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SAZETAK
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Uloga gena p73 u tumorigenezi nije u potpunosti razjasnjena. KoriStenjem promotora P1 nastaju
izoforme sa cjelovitim transaktivacijskim podpem (TAp73), odnosno koristenjem promotora P2
izoforme bez te regije Np73). Naj@Sid promjena u tumorima je powmna ekspresija izoforme
Np73, koja djeluje kao transdominantni inhibitor TAp73 i p53. Metiliranost DNA je oblik
reverzibilne epigenefke regulacije, kojim se nakon replikacije dodaju metilne skupine na citozinske
ostatke DNA, mijenjajuil aktivhost stanmih gena. Hipermetiliranost otoka CpG u promotorskim
regijama pojedinih gena inhibira transkripciju utiSaviajgene. Koristdil inducibilni sustavtet-on
ispitali smo utjecaj poj@ne ekspresije TAp7.3i (Np73. na globalnu metiliranost DNA, no nismo
pronasli statistfi znafajnu promjenu metiliranosti uzoraka s aktiviranim izoformama p73 u odnosu
na njihove kontrole. Rezultate smo usporediliezultatima genske ekspresije nakon aktivacije
Np73. i TAp73. iz literature. Za gene koji pokazuju pdgau ekspresiju nasli smo, premda
statistifki ne zngajno, smanjenje metiliranosti promotorskin CpG otoka, Sto goj@rfinjenicu da
metiliranje moZe utjecati na regulaciju aktivnosti gena.
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SUMMARY
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The role of p73 in tumorigenesis is not fully understodding P1 promoter transactivating
(TAp73) isoforms are generated and P2 promoter the isoforms without this rébipn3). The

most common change in tumors is increased expressi@h?3, which acts as transdominant
inhibitor of TAp73 and p53. DNA methylation is a form of epigenetic regulation, which adds
methyl groups to cytosine residues, regulating gene activity. Hypermethylation of CpG islands in
promoter regions inhibits transcription ofnges silencing its expression. Using inducitdeon
system, we examined the impact of increased expression of TANAINP73. on global DNA
methylation. However statistically significant change was not found upon induced expression of
p73 isoforms. The results were compared with gene expression data obtained after induction of
TAp73. or (Np73. from literature. For genes with increased expression we found, although not
statistically significant, reduction of methylat€pG sites in promoter regions, which confirms

the fact that methylation could affect the regulation of gene activity.
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1. UVOD

Tumor supresorski geAP53ima kljujmu ulogu u tumorigenezi. Otkrivena su dva srodnika
genaTP53 — TP63 i TP73 Sva tri gena reguliraju stami ciklus i apoptozu uzrokovanu
oSteienjem DNA. lako su vrlo spmi, strukturalno i funkcionalno, m@ njima postoje i
iznenajuju @ razlike. GenTP73rijetko je mutiran ali fgesto pojgano eksprimiran u tumorima
lovjeka. Mejutim, isti gen kodira za transaktivirajel proteine (TAp73) kao i izoforme proteina
bez transaktivirajuie regije (nazvan€éNp73) s potencijalnim onkogenim djelovanjem. TAp73 u
tumorima je [esto inhibiran dominantno-negativnhom izoformodNp73, kao i mutiranim
oblikom proteina p53.

Metilacija DNA je dinamian, reverzibilan nin epigenetixe regulacije kojim se nakon
replikacije dodaju metilne skupine na citozinske ostatke u DNA#ZRBE u slijed CpG) te se tako
moze mijenjati funkcionalnost brojnih gena stianici. Promjene obrazaca metilacije DNA
uobifajene su u stanicama raka. Metiliranu DNA prepoznaju transkripcijski proteini koji tada ne
vrSe svoju ulogu. Tako hipermetilacija otoka CpG unutar promotorske regije pojedinih gena
inhibira transkripciju, doprinosié utiSavanju kljumih tumor supresorskih gena, npr16INK4a
PRh E-kadherin i BRCA-1. Istovremeno s hipermetilacijom otoka CpG u stanicama raka dolazi
do globalne hipometilacije genoma.

Za divlji tip p53 poznato je da spj@va globalnu metilaciju, posebice tumor supresorskih
gena. Megutim, joS nije razjaSnjeno kako p73 ulgena metiliranje DNA. Odrgvanje mjesta
metiliranja DNA moglo bi biti obdéavajui@& za rano otkrivanje i lij@nje tumora. Naime,
integrirani pristup otkrivanja epigenomskih promjena i njihov odnos s ekspresijskim profilom i
funkcijom gena neophodan je za ishod f&eja.

Cilj naSeq istrazivanja bio jgpoznati kako izoforme gedd®@73 TAp73. 1 UNp73. utjefu
na obrazac metilacije DNA, te pexati dobivene rezultate s obj@vlim rezultatima ekspresijske
mikro [ipp analize dobivene nakon aktivacij73

O lekujemo da & naSe istrazivanje dovesti do novih spoznaja o utjecajulsrga
ekspresije TAp73, odnosnolNp73 na ukupnu metiliranost genoma, té& doprinijeti
rasvjetljavanju funkcija i mgusobnih odnosa izoformi proteina p73@Rujemo daiemo stei
globalni pogled na epigendiie promjene nastale pod utjecajem gdajee ekspresije izoformi p73

koje mogu mijenjatponaSanje stanice.
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Za istazivanje smo koristili inducibilnu stgmu linijju SaOS-2 tet-ON TAp73 odnosno
Sa0S-2 tet-ONINp73. (stanice osteosarkom@vjeka stabilno transfecirane genom za TAp73
odnosno(Np73. pod kontrolom tetraciklinskog promotora).

Stanice smo inducirali dodatkom antibiotika doksiciklina (tetraciklin), Sto je dovelo do
pojafane ekspresije odfene izoforme gen@73 Iz induciranih stanica izdvojili smo DNA i
proteine. Razinu ekspresije proteina provjerili smo Western blot analizom.

Izdvojenu genomsku DNA analizirali smo upotrebom metode Illlumina 450 DNA
BeadArray, koja odr§uje metilacijski status 480 000 otoka CpG. Dobivene rezultate usporedili
smo meusobno, te sa rezultatima genske ekspresije dobivene tehnikomlipke (Kartasheva
i sur. 2003; Koeppel i sur. 2011).
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2. LITERATURNI PREGLED

Istrazivanje promjene genske strukture odnosno funkcije gena predstavlja temelj za bolje
razumijevanje nastanka i razvoja #dnih bolesti. U starfhoj obrani od zlaiudne preobrazbe
jednu od najvaznijih uloga imaju tumor supresorski geni. Njihov gubitak ili inaktivacija rezultira
zlo iwndnom preobrazbom stanice. Nigim, novijim istraZivanjima spoznalo se da podjela na
onkogene i tumor supresorske gene nije usko spmeaikkako se do sada smatralo — naime, isti
gen moZe djelovati kao onkogen ili tumor supresorski gen, ovisno opsiare tipu. Jedan od
najviSe istrazivanih tumaupresorskih gena je gé&®53 koji snazno zaustavlja stgmi ciklus te
poti @ apoptozu. Otkriveni su i njegovi srodnici, géRi63i TP73 koji s njime dijele strukturnu
i funkcionalnu slimost, ali i neke znpjne razlike. GenTP73 ima nekoliko izoformi koje
pokazuju razljitu transkripcijsku aktivnost.

