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Epigenetika i fiziologija gena
Epigenetics and gene physiology
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SAZETAK. Za razliku od genomike, koja se temelji na proucavanju grade — anatomije gena, Institut “Ruder Botkovic”

epigenomika se temelji na izucavanju nasljednih varijacija u aktivnosti gena, dakle njihovoj
fiziologiji. Osnovni epigeneticki procesi, regulatori aktivnosti gena su metilacija molekule DNA
i posttranslacijske modifikacije histona. Ova dva procesa medusobno se nadopunjuju pri cemu
stvaraju epigeneticku mrezu dogadaja koja u konacnici regulira aktivnost pojedinih gena. Us- Primljeno: 30. 3. 2009.
postava odredenog tipa epigeneticke mreZe ovisi o anatomiji gena i njegovog promotora te Prihvaceno: 28. 4. 2009.
stalnom medudjelovanju egzogenih i endogenih cimbenika koji dovode do stvaranja
karakteristicnog epigenetickog biljega. Sve se viSe uvida vaznost reverzibilnosti uspostave i
uklanjanja epigenetickih molekularnih biljega u svim, a naro€ito u zlo¢udnim bolestima.
IstraZivanja u podrudju epigenomike, primjene novih, epigenomskih pristupa u lije¢enju, a
posebno u podrucju razvoja “pametnih”, epigenetickih lijekova, u uzlaznoj su putanji koja jos
uvijek nije dosegla svoj zenit.

Kljuéne rijeci: epigenetika, metilacija molekule DNA, modifikacije histona

ABSTRACT. Epigenetics is focused on gene physiology, analyzing inherited variations in gene
expression, while genomics is focused on gene anatomy, analyzing gene structure. DNA
methylation and histone post-translational modifications are the basic epigenetic mecha-
nisms regulating gene activity. These two processes complement each other, creating an
epigenetic network of events which regulates specific gene activity. Establishing a particular
type of epigenetic network depends on the anatomy of both the gene and its promoter, as
well as the permanent interaction of exogenic and endogenic factors, which result in a par-
ticular epigenetic mark. As a result of new data, the importance of epigenetic marks as a re-
versible process, is becoming increasingly relevant to disease development, especially for
cancer. One looks forward to the promise, still to be fully realized, of research in epigenetics,
including new approaches to therapy and the development of “smart” epigenetic drugs.
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uvoD

Jo$ je donedavno vecina nas bila uvjerena da
sklonost nastanku bolesti ovisi iskljuivo o na-
sljednim informacijama pohranjenim u molekuli
DNA. Sukladno tome, puno je ucinjeno kako bi se
uspostavile funkcionalne veze izmedu promjena
u strukturi molekule DNA (npr. mutacije, spajanje
gena koje za posljedicu ima nastanak kimeri¢nog
proteina, amplifikacije gena koje dovode do pro-
mijenjene aktivnosti gena) i nastanka odredenih
bolesti. Ovaj je pristup ponudio odgovore na velik
broj pitanja koja su, u konacnici, dovela do otkri-
¢a gena koji, ako su mutirani, dovode do nastanka
bolesti kao sto je to, na primjer, slucaj s cisticnom
fibrozom. No, usprkos ociglednom napretku jos
uvijek nemamo odgovore na dodatna, jos uvijek
neodgovorena pitanja koja si postavljamo svaki
dan. Je li uistinu iskljucivo raspored baza (GATC) u
molekuli DNA stvarni klju¢ koji ¢e, s vremenom,
otvoriti sve brave? Nase svakodnevne dvojbe na-
kon zavrsenog projekta Genom Covjeka mozda je
najbolje opisao Manel Esteller, direktor Laborato-
rija za epigenetiku raka pri Nacionalnom institutu
za rak, Spanjolska, koji je rekao: “Vrijeme je da
posloZzimo ovaj veliki telefonski imenik i napravi-
mo nekoliko telefonskih poziva kako bismo bili si-
gurni da su imena i adrese vezani uz ispravne bro-
jeve”!. Na temelju ove izjave postaje vrlo jasno da
znanstvenu radoznalost i viSeslojevito znanje tre-
bamo preusmijeriti u neka nova podrucja biologi-
je.

Tek smo nedavno postali svjesni vaznosti epige-
nomskih struktura u razvoju i pojavi bolesti. Sama
rije¢ znaci “izvan konvencionalne genetike”, a nje-
zin tvorac je razvojni biolog Conrad Waddington?.
Roden u Eveshamu, Engleska, 1905., Waddington
je veé 1947. pokrenuo osnivanje Odjela za geneti-
ku u Institutu Edinburgh. U samo deset godina
geneticka istrazivanja u ovom Institutu postala su
prepoznatljiva po iznimnoj kvaliteti, a sam Odjel
bio je vise nego uspjesan i postao je jedan od naj-
vecih odjela genetike u svijetu. Tijekom tih godi-
na, Waddington je planirao stvaranje laboratorija
za epigenetiku. U svojoj je namjeri uspio tek
1965., kada je i sluzbeno osnovana Skupina za
epigeneticka istrazivanja, s Waddingotonom kao
pocasnim direktorom na celu. NaZalost, razvoj
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ove skupine nije se odvijao u skladu s njegovom
vizijom koja je primarno bila usmjerena u podruc-
je embriologije. Naime, materijalna je potpora
bila preusmjerena u ona podrucja znanosti u koji-
ma su se otkrica temeljila na hibridizacijskim teh-
nikama vezanim uz molekule DNA i RNA, koje se
u to vrijeme u embriologiji nisu koristile. Waddin-
gton je, za razliku od mnogih embriologa svog
vremena, u to vrijeme bio ne samo cijenjen em-
briolog, nego i jedna od rijetkih osoba koja je bila
svjesna znacaja genetike u razvoju, ili, jos preci-
znije, znacaja aktivnosti materijala jezgre (gena)
za dogadanja u citoplazmi. Nepotrebno je govori-
ti da je imao dvojbe u vezi s tadasnjim bioloskim
disciplinama koje je, zbog izgradenog vlastitog
ugleda, mogao argumentirano i hrabro iznositi u
javnosti.

