i RING finger domain-containing
protein). (17, 18)

DNMT3 A i B su zaduzeni za de novo metilaciju koja se dogada uglavnom u embrionalnom
razvoju. Naime, nakon oplodnje, dolazi do gubitka metilacije na o¢evim i maj¢inim kromosomima.
Ocev pronukleus brzo izgubi metilacijske oznake na svojoj DNA, i to aktivnim procesom koji
ukljucuje enzime. (20, 21) Majcin pronukleus pak gubi svoj obrazac metilacije DNA kroz duzi
period vremena i smatra se da je to pasivni proces. (22, 23) Nakon tog procesa prilikom nastanka
blastociste i tijekom diferencijacije dolazi do de novo metilacije gdje se utiSavaju mati¢ni geni u
diferenciranim stanicama. (24). Takoder ovi enzimi sudjejuju u procesu de novo metilacije u
spolnim stanicama kojom se uspostavlja genomski utisak (nadalje engl. imprinting), bitan za
sposobnost gameta da svojim spajanjem daju zdrav zametak sposoban za razvoj. (25)

Poznata je vaznost i ostalih enzima, ali zbog manje koli¢ine spoznaje o njima nisu mete lijeCenja.
Npr. enzim DNMT2 nema kataliti¢ku aktivnost te je njegova uloga dosta nejasna. Zanimljiva je
¢injenica da metilira tRNA, ali jo§ uvijek nije jasna vrijednost te informacije. (19)

DNMT3L je enzim koji spada u obitelj) DNMT3 enzima. Kataliti¢ki je inaktivan, a ima ulogu u
nastanku majcinskog genomskog imprintinga. Poznato je da je aktivan tijekom gametogeneze te
da stimulira aktivnost DNMT3A i DNMT3B. (26, 27, 28)

Zna se da unutar genoma postoje regije koje se razlikuju u koli¢ini metiliranih nukleotida.
Npr., transpozoni su genetske regije koje imaju sposobnost transpozicije na drugo mjesto na
kromosomu $to uzrokuje povecanu pojavnost mutacija te ve¢i potencijal tumorigeneze. Metilacija
transpozonskih regija normalne ljudske DNA je jako izrazena i stabilizira transpozone, fj.

onemogucava da se sele. (29, 30, 31). Nadalje, repetitivna podru¢ja DNA su podrucja gdje se
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nalaze CpG otoci, objaSnjeni kasnije u radu. Repetitivna podru¢ja cuvaju integritet DNA
sprjecavajuci endoparazitske sekvence, njihovu translokaciju i gensku disrupciju. (32)

U genomu dakle postoje regije bogate sekvencom CpG. To su podru¢ja genoma koja su
vrlo znacajne u kontekstu metilacije. CpG je skraceno za 5“-C-fosfat-G-3*, tj. oznacava citozin i
gvanin unutar DNA molekule spojene fosfatnom vezom. Da naglasim, to je nukleotidna sekvenca,
ne par baza. Postoji nekoliko verzija tih podrucja: CpG sites, Cpg otoci te Cpg shore. Cpg sites ili
regije s CpG dinukleotidima su podru¢ja unutar DNA gdje je poveéana frekvencija citozina i
gvanina. Njihova znacajnost je u tome Sto ih DNMT prepoznaje i metilira. (33) Nakon metilacije
slijedi spontana deaminacija pri kojoj nastaje timin. To je pogreska koja se ne popravlja i na taj
nacin se gubi CpG mjesto, to jest potencijalno mjesto metilacije. (34) CpG otoci su podrucja DNA
s do 10 puta viSom frekvencijom navedenih nukleotida. (35) To su regije koje su smjestene u
promotorskim regijama u 50-60% gena, ve¢inom gena nuznih za zivot stanice koji se konstitutivno
eksprimiraju (eng. Housekeeping) (36, 37). Metilacija CpG otoka je princip regulacije genske
ekspresije. Na tim podru¢jima DNA rijetko dolazi do metilacije (38), a kada se metiliraju, dode do
spontane deaminacije citozina u uracil, a u ovom slu¢aju se prepoznaje i popravlja te je CpG mjesto
nanovo restorirano. CpG otoci su takoder Cesti u promotorskim regijama za funkcijski
nekodiraju¢u RNA (microRNA). (39) CpG obale (engl.shore) su podrucja koja se u DNA sekvenci
nalaze u blizini CpG otoka, a imaju nesto manju zastupljenost C i G nukleotida te su vazni u
regulaciji transkripcije. Metiliranost tih podrucja pokazuje varijabilnost u razli¢itim tkivima te u
stanicama raka i zdravim stanicama. (40, 41)

Metilacija DNA nije izoliran proces. Zapravo sve epigenetske modifikacije su medusobno
povezane, Cesto putem proteinskih interakcija sa DNA. Tako proteini koji prepoznaju CpG
metilirana mjesta imaju domenu na proteinu koja se zove MBD, a protein se zove protein koji veze
CpG metilirana mjesta (MeCP) (42, 43). Njegova uloga je da prepoznaje metilirano mjesto te kao
odgovor dovodi druge proteine koji utjeCu na remodeliranje kromatina (histona). Kona¢an ishod

je inaktivacija transkripcije.

b) Histonske modifikacije

U medicini i farmaceutskoj industriji histonske modifikacije su jako istrazivana tema, cesto
I zbog toga jer su promjenjene histonske oznake skoro pa univerzalan dio etiopatogeneze tumora.
Bitni su i za neke bolesti koje su izazovne za lijeCenje, npr. sistemski eritematozni lupus. U
neuroloskom kontekstu nude princip neuroprotekcija. Vazno je reé¢i da vec¢ina FDA odobrenih
epigenetskih lijekova djeluju na histonske modifikacije, odnosno su inhibitori enzima Kkoji

acetiliraju histone.
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Histoni ¢ine proteinski dio nukleosoma. Nukleosom je oktamer s dva seta H2A, H2B, H3 1
H4 histona te DNA omotane oko tih proteina. Izmedu dva nukleosoma nalazi se otprilike 50 bp
slobodne DNA. Proteini histona su uglavnom okruglaste strukture osim njihovih N repova koji ju
nemaju i tu se dogadaju modifikacije. (51) Histoni reguliraju kompakciju, tj. zgus$njavanje
kromatina i na taj na¢in moduliraju gensku ekspresiju. (45) H1 je povezujuci (engl. linker) histon,
jer nije dio srzi nukleosoma, ve¢ se veze na DNA gdje ona zapocinje i zavr$ava svoj slobodni dio
(linker DNA). (46)

Histoni su podvrgnuti brzoj i izmjenjivoj posttranskripcijskoj modifikaciji. Nekoliko
modifikacija se dogada na histonskom repu: acetilacija, metilacija, fosforilacija, ubikvitinacija,
SUMO-ilacija, i ADPribo-ilacija. (51, 48) Uloga ovih modifikacija je transkripcijska regulacija,
DNA popravak, (49) DNA replikacija, alternativno prekrajanje (engl. splicing) (50) i
kromosomska kondenzacija. (51)

Najucestalija histonska modifikacija, koja je dio patogeneze tumora je globalna redukcija
monoacetiliranog H4K16. (185) 1z toga je jasno zaSto je acetilacija histona najbolje upoznata
modifikacija, te zaSto je najzastupljenija modifikacija kao meta za lijeCenje. Acetilacija histona se
naj¢es¢e dogada na aminokiselinskim ostatcima lizina i arginina. Proces acetilacije kataliziraju
enzimi HAT (histonska acetiltransferaza) i HDAC (histonska deacetilaza). HAT i HDAC imaju
antagonisticki u¢inak. (52) HAT uzima acetilnu skupinu s donora acetil Co-A (53) te je stavljaju,
tj. ,,piSu” na lizinske i argininske ostatke, a HDAC istu tu acetilnu skupinu skidaju tj. ,,brisu“ s
aminokiselinskih ostataka. Acetilirani lizinski ostatci na repu histona smanjuju pozitivni naboj
histona Sto nadalje smanjujuje afinitet histona za DNA. Drugim rije¢ima, kromatin je manje
kompaktan te je omoguceno vezanje transkripcijskih faktora. Deacetilirani histoni povecavaju
pozitivni naboj, proteini 1 DNA su kompaktniji, a transkripcija je onemogucena. (52) Bitna acetilna
oznaka koja je odgovorna za promjenu heterokromatina u eukromatin je acetilirani H4K16 (55), a
acetilirani H3K56 (p300) (56, 57) je oznaka koja utjeCe na vezu histona i DNA. (58)