Osim promjene strukture gena uzrokovane mutacijama, aktivnosti gena reguliraju se i
epigenetikim promjenama, koje ne zadiru u promjesiijeda DNA. Epigenetika je znanost o
funkciji genoma, a ima vaznu ulogu u raznolikosti bioloSkih procesa, kao Sto su embrionalni
razvoj, biologija raka, imunoloski odgovor organizma, te mnogi drugi. Epig&aetromjene
uklju wju metiliranje, post-translacijske promjen@stona, djelovanje male interferirai
molekule RNA, te takger post-translacijske promjene ne-histonskih proteina koje reguliraju
stabilnost, lokalizaciju i enzimatske aktivnosti proteina ufiuh u razliite procese unutar
stanica. Metiliranje je epigenditi mehanizam u kojem dolazi do vezivanja metilne skupine na
dijelove DNA, pme im se mijenja funkcija. Véna tumor supresorskih gena procesom
metiliranja se utiSava.

Metilacija genal P73 pronajena je u odréenim tipovima raka, iZega je jasno da njegovu
ekspresiju dijelom kontroliraju epigengiti dogaaji. Me jutim, utjecaj ekspresije izoformi gena
TP73na epigenetka zbivanja u genomu nije do kraja razjasSnjen, stoges®e susré pitanje:

da li je TP73- onkogen ili tumor supresorski gen?

12



2.1 Molekularna osnova tumora- onkogeni i tumor supresorski geni

Osnovna osobina svake stanice je stroga kontrola rasta, diobe i smrti. Izuzetak su tumorske
stanice koje gube kontrolu rasta. Metabolizam svake staniceasodje aktivhodii njenih gena.
Stoga i nenormalno ponasSanje tumorskih stanica predstavlja posljedicu kvalitativnih ili
kvantitativnin promjena njenih gena (Jones irtda1999). Jedna od temeljnih karakteristika
tumorske stanice je neogrdmni rast koji zapginje tzv. ,imortalizacijom” stanice, sposobn@s
da se nekontrolirano dijeli. U tom trenutku stanica joS nemdaudiee karakteristike. Myitim,
kada stanica postane neovisna o faktorima rasta koji kontroliraju rast normalnih stanica, te potrebi
usidrenja u méustanimi prostor svoje okoline, postaje sve agresivnija i [Btjgposobnost
urastanja u okolna i udaljena tkiva (Alberts i sur, 1994). Cilj gmeanja molekularne osnove
raka je odrediti gen, odnosno skupinu gena koja sudjeluje u nastaniidrgopreobrazbe.
Temeljni mehanizam nekontroliranog rasta stanice je u poiEmgfunkciji gena koji potju rast
ili blokadi negativnih metabolfkih procesa (Labar, 2001). Regulatorni geni mogu se podijeliti na
gene koji potju diobu stanica, te one koji ju &

Prvu skupinufine protoonkogeni, koji su sastavni dio genoma svake eukariotske stanice. U
normalnim stanicama njihova ekspresija je strégatrolirana i ima vaznu ulogu u evoluciji,
diferencijaciji i rastu. Mdutim, njihovom mutacijom ili nekontroliranom ekspresijom nastaju
onkogeni, koji dovode do proliferacije stanica i nastanka tumora. lzolirani izudrio
promijenjenih stanica, oni mogu transfekcijom DNA prenijeti transformigajosobine (Soiil
1996).

Drugu skupinu [ine tumor supresorski geni, skupina staii gena koji sprévaju
neprikladnu ili prekomjernu stafwiu proliferaciju. Oni kodiraju proteine koji inhibiraju stdmi
ciklus i sudjeluju u popravku oSienja DNA. Ti su geni nuzni za normalno funkcioniranje
stanice, a njihov gubitak uzrokuje nastanak tumora.l@$@ se inaktiviraju mutacijama, a za
nastanak tumora potreban je gubitak oba alela, dakle mutacije su recesivieLESa).

Najznalajniji tumor supresorski protein je p9&)ji je mutiran u viSe od 50% tumora. p53
se aktivira razlftim vrstama stresa kao Sto su oftge DNA, deregulacija onkogena ili
hipoksija. Aktivirani protein p53 pofe apoptozu, zastoj stgmbg ciklusa i starenje te tako

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

IstraZzeni su i brojni drugi tumor supresorski geni koji rfiain mehanizmima zaustavljaju
stanimu proliferaciju blokirajuil trankripcijske faktore (npr. pRb), ili inhibirajiu ciklin ovisne
kinaze (npr. p16, p21, p27, p57) (Labar, 2001).

2.2 Obitelj genaTP53

Tumor supresorski gemP53 ima kljumu ulogu u tumorigenezi, te se naziva zastitnikom
genoma (Melino i sur., 2002). Protein p53 transkripcijski je faktor, veze se na viSe od 300
razli [itih promotora, te tako redjta ekspresiju gena ukljgnih u zaustavljanje stamog ciklusa,
odnosno apoptozu. Njegova inaktivacija kao pdstg delecije, mutacijali interakcije sa
stanimim ili virusnim proteinima kljymi je korak u nastanku preko polovine tumdmvjeka
(Levrero, 2000).

Otkriven je 1979. kao staii protein koji ulazi u interakciju s onkogenim T antigenom
virusa SV40 (Levine i sur., 1979; Lane i sur.,1979). Naknadno su otkriveni i srodnicTBéBa
— TP63i TP73 TP73 otkriven je 1997. na polozajup36.2-3, regiji khkmosoma koja jefesto
deletirana u neuroblastomima, tumorima kolona, melanomima i tumorima dojke (Kaghad i sur.,
1997), a 1998. i gemP63 smjeSten na polozaju 3927-29, regiji kromososto udvostrienoj
u razliftim vrstama tumora, Sto ukazuje na njegov migunkogeni umnak (Yang i sur. 1998).
lako su svilanovi obitelji gena strukturno vrlo dhi te kodiraju strukturno i funkcionalno gtie
proteine, magu njima postoje i znfjne razlike (Kaghad i sur., 1997; Yang i sur., 1998). Svi geni
obitelji TP53 imaju brojne izoforme nastale alternativnim izrezivanjem i/ili prepisivanjem s
alternativhog promotora (slika 1).

Danas je jasno da, bez obzira najeist, [panovi obitelji imaju vlastiti identitet. Geni
TP53/TP63/TP730dnosno njihove izoforme, imaju rajple uloge u razvoju i diferencijaciji,
regulaciji transkripcije i apoptoze, odnosno u tumorigenezi i upitno je moze li ih se smatrati

klasimim tumor supresorskim genima (Zdarisur., 2010).
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Slika 1. Struktura gena TP53,TP63 i TP73.
Brojevi ispod kuica prikazuju eksone, crna boja lca prikazuje nekodirajii regije. Strelice prikazuju
razli [ta mjesta pdetka transkripcije izoformi p5340p53 i (033p53, TAp63/p73 INp63/p73.