Waddington je postavio hipotezu o mogucoj na-
dopunijivosti epigeneze (stari naziv za embrioloski
rast i diferencijaciju) i preformacije, tvrdeci da “..
su sve osobitosti odraslog organizma prisutne u
oplodenoj jajnoj stanici, ali se trebaju “odmotati”
i razviti ...”. Na temelju toga je razvoj smatrao epi-

“«

genetickim dogadajem: “..moglo bi se reci da
epigenetsku gradu ili epigenotip Cini niz dogadaja
kroz koje odredeno tkivo prolazi tijekom razvoja;
znaci — odredeni organ nastaje zbog osobitih me-
dudjelovanja genotipa, epigenotipa i vanjskih
¢imbenika”. Waddington je preminuo 19753, Nje-
gove su ideje, ponekad nepotpuno razradene,
ostale “uskladistene” tijekom velikog broja godi-
na, neprepoznate kao skriveno blago koje ponovo
otkrivamo u epigenomici novog doba. Njegov je
nacin razmisljanja bio nevjerojatan u svojoj otvo-
renosti prema nepoznatome. Njegove su hipote-
ze nastajale u vrijeme kada ih tehnicki nije mogao
potvrditi — bez protutijela, bez rekombinantne
tehnologije DNA, bez ikakvih saznanja o tome
kako su geni gradeni i na koji bi nacin njihova ak-
tivnost uopée mogla biti regulirana. Utoliko vise
njegovo vizionarsko prepoznavanje “necega” Sto
je tada nazvao “epigenetika” zasluzuje nase naj-
dublje postovanje.

Danas epigenetiku definiramo kao “nasljednu i
reverzibilnu promjenu funkcije gena”, neovisno o
slijedu baza u molekuli DNA**. Za razliku od epi-
genomike, koja proucava globalnu sliku epi-doga-
daja u odredenom genomu, epigenetika ima su-
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Zzen fokus i proucava specificne epi-promjene
vezane uz to¢no odredene gene. Svjesni smo na-
sljedivanja epigenetickih biljega na razini stanice i
na razini organizma. Postali smo svjesni vaznosti
ovih biljega u razvoju, u diferencijaciji stanice i u
zastiti od ugradnje genoma virusa. Ovi su biljezi,
regulatori aktivnosti gena, kriti¢ni u obiljezavanju
molekularnih signala koji nastaju zbog djelovanja
egzogenih ili endogenih ¢imbenika. Pojednostav-
lieno, biljeg od gena “zahtijeva” da svoju aktiv-
nost prilagodi novonastalom stanju.

U fizioloskim uvjetima stanica mora modelirati
svoj epigenom trenutno, ponekad u sekundi. To
joj omogucuje prilagodba na signale zbog kojih
neki geni trebaju biti utiSani, a drugi potaknuti.
Ovo se dogada kroz ciljano uklanjanje ili dodava-
nje biljega metilacije na molekulu DNA, odnosno
mijenjanjem strukture oktamera histona. Ova su
dva dogadaja baza epigenomskog odgovora. Su-
protno tome, nemoguénost modeliranja ovih
dvaju molekularnih dogadaja dovodi do nastanka
bolesti. Prvi uradak koji je ukazao na vaznost epi-
genomskih promjena u nastanku raka tiskan je
1983. godine, no tada vaznost tog otkrica nije bila
prepoznata®.

NAJVAZNUI EPIGENETSKI MEHANIZMI

Najvazniji epigenetski mehanizmi su metilacija
molekule DNA, uspostavljanje kovalentnih, po-
sttranslacijskih promjena histona (metilacija, ace-
tilacija, fosforilacija, sumoilacija) i utiSavanje gena
ovisno o malim molekulama RNA. Ova tri najvaz-
nija epigenetska mehanizma usko su povezana u
uspostavljanju vlastite (epigenomske) mreze si-
gnala unutar koje se medusobno nadopunjuju i
upravljaju vaznim procesima u stanici. Vrlo su
vazni i u odgovoru stanice na djelovanje mutage-
na (u ovom kontekstu “epimutagena”) iz okoline.
Shodno vaznosti ovih mehanizama, svaki od njih
¢e biti objasnjen odvojeno, u radovima koji slije-
de. Ovim ¢emo radom objasniti osnovne spozna-
je vezane uz prva dva mehanizma.