HAT enzimi su kategorizirani u tri obitelji GNAT, MYST i p300. Pod GNAT obitelj spada
GCN5 i PCAF, pod MYST obitelj spada Tip60 i MOF. (59) Ove obitelji dalje djeluju na histonske
i ne-histonske proteine te na taj nacin ¢ine histonske modifikacije povezane s drugim bioloskim
funkcijama stanice. P300 se nalazi svuda u nukleusu, te acetilira i histonske (H2A, H2B, H3 i H4)
(60) i ne-histonske proteine (komponente RNA polimeraza 1l kompleksa te transkripcijske
faktore). (61) Esencijalan je za procese rasta, stanicne proliferacije, diferencijacije, regulacije
stani¢nog ciklusa, odgovora na oSte¢enje DNA, tumorigeneze i apoptoze. (62, 63) P300 je protein

znacajan za nastanak kastracija-rezistentnog karcinoma prostate.(44)
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PCAF (p300/CBP- pridruzeni faktor) je transkripcijski ko-aktivator s HAT aktivnoS$¢u koji
acetilira histonske (slobodni H3, nuklesomalni H3K4 i H4K8) i ne-histonske proteine, medu
kojima je vazniji p53. (64, 65) PCAF se veze uz pojaCivace transkripcije, interagira s RNA
polimerazom II da odrzi proces elongacije transkripcije. Bitan je za proliferaciju, diferencijaciju,
apoptozu te progresiju stani¢nog ciklusa, koji su promadeni abnormalni u stanicama karcinoma
zeluca. (66, 47)

Tip60 je dio kompleksa koji se nalazi ubikvitarno u stanici. (67) Meta su mu H2AKS,
H4K16 te ne-histonski proteini. Bitan je za stani¢nu signalizaciju, popravak oStec¢ene DNA,
transkripciju te stani¢ni ciklus. Neadekvatna ekspresija promovira ili suprimira tumorigenezu
kolona, dojki ili prostate. (68)

Iz svega navedenog jasno je da su HDAC enzimi skupina nositelja histonskih modifikacija

koja je ve¢ odavno uspjeSna meta farmakoloske industrije. Na trziStu postoji nekoliko poznatih
FDA odobrenih epigeneti¢kih antineoplasti¢nih lijekova, kao §to su vorinostat, panobinostat,
belinostat. Ti lijekovi se koriste za lije¢enje multiplog mijeloma i perifernog T-stani¢nog limfoma.
HDAC deacetiliraju, kao i HAT, i histonske i ne-histonske proteine, te su obi¢no dio
multiproteinskog kompleksa. (70) Cetiri su klase HDAC koje su izraZene u sisavaca. Pod klasu I
spada HDAC 1-3i 8, u klasi Il su HDAC 4-7, 91 10, a u klasi IV je HDAC 11. Svi navedeni su
ovisni o cinku. Klasa 11 su sirtuini Sirt 1-7. Sirtuini su NAD-ovisni. HDAC inhibitori remodeliraju
kromatinsku strukturu te je DNA svojim velikim dijelom u kontaktu s tim proteinima. Inhibitori
HDAC utje¢u na samo 2-10% ekspresijski aktivnhog genoma. (71)
Od metilacije histona najbolje je upoznata metilacija H3 histona, premda ostali histoni takoder
mogu biti zahvaceni. (74) HMT, histonska metiltransferaza, metilira raznolika ciljna mjesta te o
ciljnim mjestima ovisi efekt metilacije. Enzim suprotnog ucinka je HDM, histonska demetilaza.
(75, 76)

Histon/protein metiltransferaze koriste SAM kao donor metila (77). Metiltransferaze ne
djeluju na kromatinsku strukturu mjenjaju¢i naboj proteina, zapravo djeluju indirektno. (78, 79,
80, 81) Najcesce se metiliraju lizinski i argininski ostatci. Argininski ostatci mogu biti mono-, di-
metilirani, a lizinski ostatci mogu biti mono-, di-, tri- metilirani. (77) Lizinska metilacija daje i
aktivnu i represivnu oznaku, $to ovisi o meti, npr. H3Kme3 je oznaka koja dopusta transksripciju.
s druge strane represivna oznaka je H3K9me3 i H3K27me3. (82, 83) Metilirani arginin je oznaka
na histonu koje signalira nuklearnim faktorima koji zatim sekundarno uzrokuju ekspresiju ili
represiju gena. (84, 85)

Histonske metiltransferaze se dijele filogenetski na dvije velike obitelji, PMKT i PRMT

(lizinske i argininske metiltransferaze). PMKT imaju svi zajednicko kataliticko mjesto SET. (86,

5



Rosana Radan Diplomski rad

87) Na to mjesto se vezu kofaktori i supstrati, osim DOT1L. (88). PKMT metiliraju i nehistonske
proteine, npr. p53, STAT3, DNMT1, KMT1c (89). PRMT Nehistonski proteini na koje djeluju su
RBP, 53BP1 s bioloskim funkcijama transkripcije, stani¢nog signaliranje, mRNA translacija,
signaliranje oSte¢enja DNA, stabilnost proteina, pre-mRNA izrezivanje. (91)

EZH2 i DOTLL su dva enzima koji ovu skupinu trenutno ¢ine vrlo vaznim metama lijeCenja,
posebice tumora. EZH2 je komponenta PRC2 (polycomb repressive complex 2) koji znacajno
sprjeCava transkripciju trimetilacijom H3K27. (93) Moze biti i transkripcijski aktivator (npr.
aktivira androgen receptor), i u nekim slucajevima njegova prekomjerna ekspresija dovodi do
stani¢ne proliferacije, tumorigeneze, metastaza, obnove i odrzavanja maticnih stanica. (94) Vazan
je transkripcijski aktivator u mnogim vrstama raka.(95)

DOTIL je bitan protein u nastanku leukemije mijeSanog porijekla s loSom prognozom. Kao
posljedica kromosomske tranlokacije dolazi do fuzije onkogena. (194, 195)

Histonske demetilaze demetiliraju aminokiselinske ostatke oksidativnim procesima koje izvode
dvije skupine enzima. Prva skupina ima Jumonji (Jmj) domenu koja koristi 2-oksoglutarat kao
kofaktor. U drugu skupinu spadaju LSD 1 i 2 koji koriste FAD kao kofaktor. (96)

Iz dosad navedenog se moze zakljuciti da poznavajuéi stanje acetiliranosti 1 metiliranosti
kromatina, odnosno histona mozemo predvidjeti aktivnost gena. Kromatin ljudske stanice s
obzirom na transkripcijsku sposobnost egzistira u dva stanja, kromatin i eukromatin. Eukromatin
je stanje aktivne transkripcije, heterokromatin je stanje kada transkripcija nije mogucéa. Histonske
oznake koje karakteriziraju otvoreni kromatin su acetilirani i trimetilirani H3K4, H3K36, H3K79,
s druge strane niska globalna acetilacija sa specifiécnim metilnim oznakama H3K9, H3K27, H4K20
je pokazatelj heterokromatina. (101, 102)

Fosforilacija histonskih repova se dogada na serinu, treoninu, te tirozinskim ostatcima.
Fosforilacija utjece na elektrostatsku vezu DNA i histona. Enzimi koji fosforiliraju histone su PK
(fosfokinaza) i PP (protein fosfataza). (97) Ubikvitinilacija je proces kovalentne adicije ubikvitina
na H2A 1 H2B histone. Smatra se da djeluje sinergisticki s metilacijom u ciljnjoj regiji DNA ili u
kombinaciji. (98, 99) SUMO-ilacija je proces ¢iji je medijator SUMO (small ubiquitin-related
modifier). SUMO protein se veZe za lizinski ostatak histona te sa drugim represivnim faktorima
prevenira acetilaciju histona, a time i transkripciju. (100)