2.2.1 Struktura proteina p53 i njegovih srodnika

ylanovi obitelji p53 imaju znfajnu strukturnu slmost. Svi flanovi imaju tri glavne regije
karakteristime za transkripcijske faktore: na amino (N) kraju nalazi se transaktivacijska regija
(TAD, od engl.transactivation domain srediSnja i najvéx je DNA vezna regija (DBD, od engl.
DNA-binding domaij te na karboksilnom (C) kraju nalazi se oligomerizacijska regija (OD, od
engl. oligomerization domain(Bénard i sur., 2003). Izma DNA veznog i oligomerizacijskog
podrulpa nalazi se podrfge — signal za smjeStaj u jezgru (NLS, od emgiclear localization
signal). Uz navedeno, svalipan obitelji sadrzi barem jedno podpe bogato prolinom (PRD, od

engl.proline rich domai.
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Protein p53 ima dva aktivacijska podp (AD1 i AD2, od englactivation domaihna N-
kraju, te bazno podrpe (BD, od englbasic domaipna C-kraju. Proteini p63 i p73 imaju na N-
kraju jedno aktivacijsko podrpe (AD1), dok na svome C-kraju imaju inhibitorno potpey te
podrulpe sa sterilnim.-motivom (SAM, od englsterile .-motif) (Scoumanne i sur., 2005). Svi
geni sadrze dva promotora - P1 smjeSten uzvodno od eksona 1, te P2 smjeSten unutra eksona 3
(p63i p73, odnosno eksona 4%3). Ovisno o aktivnosti pojedinih promotora, nastaju dvije
glavne skupine proteina - proteini pune duljine koji sadrze transaktivacijsko [podTAp63i
TAp73 divlji tip TP53 (koriStenjem promotora P1), te proteini bez transaktivacijskog gedru
kojima nedostaje dio N-kraja@Np53, Np63 i (Np73 (koriStenjem promotora P2) (Zdiisur.,
2010) (slika 2).

Slika 2 Usporedna struktura proteina p53/p63/p73

Osnovni elementi strukture proteina p53, p63 i p73: transaktivacijsko fed(@TAD, od engl.
transactivation domain), podige bogato prolinomRBXXP), DNA vezno podipe (DBD, od engl. DNA-
binding domain), signalno podipe za smjeStanje u jezgru (NLS, od engl. nuclear localisation signal),
oligomerizacijsko podrije (OD, od engl. oligomerization domain), podp sa sterilnim .-motivom
(SAM, od engl. sterile-maotif), inhibitorno podrype (od engl. inhibitory domain) te bazno podjeu(BD,

od engl. basic domain).
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Kombiniranjem prepisivanja promotora P1 s alternativnim izrezivanjem na N-kraju nastaju
dodatne izoforme proteina, kojima nedostaju pojedini eksoni (Scoumanne i sur., 2005). Izoforme
kojima nedostaje dio N-krajatlN) funkcionalno se razlikuju od izoformi sa cjelovitim TA
podrufjem. Alternativnim izrezivanjem 3' kraja ged@®@63i TP73 od eksona 10-14, nastaje
devet dodatnih izoformi proteina p73, ofeaih slovima .- 3 odnosno 3 dodatna p63,(i )
(Ishimoto i sur., 2002; Yang i sur., 1998;d¢ead i sur., 1997; Stiewe i sur., 2002).

Tako¥er, do danas je poznato devet varijanti proteina p53. KoriStenjem promotora P1, ali
uz razlifito inicijacijsko mjesto u odnosu na divljptp53 ili alternativnim izrezivanjem introna 2
nastaje izoforma (40p53, a prepisivanjem s promotora P2 nastéj83p53. Dodatnim
izrezivanjem C-kraja, odnosno introna 9, nastaju izoformei  (Bourdon i sur., 2005; Ghosh i
sur., 2004).

ONp73 snazno inhibira funkciju divljeg tipa p53, TAp63 i TAp73, tdgsto dereguliran u
tumorima (Becker i sur., 2006; Concin i sur., 2004; Zaika i sur., 2002)63 i (Np73 imaju
dominantno-negativan utjecaj na aktivnost proteina TAp63 i TAp73 (Moll i Slade, 2004), te
mogu direktno inaktivirati njihove ciline gen@vu i sur., 2003; Liu i sur., 2004). Najnovija
istrazivanja pokazala su daiNp53, te p53 i p53 imaju inhibirajuii u [inak na aktivnost TAp73

(Zori Ui sur., u pripremi).

2.3 GenTP73- onkogen ili tumor supresorski gen

Kao i gen TP53, gen TP73 inducira o&eje DNA, te uzrokuje zaustavljanje st@mig
ciklusa ili apoptozu spriavajuil tako nastanak tumora. Metim, za razliku od TP53, koji je u
ve ini tumora mutiran, TP73 nije klagin tumor supresorski gen. U rg#im je tumorima
prekomjerno eksprimiran, gotovo nikada mutiran, a TRY&k dowmiSevi ne razvijaju tumore
(Moll i Slade, 2004). Mg&utim, stvaranjem TP7Bnock dowrmmiSeva za odrgenu izoformu p73
(TAp73 ili ONp73) otkrivena je uloga pojedine izoforme u fpanju nastanka tumora i
odrzavanju integritetggenoma (Tomasini i sur., 2008; Wilhelm i sur., 2010). Takap73
miSevi (kojima je specifimo deletiran TAp73, ali ne iNp73) razvijaju spontane tumore, osobito
plu @ i adenokarcinome, te su viSe osjetljivi na kemijske karcinogene (Tomasini i sur., 2008).

Time su potviena prijasSnja saznanja da gen p73 dgiitat brojne izoforme proteina koje

17



pokazuju dvojako djelovanje u karcinogenezi (slika 3). Tako izoforme TAp73 pokazuju tumor
supresorski (inak - potiju zastoj stanmog ciklusa i apoptozu, dok izoforméNp73, kojima
nedostaje transaktivacijsko podpe imaju onkogeni finak. One sprgavaju apoptozu izravno
inhibirajuli TAp73 i p53, odnosno neizravno spaeajuil njihovu transkripcijsku aktivnost
(Daskalos i sur., 2011)iNp73 djeluje kao dominantno-negativni inhibitor svih transktivacijskih
lanova obitelji p53 (p53, TAp63, TAp73). Budwda mu nedostaje transaktivacijska regija, ali
posjeduje funkcionalnu DNA-vezuju regiju, natjge se s p53, TAp63 i TAp73 u vezivanju za
genske promotore, inhibirajiutako aktivaciju njihovih ciljnin gena (Oswald i sur., 2008).
Ekspresiju ONp73 potilu p53 i TAp73 vezivanjem za spediia vezna mjesta unutar
promotorske regije P2, te se na tajfinaostvaruje negativna povratna sprega koja kontrolira
aktivnost p53 i TAp73 (Zaika i sur., 2002).

Stoga, razmatrajit s jedne strane jasan tumor supresorskinak izoforme TAp73
(izazivanje apoptoze, zaustavljanje stang ciklusa) odnosno onkogeni, dominantno-negativan
inhibicijski u finak izoforme (INp73 na p53 i TAp73 i njihove transaktivacijske aktivnosti -

mozemo govoriti o funkciji gva gena u jednom* (Zotii sur., 2010).
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Slika 3. Struktura izoformi proteina p73

Razlifitim izrezivanjem N- i C- kraja proteina p73 nastaju rdi#i izoforme. lzoformelN nastaju
prepisivanjem s promotora P2 koji se nalazi u pdaruekson/intron 3. Izoforme(N' nastaju
prepisivanjem s promotora P1 i sadrze sve eksone od 1 do 14 s dodatnom insercijom eksonatign,*Me
zbog razlifitih mjesta pdgetaka translacije konfmi proteini (N i (N' su identimi.

TA - transaktivacijsko podrjje; DBD - DNA vezno podrje; OD - oligomerizacijsko podrje; SAM -

podrulpe sa sterilnim. motivom.
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2.3.1 Uloga gend@P73u tumorigenezi

Kao Sto je vdirefeno, dosadasnjim istrazivanjima dokazano je dam&hodudara od
klasimog Knudsonovog tipa tumor supresorskog gena, i dok se muypddjealaze u vise od
polovine tumora, mutacijp73su rijetke. SmjeSten je na kromosomskoj regiji 1p36, regiji koja je
festo deletirana u tumorima. Gubitak heterozigotnosti g&Baabiljezen je u neuroblastomima
(Ichimiya i sur., 1999), tumorima plia (Nomoto i sur., 1998) i jajnika (Imyanitov i sur., 1999).