METILACIJA MOLEKULE DNA |
TRANSKRIPCIJA GENA

Priblizno 56% gena Covjeka u podrucju promoto-
ra posjeduje podrucja bogata citozinima i gvani-
nima’. Ova podrucja zauzimaju to¢no odredena
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mjesta u genomu i pritom ¢ine njegovih 1 — 2%.
Nazivamo ih “otoci¢i CpG” koji su definirani kao
podrucja dulja od 500 parova baza koja posjeduju
vise od 55% nukleotida s bazama G + C. Ova su
podrucéja uglavnhom nemetilirana u normalnoj,
zdravoj stanici. Iznimke ¢ine promotori upisanih
gena, podrucja kromosoma X — vezano uz njegovu
nasumicénu inaktivaciju i podrucja transpozona®. U
funkcionalnom se smislu metilacija molekule DNA,
kao iznimno vazan bioloski fenomen, izucava pri-
marno na razini transkripcije gena pri ¢emu se

Odgovori na pitanja koja su strukturu gena, njihovu ana-
tomiju, povezala sa sklonoséu nastanku odredenih bo-
lesti predstavljaju vrh ledenog brijega. Multidisciplinar-
na istrazivanja Ciji je zadatak otkriti mehanizme
regulacije aktivnosti pojedinih gena, dakle istraziti funk-
ciju, fiziologiju gena, objedinjena su pod nazivom “epi-
genetika”. Za razliku od “epigenomike” koja objedinjuje
globalne analize epigeneti¢kih promjena cijelog geno-
ma, “epigenetika” analizira promjene toc¢no odredenih
gena i/ili skupina gena u zadanom vremenskom i pro-
stornom kontekstu.

najpojednostavljeniji scenarij moze odvijati na
dvije razine: metilirani promotor — gen je utisan,
nemetilirani promotor — gen je aktivan (slike 1A i
1C). Vrlo osjetljiv i precizan proces tijekom kojeg
citozin postaje metiliran predstavlja osnovni me-
hanizam normalnog razvoja u svih vrsta, a pritom
i dodatno pojasnjava “vremensku i tkivno speci-
ficnu ekspresiju”. Jednostavno; svi posjedujemo
46 kromosoma koji na sebi imaju sve nase gene,
ali nisu svi nasi geni stalno aktivni u svim tkivima.
Metilacija molekule DNA u biokemijskom smislu
predstavlja kovalentno vezanje metilne skupine
na 5. atom ugljika, u otocicu CpG. Ovaj bioloski
proces nije, kao sto smo ve¢ spomenuli, iznimno
vazan samo u razvojnoj biologiji. Vazan je i za pa-
tofiziologiju bolesti, s posebnim naglaskom na
zlo¢udnu bolest. Znacaj ovog procesa je pokazan
u pokusnim modelima u kojima razli¢ito aktivni
transgeni (aktivni ili utiSani, ovisno o stupnju me-
tilacije) zadrzavaju obrazac aktivnosti tijekom sto-
tinjak dioba®. UmreZeni signali koji su odgovorni
za tocno kopiranje obrasca metilacije iz generaci-
je u generaciju ovise o dva tipa DNA metiltransfe-
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Slika 1. Shematski prikaz epigenetickih promjena u genu ¢&iji je promotor bogatom CpG otoci¢ima.
A. Histoni su acetilirani, CpG otoci¢i su nemetilirani, gen je aktivan. B. Dio histona je izgubio acetilne skupine, dio
CpG otocica je metiliran, gen nije aktivan, ali je promjena reverzibilna. C. Histoni u hipoacetilirani, a CpG otocidi

metilirani. Gen je utisan, promjena je ireverzibilna.

Figure 1. Epigenetic changes in a CpG rich promoter.

A) Histones are acetylated, CpG islands are unmethylated, the gene is active. B. Some acetyl groups are missing,
proportion of the CpG islands is methylated, the gene is not active, but the change is still reversible. C. Histones
are hypoacetylated, CpG islands are methylated. The gene is irreversibly silenced.

raza (DNMT): DNMT3A i DNMT3B. Ova dva enzi-
ma posjeduju metilacijsku aktivnost de novo, sto
znaci da su neophodni za uspostavljanje obrasca
metilacije tijekom ranog razvoja jedinke®. Nakon
njegove uspostave aktivira se DNA metiltransfe-
raza DNMT1 koja je odgovorna za to¢no kopiranje
uspostavljenog obrasca u sljede¢u generaciju sta-
nica®. Bez ovih bi enzima Zivot bio nemogug¢, sto
je i pokazano na primjeru miseva. Zivotinje u ko-
jih su ovi enzimi bili utiSani ugibale su tijekom ili
nakon zavrSenog embrionalnog razvitka, a u cje-
lokupnoj je “slici” prevladavala globalna hipome-
tilacija molekule DNA13,

Tijekom zlo¢udne preobrazbe otocic¢i CpG koji se
nalaze u podrucjima promotora gena koji su ne-
ophodni za njezin nastanak postaju hipermetilira-
ni. Posljedica ovog dogadaja je utiSavanje tumor-
supresorskih i drugih gena koji su odgovorni za
nastanak raka. Dva modela objasnjavaju pretjera-
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nu metilaciju promotora i utiSavanje gena'®. Prvi
se temelji na Cinjenici da se metilirani citozin
“istegne” u veliki zavoj molekule DNA i pritom
izazove promjenu konformacije. To za posljedicu
ima nemogucénost vezanja ¢imbenika transkripci-
je na ciljno CpG - vezno mjesto. Drugi nas model
ponovo priblizava Waddingtonovoj “mrezi” i te-
melji se na funkciji proteina MeCP2 (engl. methyl
cytosine binding proteins). Kao $to i samo ime go-
vori, ovi se proteini vezu za metilirane otocice
CpG i pritom stvaraju prepreku zbog koje se ¢im-
benici transkripcije ne mogu vezati. Ova je objas-
njenja lako razumjeti, no u stvarnosti je ovaj pro-
ces vrlo sloZen i ovisi o puno molekula, o ¢emu ¢e
biti rijeci u sljedec¢em poglavlju.

