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1. Uvod

HDAC inhibitori izazivaju zaustavljanje stani¢nog ciklusa, diferencijaciju i smrt stanice raka
te smanjuju angiogenezu i druge stani¢ne dogadaje (Glozak and Seto, 2007; Dawson and
Kouzarides, 2012). Li i sur. (2020) opisuju strukture histon deacetilaza i njihove temeljne
bioloSke funkcije, bioloSke mehanizme histon deacetilaza te potencijalne inhibitore histon

deacetilaza kao novih preciznih terapijskih pripravaka za lijecenje tumora.

Perla i sur. (2020) su ustanovili da inhibitori HDAC pokazuju antitumorsko djelovanje u
eksperimentalnim modelima specificnih tipova djecjih mozdanih tumora kao nove klinicke
perspektive u upotrebi inhibitora HDAC za lije¢enje tih tumora. Na napredak kolorektalnog
karcinoma utjecu ujedno geneticke i epigeneticke regulacije. Yeh i sur. (2020) su koristili
podatke iz baze podataka za procjenu protein-protein interakcija te gena koji kodiraju za
molekule ukljucene u regulacijske mreze s ciljem konstrukcije lijekova koji ¢e sadrzavati vise
molekula za terapiju sprjeCavanja napretka razvoja kolorektalnog karcinoma. Freitas i sur.
(2021) su istrazivali ulogu inhibitora HDAC u terapiji raka grli¢a maternice izazvanog HPV-om,
glavnim rizi¢nim faktorom ove vrste raka. Yeon i sur. (2020) opisali su ulogu inhibitora HDAC,
samih ili u kombinaciji s drugim lijekovima u svladavanju rezistencije kod metastatskog
melanoma. Hontecillas-Prieto i sur. (2020) opisuju mogucnosti i specificne ucinke samostalne
terapije upotrebom inhibitora HDAC, koji nisu uoceni u kombinacijskim terapijama tumora u

pretklinickim i klinickim istraZivanjima.

Na temelju signalnih puteva stanicne MAP (mitogen aktivirane protein)-kinaze, koji su
povezani s rakom prostate, Corno i sur. (2020) potvrdili su ucinkovitost lijekova HDAC6
inhibitora i MEK (MAP kinaza/ekstracelularna signal-reguliraju¢a kinaza) inhibitora u modelima
raka prostate. Uzeli su u obzir da inhibitori HDAC mogu reaktivirati ekspresiju gena koji
favoriziraju stanicni odaziv na lijekove. Hu i sur. (2020) proucavali su mogudi signalni put i
molekularni mehanizam prema kojem su HDAC 1 i 3 epigeneticki potisnuli ekspresiju
specificnog transkripcijskog faktora tijekom epitelno-mezenhimskog prijelaza (pretvorba
epitelnih stanica u mezenhimske stanice) kod raka jetre. Chen i sur. (2020) opisali su /in vitro
i /n vivo antitumorsko djelovanje 2-O-metilmagnolola na hepatocelularni karcinom, koje je

povezano s inhibicijom HDAC.

Stoga je cilj ovog zavrsnog rada dati pregled istrazivanja epigenetickih terapija upotrebom
inhibitora HDAC za razlicite vrsta tumora.



2. Uloga enzima histonske deacetilaze u humanim stanicama

Vincent Allfrey i suradnici su 1964. otkrili acetilaciju lizinskin ostataka histona te
pretpostavili da bi mogla igrati ulogu u ekspresiji gena djelovanjem na metabolizam RNA u
jezgri i transkripciju gena. Navedeno istrazivanje je potaknulo buduca istrazivanja koja su
dovela do sadasnjih spoznaja o acetilaciji proteina. Danas je acetilacija lizina na £-amino grupi
dokazano jedna od najc¢escih posttranslacijskih modifikacija u eukariotskim stanicama.
Acetiliranjem dolazi do neutralizacije pozitivnih naboja na ostatcima lizina pa acetilirani proteini
mogu stupiti u kontakt s razli¢itim molekulama i poprimati razliCite strukture nabora (Kulka i
sur., 2020).

Acetilacija proteina standardni je primjer reverzibilne posttranslacijske modifikacije, koja
se prilagodava potrebama stanice i okoliSnim promjenama. Reverzibilna acetilacija lizina igra
kljuénu ulogu u mnogim bioloskim procesima ukljucujuéi ekspresiju gena, promjenu strukture
kromatina, kontrolu stani¢nog ciklusa, signalizaciju u stanici i kontrolu kvalitete proteina.
Enzimi koji kataliziraju acetilaciju ostataka lizina te ostavljaju takozvane acetilacijske oznake
su histonske acetiltransferaze (HAT), a enzimi koji kataliziraju reverzibilnu reakciju i uklanjaju
acetilacijske oznake su histonske deacetilaze (HDAC). Na slici 1 je prikazana acetilacija i

reverzibilna reakcija acetilacije lizina (Singh i sur., 2018).

Naziv HDAC upucuje na cinjenicu da su mnogi ostatci lizina u histonima acetilirani, $to
donekle objasnjava epigeneticki aspekt HDAC -i time inhibitora HDAC (HADCi). No dokazano
je kako tisu¢u drugih proteina u citoplazmi i jezgri mogu biti acetilirani i deacetilirani.
Posljedi¢no, ve¢ina HDAC inhibitora djeluju na proteine u citoplazmi i jezgri, $to podrazumijeva
da inhibitori HDAC ne djeluju samo na histone, nego i na druge proteine ovisno o specifi¢nosti

djelovanja njihovog razreda (Kulka i sur., 2020).

Postoje regulatorni proteini, koji posjeduju specificnu domenu koja prepoznaje acetilirani
lizin nazvanu bromodomena. Bromodomena sadrZi oko 110 aminokiselina formiranih u klupko
od Cetiri uzvojnice s peptidnom vezom na jednom kraju (Bumba, 2019). Proteini s
bromodomenom djeluju kao ,Citadi* te prepoznaju oznake acetilacije. Oni prenose signale
acetilacije nizvodnim signalnim kaskadama rezultirajuci daljnjim modifikacijama histona ili
promjenama strukture kromatina te krajnje oblikuju stanicu u razli¢ite fenotipove (Kulka i sur.,
2020).
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Slika 1. Acetilacija histona na N-terminalnom kraju lizina, ovisna o Acetil-CoA, pomocu histon
acetiltransferaze (HAT) i reverzibilna reakcija pomocu histon deacetilaze (HDAC) (Singh i sur.,
2018)

2.1. Acetilacija histona

Histoni su proteini, koji organiziraju DNA, tj. kromatin u kompaktnu formu zvanu
nukleosom te Cine proteinski kostur kromatina. Jacina veze izmedu jedinica histona i DNA moze
se odrediti acetilacijom lizinskih ostataka histona. Acetilacija odredenih lizinskih ostataka
histona (H2A, H2AX, H2B, H3, H4) ima svoju funkciju (Kulka i sur., 2020). Na slici 2 je prikazana

struktura nukleosoma (Kinner i sur., 2008).