Dalje su navedeni primjeri kako RNA ima bitnu ulogu u histonskim modifikacijama. Naime
pokazano je da heterokromatin ipak nije transkripcijski inaktivan, tj. ta teorija se dovela u pitanje
kada se otkrilo da se heterokromatinskog lokusa prepisuje ncRNA (nekodiraju¢a RNA). (103)
SIRNA (malu interferiraju¢u RNA, engl. small interfering RNA) je vrsta ncRNA koja se

transkribira sa centromernog podru¢ja. Ta RNA se veZe s nuklearnim proteinom ¢ine¢i kompleks.
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Nadalje, taj kompleks ima metiltransferaznu sposobnost koja je potrebna za metilaciju H3K9. S
druge strane, taj kompleks ima sposobnost aktivirati enzim koji svojom metiltransferaznom
aktivnos$¢u djeluje na histon (Clr4), a koji je neophodan za Sirenje heterokromatinske domene.
(104, 105)

XIST je takoder ncRNA koja kroz aktivnost s PRC (polycomb-represivnog kompleksa,
engl. polycomb repressive complex) pokazuje metiltransferaznu i histon ubikvitinaznu aktivnost.
Konkretno, XIST je bitna jer je uklju¢ena u utiSavanje inaktivnog X kromosoma u zena.(106, 107)
Jo§ jedan primjer vazan zbog uloge u mnogim bolestima je HOTAIR, lincRNA (engl. duga
nekodiraju¢a RNA). Ova RNA se transkribira s HOXC klasterom koji represira gene u HOXD
cluster aktiviraju¢i histonsku metiltransferazu PRC2. (108)

Osim svih navedenih kovalentnih modifikacija nedavno je otkriven i drugi tip modifikacije
histona, kao $to je izrezivanje. Naime u S. Cerevisiae je nadeno da se u promotorskim regijama N-
kraj histona H3 nakon alanina 21 izrezuje. To je zapravo rani dogadaj u indukciji ekspresije gena.
(109)

Zaklju¢no, histonske modifikacije su Sire podru¢je od klasi¢ne modifikacije proteina
acetilacijom, metilacijom, fosfrorilacijom. Sve navedene modifikacije su medusobno isprepletene
i dinamic¢ne jer se simultano dogada vise histonskih modifikacija i naravno te modifikacije su u
medusobnoj interakciji u smislu regulacije nekog molekularnog procesa (npr. transkripcije). Mogu
biti na istom mjestu, na istom repu, te na drugacijim histonskim repovima. Ono kako ¢e se gen
ekspresirati zapravo ovisi 0 kombinaciji modifikacija. (110, 111, 112, 113)

U odlomku o metilaciji DNA ve¢ je spomenuta veza DNA metilacije i histonske
modifikacije. Ovdje je ta veza opisana iz perspektive histonske modifikacije., jer modifikacije
histona utjeCu i na proces metilacije DNA. Jedna od bitnih uloga tu ima enzim DNMT3L.
DNMT3L interagira s H3 repom, privlacéi DNMT3A koji pak vr$i de novo metilaciju. Tu reakciju
jako inhibira represivna oznaka na H3 histonu - H3K4me. (114) Takoder, zna se da nekoliko
histonskih metiltransferaza upuc¢uje DNMT na specificne regije DNA te se na taj nacin uspostavlja

utiSavanje genske ekspresije. (115, 16, 117, 118)

¢) RNA interferencija

Sustav RNA intereferencije bazira se na tzv. nekodiraju¢oj RNA, (engl. non-coding
NCcRNA) koja se transkribira sa nekodirajucih regija genoma, preciznije sa regulatornih regija.
Stoga su prepoznati danas kao velika obitelj regulatornih gena u eukariota. Jedan od vaznih

¢lanova ove obitelji je mikro RNA (engl. micro RNA). ”Seed site* je mjesto na ncRNA od 18-25
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nukleotida kojom se vezu za 3“UTR regiju na mRNA, preveniraju¢i translaciju mRNA te u
konacnici blokiraju produkciju proteina bez utjecaja strukturu kromatina. Osim $to miRNA
epigeneticki regulira aktivnost DNA, dakle gensku ekspresiju, epigeneticki mehanizmi reguliraju
i ekspresiju miRNA. Disregulacija strukture miRNA i epigeneti¢kih mehanizama koji kontroliraju
njenu ekspresiju dovodi do poremecaja funkcije stanice. (119). Tako postoje miRNA koje imaju
onkogeni potencijal i zovu se Onco-miRNA. (120)

MicroRNA se moze koristiti i u terapiji, i to na dva nacina. Moze se npr. nekim proteinom
ili lijekom inhibirati funkcija RNA, a moze se miRNA inducirati u malignu stanicu kako bi se
sprijeCila aktivnost i ekspresija onkogena (121, 122) U modernoj medicini je izazov kako te
molekule dostaviti ciljnoj stanici, kako ih zastititi u krvi te dovesti do stanica. No unatoc¢ takvim
izazovima, lijekovi bazirani na RNA interferenciji kao mehanizmu su odnedavno ve¢ u klinickoj

uporabi. Tako je 2019. godine FDA odobrila Patisiran, lijek za lije¢enje nasljedne amiloidoze. (69)

3. Klase epigenetickih lijekova

a) Inhibitori metilacije

Inhibitori metilacije su molekule koje interferiraju s metilacijom DNA. Ti lijekovi su bili
medu prvim epigenetskim lijekovima kojeg je odobrila FDA. Na danasnjem trziStu dva su
najpoznatija lijeka, a to su 5-azadeoksicitidin (5-azadC) te 5-azacitidin (5-azaC). Oboje su tvari
slicne nukleozidu, preciznije, to su citidinski analozi koji imaju dusik vezan na 5. ugljikov atom
citozinskog prstena C-5.

Jedina faza stani¢nog Zzivota kada se ovi lijekovi mogu ugraditi u DNA i djelovati
hipometilirajuce je tijekom replikacije gdje potom DNMT1 kopira metilacijski obrazac sa
roditeljskog lanca na DNA stanica kceri. Nakon $to se 5-azaC ili 5-azadC ugrade u DNA, DNMT1
prepoznaje analog nastojeci ga metilirati, a zbog duSika, analog 1 enzim se ireverzibilno vezu.
Ireverzibilno vezanje dovodi do degradacije enzima. Na tom mjestu izostaje metilacija, pa 5-azaC
i 5-azadC ima ju hipometilirajué¢i uéinak. (123, 124). To se uglavnom dogada pri niskim dozama
lijeka, a najvecu primjenu imaju u lijeCenju tumora gdje svoj antineoplasti¢ni u€inak ostvaruju
hipometilacijom gena bitnih za supresiju stani¢nog ciklusa (npr. tumor supresori), diferencijaciju
i proliferaciju.(124)

5-azadeoksicitidin se zbog svoje strukture ugraduje samo u DNA, a 5-azacitidin se pri visSim
dozama inkorporira u RNA i DNA. Nakon ulaska u stanicu azacitidin se fosorilira u 5-azacitidin-

monofosfat enzimom uridin-citidin kinazom, 5-azacitidin-difosfat postaje uz pomo¢ enzima
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pirimidin monofosfat kinaza, a trifosfat postaje uz pomo¢ enzima difosfat kinaze. U tom obliku,
trifosfatnom, inkorporira se u RNA, to dovodi do disrupcije metabolizma nuklearne i
citoplazmatske RNA te inhibicije proteina.