Buduil da je genp73 rijetko mutiran, za proces tumorigeneze vaznija je promjena
ekspresijep73 od gubitka njegove funkcije (Bénard i sur., 2003). Tygko zapaZzena je visa
razina ekspresije protein@Np73 u nekim tumorima u odnosu na tkiva iz kojih pftjétumor
plu @, kolona, dojki, mjehura, jedr jajnika, neuroblastom) Sto ufiye na loSiju prognozu tijeka
bolesti (Levrero i sur., 2000; Concin i sur., 2004; Sun, 2002; Zaika i sur., 2002). | TAp73 i
UNp73 pojaano su eksprimirani u vini tumora, a TAp73 aktivira transkripcijiNp73, dok
potonji funkcionalno intbira TAp73 protein stvarajit komplekse TAp73INp73 (Slade i sur.,
2004). Mutacija p53 moze dovesti do smanjene aktivnosti TAp73fansiiinak ima i povisSena
transkripcija (Np73 i ONp63, sprdavajuili na taj ngin znalajniji tumor supresorski [inak
TAp73 (Rosenbluth i Pietenpol, 2008; Deyoung i sur., 2007; Zaika i sur., 2002). Sposobnost
ONp73 ili mutiranog p53 da inhibira TAp73 moze otklanjati potrebu za mutadip@8tijekom
tumorigeneze.

Pojajana ekspresija proteina p73, odnosno promijenjena ekspresija njegovih izoformi
naj [@si je nalaz u mnogim zla@dnim bolestima u ljudi. Takgr, postoji korelacija izmg
ekspresije pojedinih izoformi p73, posebice varijanti TAp7@8\ip73, i kemorezistencije ovih
bolesti (Concin i sur., 2005; Plutair., 2006; Meier i sur., 2006). Pdgaa ekspresijalNp73 u
razli ficim tipovima tumora, posebice u onima s funkcionalnim p53, kojeg inhibira, jgpévr
hipotezu da izoformalNp73 ublazuje selekcijski pritisak za mutacijafi@53 (Concin i sur.,
2004, Zaika i sur., 2002, Hofstetter i sur., 2010).
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Najnovije studije ukazuju na razlike izrie TAp73. i TAp73 u vezanju na promotorske
regije cilinih gena, posebice motiv AP1. fao je da se TAp73simultano s transkripcijskim
faktorom c-Jun veZze za AP1 vezno mjesto i tako zajedno sudjelujjyostalim, u poticanju
apoptoze. Nasuprot, TAp73manjuje vezanje c-Jun za DNA i tako ekspresiju ciljnih gena, pa i

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

2.3.2 Uloga gend@P73u razvoju i diferencijaciji

GenTP73ne pokazuje samo aktivnost vezanu za tumorigeneziimaejedinstvenu ulogu
u razvojnim procesima. Pokusima A&53 knock downmiSevima utvieno je da spontano
razvijaju tumore, za razliku o@P73knock dowmmiSeva koji ne razvijaju tumore, ali imaju niz
regulacijskin poreméja (diferencijacija ektoderma, neurogeneza, dinamika cerebrospinalnog
likvora sa pojavom hidrocefalusa, respiratorne sluzi, Komniinfekcije i upale, porenigj
feromonskih receptora) (Yang i sur., 1999). Kao Sto jgnavedeno, nedavno je znanstvenicima
uspjelo dobiti miSeve koji imaju selektivni nedostatak bilo TAp73Mip73 izoforme. Tako je
ustanovljeno da je miSevi kojima nedostaje satinp73 ((Np73" mievi) pokazuju znakove
neurodegeneracije (Wilhelm i sur., 2010), Stpgévrdilo prijasSnja saznanja o neuropreotektivnoj
ulozi (Np73 (Pozniak i sur., 2000). Za razliku dilp73" miSa, mi§ kojemu nedostaje samo
TAp73 ima poremdhj u razvoju Zijanog sustava, posebice hipokampusa (Tomasini i sur.,
2008). Dakle, neometana ekspresija izoforme TAp73 vazna je za normalni razismogv
sustava, premda je predominantno eksprimirana izoforma u razvoju miSjeg niNpIS.
Smatra se dalNp73 ovdje igra Kljymu ulogu spréamvajuii apoptotsko odumiranje neurona
potaknuto djelovanjenTP53 (Pozniak i sur., 2000). Pad koncentracije neuralnog faktora rasta
(NGF), koji je neophodan za zivotni vijek mi§jih neuronskih stanica sirfjmgtisustava, dovodi
do ekspresije p53 i smrti stanice. Takg pad koncentracije NGF dovodi do snizenja ekspresije
Np73, meautim odumiranje neurona bitéé smanjeno ukoliko se ekspresifilp73 pojaano
eksprimira. Stoga je jasno dip73 direktno utjge na djelovanje NGF, vjerojatno mehanizmom
promotorske kompeticije s p53 (Pozniak i sur., 2000).

p73 ima ulogu i u diferencijaciji. Dodatak retirjpe kiseline uzrokuje pojanu ekspresiju

p73 Sto rezultira spontanom diferencijacijom neurobpmasti stanica (Kovalev i sur., 1998).
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Ekspresija pojedinih izoformi izrezanih na C-kraju korelira s normalnom mijeloidnom
diferencijacijom. Tako su izoforme TAp73 TAp73 povezane s normalnom diferencijacijom
mijeloidnih stanica, dok su izoforme /, Oi povezane s pojavom leukemih blasta, StoviSe
TA73 0je specifian za leukemme blaste (Tschan i sur., 2000). Izoforme TApTIAp73/
sudjeluju u terminalnoj diferencijaciji keratinocljadske koze (De Laurenzi i sur., 2000). Novije
studije ukazuje na ulogu TAp73u poticanju rasta, djelujin uzajamno sa transkripcijskim

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

2.4 Epigenetifka zbivanja

Projektom genomalovjeka dobili smo nacrt temelja zivota®, rjigim najin na Kkoji
ljudski genom funkcionira i ngemu se temelje razlike iznje jedinki ostao je nerazjasnjen.
Kako je mogue da jednojajani blizanci, koji su genelki identimi imaju antropomorfijske
razlike i bolesti- npr. jedan od njih je autigin? Ili genetiki identi mi miSevi imaju razlfitu boju
krzna? Navedene pojave ne moguobgasniti samom strukturom gena, e ofito da postoje
nasljedne kemijske modifikacije gena koje zakama njihovu ekspresiju, ali ne i strukturu.
Odgovore na postavljena pitanja daje nam epigenetika, koja se moze shvatiti kao mehanizam koji
poti @ i odrzava nasljedne, dijelom reverzibilne obrasce ekspresije i funkcije gena bez promjene
graje genoma. Na taj rim epigenetika objasnya kako isti genotip moze rezultirati raim
fenotipovima (Bradbury, 2003; Esteller, 2006). Ako genetika daje saznanjaic gaaatomiji‘
genoma, mozZzemo lieda epigenetika profmva mehanizme regulacije aktivnosti pojedinih gena
odnosno njihovu fiziologiju“ . Pri tome, za razliku od epigenetike koja je fokusirana na
promjene aktivnosti pojedinih gena, ili skupina gena, epigenomika objedinjuje takve, ali globalne
analize [itavog genoma. Tvorcem pojma epigenetike smatra se razvojni biolog Conrad
Waddington (1905.-1975.) koji je prvi razvoj organizma shvatio kao epidggnetogayaj,
odnosno diferencijaciju pojedinih organa kao posljedicuudglovanja genotipa, epigenotipa i
vanjskih [pmbenika. Na taj n@in objasSnjava zasto jedinke istog genotipa imaju f@Aknotip,

koji postaje nasljedan kroz generacije (Gall TroSelj i sur., 2009).
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2.4.1 Epigenetifki mehanizmi