Acetilacija histona utjeCe na transkripciju razliitim mehanizmima. Acetilacijom se
neutralizira pozitivni naboj lizinskih ostataka unutar histonskih repova, ¢ime se opusta
struktura kromatina. Uzrok tome je gubitak afiniteta histona prema negativno nabijenim
fosfatnim skupinama DNA pa veza izmedu DNA i histona slabi. Dovoljan broj acetiliranih
ostataka stvara otvoreni oblik nukleosoma, koji omogucava transkripciju gena pomocu RNA
polimeraze. Acetilirani histoni takoder sluze kao mjesta vezanja aktivatora transkripcije poput
prije spomenutih proteina s bromodomenom, koji ocitavaju acetilacijsku oznaku na ostatcima
lizina unutar histona. Opcenito se acetilacija histona povezuje s aktivacijom transkripcije. S
druge strane se deacetilacija histona povezuje s represijom transkripcije. Deacetilacijom lizinski
ostatci opet poprimaju pozitivan naboj pa se afinitet negativno nabijenih fosfatnih skupina DNA
kostura prema amino krajevima histona povecava te dolazi do zbijanja kromatina (Haberland
i sur., 2009).



Ostale funkcije acetilacije lizina su popravak DNA (H2AX na Lys5 i Lys36, H2A na Lys5, H3
na Lys9, 14, 18, 23, 27, 36, 56 i H4 na Lys5, 8, 12, 16, 91), taloZenje histona (H3 na Lys9,14
i H4 on Lys5, 12), transkripcijska elongacija (H3 na Lys14 i H4 na Lys8), sklapanje kromatina
(H3 na Lys56), utiSavanje telomera (H4 na Lys12), dekondenzacija kromatina (H4 na Lys16) i
replikacija DNA (H4 na Lys91). Acetilacija H2A i H2B veéim dijelom sudjeluje u aktivaciji
transkripcije dok acetilacija na H2AX, H3 i H4 ostatcima lizina moZe imati razlicite ucinke.
Zaklju¢no, deacetilacija histona s inhibitorom HDAC je nuZna za promjenu strukture kromatina,

mnoge ,,downstream® procese i regulatorne puteve (Kulka i sur., 2020).
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Slika 2. Model Cestice jezgre nukleosoma prikazuje interakcije DNA s histonima jezgre (Kinner
i sur., 2008)

2.2. Znacaj telomera u razvoju tumora

Telomere su nukleotidne i proteinske strukture na krajevima kromosoma eukariota.
Znacajne su u zastiti linearne DNA od degradacije. Vaznu ulogu u tome igra struktura
kromatina. Dokazano je da su specificne posttranslacijske modifikacije histona poput
metilacije, acetilacije i ubikvitinacije potrebne za odrZzavanje okolisa kromatina, koji osigurava
oCuvanje telomera. Nepravilna regulacija telomera moZze rezultirati u genetickoj nestabilnosti
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te uzrokuje povecane stope starenja stanica i mnoge bolesti poput tumora (Jezek i Green,
2019).

Razvoj tumora rezultat je nakupljanja genetickih mutacija u stanici. Vrste organizama
duzeg zivotnog tijeka i vece veliCine imaju vedi rizik razvoja tumora zbog veceg broja stani¢nih
dijeljenja i vece izloZzenosti mutagenima. Unatoc tome samo 25% starijih ljudi umire od tumora
dok taj broj iznosi 90% kod starih miSeva. Taj fenomen se objaSnjava razvojem mehanizama
protiv nastanka tumora u ljudi. Represija telomeraze zajedno s kraéim telomerama kroz dugi
evolucijski period omogucila je sprjecavanje nekontrolirane proliferacije, tj. povecanja broja

stanica (Yuan i sur., 2019).

Telomere su zajedno s centromerama sastavnice kromosoma od izuzetne vaznosti za
prezivljavanje i oCuvanje stanica. Osim spomenutih mehanizama ocuvanja, telomere su
regulirane na mnogim razinama pomocu izrazito slozenih epigenetickih sustava. Uzrok tome je
kombinacija epigenetickih svojstava eukromatina i heterokromatina, sto ih cini specifi¢nim
regijama razli¢itim od ostatka kromatina. Takoder su vazne okolne regije subtelomera i
pericentromera za sustave regulacije telomera i centromera. Poremecaji u njihovoj regulaciji
dovode do nestabilnosti cjelokupnog genoma, Sto dovodi do starenja stanica te razvoja
razliCitih bolesti. Provedena su brojna istrazivanja sustava regulacije telomera i centromera, ali
nisu postignuti jednoznacni rezultati pa su potrebna daljna istraZivanja za pravilno i potpuno
razumijevanje tih mehanizama te njihovu mogucu primjenu u prevenciji i lije¢enju tumora
(Achrem i sur., 2020).

2.3. Klasifikacija i karakterizacija histonskih deacetilaza (HDAC)

HDAC su enzimi, koji kataliziraju reakciju deacetilacije histona. One uklanjaju acetilne
funkcijske skupine s e-amino kraja lizinskih ostataka unutar histona. Osim regulacije razine
acetilacije histona u kromatinu, mogu katalizirati deacetilaciju razli¢itih nehistonskih supstrata
poput proteina ukljucenih u angiogenezu, apoptozu, razvoj tumora i kontrolu stani¢nog ciklusa
(New i sur., 2012). Na temelju toga HDAC reguliraju ekspresiju tumor-supresorskih gena te su
znacajne u mnogim ljudskim bolestima, Sto ih ¢ini obecavajuéima za ciljano lijeCenje tumora
(Mottamal i sur., 2015).

Identificirano je 18 humanih HDAC te su opisane i klasificirane u dvije porodice i Cetiri
razreda na temelju homologije s deacetilazama kvasca, veli¢ine i lokalizacije u stanici. Prva
porodica za deacetilaznu aktivnost zahtijeva cinkov ion (Zn?*) kao kofaktor te uklju¢uje HDAC
1-11 (Losson i sur., 2016).



Razredu | pripadaju HDACL1, 2, 3 i 8 te su homolozi RPD3 proteina kvasca. Locirani su u
jezgri i sudjeluju u prezivljavanju i proliferaciji stanice. Razred Il se dijeli ha dva razreda te ga
Cine homolozi histon deacetilaze 1 (HDAC1) kvasca. Igraju ulogu specifinu s obzirom na tkivo
i mogu se nalaziti u jezgri i/ili citoplazmi. HDAC4, 5, 7 i 9 pripadaju razredu lla i posjeduju
jednu kataliticku domenu dok proteini razreda IIb (HDAC6 i 10) posjeduju dvije kataliticke
domene te se mogu pronadi iskljucivo u citoplazmi (Seto i Yoshida, 2014). Razred IV ¢ini samo
jedan protein, HDAC11. Regije u katalitickom centru slicne su razredima I i II te se stoga
takoder svrstava u Zn?* ovisne HDAC. Djeluje kao imunomodulator te utjeCe na replikaciju
DNA (Mottamal i sur., 2015).

