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1. UvOD

Ovaj zavrsni rad bavi se ulogom vitamina D i receptora vitamina D u tumorigenezi. Dobro je
poznato kako je vitamin D vaZan za izgradnju kostiju, ali mnoga istrazivanja pokazuju njegovu
ulogu 1 na podrucju prevencije mnogih bolesti. Danas postoji mnogo istrazivanja koja su
provedena s ciljem utvrdivanja uloge vitamina D u nastanku tumora (tumorigenezi). Zlo¢udni
tumori, najceS¢e karcinomi. predstavljaju velik problem na globalnoj razini jer mnogo ljudi
obolijeva od istih. LijeCenje osoba oboljelih od karcinoma predstavlja veliko opterecenje za
zdravstveni sustav 1 iziskuje velike financijske tro§kove. Jo§ vaznije, karcinomi uzrokuju veliki
broj smrtnih slucajeva. Zbog toga se nastanak karcinoma nastoji prevenirati, a ako je ve¢ doslo
do njihova nastanka, nastoji se zaustaviti njihova invazija 1 metastaziranje te skratiti period
lijecenja. Zbog navedenog, sve se viSe nastoji istraziti utjecaj vitamina D na stanice razli¢itih
vrsta karcinoma i nastoje se objasniti mehanizmi njegova djelovanja unutar stanica. Cilj ovog
rada je objasniti odredene mehanizme djelovanja vitamina D na primjerima kolorektalnog
karcinoma, karcinoma dojke, karcinoma prostate, oralnog karcinoma i1 hematoloskih
maligniteta. Cilj je pretragom znanstvene literature opisati neke od dosadasnjih saznanja o

djelovanju vitamina D putem njegova receptora kod navedenih malignih bolesti.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. SINTEZA VITAMINA D U TJELU

Vitamin D je vitamin iz skupine sekosteroida koji se neenzimski sintetizira u ljudskoj kozi
izlozenoj UVB sun¢evu zrac¢enju iz molekule 7-dehidroksikolesterola (Holick i sur., 1977).
Oblik vitamina D koji se dobiva u koZi je vitamin D3 koji se joS naziva i kolekalciferol. Za
sintezu bioloski aktivnog vitamina D potrebna su tri procesa (slika 1). Prvi je veé
spomenuta sinteza u kozi gdje nastaje previtamin D3 (ergokalciferol ili vitamin D) koji
izomerizira u vitamin Da3. Intenzitet UVB zracenja i pigmentacija koze utjeCu na brzinu
sinteze vitamina D3 (Holick i sur., 1980). Melanin, kozni pigment, sprjecava dostupnost
UVB zracenja 7-dehidroksikolesterolu i na taj nacin onemogucava prvi proces u sintezi
vitamina D. Osobe koje imaju viSe melanina u koZzi, manje sintetiziraju vitamin D3 prilikom
izlozenosti UVB zracenju za razliku od ljudi koji imaju manje ovog pigmenta u kozi. Drugi
proces u sintezi bioloski aktivnog vitamina D je pretvorba vitamina D3z u 25-
hidroksikolekalciferol (25(OH)D3) i ta se pretvorba odvija prvenstveno u jetri pomocu vise
enzimskih sustava. Najvazniji enzimski sustav za pretvorbu kolekalciferola u 25-
hidroksikolekalciferol je CYP2RI1. Tre¢i proces podrazumijeva metabolizam 25-
hidroksikolekalciferola u bubrezima gdje njegovim metabolizmom nastaje bioloski aktivni
oblik vitamina D, a to je 1,25-dihidroksikolekalciferol (1,25(0OH).D3). Enzimski sustavi
koji kontroliraju ovu pretvorbu u bubrezima su CYP27B1 i CYP24A1. Oba enzimska

sustava su izrazito kontrolirana (Bikle, 2014).
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Slika 1. Sistemski metabolizam vitamina D (prema Fathi i sur., 2019)
VDR-receptor vitamina D