Epigenetiki biljezi imaju klju mu ulogu u modifikaciji aktivhosti gena- tijekom razvoja i
diferencijacije stanica, ali i u nastanku #ldnih bolesti, imunoloSkom odgovoru organizma,
zastiti od ugradnje virusnog genoma i sl. Ulgjju metiliranost DNA, posttranslacijske histonske
modifikacije dodavanjem malih kovalentnih gru@&etilacija, fosforilacija, metilacija, poliADP-
ribozilacija i ubikvitinizacija), ili relativno vikih proteina (sumoilacija), remodeliranje
kromatina, te djelovanje malih, nekodirdju molekula RNA (Jablonka i Lamb, 2002; Duenas-
Gonzales i sur., 2005; Shilatifard, 2006; Esteller, 2006). Transkripcija gena ovisi 0 stanju
kromatina. Kromatin predstavlja organizacijsku jedinicu gtemniDNA eukariota i grien je od
nukleosoma. Nukleosom se sastoji od 146 parova baza DNA, omotanih oko histonske oktamerne
jezgre koju fine proteini H2A, H2B, H3 i H4. Patranslacijske promjene histona ofirg
dostupnost kromatina transkripciji, a time i reguliranju ekspresiju gena (Jain i sur., 2009). Histoni
igraju vaznu ulogu u epigenditbj mrezi. Acetilacija odnosno metilacija histona na aminokiselini
lizinu, te metiliranje aminokiseline arginin ustonima H3 i H4 igra vaznu ulogu u odmatanju
kromatina i ekspresiji gena (damein and Allis, 2001; BannisterKouzarides, 2004; Daniel i
sur., 2005). Kljuynu ulogu u navedenim zbivanjima imaju enzimi deacetilaze histona (HDAC, od
engl.histone deacetyla¥&oje zaustavljaju transkripciju, odnosno histon-acetiltransferaze (HAT,
engl. histone acetylagekoje aktiviraju transkripciju. Suprotno prethodno opisanom ,odmatanju”
kromatina potaknutog enzimom HAT, deaastija histona posredovana HDAC dovodi do
»ZguSnjavanja“ kromatina spfavajull na taj ngmn pristup transkripcijskim faktorima s
posljedimim sprefavanjem transkripcije (Esteller i Heam, 2002; Gall-TroSelj i sur, 2009).
Smanjena acetilacija histona uz pfjau metilaciju DNA karakterisfha je za utiSana genomska
podrufa ,normalnih®* gena — npr. X-kromosom u muskaraca, upisani ili tkivno syicgeni, te
podrufja transpozona (Esteller, 2006). Dodatne hstenmodifikacije predstavljaju fosforilacija
histona (dovgenjem ionski negativnih fosfatnh grupa na histonske repove olabavljuju vezu DNA
i histona te tako omoginju regulaciju transkripcije i popravak DNA (Banerjee i Chakravarti,
2011), zatim ubikvitinacija (@zanje ubikvitina, redatornog proteinakoji sadrzi 76
aminokiselina) na aminokiselini lizin unutar histona (Zhu i Wani, 2010), te sumoilacija -
dodavanje proteina, g#iog ubikvitinu, velifine stotinjak aminokiselina (SUMO, od en&mall

Ubiquitin-like Modifie) kovalentnom vezom na jezgrine, ali i neke citoplazmatske proteine,
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uglavnhom na aminokiselini lizin. Sumoilacija pomaze u gaji kontroli stresa, apoptoze,
unutarstanmog transporta, te aktivnosti transkriggih faktora (Lomeli i Vazquez, 2011).

Svako od navedenih epigenfgth zbivanja ne moze se promatrati izdvojeno, samo za
sebe, vdiu kontekstu ukupnih epigenomskih promjena unutar stanice. Danas je jasno da
hipermetiliranost otoka CpG uz deacetilaciju H34i, metilaciju lizina Qu H3, sumoilaciju H4, te
smanjena metilacija lizina 4 u H3, predstavij@hanizam zaustavljanja ekspresije gena (Laird,
2005).

2.4.2 Utjecaj metiliranja DNA na ekspresiju gena i tumorigenezu

Metiliranje DNA je dinamian, reverzibilan mehanizam epigerjieéi regulacije ekspresije
gena, odrzavanja integriteta i stabilnosti DNipdifikacije kromatina i nastanka mutacija.
Predstavlja kovalentno dodayanmetilnih skupina (Ck) na citozinske baze DNA (njgSie
slijed CpG). Gotovo 60% gengvjeka u podrdu promotora, na 5" kraju posjeduje podjeu
bogata citozinom i gvaninom koji se nazivaju otoci CpG, od kojih jgngenemetilirana u svim
tkivima tijekom razvoja (Antequera i sur., 1993; Bird i sur., 1987). Definiraju se kao [oidsge
500 parova baza sa sastavom CG od najmanje 55fgkivanom yestalosti CpG od najmanje
0,65 (Takai i sur., 2002). Tri d¢etiri posto svih citozina u genomjovjeka je metilirano, a 5-
metilcitozin predstavlja priblizno 1% svih neldtidnih baza normalne ljudske DNA (Esteller,
2005). Metiliranu DNA prepoznaju transkripcijski proteini koji tada ne vrSe svoju ulogu. Premda
je veina CpG otoka u normalom stanju nemetilirana, u nekinfaguima normalnog razvoja
ljudskog organizma nalazimo ih metilirane, Sto omdge normalan rast i razvoj jedinke. Takvi
primjeri su upisani geni, kod kojih hipermetilacija jednog alela (npr. supresora rasta) u zametnim
stanicama dovodi do ekspresije drugog alela, zatim inaktiviranje gena jednog X kromosoma u
Zena, te spravanje ekspresije pojedinih tkivno spefmih gena u tkivu u kojem ne bi trebali biti
aktivni (Baylin i sur., 1998; De Smet i sur.,999 Torre i sur., 2000). K tome, metiliranje DNA
izvan otopi@ CpG u fizioloSkim uvjetima moglo bi imati kljmu ulogu u sprgavanju
transkripcije transpozan(Esteller, 2006).

Klju mu ulogu u procesu metilacije imajuzémi DNA-metiltransferaze (DNMT). DNA-

metiltransferaze 3a i 3b (DNMT3a DNMT3b) kataliziraju metiliranjede novg odnosno
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stvaranje ,obrasca” metilacijedok se DNMTL1, koja kataira metilaciju polumetilirane
molekule DNA na dinukleiotidima CpG u stanicaméik, smatra odgovornom za odrzavanje
pravilne razine metiliranosti tijekom rdgcije i popravka DNA, odnosnho kopiranje
uspostavljenog obrasca (Okano i sur., 1999; Howell i sur., 2001; Duenas-Gonzales i sur., 2005).
Obrazac metilacije je nasljedan i ovisi o tkivvrsti, a promjene obrazaca metilacije u@aigne

Su u stanicama raka (Jones i sur., 2002).