Druga porodica zahtijeva NAD* kao kofaktor te ju cine sirtuini (SIRT) 1-7 povezani s
regulatorom-2 tihih informacija deacetilaze kvasca (Sir2). Nalaze se u jezgri, citoplazmi i
mitohondrijima te vrSe razne funkcije od regulacije metabolizma do preZivljavanja i starenja
stanica te apoptoze (Losson i sur., 2016). Klasifikacija HDAC i detaljan opis njihovih funkcija

prikazani su u tablici 1 (Mottamal i sur., 2015).

Brojcanost i enzimska aktivnost HDAC u stanicama se regulira na razlicitim razinama gotovo
iskljuCivo protein-protein interakcijama. Mnoge HDAC su regulirane posttranslacijskim
modifikacijama i podstanicnom lokalizacijom. Slabije je istrazena regulacija proteolitickim
procesiranjem, dostupnoscu kofaktora i kontrolom ekspresije gena. Potpuno razumijevanje tih
mehanizama regulacije ¢e pridonijeti znanju o strukturi kromatina i kontroli gena te ¢e
pridonijeti razvoju terapeutskin HDAC inhibitora poboljSane specificnosti (Sengupta i Seto,
2004).

2.4. Uloga HDAC u epigenetici i stanicama tumora

Nedavna istrazivanja ukazuju da stanice raka imaju povecane koncentracije HDAC. Prema
klini¢kim i pretklinickim istrazivanjima, HDAC razreda I stimuliraju proliferaciju stanica i njihovo
prezZivljavanje. Pokazalo se da je HDAC1 prekomjerno eksprimirana u raku prostate, Zeluca,
debelog crijeva i dojke. HDAC2 je odgovorna za gubitak ekspresije APC (adenomatozna
polipoza koli) u kolorektalnom karcinomu (CRC). Takoder pokazuje poveéanu ekspresiju kod
raka Zeluca i raka vrata grlica maternice. HDAC3 i HDAC6 takoder pokazuju povecanu
koncentraciju u stanicama karcinoma kolona i dojke. Jedan od problema kod tumora je
heterogenost uzrokovana razli¢itim epigenetickim uzorcima, mutacijama ili kombinacijom
oboje. Geneticka varijabilnost je ponekad prisutna u stanicama sli¢nih fenotipova. Takoder je
prisutna u stanicama, koje potjecu od jedne tumorske populacije, ali imaju razlicite fenotipove.
Ta zapazanja podupiru hipotezu da epigenetika igra vaznu ulogu u razvoju raka. Epigeneti¢kim

promjenama se onkogeni mogu aktivirati, a tumor-supresorski geni potisnuti bez utjecaja na
6



genotip. Pretpostavlja se da molekularni pratitelji poput proteina toplinskog 3oka djeluju kao

regulatori medusobnog djelovanja genotipa i fenotipa te pruzaju evolucijski pufer za zastitu

stanica od malignih transformacija (Kulka i sur., 2020).

Tablica 1. Klasifikacija histonskih deacetilaza (HDAC) (Mottamal i sur., 2015)

I HDAC1
HDAC2

HDAC3
HDACS8
1A HDAC4

HDACS5

HDAC7

HDAC9

11B HDAC6

HDAC10

v HDAC11

i SIRT1

SIRT2

SIRT3

SIRT4

SIRT5

SIRT6
SIRT7

Ovisni 0 Zn?%*

jezgra
jezgra

jezgra
jezgra
jezgra/citoplazma

jezgra/citoplazma
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jezgra/citoplazma
citoplazma
citoplazma
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preZivljavanje i proliferacija stanica
proliferacija stanica, rezistencija na
inzulin

preZivljavanje i proliferacija stanica
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glukoneogeneze

kardiovaskularni rast i funkcija,
glukoneogeneza, sréani miociti i funkcija
endotelnih stanica

diferencijacija timocita, endotelna
funkcija, glukogeneza

homologna rekombinacija, diferencijacija
timocita, kardiovaskularni rast i funkcija
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citoskeleta

homologna rekombinacija, preZivljavanje
stanica posredovano autofagijom
imunomodulatori i replikacija DNA

Ovisni o NAD*

jezgra, citoplazma
jezgra

mitohondriji

mitohondriji

mitohondriji
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starenje, redoks regulacija, preZivljavanje
stanica, regulacija autoimunog sustava
preZivljavanje stanica-kretanje i invazija
stanica

ciklus uree, redoks ravnoteza, regulacija
ATP -a, metabolizam, apoptoza i
signalizacija stanica

regulacija ATP-a, metabolizam, apoptoza
i signalizacija stanica

ciklus uree, metabolizam energije,
regulacija ATP -a, metabolizam,
apoptoza i signalizacija stanica
regulacija metabolizma

apoptoza



3. Inhibitori histonske deacetilaze - epigeneticki regulatori u procesu

razvoja tumora

Inhibitori HDAC su enzimi, koji inhibiraju reakciju deacetilacije histona i drugih proteina.
Posjeduju protutumorsko djelovanje s relativho slabim ucinkom na normalno tkivo. Djeluju
putem razli¢itih mehanizama te su provedena i trenutno se provode brojna pretklinicka i
klinicka istrazivanja HDAC inhibitora u cilju njihovog odobrenja za lijeCenje odredenih vrsta
karcinoma (Stimson i sur., 2009). Inhibitori HDAC imaju snazan ucinak na strukturu kromatina
i time na aktivnost transkripcije regije kromatina pogodenog gena. Inhibitori HDAC mogu se
smatrati potvrdenim epigenetickim modulatorima jer utjecu na ocitavanje gena bez promjene
sekvencije DNA (Olzscha i sur., 2015).

Prvi otkriveni inhibitor HDAC je prirodni antifungalni antibiotik trihostatin A. Njegov
strukturni analog, Vorinostat (Zolinza®), odobren je u listopadu 2006. za lijeCenje
uznapredovalog primarnog koznog limfoma T-stanica kao prvi FDA odobren inhibitor HDAC.
Romidepsin (Istodax®) je takoder odobren za njegovo lijecenje u 2009. te u 2011. za lijeenje
perifernog limfoma T-stanica. Belinostat (Beleodag®) je odobren od FDA u 2014. za lijeenje
perifernog limfoma T-stanica. Panobinostat (Farydak®) odobren je 2015. za lijecenje multipli

mijeloma (Kulka i sur., 2020).

HDAC inhibitori se mogu klasificirati na temelju kemijske strukture i specfi¢nosti za razlicite
razrede HDAC. Takoder se u novije vrijeme koriste kvantitativna masena spektrometrija i
hvatanje afiniteta za identifikaciju ciljanin HDAC kompleksa, kao i izoliranih HDAC. Prema
supstratu se dijele na razredno selektivne inhibitore HDAC i pan-inhibitore HDAC, koji inhibiraju
viSe od jednog razreda HDAC te vecina HDAC inhibitora pripada toj skupini (New i sur. 2012).
Prema kemijskoj strukturi razlikujemo Sest razreda HDAC inhibitora: karboksilati male
molekulske mase, hidroksamske kiseline, benzamidi, epoksiketoni, ciklicki peptidi i hibridne
molekule. Vec¢inom djeluju na HDAC razreda I, II i IV vezanjem kataliticke domene s Zn?*
(Drummond i sur., 2005). U tablici 2 je prikazana podjela inhibitora HDAC s obzirom na

strukturu, supstrat i vrstu tumora na koju djeluju (Singh i sur., 2018).