Pri nizim dozama 5-azaC se ugraduje u DNA. Naime, u stanici se 5-azacitidin-difosfat

reducira u 5-aza-deoksicitidin difosfat enzimom ribonukleotid reduktaza. Rezultantni metabolit se
fosforilira i nastaje 5—azadeoksicitin trifosfat preko nukleozid difosfat kinaze. 5 —azadeoksicitidin
trifosfat se inkorporira u DNA, i na taj nacin sprjeCava DNA sintezu.
S obzirom da je ribonukleozid, vise se inkorporira u RNA negoli u DNA gdje inhibicijom proteina
djeluje izrazito citotoksi¢no. Kod njegove ugradnje u RNA dogada se rastavljanje poliribosoma,
te defektna akceptorska funkcija transportne RNA (tRNA), inhibicija sinteze proteina, te zadnje
stani¢na smrt.(125)

5-aza-deoksicitidin se ugraduje samo u DNA pa ima samo hipometiliraju¢i u€inak.
Zebularine je takoder analog citozina s obzirom na mehanizam 1 strukturu. Osim Sto inhibira DNA
metilaciju, poti¢e re-ekspresiju utiSanih gena metilacijom. (125)

MG98 je po funkciji i strukturi antisense oligonukleotid. To je takoder inhibitor metilacije
DNA koji tu funkciju obnasa interferirajuci s dijelom genoma koji kodira DNMT1, odnosno veze
se za netranslacijsku, regulatornu regiju genoma, koji kodira DNMT1. (126) Vezanje uzrokuje
supresiju transkripcije, a smanjena razina enzima u stanici dovodi i do smanjenja metilacije.
Klini¢ke studije su istrazivale kombinaciju MG98 s poznatim kemoterapeutikom Roferon-A.
Rezultati tog istrazivanja su se pokazala obecavaju¢ima te se daljnja istrazivanja jo§ provode.
(127, 128)

RGI108 je mala molekula koja se veZze na aktivho mjesto DNMT1 enzima te inhibira
funkciju enzima. PoZeljna osobina lijeka je da je specifican, a ovaj lijek pokazuje visoku razinu

specifi¢nosti. IstraZivanja takoder ukazuju da ima sposobnost povecati stabilnost kromatina. (129)

b) Inhibitori bromodomena
Bromodomene su domene na tzv. BET proteinima (proteini sa extra-terminalnim motivom
i bromodomenom, engl. Bromodomain and extra-terminal motif proteins) koji modificiraju
kromatin pa se jo§ zovu epigeneticki ,,Citaci“. (130) Postoji 61 protein sa bromodomenom. Smatra
se da jedino te strukture mogu prepoznati (Citati) acetilirane lizinske ostatke na histonu, Sto je
vazan korak u modifikaciji kromatina. (131) Osim S§to ¢itaju, BET proteini omogucuju elongaciju
transkripcije vezu¢i se na RNA polimerazu II. Preko te interakcije utjeCu na transkripciju

acetiliranog kromatina. (132)
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Npr., BRD4 je protein za kojeg je dokazano da ima veliku klini¢ku vaznost u epitelnim
karcinomima, leukemiji plazma stanica te, utje¢e na onkogenu ekspresiju HPV-a. (133, 134, 135,
136)

JQ1 je selektivni inhibitor bromodomena, a time i transkripcije onkogena c-Myc gena koji
je bitan u nastanku multiplog mijeloma, a za njegovu sintezu su bitni BET proteini kao inicijatori
njegove trankripcije. JQ1 inace uzrokuje disrupciju veze BET proteina i acetiliranog histona jer se
kompetitivno veze za acetilirane lizinske ostatke, odvaja BET proteine od njih. Time je inhibirana
Myc transkripcija i posljedi¢no tomu i smanjena pozitivna regulacija ekspresije Myc ciljnih gena
koji poticu diobu stanice. (137, 138)

BET?726 je selektivni inhibitor BET proteina. Veze se na aktivnho mjesto BRD2, BRD3, i
BRD4. Vazan je za regulaciju ekspresije BCL2 antiapoptoticnog gena koji je Cest nalaz u

tumorima. (139)

c) Inhibitori histonskih acetilaza (HAT inhibitori)

Prvi otkriveni HAT inhibitori su bili bisupstratni inhibitori koji selektivno blokiraju p300 i
PCAF, garcinol, anakardi¢na kiselina i kurkumin. (140, 141) Inhibitori u ciljnim stanicama
smanjuju ekspresiju gena, dovode do slabljenja stani¢ne proliferacije, te induciraju apoptozu. (142,
143, 144, 145, 146)

C646 je sintetski inhibitor koji se izdvaja potentnoscu i selektivnoséu. Mehanizam
djelovanja sprovodi vezu¢i se za p300 te djeluje kao kompetitivni kofaktor. U stanicama raka
prostate ima proapoptoticki u¢inak. (147, 148, 149) Cak ima dobar klini¢ki u¢inak u androgen-

ovisnom tumoru prostate. (150)

d) Inhibitori metiltransferaza

Proteinske metiltransferaze (PMT), odnosno histonske metiltranferaze (HMT) su enzimi
koji metiliraju lizin i argininske ostatke na histonima i nehistonskim proteinima bitne za
transkripciju gena. PatoloSka enzimatska aktivnost navedenih enzima dovodi do nastanka tumora,
neurodegenerativnih bolesti i upalnih bolesti. (151) pa su sintetizirani inhibitori metiltranferaza
koji svoju funkciju ostvaruju razli¢itim mehanizmima.

BIX-01294 je prvi otkriveni selektivni inhibitor graden od dvije podjedinice. Ima jak
ucinak, ali je izrazito toksian. (154, 155, 156) UNCO0638 je inhibitor koji je sintetiziran da
optimizira odnos ucinkovitosti i toksi¢nosti. Taj inhibitor je jako potentan uz nisku razinu
toksi¢nosti. (157) Trenuta¢no atraktivne mete u svijetu HAT inhibitora su enzimi EZH2 i DOTLL.
Vec¢ je spomenuto da se EZH2 nalazi unutar PRC2 kompleksa. Jedino kao dio kompleksa EZH2

10



Rosana Radan Diplomski rad

pokazuje metiltransferaznu aktivnost. Taj kompleks je jedini koji moze trimetilirati H3 na lizinu
27, H3K27me3, §to je potentna represija, a posljedica je utiSavanje kromatina. Na mjesto gdje se
veze EZH2 na neki drugi protein unutar kompleksa veze se SAH (S-adenozil-L-homocistein).
SAH je produkt reakcije koju katalizira metiltransferaza, a nastaje od SAM. SAH ovdje ima ulogu
inhibitora jer naruSava strukturu kompleksa. (201)

EPZ004777 i pinomenostat su DOTLL inhibitori. Njihov mehanizam djelovanja je da
mijenjaju konformacijsku strukturu proteina. Inace, istiCe se visokom selektivnoscu te

dugotrajnom vezom u odnosu na prethodno navedene. (161)

e) Inhibitori metilacije histona

Inhibitori metilacije histona selektivno inhibiraju trimetilaciju histona, a studije pokazuju
da reaktiviraju i razvojne gene koji nisu utiSani DNA metilacijom. (162). NajviSe su istrazivani
inhibitori aktivnosti LSD1, FAD i Jmj.

Tranilcipromil je ireverzibilni inhibitor LSD1,koji se kovalentno veze na FAD te MAO
receptore te je njegova primarna indikacija ve¢ dugo vremena psihijatrijske bolesti (202). Lijek se
pokazao uspje$nim u lije€enju AML kako sam tako u kombinaciji s retinoi¢nom kiselinom.
Trenutacno se provode dva klinicka istrazivanja koja bi dovela do daljnjih spoznaja.(203)

Pirimidin tiourea je reverzibilni inhibitor FAD-a koji je u stani¢nim linijjama pokazao
inhibiciju rasta u stanicama raka zeluca bez znacajniih posljedica. (204)

Jmj inhibitori vezu se za Zeljezo 1 nisu selektivni, novije generacije su blize metalu 1 imaju
bolju interakciju i vecu selektivnost. (163) N-oxalylglycine (NOG) i para 2,4 dicarboxylic acid
(2,4-PDCA) su dva supstrata koja inhibiraju Jmj domenu vezuci se za Zeljezo. (205, 206)