MODIFIKACIJE HISTONA

Deacetilaze histona su proteini — enzimi, ukljuce-
ni u proces uklanjanja acetilne skupine iz repa hi-
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stona. Ovaj je dogadaj klju¢an u utiSavanju gena.
U “pojednostavijenom” biolosSkom scenariju, de-
acetilacija histona za posljedicu ima “zgusnjava-
nje” kompleksa DNA-histon (slika 1C). Ova pro-
mjena konformacije takoder stvara fizicku zapreku
zbog koje se ¢imbenici transkripcije ne mogu ve-
zati za ciljno mjesto na promotoru gena koji se
zbog toga utisa. No, “pravi” scenarij koji se odvija
na razini epigenomske komunikacije puno je slo-
Zeniji: deacetilacija histona je pracena aktivaci-
jom DNA-metilaza koje dovode do lokalne hiper-
metilacije molekule DNA, u podrucju promotora
(slika 1C). Sve je vedi broj podataka koji upucuju
na vrlo Zivahnu molekularnu epigeneti¢cku komu-
nikaciju koja posreduje “izmjeni informacija” na
razini “acetilacija histona” — “metilacija DNA”".
Ovo se deSava u strogo odredenoj kaskadi doga-
daja. Vrlo Cesto se osje¢amo nemocnima u razu-
mijevanju ovih zakonitosti jer nismo u moguéno-
sti razaznati razliku izmedu uzroka i posljedice.
Konkretno, koji bi epigeneticki proces ili koja bi
molekula trebala biti “napadnuta” kao primarna
epigenomska meta u lijecenju raka? Ako ciljamo
u odredenu molekulu pa onda, posljedicno, utje-
¢emo na signalne puteve za koje trenutno ne zna-
mo da su ukljuceni u “komunikacijsku mrezu”, ko-
liku Stetu ¢emo izazvati? Bi li se pristup trebao
razlikovati od osobe do osobe, od tkiva do tkiva?
Odgovore na ova pitanja joS nemamo, a potraga
za njima Cini ovaj tip istrazivanja iznimno zahtjev-
nim i zanimljivim.

Ono $to sigurno znamo temelji se na nekoliko
izvanrednih istraZivanja od kojih ¢emo spomenuti
samo jedno, prvo kojim je pokazano da acetilacija
histona sprjecava metilaciju molekule DNA i to
tako da: a) “prijeci” pristup DNA-metilazama, a u
isto vrijeme b) pozitivno djeluje na vezanje ¢im-
benika transkripcije, prvenstveno zahvaljujudi
prekomjernoj acetilaciji histona H3 i H4. Znaci, na
razini “globalnog”, acetilacija histona ima suprot-
ni u¢inak u odnosu na metilaciju molekule DNA i
dobro korelira s globalnom transkripcijskom ak-
tivnos$éu®®. Prema tome, primjena inhibitora dea-
cetilaza histona (HDAC; engl. histone deacetylase)
podrzavat ¢e acetilaciju histona i, posljedicno,
utjecati na stupanj metilacije promotora gena.
Ovo je kristalno jasno pokazano u modelu karci-
noma prostate Covjeka, na 131 uzorku tkiva tu-
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mora i 65 uzoraka dobroc¢udnog, ali hipertrofira-
nog tkiva prostate. U pokusima je praceno
ponasanje tumor-supresorskog gena RASSF1
(engl. ras association domain family protein 1) za
koji je prijasnjim istrazivanjima bilo pokazano da
je utiSan u zlo¢udnim tumorima prostate, ali i
drugim vrstama zlo¢udnih tumora. Spomenutim
je istrazivanjem pokazano sljedece: a) utiSavanje
gena RASSF1 zbog pojacane metilacije promotora
bilo je prisutno u 74% uzoraka zlo¢udnog tumora
i samo 18,5% dobroc¢udnog, hipertrofiranog tkiva
prostate; b) razina metilacije dobro je korelirala s
Glieson-zbrojem i uznapredovanom boles¢u;
¢) na nemetilirane promotore bili su vezani aceti-
lirani histoni i dimetilirani lizin na histonu 3
(H3K4m?2 — dimetilacija histona 3 na aminokiseli-
ni lizin, Cetvrtoj u slijedu); d) primjenom inhibito-
ra metilacije molekule DNA (ali ne i inhibitora de-
acetilaza histona) doslo je do promjene u
modifikaciji histona vezanih uz promotor. Konac-
na informacija koja je znacajno mijenjala sliku
epigenetickog mozaika bila je iznimno zanimljiva:
smanjena acetilacija histona, ili dimetilacija H3K4,
udruzena s povisenom dimetilacijom lizina, deve-
tog u slijedu aminokiselina histona H3 (H3K9m2),
ima kljuénu ulogu u utisavanju gena RASSF11,