Kontrola stanjme metilacije, histonske modifikacjjeemodeliranja kromatina i aktivnosti
malih molekula RNA kljume su u poremi@ju stanimog Zivota, pa tako i karcinogenezi. Tako
hipermetiliranost otoka CpG unutar promotorske regije pojedinih gena inhibira transkripciju,
doprinoseil na taj ngin utiSavanju tumor supresorskihrge(Esteller i Herman, 2002). Neki od
klju mih gena u biologiji tumora utiSanih na tajjmasu P16INK4a(inhibitor stanimog ciklusa),
P14ARF (regulator p53), geni koji sudjeluju u popravku DNAMLH1, BRCA1 MGMT, E-
cadherin(gen vazan za kontrolu adherentnosti stanice), odnosno estrogenski i retinoidni receptori
(Esteller i Herman, 2002). Istovremeno, uz hipermetiliranost promotora pojedinih tumor
supresorskih gena (koja je karaktersé za svaki pojedini tip tumora), u Zi@noj bolesti
nalazimo istovremenu globalnu hipometiliranost genoma, [gamu maligne stanice imaju 20-
60% manje genomskog metiliranog citozina u odnosu na zdrave stanice istog tipa. To se
prvenstveno odnosi na hipometiliranost kodindjuregija i introna gea, te demetilaciju
ponavljajuih sekvenci kojefine gotovo 30% ljudskog genoma (Esteller, 2006). To dovodi do
kromosomske nestabilnosti, s posljgdim gubitkom heterozigotnosti, zatim reaktivacije ranije
spomenutih transpozona (parazitskih unutargendmdiielova DNA), te reaktivacije upisanih
gena (Esteller, 2006).

Premda se smatralo da je divlji tip pBjgtko utiSan procesom metilacije (Agiree i sur.,
2003), u posljednjih nekoliko godina nekoliko studija je pokazalo da je metilacija novi
mehanizam kojim se regulira p53. Doista, metilacija lizina [ava ili suprimira transkripcijsku
aktivnost p53. Tako metilacija lizina na spemfm mjestima na C-kraju proteina po@ea ili
smanjuje transkripcijsku aktivnost p53 ovisno o mjestu metiliranosti. Lizin sjpecifiemetilaza
KDM1 (LSD1) posreduje demetilacijp53 i tako sprdava interakciju p53 sa svojim ko-
aktivatorom 53BP1, vaznim za izazvanje apoptoze.

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

metilaciju u histona H3 i H4, te tako posreduju transkripcijska aktivnost p53. Stoga u odgovoru
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na stanimi stres, mgudjelovanje metilacije i demetilacijp53 uz druge posttranslacijske
promjenae podeSava aktivnost p53 u kjmi@ djeluju il na stvaranje tumora (Scoumanne i Chen,
2008).

Gubitak funkcionalnog proteina p53 rezultira izrazito gaom ekspresijom DNMT1
(Peterson i sur., 2003). Naime, yeao je da p53 tvori kompleks s DNMT1 i na tajlmaga
inhibira i spreava metilaciju. Gubitkom p53 dolazi do poreim@ metilacije DNA,
rasprostranjene metilacijetoka CpG, te posebice utiSavanja drugih tumor supresorskih gena.
Mutirani pak TP53 ima [@stu promjenu citozina u timin na metiliranim dinukleotidima CpG
(Peterson i sur., 2003).

2.4.3 Metode otkrivanja metilirane DNA

U posljednjih desetak godina doslo je do [paog napretka u razvoju metoda koje se
koriste u analizi metiliranosti DNA. Od getnih analiza, ogrargnih na odréene lokuse, danas
smo u mogunosti vrsiti analize nafgtavom genomu s rezolucijom od jednog para baza.
Rasporgenost metilnih skupina moZze prenositi epigefeti informaciju ozndavajuii
transkripcijski aktivne ili utiSane regije. Metim, da bi metilacijski biljeg ostao vidljiv i nakon
hibridizacije razvijeni su tretmani DNA koji prethode oglvanju metiliranosti u svrhu [uvanja
metilnih biljega (Laird, 2010.) Buditda su uzorci DNA uglavnom dobiveni iz kolekcije stanica
koje mogu imati razlpte metilacijske obrasce, distribucija tiieanosti citozina na poziciji 5
ugliika (5mC) u pojedinom uzorku moZe biti kpheksna. Stoga se analiza moze raditi ili
odreyivanjem obrasca metiliranih ciljnih sekvenci duz pojedine molekule DNA, ili {pdajem
prosjefme razine metiliranosti na odjenom lokusu u viSe molekula DNA (Laird, 2003).

Zbog [este mutacije 5mC u timin, pojedifma5mC [esto se gube, a bududa tijekom PCR
ili kopiranja DNA metiltransferaze nisu prisutnmetilacijski se biljeg moze izgubiti tijekom
takve amplifikacije. Stoga gotovo svi postupci koji se koriste u analizi metiliranosti DNA
specifime za slijed ovise o tretmanu DNA koji prethodi amplifikaciji ili hibridizaciji (Schones i
Zhao, 2008; Pomraning i sur., 2009).

Najznalajnije metode u obradi genomske DNA su koriStenje restrikcijskin enzima,

afinitetno obogavanje metilirajuih regija, te bisulfitna konverzija. Nakon pripreme genomske
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DNA, slijede razlifite molekularno-bioloske tehnike (kao npr. hibridizacija i sekvencioniranje), te
kombinirirajuli s prethodnom obradom DNA daju brojne tefxei moguinosti odrejivanja
obrazaca i profila metiliranosti DNA (Laird, 2010).

Za specifimo odrejivanje metiliranja pojedinih gena najranije studije koristile su enzime
osjetljive na ogranenje metiliranja, kojima bi razgradile DNA, a potom bi slijedilo umnazanje
fragmenata metodom PCR, te analiza Southern blotom (Sneider, 1980). U posljednje vrijeme
razvijeno je nekoliko novijih metoda koje semelje na obradi DNA restrikcijskim enzimima,
kao npr. RLGSRestriction Landmark Genome Scannijrg@)ja se najviSe Kkoristi za identifikaciju
utisnutih gena, te mjesta spedifo metiliranih u nekim tkivima ili karcinomima (Allegrucci i
sur., 2007).

Tako¥er, mnoge tehnike kombiniraju enzimatske metode obrade DNA s analizama koje se
temelje na tehnologijifpova, meju kojima su MCA Methylated CpG island amplificatipnili
MCAM (MCA with microarray hybridization(Omura i sur., 2008).

Umjesto hibridizacije nafippu uz tehnike obrade restrikcijskim enzimima, u novije se
vrijeme kombiniraju nove tehnike sekvenciranja, koje omiguspecifimu analizu metiliranosti
za svaki alel, s manjom kdiom DNA mogu pokriti veée& genomske regije, te izbjegavaju
hibridizacijske nespecifine signale (npMethyl-seg (Laird, 2010).

Za opseznije odrigvanje metiliranosti DNA u kompleksm genomima koriste se metode
koje kombiniraju pojdanje afinitetametiliranih regija upotrebom protutijela spedsfih za 5mC,

ili upotrebom metil-vezujuih proteina s afinitetom za metiliranu nativnhu genomsku DNA.
Najznafajnije takve metode su MeDIP, mDIR mCIP, koje se zasnivaju na oboi@&anju
metiliranih regija imunoprecipitacijom denatane genomske DNA s protutijelima spedmiim

za metilirani citozin, nakon kojeg slijedi hibridizacija fipovima-tilling array ili microarray)
(Weber i sur., 2005), te MIRAVethylated CpG Island Recovery Assdy tim metodama ulazna

| obogaiena DNA obiljezavaju se fluorescentnim markerima (Laird, 2010)

U novije doba popularne su metode koje se temelje na bisulfithom sekvencioniranju DNA.
To su precizne metode kojima se analizirdilinenost neke DNA regije, a koriste obradu DNA
natrijevim bisulfitom, a potom se slijedovi umnazaju metodom PCR. Pri tome dolazi do
konverzije nemetiliranog citozina u timin, dok metilirani citozin ostaje nepromijenjen. Prednost
je metode Sto treba malu k¢hiu genomske DNA, pa je pogodna za analizu i uzoraka
(Kaneda i sur., 2004).
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Slima je i metoda lafmnom reakcijom polimeraze spedifom za metilaciju (MSP, od
engl. methylation specific PORpri [gmu se nakon djelovanja bisulfita nemetilirani citozin iz
otoka CpG mijenja u uracil, dok se metilirani ne mijenja (Herman i sur., 1996).