Tvar 3195 je derivat NOG (N-oxalylglycine) za kojeg se dokazala blaga aktivnost u sprje¢avanju
rasta HelL a stanica. (207)

f) HDAC inhibitori

Aktivnost HDAC prisutna je samo u 2-10% kodirajuceg dijela genoma. (71) (175) Po
kemijskoj strukturi inhibitori mogu biti hidroksamidne Kiseline, kratki lanci masnih kiselina,
benzamidi, ciklicki tetrapeptidi, inhibitori sirtuina. (166). HDAC inhibitori se mogu podijeliti i s
obzirom na metu djelovanja, sirtuinske i ne-sirtuinske inhibitore. Ovdje su prvo opisani ne-
sirtuinski inhibitori. To su inhibitori koji inhibiraju I, Il i IV klasu HDAC, te se zbog
neselektivnosti zovu pan-HDACI. (168) Trihostatin A (TSA) i suberoilanilid hidroksiami¢na
kiselina (SAHA) su prototipovi pan-HDACI. Daljnim istrazivanjima otkriven je inhibitor

Trapoksin (engl. Trapoxin). Njegova znacajnost lezi u ¢injenici da je skupina IIB bila postedena
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ucinka navedenog inhibitora. Zaklju€eno je da iako I, IT 1 IV skupina imaju jako sli¢no kataliticko
mjesto, skupina I1B ima dovoljno razli¢ito aktivno mjesto da ta razlika bude upotrijebljena. S
idejom da se na taj nacin poveca selektivnost HDAC:i razvijen je prvi selektivni HDAC inhibitor,
Tubacin. (169, 170)

Sto se ti¢e sirtuina, prirodni inhibitor sirtuina je nikotinamid, a prvi sintetski inhibitori su
bili sirtinol i splitomicin. (171) Daljnjim razvojem inhibitora doslo je do podjele inhibitora sirtuina
na dvije grupe. Prva grupa interagira s FAD veznim mjestom na deacetilazi, a druga s acetil
lizinskim veznim mjestom. (172)

Inhibitori sirtuina imaju i bioloSke funkcije. Npr., sirtuinski inhibitor tenovin-6 U
kombinaciji s Imatinibom (inhibitor protein kinaze) inducira acetilaciju p53, inhibira tumorski rast
te eliminira tumorske stanice kroni¢ne mijelogene leukemije. (173) Kod sirtuinskih inhibitora valja
spomenuti njihov neuroprotektivni ucinak. Sirtuinski inhibitor AGK2 djeluje na HDAC Sirt2.
Efekt te inhibicije je da se agregati sinukleina smanjuju u broju, a povecavaju u veli¢ini, §to djeluje
neuroprotektivno. Ta sposobnost je dosta bitna u neuroloskoj patologiji, npr. kod Parkinsonove
bolesti. (174)

Prvi odobreni HDACi za primjenu u lijecenju, koji je i pan-HDACI je Vorinostat.
Inhibirajuci histon deacetilaze, on podize razinu acetiliranosti u stanici, §to za posljedicu ima
transkripcijske i netranskripcijske ucinke. (208) Transkripcijski efekti su posljedica promijenjene
ekspresije odredenih gena koje Vorinostat postize na dva nacina. Direktno preko vezanja
vorinostata za HDAC enzime te indirektno preko interakcije s transkripcijskim faktorima E2F-1,
YY-1, Smad 7, p 53, Bcl 6 i GATA-1. (210) Netranskripcijski uéinci vorinostata posljedica su
pojacane aktivnosti proteina p21, inhibitora ciklin-ovisne kinaze, a time is stani¢nog ciklusa. (211)
p21 uzrokuje apoptozu u hematoloskim i solidnim tumorima aktivirajuéi intrinzicni i ekstrinzi¢ni
put apoptoze (212, 213), te inhibira angiogenezu uzrokovanu hipoksijom (215) i utisava

imunosupresivne citokine. (216)

4. Epigeneticke modifikacije u tumorigenezi

Uz mutacije genoma, u stanicama raka narusen je i epigeneticki profil jer su globalne
promjene metilacije DNA, histonske modifikacije i te promjene u ekspresiji enzima Kkoji

modificiraju kromatin inicijatori nastanka i diobe tumorskih stanica u ljudskom tijelu. (32, 176)
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Tako stanice raka pokazuju 20-60% gubitka metilacije po cijelom genomu, a s druge strane
specifi¢na podruéja pokazuju razne promjene metiliranosti. Time nastaje tumor-specifican obrazac
hipo- 1 hipermetiliranosti. (72) Nadalje, ukoliko su repetitivne sekvence hipometilirane, one
postaju nestabilne. Geneticka nestabilnost dovodi do translokacija, disrupcija gena, reaktivacije
endoparazitskih sekvenci te stvaranja onkogena (177, 178) Hipometilirane repetitivne sekvence su
npr. specifi¢ne za karcinom dojke i plu¢a. (73) Nadalje, hipometilacija u podru¢ju promotora
onkogena dovodi do pojacanja transkripcije onkogena.(179)

S druge strane, hipermetilacija je aberacija, koja je karakteristi¢cno nadena na CpG otocima.
CpG otoci su Cesto u promotorskoj regiji onih gena koji su regulatori i efektori vaznih stani¢nih
puteva: popravka DNA, apoptoze, vitaminskog odgovora, kontrole stani¢nog ciklusa, kao npr.
retinoblastomski i p53 gen. (180) Hipermetilacija tih gena vodi u utiSavanje istih gena $to stanicu
¢ini sklonijoj malignoj transformaciji. Zapravo u patogenezi raka to je toliko Cesto da se
hipermetilirani promotori predlazu da budu novi biomarkeri u dijagnostici 1 prognozi. (181) CpG
obala je jos$ jedno mjesto koje je znacajno u kontekstu ovog poglavlja. lako je fokus uglavnom na
GpG otocima, nedavna istrazivanja ukazuju na to da CpG obale imaju jednaku ucestalost i vaznost
aberacije u stupnju metilacije kao $to to imaju i otoci. (40, 41)

MiRNA promotori su takoder nadeni hipermetilirani u tumorima. To dovodi do smanjene
regulatorne aktivnosti pogodenih miRNA. (182, 183) Osim zbog uloge regulacije u nastanku
tumora, miRNA je znac¢ajna i u razvoju tumorskih metastaza. (184)

Sto se ti¢e histonskih modifikacija, najucestalija histonska modifikacija koja je dio patogeneze
tumora je globalna redukcija monoacetiliranog H4K16. To je posljedica neuravnoteze funkcije
HDAC i HAT enzima. Naime u sluc¢aju tumora dogada se da su geni za histonske deacetilaze ili
previse ekspresirani ili mutirani. (185, 186, 187) Primjer tako pogodenih proteina su sirtuini (Sir).
Ekspresija Sirl te njegova aktivnost su pove¢ani u mnogim tumorima §to ima za posljedicu vecu
acetilaciju histona i posljedi¢no time pojacanu transkripciju. (188) Sirl takoder utjece na DNMT1
enzime koji su zaduzeni za metilaciju DNA te dovode do pogresaka u kopiranju metilacijskih
obrazaca nakon diobe. (189) Sustav miRNA je takoder uklju¢en u regulaciju ekspresije HDAC
proteina, npr. odnos MIRNA-HDAC je zna¢ajan za nastanak karcinoma prostate. (160)
Globalnoj histonskoj hipoacetilaciji mogu pridonijeti i mutacije u podrucju genoma koji kodira
HAT enzime. Primjer tumora koji je povezan s nenormalnom funkcijom HAT enzima zbog genske
mutacije su karcinom kolona i maternice. (190, 191)