Tablica 2. Klasifikacija inhibitora histonske deacetilaze (HDACI) (Singh i sur., 2018)

Kemijski HDACI HDACI Specificnost Faza klinickog
razred supstrat tumora ispitivanja
hidroksamske vorinostat razred I, I1'i IV~ koZni limfom T- odobren 2006.
kiseline stanica
belinostat razred I, I1'i IV periferni limfom T- odobren 2014.
stanica
panobinostat razred I, 111 IV multipli mijelom odobren 2015.
resminostat  razred I i Il kolorektalni i faza Il

hepatocelularni
karcinom,
Hodgkinov limfom
givinostat razred I i Il kroni¢na limfocitna  faza Il
leukemija,
Hodgkinov limfom,

multipli mijelom

pracinostat  razred I, 11i IV akutna mijelogena  faza Il
leukemija
abeksinostat razred i Il kolorektalni i faza |

hepatocelularni
karcinom, ne-
Hodgkinov limfom,
Cvrsti tumori
kvisinostat razred i ll Cvrsti tumori, kozni  faza lill

limfom T-stanica

MPTOEO028 HDAC1, 2i 6 Cvrsti tumori, faza |
limfom B-stanica

CHR3996 razred | Cvrsti tumori faza |

CUDC101 razred I i Il Cvrsti tumori faza |

CuDC907 razred i ll multipli mijelom, faza |

limfom, Cvrsti

tumori
benzamidi entinostat razred | Cvrsti tumori faza li ll
kidamid HDAC1, 2, 3 i rak dojke faza Il i Il
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rikolinostat HDAC6 multipli mijelom, faza lill
limfom
tacedinalin razred | rak pluéa i faza Il
gusterace, multipli
mijelom
mocetinostat razred i IV Cvrsti tumori faza Il
ciklicki peptidi romidepsin razred | kozni i periferni odobren 20009. i
limfom T-stanica 2011.
masne valproinska  razred I i Il Cvrsti i hematoloski ~ faza 1l
kiseline kiselina tumori
AR-42 razred i llb akutna mijelogena  faza Il
leukemija
fenil butirat  razred I i Il Cvrsti i hematoloski  faza Il
tumori
pivaneks razred | i Il rak plu¢a nemalih faza Il

stanica, mijelom i
kroni¢na limfocitna

leukemija

Kulka i sur. (2020) dali su pregled ucinaka inhibitora HDAC na sustave kontrole kakvoce
proteina u organizmu i utjecaja na neke stani¢ne dogadaje vezane uz maligne bolesti. Chen i
sur. (2020) opisuju potencijalne terapijske ucinke inhibitora HDAC na T-stanice i B-stanice
limfoma primjenom razlicitih terapeutskih pristupa. Peters i sur. (2020) su potvrdili sinergizam
odobrenog sastojka inhibitora HDAC te lijekova koji blokiraju sintezu DNA i induciraju lomove
lanaca DNA. Ta kombinacija je povecala protutumorsko djelovanje na stanicne linije limfoma.
lannelli i sur. (2020) ocijenili su protutumorsko djelovanje kombinacije inhibitora HDAC i

standardnih lijekova za kemoterapiju.

Protutumorsko djelovanje pokazano je takoder u /7 vivo modelima karcinoma plocastih
stanica glave i vrata. Xu i sur. (2020) potvrdili su da novi inhibitor HDAC - hibrid poboljSava
protutumorsko djelovanje proucavanjem /n vivo i in vitro testova za potencijalnu terapiju raka
dojke. Mamdani i Jalal (2020) su proucavali dostupne pretklinicke i klinicke dokaze za upotrebu
inhibitora HDAC u terapiji karcinoma plu¢a ne-malih stanica (nemikrocelularni) i ucinkovitost
inhibitora HDAC u kombinaciji s terapijom karcinoma plu¢a ne-malih stanica usmjerenom na

inhibitore imunoloske kontrolne tocke i inhibitore tirozin kinaze. Primjenom nanomedicine
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postize se poboljSanje ucinkovitosti terapije inhibitorima HDAC zahvaljuju¢i mjesno-

specificnom otpustanju lijeka (Tu i sur. 2020).

4. Mehanizam djelovanja biofarmaceutika - inhibitora histonske

deacetilaze

Inhibitori HDAC induciraju zaustavljanje stani¢nog ciklusa, diferencijaciju stanica i apoptozu
te inhibiraju angiogenezu. Mehanizam protutumorskog ucinka ovisi o vrsti tumora, stadiju
tumora, dozi lijeka te o oboljelom pojedincu (Singh i sur., 2018). Inhibitori HDAC utjeCu na
stanicni sustav kontrole kvalitete proteina, koji obuhvaéa molekularne pratitelje, autofagiju i

sustav ubikvitin proteasoma (Kulka i sur., 2020).
4.1. Molekularni pratitelji

Molekularni pratitelji takoder poznati kao ,chaperone" proteini pomazu u pravilnom
savijanju proteina te sprjeCavaju agregaciju sintetiziranih polipeptidnih lanaca u
nefunkcionalne strukture. Zbog toga su vecina njih proteini toplinskog Soka. Savijanje proteina
je regulirano posttranslacijskim modifikacijama te one takoder reguliraju molekularne
pratitelje. Klasificiraju se prema homologiji sekvenci prema specificnim proteinima toplinskog
Soka i njihovoj molekulskoj masi: porodica HSP100/Clp, porodica HSP90, porodica HSP70,
porodica HSP60/GroEL i mali proteini toplinskog Soka (sHSP) (Jeng i sur., 2015).

HSP90 utjeCe na mnoge stanicne procese te igra klju¢nu ulogu u nastanku tumora.
Potvrdeno je razliCitim istraZzivanjima da je tijekom stresnih uvjeta, koji su posebno izrazeni u
stanicama tumora, razina HSP90 u stanicama visoka. PoviSena razina HSP90 pronadena je u
stanicama melanoma, raka dojke i jajnika, karcinoma Zeluca, gusterace i endometrija. HSP90
takoder moze uzrokovati metabolicke promjene u stanicama tumora i utjecati na transkripciju
specificnih onkogena. Na sebe veZze kromatin ili regulira faktore transkripcije tih gena poput
NF-kf3, STAT, p53 i Bcl-6 (Khurana i Bhattacharyya, 2015). Smanjenje aktivnosti HSP90 se
moZe inducirati inaktivacijom HDAC6, Ciji je supstrat HSP90, Sto je postignuto terapijom
panobinostatom protiv multiplog mijeloma (Kovacs i sur., 2005). HSP90 je zajedno s p300
klju€an supstrat u sustavu kontrole kvalitete proteina (Cosenza i Pozzi, 2018). Oba sudjeluju u
tumorigenezi, Sto ukazuje na vaznost razvoja HDAC6 specifi¢nih inhibitora. Tubastatin A je
primjer standardnog HDAC6 inhibitora (Wang i sur., 2016), ali je 2018. objavljen specifi¢niji
HDACS6 inhibitor pod imenom marbostat-100, Cija Ki vrijednost iznosi 0,7, $to je deset puta
manje nego K; vrijednost tubastatina A. Marbostat-100 dovodi do hiperacetilacije supstrata
HDACS6, a-tubulina. Specificnost se procijenila na temelju usporedbe povecanja koncentracije

acetiliranog H3 histona s HDAC1 i HDAC3 specificnim inhibitorom entinostatom. To povecanje
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koncentracije se takoder uocava kod panobinostata. Marbostat-100 je znatno specificniji od
panobinostata jer je uspjesniji u hiperacetilaciji a-tubulina. TubastatinA takoder dovodi do
hiperacetilacije a-tubulina, ali aktivira transkripcijski faktor toplinskog Soka, $to dovodi do

induciranja ekspresije HSP70 i HSP25 te povecanog prezivljavanja stanica (Kulka i sur., 2020).