Pirosekvencioniranje se taigr temelji na tretmanu DNA bisulfitom, nakdega se DNA
umnaZza s pfetnicom koja sadrzi biotin na 5° kraju. Pritom dolazi do oslabg pirofosfata, a
djelovanjem kaskade enzima javlja sgeflesni signal koji biliezi kamera. Jma signala
proporcionalna je omjeru metiliranosti (Tost i Gut, 2007).

Metode zasovane na bisulfitnoj konverziji teZze se prikagaju za hibridizacijske tehnike
na [ipu, te su do nedavno bile manje u upotrebi jer, uz izuzetak ostatka 5mC, bisulfitno tretirana
DNA ima tri umjesto [etiri baze, Sto rezultira smanjenom hibridizacijskom spgwsti (Laird,
2010). Najnovija razvijena tehnologija u tom smislulljlamina Infinium (GoldenGate Bead
Array, HumanMethylation BeadChjp

lllumina HumanMethylation450 BeadChipsigurava opseznu analizu CpG mjesta,
omoguiiju @ ispitivanje preko 485 000 metilacijskih egta po uzorku, uz rezoluciju od jednog
nukleotida. Metilacijska mjéa pokrivaju 99% genskih regija definiranih u zbiReference
SequencegRefSeq) (genomske sekvence koje seisk® kao referentni standardi za dobro
karakterizirane gene) (Pruitt i sur., 2012), sgpekom od 17 CpG mjesta po genskoj regiji.
Unutar genskih regija ispitivanmetilacijska mjesta raspojgna su u promotorima, 5’UTRJ
engl. untraslated regign prvim eksonima gena, samim genima, te 3'"UTR. Metilacijska mjesta
takoyer pokrivaju 96% otoka CpG definiranih u genomskom pregled@kenome Browser
(Rhead i sur., 2009), te pripad@uregije. Analizalllumina Infinium mjeri metiliranost DNA
koristeil kvantitativnu genotipizaciju Bulfitno konvertirane genomske DNA (Bibikova i sur.,
2011; Sandoval i sur., 2011; Rakyan i sur., 2011). U tablici 1. prikazani su glavni principi
suvremenih metoda alime metiliranosti DNA.
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Tablica 1 Glavni principi analize metiliranosti DNA

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

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

Reverzibilnost epigeneiih promjena karakteristika je koja omoijje novi pristup
dijagnostici i terapiji mnogih bolesti (dijabetes, kardiopulmonalne bolesti, neuroloski p@jeme
autoimune bolesti, te karcinom). Lignje bi moglo ukljyvati otkrivanje ranih epigenefih
promjena kao ranih ,markera“ bolesti, uravnotezenje mreze epidiehetzbivanja u tzv.
prekancerozama s idejom pokuSaja $@wvanja razvoja karcinoma, te speff terapije
epigenomskim lijekovima koji bi procese mogli vratiti ,unazad” (Gall-TroSel;j i sur., 2009).

Hipermetiliranost otoka CpG pojedinih tumor supresorskih gena specig za pojedine
karcinome. Tako je npr. hipermetiliranost glutation S-transferaze (GSTP1) karaptarisé
karcinom prostate, Sto moze omaigjudokazivanje tumorskih stanica u serumu ili ekskretima
pacijenata koji boluju od zl@dnih bolesti (Esteller, 2006). Razvoj epigenetike doveo je i do
klini [xe primjene prvih lijekova, koji mogu mijenjati stanje kromatina ili obrazac metiliranja
DNA (Egger i sur.,, 2004). Radse o inhibitorima enzima, DNA-metiltransferaza ili histon
deacetilaza, od kojih su neki ueodobreni od strane amdkbg FDA (Food and Drug
Administration) ili se nalaze u fazi ispitivanja (Vidaza i Decitabin) u geju pacijenata koji
boluju od mijelo-displasimog sindroma Nlyeloid Displastic SyndromeMDS), te nekih
leukemija. Oni se ugriju u DNA stanica koje se dijele i vezu na sve tri DNA metiltransferaze,
fime inhibiraju metilaciju, te dovode do ponovakspresije prethodno utiSanih gena (Vigna i
sur., 2011; Deneberg, 2012).

Kako su principi epigeneljie terapije tek u zetku, vazan problem kojie biti potrebno
rijeSiti njihova je neselektivnost. Tako Decitabin pokazuje tplesi mutagene efekie vivo, te
je dokazano da mozZe uzrokovati remodeliranje kromatina neovisno o svojoj ulozi vezanoj za
metiliranost citozina (Laird, 2005). Novija Klifa istraZzivanja usmjeravaju se prema
kombinacijama lijekova-inhibitora DNA metiltrafgsaza i histon deacetilaza, koji bi sinergjisii

imali potencijalno bolji yinak na reaktivaciju epigendki utiSanih gena (Laird, 2005).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 Uzgoj stanica

Za istrazivanje smo Koristili kulturu stanica SaOS2 Tet-ON, @aniniju osteosarkoma
mvjeka koja eksprimira rtTA transakator u prisutnosti induktora (ATCC Broj: HTB-85™,
oznaka: Sa0S2). Stanice su uzgajane u igkuranjivoj podlozi DMEM (od englDulbecco's
modified Eagle's mediunuz dodatak 10% seruma fetusa goveda (od. éetll bovine serum,
FBS, 2 mM L-glutamina (Sigma Aldrich, SAD), 0Jedinica/ml penicilina (Pliva, Zagreb), 100
ug/ml streptomicina (Pliva, Zagreb) te 10 mM HEPES (Sigma Aldrich, SAD). Stanice su rasle u
sterilnim plastimim posudama u inkubatoru za uzgoj stanica pri 37°C uz 5% iGMaznu

atmosferu.
3.2 Indukcija stanica

Nakon $to smo stanice izbrojali, nasadili smo 5 kst@nica u 3 mL stafe suspenzije u
svaku od[etiri Petrijeve zdjelice promjera 60 mm. Dvije Petrijeve zdjelice sadrzavale su stanice s

genom koji kodira TAp73, a dvije s genom koji kodiralNp73., oba pod kontrolom

tetraciklinskog promotora (tablica 2).

Tablica 2 Uzorci stanica

TAp73.+ 3 L Dox (INDUCIRANE) TAp73. — Dox (KONTROLA)
(TAl) (TAK)
(Np73. + 3 L Dox (INDUCIRANE) (Np73. — Dox (KONTROLA)
(CNI) ( (NK)
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Tet-ON sustav koristi kimefki transaktivator kako bi se regulirala transkripcija gena od
interesa s utiSanog promotora. Transaktivator rtTA (fuzija rTetR- reverznog Tet represorskog
proteina i VP16 aktivacijske domene (AD) virusa herpes simplex) eksprimiran je s konstitutivhog
promotora ili tkivno specifinog promotora. RtTA se veze za TRE (Tet Response Element) u
tihom promotoru i aktivira transkripciju gena adteresa u prisutnosti induktora tetraciklina
(slika 4)

Slika 4. Shema requlacije gena kod Tet-On sustava

rTA se veZze za TRE i aktivira transkripciju gena od interesa u prisutnosti induktora doksiciklina
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Nakon 48 sati uklonili smo staru hranjivu podlogu. U dvije Petrijeve zdjelice dodali smo
po 3 mL nove hranjive teki@ podloge, a u dvije po 3 mL hranjive takupodloge s dodatkom
doksiciklina (Clontech, SAD) u korimoj koncentraciji od 1 g/mL.