Na temelju ovog rada postalo je ocito da ispravno
komuniciranje na razini: acetilacija histona — me-
tilacija molekule DNA predstavlja iznimno vaznu
sponu za funkcioniranje stanice. Dogadaje koji
prethode njezinom stvaranju tek trebamo otkriti.
Netko bi se, odmah u pocetku, mogao zapitati:
“Zasto su modifikacije histona toliko vazne?” Do-
bro je poznato da je molekula DNA u stanicama
eukariota organizirana u obliku kromatina. Gra-
devne jedinice kromatina su nukleosomi koji sadr-
Ze 147 parova baza DNA omotanih oko osmodijel-
nog kompleksa sastavljenog od po dvije molekule
histona H2A, H2B, H3 i H4. Upravo posttranslacijske
promjene u amino-terminalnim dijelovima histo-
na odreduju dostupnost kromatina transkripcij-
skoj masineriji, a time i aktivnost gena. No, niti u
ovom slucaju ne znamo toc¢ne mehanizme uspo-
stavljanja ove kaskade dogadaja?’. To se narocito
odnosi na razumijevanje mehanizama koji su nuz-
ni za uspostavljanje, odrZavanje i, najvaznije, mi-
jenjanje obrazaca metilacije otoci¢a CpG i acetila-
cije histona. Jasno nam je, medutim, da se
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poremecaj ovih obrazaca koji je tako znakovit za
zlo¢udno oboljenje relativno dobro prepoznaje
na razini opisne fenomenologije. No, koliko god
dobri i detaljni bili u ovom dijelu epigenomske
price, teSko da smo, na ovoj razini istrazivanja, ui-
stinu “zagrebli” ispod povrsine. Pravi je izazov tek
pred nama; naime, na pitanja koja pocinju s
“kako” puno je lakSe odgovoriti nego na pitanja
koja pocinju sa “zasto”. Nuzno je, dakle, da nakon
povezivanja “kako” s postoje¢com fenomenologi-
jom, krenemo u otkrivanje puno osebujnijih epi-
genomskih krajolika koji bi trebali biti prava pove-
znica izmedu nasih pitanja koja pocinju s “kako” i
“zasto”. Pod “zasto”, naravno, podrazumijevamo
otkrivanje mehanizama koji dovode do uspostave
odredenog epigenotipa.

Sto vie znamo to smo svjesniji koliko zapravo ne
znamo. U tom je kontekstu jako dobro biti osvije-
Sten i kritican u odnosu na sadasnje spoznaje u
ovom podrucju jer ako ne razumijemo $to se do-
gada u mrezi epigenoma, ne mozemo niti poceti
razmisljati o pametnoj intervenciji na ovoj razini.
Konkretno, u ovom slucaju, ako ne razumijemo
uzrocno-posljedi¢ne veze koje su prisutne o odre-
denom sustavu, ako ne razumijemo ulogu kljuc-
nih “igraca” i njihovu povezanost, onda ne moze-
mo niti sanjati o ciljanom (engl. tailored; “krojen”)
epigenetskom lijecenju. Pa ipak, sve je vise odo-
brenih epigenomskih lijekova, a mnogi se spojevi,
potencijalni epigenomski lijekovi, testiraju u kon-
troliranim klinickim ispitivanjima diljem svijeta.
Nabrojit cemo samo neke, prvenstveno one koje
je u SAD-u odobrila FDA (Food and Drug Admini-
stration).

EPIGENOMSKI LIJEKOVI

Sama cinjenica, da su epigenomske promjene re-
verzibilne, otvara mogucénost novom, epigenom-
skom lije¢enju. Nadalje, s obzirom na to da je re-
verzibilnost procesa temelj kemoprevencije,
epigenomski bi pristup vrlo brzo mogao u potpu-
nosti promijeniti nase sadasnje shvacanje kemo-
prevencije. Dakle, za razliku od dobro znanog
konvencionalnog lijecenja raka citostaticima koji-
ma se manje - viSe neselektivno ubijaju sve stani-
ce koje se dijele, epigenomskim bi se pristupom,
u idealnim uvjetima, naravno, pokusalo proces
“vratiti nazad”. Ovaj se pristup uistinu namece
kao metoda izbora u sadasnjem trenutku.
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Pritom bi se mogle pratiti i pojave u bolesnika s
prekanceroznim lezijama (nedovoljno istrazeno do
sada) te ciljano, uravnoteZenjem mreZe epigenet-
skih signala, lijeciti ovu skupinu ljudi (slika 1B). Na-
dalje, moZda bi se otkrivanjem ranih epigenom-
skih/epigenetskih promjena u naizgled zdravom
tkivu mogla predvidjeti sklonost nastanku bolesti,
upravo na tom analiziranom anatomskom mjestu.
Znaci, u pravilnim bi se indikacijskim granicama
epigenetske analize mogle primijeniti i u dijagno-
sticke svrhe i to ne samo, kako se u pocetku Cinilo,
u podrucju onkologije. U svakom slucaju, kako je u
zlo¢udnim bolestima promjena epigenoma najbo-
lie opisana, a polako se okre¢emo i istrazivanju
mehanizama, ne cudi da su i prvi epigenomski lije-
kovi odobreni upravo za lije¢enje raka.