Kao S$to postoje tipicne acetilne oznake tumora, tako postoje 1 metilne oznake
karakteristi¢ne za bolest. U stanicama raka moZe se na¢i globalni gubitak H3K4me3 koji je aktivni

znak (152) te represivni znak H4K20me3. (153) Tipi¢na metilacijska oznaka na histonima je u
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mnogim vrstama stanica raka posljedica deregulirane ekspresije histonskih metiltransferaza i
metilaza. (192, 193) Znacajan i vrlo dobro opisan primjer je leukemija mijeSanog porijekla. To je
bolest vrlo lose prognoze, a nastaje kao posljedica aberantne metilacije histona. DOTIL je
metiltransferaza koja metilira H3K79 te je aktivna oznaka, znaci da je transkripcija omogucena.
Vrlo Cesto taj enzim se nalazi u kompleksu s drugim proteinima c¢ija je funkcija navodenje na
odredeno gensko mjesto. (159) Druga bitna metiltransferaza za ovu bolest je MLL1. Ovaj enzim
metilira H3K4, te je takoder aktivna oznaka. Translokacija kromosoma 11:23 je karakteristika ove
bolesti, ¢ak je dio dijagnosti¢kog algoritma. U toj translokaciji geni koji kodiraju proteine koji
navode DOTIL i s kojima je taj protein ¢esto u kompleksu se nalaze u blizini MLL1 gena.
Posljedicno, u bolesti MLL1 protein ¢ini kompleks s navedenim proteinima, a cesto tu je i DOTIL
Sto znaci da su DOTIL i MLL unutar istog kompleksa, pa oba mogu metilirati histone. Tako
nastaje aktivna oznaka na histonu gdje bi trebala biti represivna oznaka. Aktivna oznaka znaci da
se transkripcija moze odvijati, a karakteristicno u ovom slucaju transkribiraju se pro-leukemijski
HOX geni. (241) (194, 195)

Kako studije pokazuju i histonska fosforilacija igra bitnu ulogu u patogenezi tumora, sto
logi¢no proizlazi iz Cinjenice da fosforilacija igra ulogu u popravku DNA, odrzavanju
kromosomske stabilnosti i indukciji apoptoze. Za Janus kinazu 2 (JAK2) je poznato da ima ulogu
u citoplazmatskim signalnim putevima, a nedavno je dokazana njena prisutnost ¢ak i u nukleusu.
U nukleusu fosforilira i histonske i nehistonske proteine. JAK2 je Cesto aktiviran kromosomskim
translokacijama ili tockastim mutacijama te se vrlo Cesto nalazi u hematoloskim malignitetima.
(196) Ruxolitinib je FDA odobreni lijek koji je inhibitor JAK1 i 2 signalnog puta (vidi nize).

I druge obitelji proteina koje remodeliraju kromatin sudjeluju u tumorigenezi, iako se za
mnoge ne zna to¢an mehanizam. Jedan od primjera su BRG1 i BRM. To su proteinske ATPazne
podjedinice SWI/SNF kompleksa. Za njh se smatra da imaju tumor-supresorsku funkciju.
Pronadeno je su im geni utiSani u 15-20% pacijenata oboljelih od primarnog velikostani¢nog
tumora pluc¢a. (197) BRGI1 je predloZzen kao destabilizator p52 (NFkappaB2) onkogena koji
sudjeluje u razvoju raznih tumora poput prostate, dojke itd. (198, 199) Podrucja gena koji kodiraju
za komplekse navedenog enzima su takoder regulirani metilacijom i kod tumora su cesto

hipermetilirani. Smanjena razina tih enzima dovodi do neadekvatnog modeliranja kromatina. (200)
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5. FDA odobreni epigeneticki lijekovi

a) pan-HDAC inhibitori: Vorinostat, Belinostat, Romidepsin, Panobinostat

Primjena pan-HDACI u in vitro kulturi transformiranih tumorskih stanica uzrokovala je
akumulaciju acetiliranih histona i drugih proteina, te povecaala ekspresiju tumor supresorskih
gena. Naposlijetku, doslo je do zastoja u stani¢nom ciklusu inhibicije angiogeneze i indukcije
apoptoze transformiranih stanica. Temeljem navedenih istrazivanja, FDA je u prethodnom
desettljecu odobrila nekoliko Pan-HDAC inhibitora (pan-HDACI) za lijeCenje tumora: vVorinostat,
belinostat, romidepsin i panobinostat.

Vorinostat je epigeneticki lijek kojeg je FDA odobrila 2006. godine za lije¢enje kutanog T-
stani¢nog limfoma (engl. CTCL (engl. Cutaneous t-cell lymphoma), rijetke heterogene skupine
non-Hodgkin limfoma (222). Vorinostat je inhibitor histonskih deacetilaza skupina I, Il te
strukturno pripada hidroksimatima, lijekovima s antineoplasti¢nim uc¢inkom koji na epigenetickoj
razini imaju viSestruki efekt na stani¢ni rast, diferencijaciju, apoptozu. Koristi se kao mono-
terapija ili u kombinaciji s drugim antineoplasti¢nim lijekovima. (217) Vorinostat je indiciran za
lije¢enje navedenog tipa limfoma u slucaju kada bolest perzistira ili recidivira tijekom ili nakon
dva sistemska tretmana (217) kad kod nekih pacijenata dode do otpornosti na konvencionalne
lijekove. (242)

Za odobrenje Vorinostata bile su kljuéne dvije studije. Prva studija je imala za cilj doznati
ucinkovitost lijeka u smislu odgovora bolesti na tretman. U studiju su ukljuceni pacijenti s
dijagnozom CTCL koji su prethodno primili barem dvije sistemske terapije, od kojih je jedna
morala biti Bexaroten, sveukupno 74 pacijenta. Na lijeCenje Vorinostatom odgovorilo je 29.7%
pacijenata. Druga studija je imala za cilj odrediti najbolji nacin doziranja. 33 pacijenta su
podijeljena u tri kohorte. Prva kohorta je svakodnevno dobivala 400 mg, druga kohorta je nudila
doziranje od 300 mg, dva puta na dan, 3 dan u tjednu, a tre¢a kohorta je nudila doziranje od 300
mg, dva puta na dan, 14 dana, prac¢eno tjednom pauze. Najbolji odgovor je pokazala trec¢a kohorta,
33.3%, ali u odnosu na prvu kohortu imala je vi$e nuspojava. Prva kohorta s odgovorom od 30.8%
je uzeta kao smjernica. (217)

Vorinostat je odobren za oralnu administraciju, toksi¢nost se javlja pri dozama ve¢im od
400 mg na dan, a najcesc¢e nuspojave su slabost, dijareja i mu¢nina. Kod primjene na trudnicama,
ovaj lijek pripada kategoriji D jer je pokazano da prelazi placentu i djeluje teratogeno, uzrokujuci

nisku porodajnu tezinu, nekompletnu osifikaciju lubanje te drugih kostiju aksijalnog kostura. (217)
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Razne klinicke studije su pokazale da se vorinostat moze koristiti i za druge tipove tumora.
Tako je difuzni veliki B-stani¢ni limfom pokazao kompletnu remisiju nakon tretmana
Vorinostatom, a dobri rezultati dobiveni su i kod lijeCenja mezotelioma, laringealnog i tiroidnog
tumora. (243) Danas se istrazuje njegova primjena u lijeGenju glioblastoma, a i dalje se provode
studije koje bi dokazale u¢unkovitost vorinostata ili samog ili u kombinaciji s drugim lijekovima.
(217)

Romidepsin je stekao FDA odobrenje 2009. godine u USA za lijeCenje CTCL. To je
prirodni produkt gram negativne bakterije Chromobacterium violaceum. U izvornom obliku je
prolijek, tj. aktivira se u stanici redukcijom koju provodi glutation. Mehanizam djelovanja
ostvaruje slobodna tiolna skupina u strukturi lijeka koja reagira s cinkovim ionima na aktivnom
mjestu HDAC i Il enzima (218)

Dvije studije su zasluzne za odobrenje Romidepsina za lijeenje CTCL. Obje studije su
imale sli¢ne ciljeve te su pokazale vrlo sli¢ne rezultate. U prvu studiju je ukljuceno 96 pacijenata
koji su prethodno primili jednu sistemsku terapiju. U drugu studiju je bio uklju¢en 71 pacijent koji
su prethodno primili dvije terapije usmjerene na kozu i jednu ili vise sistemskih terapija. Odgovor
je pokazalo 34%, tj. 35% pacijenata (218)

Romidepsin je 2011. godine odobren i za lijeCenje perifernog T-stani¢énog limfoma (PTCL)
na temelju studije koja je pokazala pozitivan odgovor u 26% pacijenta. Preporucena doza je 14
mg/m2. Od nuspojava najcesce se javljala mijelosupresija kao trombocitopenija, leukopenija ili
anemija. Lijek je, kao i vorinostat, izrazito embriotoksic¢an. (218)