HSP70 pomaze u savijanju te ponovnom savijanju proteina i savijanju ve¢ agregiranih
proteina. Dokazano je da je promotor HSP70 hipermetiliran u stanicama tumora te se
ekspresija HSP70 pobolj$ava metilacijom histona. U primjeru stanicne linije tumora humanih
plocastih stanica je metilacija histona H3 na lizinskim ostatcima Lys4 i Lys9 pojacala ekspresiju
HSP70 (Ban i sur., 2019). Romidepsin stabilizira acetilaciju HSP70, Sto vodi do pojacanog
vezanja onkogenih proteina (Cloutier i Coulombe, 2013). HSP70 takoder prepoznaje proteine
s motivima nalik na KFERQ te moze inducirati autofagiju posredovanu molekularnim
pratiteljima (CAM). Posljedicno tome postoje inhibitori, koji djeluju ujedno na molekularne
pratitelje te autofagiju poput trihostatina A i natrij butirata, koji mogu utjecati na strukturu
kromatina na lokaciji, gdje se nalazi HSP70 (Chen i sur., 2002). Inhibitor HDAC AR42 (OSU-
HDAC42) u kombinaciji s inhibitorom kinaze pazopanibom u stanicama melanoma inhibira

aktivnost ATPaze molekularnih pratitelja HSP90 i HSP70 (Booth i sur., 2017).
4.2. Autofagija

Autofagija je vazan fizioloski proces odumiranja stanice te je dio stani¢nog sustava kontrole
kvalitete proteina. Karakterizirana je masovnom razgradnjom stanicnih sastavnica, ukljucujuci
organele poput mitohondrija, te nepravilno savijenih i agregiranih proteina u stresnim
uvjetima. Ako je koli¢ina nepravilno savijenih proteina prevelika te ju sustav ubikvitin
proteasoma ili molekularni pratitelji ne mogu podnijeti, oni e biti razgradeni autofagijom.
Autofagija je uocena kod mnogih neurodegenerativnih bolesti poput Alzheimerove bolesti (AD)
ili amiotroficne lateralne skleroze (ALS). Autofagija je takoder povezana s apoptozom te su
mnogi proteini uklju¢eni u oba procesa regulirani zajedno. Oba procesa igraju ulogu u
tumorigenezi te je pronadeno da je autofagija inhibirana u malignim tumorima (Shao i sur.,
2004).

LijeCenje stanice karcinoma kolona HCT116 s vorinostatom rezultira autofagijom te
starenjem fenotipa stanice (Zhang i sur., 2015). Romidepsin inducira autofagiju u Hela
stanicama (Oh i sur., 2008) te na njih takoder djeluju vorinostat i butirat. U slu¢aju povecane
ekspresije Bcl-XL ili ,knockout“-a gena (delecija ili mutacija, koja dovodi do inaktivacije gena)
Apaf-1 u Hela stanicama vorinostat ili butirat ¢e inducirati autofagiju formirajuéi autofagosom

unutar citoplazme (Shao i sur., 2004).
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Razlikujemo tri vrste autofagije: makroautofagija, mikroautofagija i autofagija posredovana
molekularnim pratiteljima (CAM). Makroautofagija ukljucuje izgradnju autofagosoma, okrugle
strukture dvostrukih membrana, koji okruZuje protein i ,proguta“ ga. Autofagosom se
priblizava lizosomu te se fuzioniraju u autolizosom u kojem se proteini hidroliziraju
lizosomalnim hidrolazama u kiseloj sredini (Feng i sur., 2014). Mikroautofagija se odvija sli¢nim
procesom, ali ne dolazi do formiranja autofagosoma, nego se proteini okruZuju strukturama
lizosoma i hidroliziraju lizosomalnim hidrolazama (Li i sur., 2012). Na slici 3 su prikazana oba

procesa (Feng i sur., 2014).

Molekularni pratitelji takoder mogu sudjelovati u procesu autofagije. Molekularni
pratitelj HSP70 prepoznaje proteine s motivima nalik na KFERQ. Dolazi do formiranja CMA-
supstrat/molekularni pratitelj kompleksa na lizosomalnom akceptoru LAMP-2A (membranski
protein asaociran s lizosomom). Protein se razmota i translocira preko lizosomske membrane,

gdje se razgraduje (Cuervo i Wong, 2014).

Autofagija ima protutumorsko djelovanje u zdravim stanicama te moze biti poremeéena
u tumorskim stanicama. Protein regulator mikroautofagije, beklin A, u heterozigotnim
stanicama miSeva moze uzrokovati veéu vjerojatnost nastanka tumora. Njegova pojacana
ekspresija inhibira razvoj tumora, ali stanice tumora mogu koristiti autofagiju za prezivljavanje
(Boutouja i sur., 2017). Autofagija reciklira ATP, koji je stanicama tumora potreban u izrazito
velikim koli¢inama te se smatra da inhibicija gena za autofagiju s 3-metiladenozinom ili
~knockout“ gena Atg-7 inducira apoptozu u razli¢itim stani¢nim linijama tumora poput stanica
raka prostate i kolona (Li i sur., 2018). Na temelju tih podataka se razvijaju dvije strategije
lije¢enja tumora. Jedna ukljucuje inhibiciju autofagije i indukciju apoptoze dok druga inducira

autofagiju, Sto dovodi do poboljSane supresije tumorskih stanica (Kulka i sur., 2020).

Histonska deacetilaza HDAC6 se smatra induktorom autofagije te postoje inhibitori
HDACS6, koji djeluju ujedno na molekularne pratitelije HSP70 i HSP90 te autofagiju. Ve¢ prije
navedeni primjer je inhibitor histonske deacetilaze AR42 (OSU-HDAC42) u kombinaciji s
inhibitorom kinaze, pazopanibom, u stanicama melanoma inhibira aktivhost ATPaze
molekularnih pratitelja HSP90 i HSP70. Tijekom primjene inhibitora AR42 (OSU-HDAC42) dolazi
do smanjenja razine svih histonskih deacetilaza, posebno HDAC6, zbog indukcije autofagije
(Booth i sur., 2017). Drugi inhibitori, koji djeluju ujedno na autofagiju i molekularne pratitellje,
su trihostatin A i natrij butirat. Djelovanjem na molekularne pratitelje oni posljedi¢no djeluju i

na autofagiju posredovanu molekularnim pratiteljima (Chen i sur., 2002).