2.2. DOBIVANJE VITAMINA D 1Z HRANE I DODATAKA PREHRANI
Osim §to se vitamin D prirodno sintetizira u tijelu, u organizam se unosi i putem hrane i
dodataka prehrani. U hrani 1 dodacima prehrani moze biti prisutan u dva osnovna oblika: kao
ergokalciferol i kolekalciferol. Oba oblika vitamina D se dobro apsorbiraju u tankome crijevu,
a apsorpciju poboljSava prisutnost masti iz hrane jer su ovi vitameri topivi u mastima (NIH-
ODS, 2022). Apsorpcija vitamina D se odvija procesom pasivne difuzije i preko membranskih
transportnih proteina (Silva i Furlanetto, 2018). Ergokalciferol se sintetizira u biljkama i
gljivama, a kolekalciferol u zivotinjama. Hrana koja je dobar izvor vitamina D je masna riba
(npr. srdele i losos), crveno meso, goveda jetra, zumanjci jaja, hrana obogacena vitaminom D
1 dr. Gljive takoder mogu biti dobar izvor ergokalciferola. Preporuceni dnevni unos (engl.
recommended dietary allowance, RDA) za odrasle osobe starosti od 19 na vise godina iznosi
600 IU (15 pg), jednako za zene i muskarce, a za osobe starije od 70 godina iznosi 800 IU (20

ug). Podnosljiva gornja razina unosa (engl. folerable upper intake level, UL) koja predstavlja
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najvecu konzumiranu dnevnu koli¢inu nutrijenta koja ne¢e imati negativne u€inke na zdravlje,
za odrasle i djecu koja su starija od 9 godina iznosi 4000 IU (100 pg) (Harvard T.H. Chan
School of Public Health, 2023).

2.3. RECEPTOR VITAMINA D
Receptor vitamina D (engl. vitamin D receptor, VDR) omogucava sva genomska djelovanja
bioloski aktivnog 1,25(OH):D;. VDR je transkripcijski faktor i pripada skupini nuklearnih
receptora steroidnih hormona. Prisutan je u viSe od 30 vrsta stanica (Ordoéfiez-Moran 1 sur.,
2008). Receptor je graden od tri domene: N-terminalne DNA-vezuju¢e domene s dva prstena
koja sadrze cink 1 koji se vezu za utore DNA molekula tj. za elemente odgovora na vitamin D
(engl. vitamin D response element, VDRE); C-terminalne ligand-vezuju¢e domene i regije
zgloba koja povezuje N-terminalnu i C-terminalnu domenu. C-terminalna ligand-vezujuca
domena se sastoji od 12 zavojnica. Terminalna zavojnica sluzi zatvaranju vezanog liganda i
stvaranju sucelja za koaktivatorske molekule, a takoder olakSava interakciju VDR s njegovim
heterodimerskim partnerom, a to je uglavnom retinoidni X receptor (RXR) koji je takoder
nuklearni receptor (Bikle, 2014). VDR je jedini protein koji veZe koncentracije manje od 1
nmol bioloski aktivnog 1,25(OH),D3 (Haussler i sur., 1997) i bez njega vitamin D ne moze

ostvariti svoje u¢inke u organizmu.