Belinostat, po strukturi sulfonamid-hidroksiamid je odobren od FDA 2014.godine za
tretman relapsirajueg i refraktornog perifernog T-stani¢nog limfoma (PTCL). (219) Periferni T-
stani¢ni limfom (PTCL) je rijetka i heterogena skupina agresivnih limfoidnih maligniteta koji ¢ine
10% non-Hodgkin limfoma. Imaju slab odgovor na lijecenje te nisko petogodiSnje prezivljenje.
(244, 245, 246, 247, 248) Epigeneticki markeri ovog tumora su promijenjen stupanj metilacije
DNA, te prisutnost patoloskih histonskih modifikacija, $to ih ¢ini dobrim kandidatima za
epigeneticko lijeCenje, tim vise $to su druge opcije dale slabe rezultate. (250)

Studija koja je dovela do odobrenja belinostata je BELIEF studija sa uklju¢enih 129
pacijenata koji su bolovali od PTCL. Na lijecenje je odgovorilo 25.8% pacijenata, medijan trajanja
odgovora je bio 8.4 mj., medijan do odgovora je bio 5,6 tjedana. (219)

Preporucena doza belinostata je 1000 mg/m?. Neutropenija, trombocitopenija, anemija su
moguce nuspojave, ali je nadeno da belinostat ima i hepatotoksican i gastrotoksi¢an uc¢inak. Kod

primjene u trudnica, kao i ostali, pripada kategoriji D.(219)
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Panobinostat je oralni pan-HDACI koji je 2015. godine odobren od strane FDA. Kao glavnu
indikaciju ima multipli mijelom (251). Za lijeCenje se koristi u sinergistickoj kombinaciji s
bortezomidom (proteasomalnim inhibitorom) i deksametazonom gdje djeluju citotoksi¢no, a on
sam ima djelovanje na represiju trankripcije i translacije (220)

Pozitivan ucinak panabinostat je dokazan u klini¢koj studiji PANORAMA. U studiju su
bilo ukljuc¢eno 768 pacijenata koji su prethodno primili 1-3 terapije drugim lijekovima. Prva
skupina pacijenata je primala panobinostat, bortezomid i deksametazon, druga skupina je primila
bortezomid i deksametazon te placebo. Prezivljenje bez napretka bolesti je u prvoj skupini
zabiljezeno s 12 mj, u drugoj s 8.1 mj. Od nuspojava najznacajnije su bile dijareja, umor, periferni

edem, hipokalemija. od hematoloskih trombocitopenija, leukopenija, neutropenija, anemija. (220)

b) 5-azacitidin i decitabin

Azacitidin je otkriven 1968. godine te je prvi hipometilirajuci lijek odobren 2004. godine
od strane FDA za lijeenje mijelodisplasti¢nog sindroma (MDS) (221). MDS je skup heterogenih
hematoloskih poremecaja koji su karakterizirani abnormalnim funkcioniranjem i sazrijevanjem
pluripotentne mati¢ne stanice, te disfunkcionalnom hematopoezom. (252, 253, 254, 255) Danas se
smatra da Azacitidin ima antineoplastiéno svojstvo i to zahvaljuju¢i dvojnom efektu. Lijek
uzrokuje hipometilaciju, te izravnu citotoksi¢nost abnormalnih hematopoetskih stanica u kostanoj
srzi (vidi poglavlje: Inhibitori metilacije). Citotoksi¢ni efekt azacitidin poglavito pokazuje na
stanicama koje se brzo dijele.

Kod pacijenata s MDS-om nadena je hipermetilacija gena p15™K** . Ovaj gen ima tumor-
supresorsku funkciju jer je inhibitor ciklin-ovisne kinaze. Kao posljedica hipermetilacije p15'™NK4?
u svojoj DNA, stanice koStane srzi nenormalno proliferiraju te progrediraju u AML. (256) Stoga
bi hipometilirajuée djelovanja azacitidina pojacalo sintezu i aktivnost p15™N<4b,

Azacitidin je odobren u studiji koja je uklju¢ivala 191 pacijenata sa MDS. 15.7% pacijenata
je odgovorilo pozitivno na tretman azacitidinom za razliku od kontrolne skupine gdje nije bilo
nikakvog poboljsanja. Primjena azacitidina u kostanoj srzi je smanjila broj blasta, a u krvi je
povecan broj trombocita, hemoglobina i leukocita.

Preporucena pocetna doza azacitidina je 75 mg/m2. NajceS¢e nuspojave primjene
azacitidina su mucnina, anemija, trombocitopenija, povracanje, pireksija, leukopenija, dijareja,
slabost, eritem na mjestu administracije. Kod primjene na trudnicama takoder pripada kategoriji
D. U muskaraca pak moze do¢i do karcinogeneze, mutageneze, nepravilnosti zaceca. (221)

Decitabin je 2006. odobren za lijecenje MDS. To je citidinski analog koji se ugraduje u

DNA i RNA, te kao i oni ima hipometiliraju¢i u¢inak, slicno azacitidinu. Odobren je u klinickoj
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studiji koja je ukljuc¢ivala 170 pacijenata sa MDS. Prvu skupinu ¢inilo je 89 pacijenata koji su
primali decitabin i suportivnu terapiju, dok je druga skupina od 82 pacijenata je primala samo
suportivnu terapiju. Odgovor je pokazalo 21% pacijenata u prvoj skupini u odnosu na 0%
pacijenata u drugoj skupini. (257)

¢) Ruxolitinib

Ruxolitinib je janus kinazni (JAK) inhibitor odobren 2011. godine od strane FDA za
lijeCenje mijelofibroze, a 2014. za lijeCenje policitemije vere. Mijelofibroza je bolest abnormalne
proliferacije pluripotentnih hematopoetskih mati¢nih stanica (261). MozZe biti primarna (de novo)
ili sekundarna, nakon otprije poznate bolesti kao §to je esencijalna trombocitemija ili policitemija
vera. (259) Postoji vise mutacija koje uzrokuju bolest (JAK?2, kalretikulin (CALR) ili MPL gena),
ali sve dovode do abnormalne aktivacije citokinskog receptora/JAK2 puta te aktivacije njihovih
efektorskih molekula (260) Osim transplantacije kostane srzi, lijeCenje mijelofibroze se svodi na
simptomatsko lijecenje.

Ruxolitinib je selektivni kinazni inhibitorje inhibira JAK 1 i 2. Navedene kinaze su
odgovorne za povezivanje aktivnosti citokina i signalizacije faktora rasta $to utjec¢e na funkciju
imunosnog sustava i hematopoeze. (258) Na molekularnoj razini inhibicija JAK dovodi do
nemogucnosti aktivacije STAT trankripcijskih faktora putem njihova povezivanja sa citokinskim
receptorima, ¢ime se negativno modulira ekspresija gena. (258)

Ruxolitinib je odobren na temelju dvije randomizirane klinicke studije COMFORT-I |
COMFORT-II. (engl. Controlled Myelofibrosis Study with Oral JAK Inhibitor Treatment). U tim
studijama dokazala se ucinkovitost ruxolitiniba u odnosu na placebo ili najbolju dostupnu
terapiju. Rezultat studije COMFORT-1 je pokazao da ruxolitinib dovodi do smanjenja
splenomegalije za 35% ili vise kroz 24 tjedna terapije u 41.9% pacijenata. COMFORT-II studija
je dokazala smanjenje splenomegalije za 35% ili vise kroz 48 tjedana terapije u 28% pacijenata.
(258)

2014. godine ruxolitinib je dobio jo§ jednu indikaciju — kao prvi FDA lijek odobren je za
lije¢enje policitemije vera (PV), za pacijente koji imaju neadekvatan odgovor ili su intolerantni na
hidroksiureju. (262) Policitemija vera je inace bolest koja nastaje kao posljedica proliferacije
krvnih stanica. (263), ¢es¢e u muskaraca te u starijih ljudi. Uobi¢ajeno je za ovu bolest da otkrije
slu¢ajno jer je dugo vremena asimptomatska, a simptomi su uglavnom posljedica tromba koji
nastaju zbog hiperviskoznosti krvi. (264, 265)