U p53 stanicama tumora vorinostat inducira autofagiju te mnogim drugim
mehanizmima utjeCe na autofagiju. Postoji nekoliko signalnih puteva u autofagiji reguliranoj
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pomocu inhibitora HDAC. Jedan od njih je preko rapamicina (mTOR), koji je glavni supresor
autofagije pomocu fosforilacije i inaktivacije kompleksa kinaze 1, koja aktivira autofagiju (ULK1
kompleks). Vorinostat inhibira aktivnost rapamicina i ponovno uspostavlja aktivnost kompleksa
ULK1 (Liu i sur., 2010). Takoder regulira ekspresiju proteina povezanih autofagijom
stimulacijom aktivnosti NF-kf (Shulak i sur., 2014). Vorinostat autofagijom inducira sintezu
reaktivnih metabolita kisika (ROS) u stanicama leukemije i hepatocelularnog karcinoma (Oh i
sur., 2008). Indukcijom autofagije nizvodnom regulacijom AKT-mTOR signalizacije u
ksenograftu stanica glioblastoma kod ,golih miSeva“ (s inaktiviranom prsnom Zzlijezdom),

vorinostat uzrokuje inhibiciju rasta stanica (Chiao i sur., 2013).

fagofor
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Slika 3. Prikaz procesa makrofagije i mikrofagije (Feng i sur., 2014)
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4.3. Sustav ubikvitin proteasoma

Sustav ubikvitin proteasoma razgraduje proteine u oligopeptide. Na ostatke lizina se veze
ubikvitin te je opéenito moguce konkuriranje acetialciji lizina. Proteasom prepoznaje lanac
poliubikvitina, razmota ciljani protein i razgradi ga. Ciljani proteini mogu biti transkripcijski
faktori, metaboli¢ki enzimi i regulatori stani¢nog ciklusa, ukljucujudi cikline i inhibitore kinaza
ovisnih o ciklinu. Poznato je kako su te ciljane molekule kljutne u stanicama tumora.
Metabolicki enzimi osiguravaju dostupnost hranjivih tvari i odrzavaju mikrookoli§ tumorskih

stanica (Schrader i sur., 2009).

Tumorske stanice imaju visoku razinu proliferacije te trebaju velike koli¢ine ATP-a i
hranjivih tvari poput lipida, aminokiselina i nukleotida. Visoka razina proliferacije mijenja
stanicni ciklus i utjee na regulatorne proteine poput ciklina i inhibitora kinaza ovisnih o ciklinu.
Jedan od najvaznijih mehanizama opcenito u prekidu stani¢nog ciklusa je povecana ekspresija
inhibitora kinaza ovisnih o ciklinu, CDKN1A (p21, WAF1/CIP1). Povecana ekspresija p21

posredovana HDAC je neovisna o p53 (Vrana i sur., 1999).

HDAC u malim koncentracijama induciraju zaustavljanje G1 faze, ali u velikim
koncetracijama induciraju zaustavljanje G1 i G2/M faze stani¢nog ciklusa (Xu i sur., 2007). p21
inhibira aktivnost kinaza ovisnih o ciklinu te takoder djeluje na zaustavljanje G1 i G2/M faze
stani¢nog ciklusa. Djeluje na prijelaz G1/S faze za koji je odgovoran CDK2 i prijelaz G2/M faze
za koji je odgovoran cdc2/CDK1 (Singh i sur., 2018). Istrazivanje humanih stanica kolona s
mutiranim p21 stanicama dokazalo je da tumor-specificni antigeni uzrokuju zaustavljanje G1
faze. Induciranjem p15 se inhibiraju kinaze ovisne o ciklinu te posljedi¢no nije sintetizirana
CDK2. Protein p53 stupa u interakciju s promotorom p2l1 i mijenja ekspresiju gena p21l.
Histonska deacetilaza HDAC1 je represor gena p21, ali se lijeCenjem inhibitorima histonske
deacetilaze HDAC1 odvaja od promotor-specificnog RNA transkripcijskog faktora Spl. To
rezultira povecanom ekspresijom p21, Sto dovodi do prekida stani¢nog ciklusa i apoptoze.
Inhibitori HDAC takoder produzuju poluZivot proteina p53 pa poboljSavaju interakciju s p21
(Hitomi i sur., 2003; Suzuki i sur., 2000).

Protein p53 je tumor-supresor, koji je inaktiviran u mnogim vrstama tumora te se njegova
koncentracija regulira poliubikvitinacijom i proteasomalnom razgradnjom. Inhibicija
proteasoma moze sprijeCiti razgradnju p53, ali p53 u tumorskim stanicama cesto sadrzi
mutacije pa je intervencija na razini transkripcije prikladnija. Unato¢ tome su testirani inhibitori
proteasoma u kombinaciji s inhibitorima HDAC. Dokazano je sinergisticko djelovanje pan-

inhibitora HDAC vorinostata i FDA odobrenog inhibitora bortezomiba (Johnson, 2015).
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Sljededi inhibitor, koji djeluje na sustav ubikvitinacije proteasoma je MC1568. MC1568 je
inhibitor HDAC selektivan na razred IIa te poveCava razinu sumoilacie HDAC HDACA4.
Sumoilacija je posttranslacijska modifikacija pomocu malog, s ubikvitinom povezanog,
modifikatora (SUMO). Povecana sumoilacija HDAC4 ima za posljedicu aktivaciju proteasomalne
razgradnje. Time mijenja uzorak posttranslacijskih modifikacija te aktivira razgradnju

supstrata, ali mijenja i epigeneticke puteve na koje HDAC4 utjecCe (Scognamiglio i sur., 2008).

U prethodnim poglavljima spomenuti trihostatin A i natrij butirat utjecu, osim na autofagiju
i molekularne pratitelje, i na ubikvitinaciju histon acetil-transferaze HAT300, Sto rezultira
njezinom proteasomalnom razgradnjom. HAT300 je koaktivator ekspresije NADPH oksidaze 4
(Nox4), vaznog faktora u angiogenezi. Smanjenom ekspresijom Nox4 stanice tumora

dozivljavaju nedostatak kisika i hranjivih tvari (Hikami i sur., 2016).
4.4. Apoptoza

Apoptoza se moZze nazvati ,programirana“ smrt stanice. Inhibitori HDAC induciraju
apoptozu regulacijom gena, koji aktiviraju ili sprieCavaju apoptozu. To podrazumijeva
aktivaciju vanjskih i unutarnjih puteva inicijacije apoptoze. Vanjski put incijacije apoptoze je
vezanih ,smrtnih® receptora poput Fas, receptora faktora tumorske nekroze 1 (TNFR1),
receptora liganda za inicijaciju apoptoze povezanu s TNF, koji su vezani za svoje ligande te
aktiviraju kaspaze 8 i 10. Mnoga istrazivanja ukazuju da inhibitori HDAC povecavaju ekspresiju
tih ,smrtnih" receptora i njihovih liganda, Sto se ne dogada u zdravim stanicama (Nakata i sur.,
2004).