Trenutno postoje dvije vrste epigenomskih lijeko-
va: inhibitori DNA metiltransferaza i inhibitori dea-
cetilaza histona. Prva skupina lijekova poznata je i
pod nazivom “demetilatori” koji svoje djelovanje
ostvaruju ugradnjom u molekulu DNA, tijekom
njezine replikacije. Ovo im omogucuje njihova ke-
mijska struktura po kojoj su vrlo sli¢ni nukleozidu
citidin. Posljedica njihove ugradnje u novonastaju-
¢i lanac molekule DNA je “zarobljavanje” DNA-me-
tiltransferaze, zbog Cega dolazi do gubitka njezine
aktivnosti, a cijeli sustav postaje hipometiliran.
Trenutno se na trzistu u SAD-u nalaze dva lijeka —
derivata citidina hipometilatora, koje je odobrila
FDA. Prvi, Vidaza™ (5-azacytidine), odobren je u
svibnju 2004., dok je Dacogen™ (5-aza-2’-de-
oxycytidine), koji je deoskiriboza - analog 5-azaciti-
dina, odobren u svibnju 2006. Prva indikacija za
primjenu ovih dvaju lijekova je mijelodisplasti¢ni
sindrom (MDS, engl. myelodysplastic syndrome).
Dok se 5-aza-2’-deoxycytidine veZe samo za mole-
kulu DNA, 5-azacytidine se veZe i za molekulu RNA,
pa negativno utjece na translaciju u citoplazmi.
Oba lijeka svoj terapijski u¢inak prvenstveno ostva-
ruju hipometilacijom promotora gena koji su ne-
ophodni za diferencijaciju, ali i izravnim citotoksic-
nim ucinkom na hematopoetske stanice u kostanoj
srzi koje su u potpunosti izgubile regulatorne me-
hanizme uklju¢ene u kontrolu stani¢nog ciklusa i
zbog toga postale u potpunosti neosjetljve na po-
drazaje fizioloskim signalima rasta. Neproliferiraju-
¢e stanice su relativno neosjetljive na Vidazu™ .
Potreba za odobravanjem inhibitora deacetilaza
histona bila je logi¢na, s obzirom na velik broj
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znanstvenih dokaza o prekomjernoj aktivnosti
deacetilaza histona u stanicama raka. Prema
tome, osnovna ideja jest uvodenje ove skupine
lijekova u kliniku kako bi se, inhibiranjem deaceti-
laza, podrzalo postojanje histona u njihovom ace-
tiliranom obliku. Ovo bi, u skladu s prikazom na
slici 1, sprijecilo “umatanje” molekule DNA u zgu-
snutu strukturu koja za posljedicu ima utiSavanje
gena. Znaci, terapijski bi se ucinak trebao temelji-
ti na reaktiviranju utiSanih tumor - supresorskih
gena. Najveéi problem s kojim se ovdje srecemo
je neselektivnost. Naime, acetilacija je temeljni
bioloski proces i primjena ovakvog lijeka sigurno
ima utjecaj na sve signalne puteve koji su reguli-
rani (izmedu ostalog) acetilacijom. Prema tome,
ako i postoji pozitivan terapijski ucinak (a postoji,
u protivnom lijek ne bi niti bio odobren na trzi-
Stu), mreza signala na koju utjece je toliko Siroka
da na kraju ne znamo koji je signalni put bio kriti-
¢an u lije¢enju. Drugim rijeCima, pravi mehanizam
molekularnog djelovanja u ovom slucaju ostaje
sakriven (radi li se “samo” o inhibiranju deacetila-
za histona, ili je konacan terapijski ucinak nastao
zbog slucajnih “nuspojava” Sirokospektralnog dje-
lovanja lijeka). Ne smijemo zaboraviti da trenutno
poznajemo 11 enzima, ¢lanova obitelji HDAC.
Ono §to je dobro jest da smo svjesni nesavrseno-
sti terapijskog pristupa koriStenjem ove skupine
lijekova: na primjer vorinostat (Zolinza™), koji je
FDA odobrila u listopadu 2006. prvenstveno za li-
jeCenje koznih manifestacija T-stani¢nog limfoma
(CTCL, engl. cutaneous T-cell lymphoma) u obo-
lielih od progresivne, stalne ili rekurentne bolesti,
prepoznat je kao paninhibitor, bez toliko potreb-
ne selektivnosti.

Jasno je, dakle, da je jedan od najvaznijih ciljeva
koji bi trebao biti postignut u podrucju epigenom-
skih lijekova upravo selektivnost. Na ovoj proble-
matici trenutno radi jako puno vrhunskih znan-
stvenika; i u akademskim ustanovama, i u velikim
farmaceutskim kompanijama, ali i u malim, pri-
vatnim biokomapanijama. MethylGene je jedna
od njih. Direktor ove kompanije, Donald Corco-
ran, nedavno je izjavio (njegova je izjava, narav-
no, bila temeljena na rezultatima iznimno kvali-
tetnog istraZivanja) da je njihov kemijski spoj
“MGCD0103” koji se trenutno ispituje u klinici
“racionalno dizajniran, moéan i selektivan HDAC-
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inhibitor pojedinih, specifi¢cnih HDAC-izoformi.
Uistinu, djelovanje ovog antitumorskog lijeka u
uvjetima in vivo i in vitro nedavno je i objavlje-
no,