Ruxolitinib je odobren u RESPONSE studiji. (258) Rezultati studije su istaknuli

ucinkovitost Ruxolitiniba u smislu smanjenja simptoma i povecanja prezivljenja. NajcesSce
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nuspojave ovog lijeka su hematoloske (anemija), a od nehematoloskih izdvajaju se glavobolja i

abdominalna bol, dok kod primjene u trudno¢i pripada takoder kategoriji D (258)

6. Ne-epigeneticki FDA odobreni lijekovi s epigenetickim ucinkom i

“repurposing”

Epigeneticki uc¢inak lijekova kojima prvenstvena zadaca nije epigeneticki ucinak je
nuspojava koja moze biti korisna ili Stetna za pacijenta. Poznavanje epigenetickog ucinka
farmakoloskih pripravaka (lijekova) je vazno jer rasvjetljava i nepoznate Cinjenice 0 mnogim
bolestima. ¢injenice. Pogotovo je znacajno znati sve ucinke lijekova koji se koriste kao dugoro¢na
terapija. (222) Najpoznatiji primjer lijeka koji je odobren kao neepigeneticki lijek, ali kasnije je
otkriven njegov epigenetic¢ki u¢inak je valproi¢na kiselina, odnosno valproat (VPA). Valproi¢na
kiselina je poznata kao stabilizator raspoloZenja i antiepileptik, no medutim pokazalo se da ima
potentan epigeneti¢ki u¢inak. Kasnija istrazivanja su pokazala da valproat svojim djelovanjem
utjece na ekspresiju ¢ak 461 gena. (222) Epigeneticki u¢inak postize tako da djeluje kao inhibitor
HDAC. Svojim djelovanjem blokira deacetilaciju histona H3 i H4 zbog Cega se pojacava
trankripcija i translacija dopamina, norepinefrina i epinefrina i time djeluje neuropretektivno. (223,
224)

Drugo iznenadenje, odnosno neepigeneticki lijekovi s epigenetickim ucinkom bili su
Statini. Statini su inicijalno odobreni kao inhibitori enzima 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A
reduktaza. Za statine je poslije utvrdeno da imaju epigeneticki ucinak koji postizu djelujuci
dvojako, na HDAC te kao modulatori miRNA aktivnosti. Statini su tako u humanim endotelnim
stanicama restorirali aktivnost HDAC te deacetilaciju H3 te H4 ¢ime je smanjeno stvaranje
proinflamatornog citokina I1L-8 koji je povezan s aterosklerozom. (225)

Za identifikaciju novih indikacija ve¢ poznatih lijekova predlaze se proces koji se zove
“drug repositioning or repurposing”. Naime, FDA odobreni lijekovi koji se nalaze u FDA bazama
podataka ve¢ su prosli toksi¢no ocjenjivanje te su poznate njhove farmakodinamske i1 kineticke
karakteristike. (226) Stoga FDA odobreni lijekovi mogu proci kroz HTS koji omogucava screening
raznih molekularnih kombinacija u lijecenju neke bolesti. Znaci lijekovi s epigenetickim u¢inkom
se, osim nalazenja novih indikacija, testiraju i u kombinacijama s drugim lijekovima. U takvim
istrazivanjima se pokazalo da 45 FDA odobrenih lijekova ima epigeneti¢ki ucinak, tj. pojacava
uc¢inak DNMT1 1 HDACi. Ti lijjekovi uglavnom pripadaju antiaritmijskim lijekovima 1

antikanceroznim lijekovima.. Najpotentniji ucfinak ima kombinacija proscilaridina A
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(antiaritmijski lijek ) i1 decitabina (DNMTi), gdje je ta kombinacija reprogramirala gensku
ekspresiju 153 epigeneticka regulatora, od kojih su dva onkogeni. S druge strane, 85 FDA
odobrenih lijekova je sada poznato da imaju antagonizirajuéi u¢inak (citotoksi¢nost) na djelovanje

epigenetickih lijekova. (227)

7. Epigeneticki lijekovi u kombinacijskom lije¢enju

Vec je poznato da epigeneticki lijekovi imaju sinergisticki ucinak s drugim epigenetickim
lijekovima, kemoterapijom, imunoterapijom i ciljanim lijekovima. Do sinergije dolazi zato $to
epigeneticki lijekovi smanjuju prag apoptoze, smanjuju rezistenciju na lijekove, i induciraju
imunoloski odgovor. (54, 90, 92, 164) Dokazane su sinergisticke kombinacije s kemoterapeuticima
kao Sto su rinoi¢na kiselina, cisplatina, karboplatin, klofarabine, s ciljanim lijekovima erlotinib,
imunoterapijom IL-2. (165, 167, 214, 228, 229, 239)

Citotoksicni lijekovi koji zaustavljaju stani¢ni ciklus i uzrokuju apoptozu su se pokazali
ponekad kao antagonisti epigenetickim uéincima. Mehanizam koji bi mogao biti je taj da
citotoksi¢ni lijekovi smanjuju stabilnost tumor supresorskog gena te povecavaju stanicnu
toksicnost, a epigeneticki lijekovi stabiliziraju tumor supresore. S druge strane moguce je da
epigeneticki lijekovi smanjuju rezistenciju stanica na lijekove, te se prag za indukciju apoptoze
smanjuje pogotovo u stanicama koje ekspresiraju tumor supresor gene. (230, 240)

Kombinirana terapija je ipak ve¢ dugi niz godina u upotrebi i pokazala se uspjeSnom u
veéini sluCajeva. Razlog tome je taj Sto jedna bolest Cesto ima nekoliko prisutnih nepovezanih
molekularnih poremecaja. Takvu bolest je poZeljnije tretirati kao viSeciljnu, a kako se ciljevi
(molekularne farmakoloske mete) razlikuju od pojedinca do pojedinca, to lije¢nike stru¢njake
navodi na razmisljanje o personaliziranoj medicini. (231)

Osim $to je kombinirana terapija korisna u svrhu lije¢enja, moze biti korisna 1 na indirektan
nacin. Tocnije, citotoksi¢ni lijekovi nerijetko dovode do rezistencije, a to se smatra posljedicom
promjene epigenetickog profila pacijenta. Uvodenjem lijeka koji bi reprogramirao epigeneticki
profil, pacijent ne bi razvio rezistenciju na citotoksi¢ni lijek. (232) Ovakav pristup se pokazao

dobrim u odredenom postotku u lije¢enju mnogih vrsta tumora. (233)
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8. Zakljucak

Projekt sekvencioniranja DNA i RNA tumora je doprinio mnostvom informacija 0 Sinergiji
genetickih mutacija 1 regulacije ekspresije gena (epigenetickih promjena). Ujedinjujuéi te
informacije biti ¢e moguce odrediti epigeneticki profil tumora ili neke druge bolesti te znacaj svake
epigeneticke promjene za progresiju iste. U buduc¢nosti to vodi personaliziranoj medicini jer ¢e
svaki pacijent imati moguénost da mu se odredi epigenetski profil bolesnog tkiva nakon ¢ega ¢e
dobiti ciljanu terapiju. Nadalje, epigeneticki biomarkeri bolesti su stabilni i ta se ¢injenica koristi
za dijagnostic¢ku i prognosti¢ku svrhu, pa su se razvile tehnologije koje kao neinvazivni bioloski
uzorak mogu Koristiti tjelesne tekuéine (plazma, urin, likvor its.) te se i u njima mogu odrazavati
epigeneticke promjene ¢ija analiza doprinosi izboru lijeCenja.

Epigenetska terapija, bazirana na interferenciji sa patoloskim epigenetickim mehanizmima se
pokazala u¢inkovitom u mnogim bolestima od otkri¢a epigenetickih lijekova prije vise od 50
godina do danas, a vjerojatno je da ¢e i buducnosti do¢i do ekspanzije istrazivanja i uporabe

ovakvih lijekova u medicini.
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