Aktivacija unutarnjih puteva inicijacije apoptoze se obuhvaca otpustanje proteina
unutraSnje membrane mitohondrija poput citokroma c, Smac, i faktora koji inicira apoptozu
(AIF) te posljedic¢nu aktivaciju kaspaze 9. Mehanizmi unutradnjih puteva incijacije apoptoze

nisu u potpunosti razjasnjeni (Zhao i sur., 2005).
4.5. Angiogeneza

Inhibicijom angiogeneze inhibitori HDAC poremecuju metastazu. Inhibitori HDAC smanjuju
ekspresiju gena, koji induciraju angiogenezu. Inhibicijom aktivnosti faktora induciranog
hipoksijom moguce je blokirati angiogenezu. Hipoksija je ¢esta kod tumorskih stanica te dovodi
do povecane ekspresije HDAC razreda I, osim HDACS8, Sto dovodi do aktivacije HIF 1a te
indukcije angiogeneze (Zupkovitz i sur., 2006; Liang i sur., 2006). Lijekovi, koji inhibiraju
faktore angiogeneze HIF 1a i VEGF, su vorinostat, tumor-supresorski antigeni, butirat, FK228
i LAQ824 (Jeong i sur., 2002; Qian i sur., 2006). Vorinostat i tumor-supresorski antigeni
smanjuju ekspresiju faktora VEGF (Cinatl i sur., 2002). Faktor HIF la se razgraduje
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acetilacijom, koja vodi do ubikvitinacije te se HDAC razreda Il vezu za HIF 1a i uzrokuju

razgradnju HIF 1a pomoc¢u siRNA (Jeong i sur., 2002; Qian i sur., 2006).

4.6. Inhibitori histonske deacetilaze u kombinaciji s drugim lijekovima

4.6.1. Bromodomenski inhibitori

U mnogim istrazivanjima je uoCeno kako lijecenje inhibitorima HDAC moZe dovesti do
agregacije proteina. Hiperacetilacija proteina dovodi do amiloidne agregacije proteina te
smanjenja proteolitickog kapaciteta sustava ubikvitin proteasoma, smanjenje razine translacije
i povecane razine autofagije (Olzscha i sur., 2017). Tubastatin A i trihostatin A povecavaju
razinu acetilacije tau proteina, Sto je temeljni uzroka Alzheimerove bolesti, te tubastatin A

mijenja morfologiju lijecenih stanica (Cohen i sur., 2011; Noack i sur., 2014).

Postavilo se pitanje, kako izbjeci nuspojave i agregaciju proteina te je dokazano da proteini
s bromodomenom CBP i p300 sudjeluju u agregaciji proteina te njihovom represijom mozemo
smanijiti agregaciju proteina (Olzscha i sur., 2017). Provedena su istraZivanja s dva specificna
p300/CBP inhibitora. 1-CBP112 je lijecio leukemiju i rak prostate te on aktivira histonske acetil-
transferaze CBP i p300 rezultirajuci u represiji proliferacije tumorskih stanica (Zucconi i sur.,
2016). SGC-CBP30 se koristio za lije¢enje multiplog mijeloma te suprimira IRF4 (Conery i sur.,
2016).

Prvi istraZivani bromdomenski inhibitor, (+)-JQ1, se veZe na mjesto vezanja acetil-lizina.
Bio je pretklini¢ki testiran u mnogim vrstama tumora od glioblastoma, multiplog mijeloma, raka
plu¢a do karcinoma kolona i Burkitt limfoma, ali nije nikad bio dovoljno uspjesan za klinicka
istrazivanja. Postoje mnogi hibridni inhibitori HDAC, koji sadrze dodatne funkcionalne skupine
poboljSavajuci njihov farmakokineticki ucinak. Primjer je fimepinostat, koji je inhibitor HDAC i

ujedno fosfatidilinozitol-3-kinaza, testiran na pacijentima s limfomom (Kulka i sur., 2020).
4.6.2. Proteasomski inhibitori

Tumorske stanice imaju visok stupanj proliferacije te stoga jace ovise o sustavu kontrole
kvalitete proteina, nego normalne stanice. Zakljucilo se da inhibicijom proteasoma dolazi do

nakupljanja proteinskog materijala unutar tumorske stanice, a time i smrti stanice.

Nekoliko pretklinickih i klinickih istraZivanja prvog proteasomskog inhibitora pokazala su se
uspjesnim u lijeCenju relapsiranog i refraktiranog multiplog mijeloma te su dovela do njegovog
odobrenja od FDA 2003. godine za pacijente, koji ne odgovaraju na prijasnja lije¢enja drugim

lijekovima. Mehanizam sinergistickog djelovanja se temelji na inhibiciji proteasoma i agresoma.
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Djelovanje bortezomiba inhibira djelovanje proteasoma, 3to rezultira nakupljanjem
ubikvitiniranih proteina i smrti stanice, ali tumorske stanice su nasle mehanizam, koji ih Stiti.
Formiraju agresome, koji obuhvate ubikvitinirane proteine i transportiraju ih pomo¢u HDAC6
preko mikrotubula. Zbog toga je neizbjezno lijeenje u kombinaciji s inhibitorima HDAC, koji
e inhibirati agresome. U nekoliko istraZivanja se bortezomib kombinirao s panobinostatom i
vorinostatom, ali rezultati nisu izrazito uspje$ni. Cak su uocene jake nuspojave poput

citotoksicnosti, dijareje i drugih.

Karfilzomib je proteasomski inhibitor koristen u kombinaciji s panobinostatom te je odobren
za lijeenje pacijenata s relapsiranim ili refraktiranim multiplim mijelomom. Uocilo se kako pan-
inhibitor HDAC uzrokuju teZe nuspojave te se krenulo u istrazivanje selektivnih inhibitora
HDAC. Inhibitor HDAC razreda I, mocetinostat, je pokazao antiproliferativnho djelovanje u
lijeCenju Hodgkinovog limfoma. Takoder se panobinostat u kombinaciji s bortezomibom
testirao na pacijentima s periferalnim limfomom T-stanica. Mnogi inhibitori HDAC i
bromodomenski inhibitori su testirani na hematoloskim malignim bolestima, ali ne na ¢vrstim
tumorima. Prva istrazivanja na cvrstim tumorima su provedena s kombinacijom vorinostata i
bortezomiba na pacijentima s rakom plu¢a ne-malih stanica te multiformnim glioblastomom.
Rezultati su bili izrazito slabi te su potrebna daljnja istrazivanja na ¢vrstim tumorima (Kulka i

sur., 2020).
4.6.3. Modulatori autofagije

Autofagija unatoC protutumorskom djelovanju u normalnim stanicama, moze sluziti
tumorskim stanicama za njihovu obranu. Represijom autofagije u tumorskim stanicama
podrzao bi se apoptoticki i citostaticki efekti inhibitora HDAC. Provedena su istraZivanja na
pacijentima oboljelih od raka kolona i mijeloidne leukemije te je potvrdena ta hipoteza (Carew
i sur, 2007). Vorinostat se u kombinaciji s inhibitorom autofagije hidroksiklorokvinom (HCQ)
testirao za lijecenje uznapredovalih ¢vrstih tumora, ali nije uoceno znatno poboljSanje osim
kod pacijenata s karcinomom bubreznih stanica (Mahalingam i sur., 2014). Takoder su se
vorinostat i HCQ testirali na pacijentima s metastaznim kolorektalnim karcinomom, ali nije
uoceno bolje djelovanje od oralnog lijeka regorafeniba. Trenutno se provode istrazivanja u fazi
Il za metastazni kolorektalnim akrcinom otporan na kemoterapiju i refraktirani kolorektalni
karcinom (Kulka i sur., 2020).