3.3 Izolacija proteina iz stanica

Proteine smo izdvojili iz stanica 24 sat&koa indukcije. Ukratkostanice smo sakupili
strugalicom policemar), prebacili u epruvetu od 15 ml i isprali jo$ jednom hladnim sterilnim
fosfatnim puferom (PBS, od enghhosphate buffered salipge centrifugirali pri 1500ug, 7 min
pri 4°C. Nakon toga supernatant smo uklonili vakuumskom sisaljkom i na stanice dod&li 50
smjese inhibitora proteaza Complete, Mini, EDTA-free, Protaab#itor cocktail tablets
(Roche, Njemdixa). U uzorak smo dodali pufer za nanoSenje uzoraka Laemrakofcentriran
(0,25 M Tris- HCI pH 6,8; 20% DTT,; 8% Ndodecil sulfat (SDS); 40% glicerol; 0,008%
bromfenolno plavilo) te sonificirali 2u 15 koriStenjem ultrazvime sonde velne 1 mm (1
ciklus, 80 amplituda) (Labsorfiv, B. Braun Biotech International, Sartorius group, SAD), i
zagrijali u termobloku pri 95°C, 3 min. Otopine proteina odmah smo analizirali u

denaturairajugm poliakrilamidnom gelu.

3.4 Odrejivanje koncentracije proteina metodom BCA

Koristili smo plastime plofice s 96 bunaria. U bunarie@ smo nanosili po 10 pl otopine
albumina iz govéeg seruma u koncentracijama 125, 250, 500, 750, 1000 i 13060, zatim 10
| kvarcne vode kao slijepe probe, i 1 odgovarajuieg uzorka proteina razrijenog u 9 |
kvarcne vode. Na kraju smo u svaki burniedtbdali 200 | reagensa BCA Protein Assay Kit
(Pierce, SAD) razrijgenog kvarcnom vodom u omjeru 1:5 i promijeSali kratko na tresilici.
Inkubirali smo 30 min pri 37°C te zatim izmjerili apsorbanciju pri 570 nmjiteaju ELISA
(Multiskan MS Labsystems, Finska).
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Sve smo radili u triplikatu. Na temelju podataka dobivenih za otopine proteina albumina
razli ficih koncentracija izradili sm bazdarnu krivulju pomi koje smo odredili koncentraciju

pojedinih uzoraka.

3.5 Elektroforeza u denaturiraju @&m gelu poliakrilamida

Proteine smo razdvoijili u 8%-tnom denaturirégm gelu poliakrilamida (SDS- PAGE, od
engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoyeSiel se sastoji od dva dijela
puferirana kod razlitog pH: donji gel za razdvajanje (tabliBxi gornji gel za sabijanje uzoraka
(5%) (tablica 4).

Tablica 3.Sastav smjese za doniji gel

Sastojak Volumen/mi
ReH0O 4,0
30%-tna matma otoping 3,3
akrilamida

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

10 %-tni SDS 0,1

10 %-tni amonijev persulfat| 0,1

TEMED 0,004
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Tablica 4 Sastav smjese za gornji gel

Sastojak Volumen/mi
ReH0O 3,4
30%-tna matma otoping 0,83
akrilamida

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

10 %-tni SDS 0,05

10 %-tni amonijev persulfat| 0,05
TEMED 0,005

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

3.6 Prijenos proteina s poliakrilamidnog gela na membranu nitroceluloze

Nakon razdvajanja proteina denaturir@m elektroforezom u gelu poliakrilamida,
proteine smo iz gela prenijeli na odgovar@jumembranu. Koristili smo nitroceluloznu
membranu velfine pora 0,45 pm (BioRad, SAD) izrezanu na dimenzijuulQ5 cm. Prijenos je
tekao pri konstantnoj jakosti struje (200 mA, 1 sat) uzdrng pri 4°C, na magnetskoj mjesalici
u puferu za prijenos (184 mM Tris- baza; 140 mM glicin; 20% metanol). Za prijenos proteina

koristili smo sustav Mini- Protean Il (BioRad, SAD).
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3.7. Analiza proteina metodom Western blota

Nakon prijenosa proteina ha membranu nitroceluloze odredili ginkavitost prijenosa.

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

Nadalje, da bi sprij@i nespecifimo vezivanje, membranu smo inkubirali u reagensu za
blokiranje- 4%-tnoj otopini nemasnog mlijeka (Nestle, Svicarska) u puferu TBST tijekom 30 min
pri sobnoj temperaturi. Nakon toga membranu smo inkubirali u otopini odgoEggyumarnog
protutijela tijekom sat vremena pri sobnoj temperaturi ili preké pio 4°C. Primarno protutijelo
pripremili smo u reagensu zaokiranje te membranunkubirali u otopini primarnog protutijela
preko naii pri 4°C. Prije primjene sekundarnog prijjiela membranu smo ispirali tri puta po 10
min u otopini TBST. U otopini sekundarnog protugjepripremljenog u reamnsu za blokiranje,
membranu smo inkubirali tijekom 60 minuta uz zibanje.

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

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

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

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

3.8 lzdvajanje DNA iz stanica

Genomsku DNA izolirali smo iz stanica te dodali 50@ufera za lizu (50 mM Tris-HCI,
pH 8,5; 1 mM EDTA, 0,5% Tween 20). Zatim smo dodali proteinazu K (Sigma, Nj@ndo
koname koncentracije 100g/ml i uzorak inkubirali preko ni pri 37(C. Sljedeiidan dodali smo
jednaki volumen fenola (Kemika, Hrvatska). Laganim mijeSanjem tijekom 10 minuta nastale su
dvije faze koje smo izmijeSali u emulziju. Faa®o potom razdvojili centrifugiranjem tijekom 10
minuta pri 13 000 rpm pri sobnoj tempairi. Gornju, vodeu fazu izdvojili smo ufpstu, sterilnu
epruvetu, a pr@is @vanje fenolom ponoviio$ dva puta. Vodenu fazu smo potom [msbli s tri
volumena smjese kloroform-izoamilni alkohol u omjeru 24:17. I1z[ipréne vodene faze DNA
smo precipitirali hladnim (-2LC) apsolutnim etanolom (Kemika, Hrvatska). Talog DNA smo
kratko posusili pri 3@C, otopili u puferu TE (10 mM Tris- HCI; 1 mM EDTA, pH 8,0) i pohranili
pri 4(C.
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3.9 Odreyivanje koncentracije DNA

Koncentraciju DNA u uzorcima odredili smo spektrofotometrijski najajte Lambda 25
(PerkinElmer, SAD) pri valoj duljini od 260 nm. Pomdu izmjerene optiixe gustag, OD (eng.

optical density, izrajunali smo masenu koncentraciju DNA prema sljigérmuli:

c (DNA) = 0D x R x 50 g/ml

gdje je:
¢ - masena koncentracijg/ml),
OD - optjixa gustaa ofitana pri valnoj duljini od 260 nm
R - razrjgenje u kiveti,
ekstinkcijski koeficijent za DNA (5@/ml)

3.10