Osim ovog, postoji nekoliko studija Ciji rezultati
upucuju na to da bi neki HDAC-inhibitori mogli
biti uspjesno primijenjeni i u lijeCenju Hodgkino-
va limfoma, akutne mijeloic¢ne leukemije i samog
mijelodisplasticnog sindroma. Na primjer, kemij-
ski spoj proizveden u Novartisu, koji se ispituje
pod imenom “LBH589”, pokazao se iznimno

5-azacitidin i 5-aza-2’-deoksicitidin se u organizmu brzo
razgraduju. Zebularin, novi analog, stabilniji je i moze se
primijeniti oralno, pa se ocekuje da ¢e on biti baza razvo-
ja nove generacije hipometilatora. Velik je interes i za ra-
zvoj nenukleozidnih inhibitora DNMT, kako bi se izbjegli
toksicni ucinci koji se nuzno javljaju nakon ugradnje nu-
kleozidnog analoga u molekulu DNA. Listu nenukleozid-
nih inhibitora ¢iji se ucinak intenzivno istrazuje trenutno
Cine: prokainamid, prokain, RG-109 i MG-98.

uspjesnim u poticanju aktivnosti gena odgovornih
za popravak oStecenja molekule DNA i apoptozu,
u stanicama oboljelih od Ph™akutne limfoblasti¢-
ne leukemije®.

Postoje i drugi HDAC-inhibitori, no detaljan opis
njihove strukture i mehanizma djelovanja pri-
mjeren je visokospecijaliziranim casopisima iz
ovog podrucja. Ono §to je vazno napomenuti
jest da je kombinirana primjena demetilatora i
inhibitora HDAC vec¢ u klinickim ispitivanjima i
rezultati su, barem za sada, obecavajuéi®®. U sva-
kom slucaju, kako broj optimisti¢nih izvijeséa po-
staje sve veci, ostaje nam da se nadamo, zaslu-
Zeno i optimisticno, da ¢e epigenomski pristup
uistinu obiljeziti novu, usudujemo se reci, bolju
buduénost u podrucju lijecenja raka, a poglavito
kemoprevencije. Sada kada smo poceli prepo-
znavati pocetne mehanizme odgovorne za pro-
mijenjenu aktivnost gena, u “prozoru vremena”
koje nam jos uvijek omogucuje voznju unatrag —
sto je, izgleda, moguce sve dok ne dode do pro-
mjena u strukturi molekule DNA (mutacije), re-
alno je ocekivati da ¢emo ovo znanje usmjeriti u
pravom smjeru.

http://hrcak.srce.hr/medicina




K. Gall TroSelj, R. Novak Kujundzi¢, . Grbesa: Epigenetika i fiziologija gena

PROJEKT EPIGENOM COVIEKA

Istrazivanje u podrucju epigenomike prepoznato je
kao prioritet u cijelom svijetu. Narocito se isticu
programi koje financira Europska unija, ali do izra-
Zaja sve viSe dolaze i nacionalne inicijative. U sa-
moj Uniji je za epigenomska istrazivanja do sada
investirano 50 milijuna eura. Novac se usmjerava u
nekoliko podrucja: istraZivanje metilacije molekule
DNA (HEP — Human Epigenome Project); odrediva-
nje strukture kromatina (HEROIC — High-Through-
put Epigenetic Regulatory Organization in Chroma-
tin); i konacno, lijecenje zlo¢udne bolesti (EPITRON,
EPIgenetic Treatment of Neoplastic Disease). U li-
stopadu 2000. osnovan je Konzorcij humanog epi-
genoma (engl. Human Epigenome Consortium), na
inicijativu Sanger Instituta, Epigenomics AG i Centre
National de Genotypage (Evry, Francuska) koji je
svoju aktivnost ostvarivao kroz trogodisnji pilot-
projekt (u potpunosti ge je financirala EU) sa zada-
¢om da mapiranja svih to¢aka metilacije u genima
MHC (engl. Major Histocompatibility Complex) u
32 osobe i u sedam razli¢itih tkiva: masno tkivo,
mozak, dojka, pluca, jetra, prostata i misic. Rezultat
istraZivanja je bio grom iz vedra neba: jedinstveni
genom, genom covjeka, doslovno se rasplinjava u
razli¢itim epigenomima. Ovo je istraZivanje pokaza-
lo da je razdioba metiliranih otoci¢éa molekule DNA
jedinstvena za svakog pojedinca, jedinstvena za
svako tkivo, jedinstvena za svaki od analiziranih
MHC-lokusa?*.