4.6.4. HSP9O inhibitori

Molekularni pratitelj HSP90 se moZe nadi u velikim koncentracijama u stanicama mnogih

vrsta tumora te pokazuje povoljne ucinke na onkogene proteine. Pretpostavlja se da inhibicija
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HSP90 onemogucava mnoge onkogene signalne puteve, Sto bi sprijeilo tumorske stanice da
stjecu rezistenciju na terapijske puteve. HSP90 inhibitori poput 17-AAG nisu u fazi klinickih
istrazivanja dalje od faze III zbog slabog djelovanja te toksi¢nosti, posebno za jetru.
Kombinacija s drugim lijekovima se smatra obecavajuc¢om te je temelj tome interakcija HDAC6
i HSP90. HDACG6 deacetilira HSP90, a HSP90 je prisutan u hiperacetiliranom obliku dok inhibira
HDACG6 te gubi vezu sa molekularnim pratiteljem p23 i time svoju aktivnost kao molekularni
pratitelj. Rak plu¢a je posebice osjetljiv na inhibiciju HSP90 jer je induciran poveéanom
ekspresijom ili mutacijom ERB-B2 ili BRAF, koje HSP90 moze razgraditi. Trenutno se odvija

klinicko istrazivanje na temelju postavljene hipoteze (Kulka i sur., 2020).
4.7. Precizna medicina tretmanom inhibitorima histonske deacetilaze

Geneticke metode i precizna medicina su uvelike promijenili temeljni pristup lije¢enju
tumora. Jednaki pristup za svakog pacijenta se promijenio u individualni pristup svakome
pacijentu. Dokazano je da za uspjesno lijeenje treba uzeti u obzir geneticke i epigeneticke
faktore. Fokusiranjem na epigenom pacijenta je napredovala precizna medicina u razvoju
biomarkera. Biomarkeri su prema definiciji americkih National Institutes of Health (NIH)
~definirani parametri mjeren kao indikatori normalnih bioloskih procesa, patogenih procesa ili

odgovora na izlaganije ili intervenciju, ukljucujuéi terapijsku intervenciju®.

Proteasom ,shuttling“ faktor HR23B se smatra potencijalnim biomarkerom jer igra klju¢nu
ulogu u apoptozi induciranoj inhibitorima HDAC te bi mogao prepoznati vrste tumora s
povoljinim odgovorom na terapiju s odredeni inhibitorom HDAC. Provedeno je istrazivanje
pacijenata s koznim limfomom T-stanica te je uocena korelacija ucinkovitosti lijecenja s
inhibitorom HDAC te razine ekspresije HR23B. Razina HR23B se povezala s dva procesa:
autofagijom i apoptozom. Visoka razina HR23B uzrokuju apoptozu u stanicama tretiranim s

inhibitorima HDAC, dok niska razina HR23B uzrokuje autofagiju.

HDAC vazne su u tumorigenezi te se smatra da bi odredene izoforme HDAC mogle biti
potencijalni biomarker. lIstrazivao se utjecaj razaranja HDAC1, 2 i 3 izoformi na humane
stani¢ne linije tumora tretirane s dva nepovezana inhibitora HDAC (belinostat i valproi¢na
kiselina). Lijeenje valproicnom kiselinom nije dao rezultate dok je lijecenje belinostatom dalo
rezultatom samo razaranjem izoforme HDACL. To dokazuje da razaranjem HDAC, tj. niskom
razinom HDAC se smanjuje osjetljivost stanica na belinostat, a visoka razina HDAC povecava
osjetljivost stanice na belinostat i pospjesuje lije¢enje tumora. Pretpostavlja se kako razlicite
vrste tumora imaju razlicite razine HDAC u stanicama. Analizom ekspresijskih profila HDAC bi
se postigla bolja analiza tumorskih stanica te bolje razumijevanje osjetljivosti na specificne

inhibitore HDAC.
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Buducnost precizne medicine u lijeCenju tumora je obecavajuca, ali postoje mnoge
prepreka za svladavanje. Biomarkeri pruzaju mogucnost raslojavanja pacijenata i tumora u
podskupine na temelju osjetljivost na odredene inhibitore HDAC te pruzaju moguénost

nadgledanja ciljane modulacije (Kulka i sur., 2020).

5. Zakljucak

Tijekom prosSlog stoljeca je napredak epigenetike i posebice inhibicije histonskim
deacetilazama unaprijedio lijecenje pacijenata oboljelih od tumora. Inhibitori HDAC inhibiraju
acetilaciju, koja je najcesca posttranslacijska modifikacija sa znacajnim utjecajem na ekspresiju
gena. Postoji mnogo mehanizama djelovanja inhibitora HDAC. Induciraju apoptozu, autofagiju,
prekid stanicnog ciklusa, diferencijaciju te inhibiraju angiogenezu. Pokazuju relativnu
uspjeSnost u samostalnoj primjeni, no mogu izazvati agregaciju proteina te porast
citotoksicnosti u stanici pa se javila potreba za sprjeCavanjem tih nuspojava lije¢enjem u

kombinaciji s drugim lijekovima.

Kombinacijom inhibitora HDAC s inhibitorima autofagije, bromodomenskim, HSP90 i
proteasomalnim inhibitorima se eliminiraju nuspojave i toksi¢nost, ali su potrebna daljnja
istrazivanja za pronalazenje najboljih rjeSenja te novih kombinacija za uspjesno lijecenje
mnogih vrsta tumora. Epigeneticka terapija s inhibitorima HDAC je pruzila dokaz konceptu o
njihovoj klinickoj ucinkovitosti. Medutim, uoceno je da su ihibitori HDAC i drugi epigeneticki
modifikatori klini¢ki ucinkoviti kao pojedinacni agensi u hematoloskim tumorima, ali ne i u
Cvrstim tumorima, unato€ njihovoj uspjesnoj samostalnoj primjeni ili primjeni u kombinaciji s

drugim lijekovima, Sto je potvrdeno u mnogim klinickim istrazivanjima.

Najnovija istraZzivanja ukazuju na potencijalnu upotrebu biomarkera te individualnog
pristupa svakom pacijentu prilagodenog njihovom jedinstvenom genetickom i epigenetickom
profilu. Analizom profila ekspresije pojedinih inhibitora HDAC u stanicama tumora, moze se
odrediti osjetljivost na pojedini lijek, a time i ucinkovitost lijeCenja odredenim inhibitorom
HDAC.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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