Vec¢ 2004. godine Europska komisija je pokrenula
osnivanje Epigenomske mreze izvrsnosti (engl.
The Epigenome Network of Excellence (NOE)),
koju su idejno, a potom i djelom ostvarili Thomas
Jenuwein (Research Institute of Molecular Patho-
logy of Vienna), Phil Avner (Pasteur Institute, Pa-
riz) i Genevive Almouzni (Curie Institute, Pariz).
Primarni je cilj bio stvaranje umreZenog epige-
nomskog istrazivanja u Europi. Danas, samo pet
godina kasnije, jezgru Epigenomske mreZe izvr-
snosti Cini 25 redovnih ¢lanova, 35 pridruzenih
¢lanova i 23 novoosnovane skupine, u 83 labora-
torija u 12 europskih zemalja. Pridruzilo im se i
dodatnih 350 laboratorija, dobro poznatih po im-
presivnim istrazivanjima i vrlo kvalitetnim publi-
kacijama. Samo u 2007. godini ¢lanovi “mreze” su
objavili viSe od 300 znanstvenih publikacija u naj-
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Otprilike u isto vrijeme aktivnosti su otpocele i u
Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama. U lipnju 2005.
organizirana je prva radionica Epigenom covjeka,
na poticaj i u organizaciji Americke udruge za istra-
Zivanje raka (AACR, The American Association of
Cancer Research). Toj su radionici prisustvovali vo-
dedi ljudi Nacionalnih instituta za zdravstvo (NIH,
National Institutes of Health) koji su, ocito, prepo-
znali vaZznost ove inicijative. Zakljuc¢ak kojim je ra-
dionica zavrsila s radom bio je zapravo i odluka.
Odluceno je, naime, da se otpocne s projektom
Epigenom covjeka, s primarnim ciljem: “.. da se
identificiraju sve kemijske promjene i medusobni
odnosi izmedu svih konstitutivnih dijelova kroma-
tina koji utje¢u na “funkciju koda DNA” (aktivnost
gena, op. K. G. T.) kako bi se bolje razumio razvoj,
starenje, gubitak kontrole aktivnosti gena u stani-
cama raka i drugim bolestima, kao i utjecaj okolisa
na zdravlje ¢ovjeka”??. Glavna zadaca projekta bila
je mapiranje otoci¢a metilacije u molekuli DNA.
Vrlo vazan dogadaj koji je prethodio ovoj odluci
bio je povezivanje Wellcome Trust and Epigenomi-
¢s AG koji su odlucili zajednicki financirati prvu fazu
projekta. Na taj se nacin izbjegla “utakmica” u ko-
joj bi, da nije bilo razuma, ponovo doslo do sukoba
privatne, komercijalne tvrtke i javnog dobra, dobro
poznat scenarij iz projekta Genom covjeka. Sljede-
¢a radionica, u srpnju 2006., bila je usmjerena na
razradu aktivnosti medunarodnog projekta kako bi
se mapirale metilacijske mape odredenog broja
epigenoma covjeka. Ona je ujedno bila i baza za
osnivanje Alijanse humanog epigenoma i bolesti
(AHEAD, engl. Alliance for the Humane Epigenome
and Disease) sastavljene od interdisciplinarnih i
multidisciplinarnih skupina istraZivaca iz cijelog svi-
jeta. Ovi ljudi su bili pokretadi strategija i razvoja za
HEP, koji se “odraduje” u cijelom svijetu. Primarni
cilj im je definiranje epigenomskih biljega u odre-
denim tkivima covjeka na razli¢itim stupnjevima
razvoja. Od ove se skupine ocekuje i razvijanje bio-
informaticke strukture koja ¢e pohranjivati dobive-
ne rezultate (“epigenomic database”). Nije, medu-
tim, tajna da su ocekivanja nakon dobivenih prvih
rezultata jos puno veca: a) odrediti strukture epi-
genoma u razlic¢itim stanicama, u razlicitim fazama
stani¢nog ciklusa, u Covjeka i u misa; b) upotpuniti
— dovrsiti epigenomske mape u kvasaca; c) “ispo-
ruciti” metilacijske mape javnosti; d) definirati ne-
kodirajuce i male molekule RNA%,

medicina 2009, Vol. 45, No. 2, p. 127-135




K. Gall Troselj, R. Novak Kujundzi¢, I. Grbesa: Epigenetika i fiziologija gena

U drugim je djelovima svijeta epigenomika tako-
der prepoznata kao prioritet. UmreZenja razlicitih
skupina znanstvenika na vrhu su biomedicinskih
prioriteta u Aziji, gdje je, na primjer, u prosincu
2006. osnovano Japansko drustvo za epigenetiku.
U Australiji je Australska alijansa za epigenetiku
otpocela s radom krajem 2008. godine.

U Hrvatskoj je ovaj tip istraZivanja prepoznalo Mi-
nistarstvo znanosti, obrazovanja i $porta financi-
rajuci projekt Epigenomske i imunomodulatorne
promjene u zlo¢udnim tumorima glave i vrata co-
vjeka. Ovaj se projekt, u suradnji s Klinickom bol-
nicom “Sestre milosrdnice”, u potpunosti realizira
na Institutu “Ruder Boskovi¢”, u novoosnovanom
Laboratoriju za epigenomiku Zavoda za moleku-
larnu medicinu. U nastojanju da i sami postane-
mo dio medunarodne mreZe, prepoznati i cijenje-
ni u podrucju koje tek postaje znanstveni interes
mnogih, neophodno je pojacati bazu kroz sto veci
broj prijavljenih epigenomskih projekata u domo-
vini, a onda i Sire. S obzirom na iznimnu intelek-
tualnu zahtjevnost slagalice koja se zove “epige-
nomika”, neizostavno imajuéi u vidu i iznimno
visoku cijenu ovakvih istrazivanja koja se, ocito,
placaju u vrijeme koje je neizvjesno vise nego la-
gano, bilo bi dobro usmijeriti dio intelektualnih
potencijala u ovo podrucdje, udruZiti snage, pove-
zati se i stvoriti, za pocetak, nacionalnu mrezu, i
to ne samo u podrucju istrazivanja raka.
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