2.4. TUMORIGENEZA I PODJELA TUMORA
Tumori nastaju od stanica koje su izgubile sposobnost sastavljanja tkiva normalne grade i
funkcije stvarajuci tako tvorbe za koje se koristi i naziv neoplazma. Oni nastaju od stanica tkiva
koje nepravilno funkcioniraju. Prema tome, sve tumorske stanice imaju svoje izvore u
normalnim netumorskim stanicama tkiva (Weinberg, 2013).
Prema agresivnosti, tumore se moze podijeliti u dvije vrste: benigni i maligni. Benigni tumori
su oni koji su nastali u odredenom tkivu i ne prelaze na susjedna tj. okolna tkiva. Maligni
tumori su oni koji zahvacaju okolna tkiva i metastaziraju.. Za najceS¢e maligne tumore
epidermalnog podrijetla se koristi 1 naziv karcinom. Metastaze su nove kolonije kanceroznih
stanica na nekim drugim mjestima u tijelu od izvornog mjesta nastanka tumora. Ve¢ina tumora
kod ¢ovjeka su benigni i nisu opasni (Weinberg, 2013).
Vec¢ina humanih tumora nastaje iz epitelnih tkiva. Epitelna tkiva gradena su od slojeva epitelnih
stanica i1 oblazu razne Supljine unutar razlicitih organa, a kozni epitel je smjesten na vanjskoj
strani koZe 1 $titi ju od vanjskih utjecaja. Ispod slojeva epitelnih stanica se nalaze bazalne

membrane (bazalne lamine) koje odvajaju epitelno tkivo od vezivnog tkiva (strome).
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Karcinomi koji nastaju iz epitelnih tkiva su brojni, a neki koji spadaju u ovu kategoriju su
karcinomi: usta, jednjaka, Zeluca, crijeva, mlijeCnih zlijezda, prostate, jajnika, koze i dr. Dvije
velike skupine karcinoma nastalih iz epitelnih tkiva su: karcinomi plocastih stanica
(planocelularni, skvamozni karcinom) i adenokarcinomi. Prema MSD priru¢niku dijagnostike
1 terapije, karcinomi plocastih stanica nastaju iz epitelnih tkiva koja imaju zastitnu ulogu kao
Sto su npr. keratinociti koji se nalaze u koznom epitelu. Vecina oralnih karcinoma su takoder
skvamozni. Adenokarcinomi nastaju iz epitelnih tkiva koja luc¢e odredeni sekret ¢ija je funkcija
ocuvanje samog epitela od sadrzaja Supljina organa kojima to epitelno tkivo pripada. Primjeri
adenokarcinoma su karcinomi zeluca, plu¢a i maternice. Postoje 1 neoplazije koje ne nastaju iz
epitelnih tkiva. Tu spadaju sarkomi koji nastaju iz viSe vrsta stanica embrionalnog vezivnog
tkiva (mezenhima). Tako sarkomi mogu nastati iz fibroblasta, adipocita, osteoblasta, miocita i
dr. Karcinomi nastaju i iz stanica hematopoetskog tkiva, a ukljucuju i stanice koje nastaju iz
mezoderma embrija: stanice pretece eritrocita, T 1 B limfocita. Limfomi su neoplazije koji
nastaju iz T 1 B limfocita i koji su uglavnom smjeSteni u limfnim c¢vorovima.
Neuroektodermalni karcinomi nastaju iz stanica koje izgraduju sredis$nji 1 periferni Ziv€ani
sustav, a to su gliomi, glioblastomi, neuroblastomi, schwannomi, meduloblastomi i dr. Postoje
1 druge vrste karcinoma koje nastaju iz stanica koje ne tvore specifi¢no tkivo (npr. melanomi
ili teratomi) (Weinberg, 2013).

Tumorigeneza se sastoji od nekoliko stadija promjena stanica i odvija se postupno. Prvi stadij
je hiperplazija tj. povecan broj stanica koje su, iako ih ima previSe, dio normalnog tkiva i
normalnog izgleda. Slicna je 1 metaplazija kod koje je jedna vrsta sloja stanica zamijenjena
drugom vrstom, ali su te nove stanice koje su smjeStene na pogreSnom mjestu normalnog
izgleda. Metaplazija se normalno pojavljuje na mjestima prelaska jedne vrste epitelnog tkiva u
drugu vrstu kao $to je npr. na prelasku iz jednjaka u Zeludac. Sljede¢i stadij je displazija kod
koje stanice viSe nisu normalnog izgleda. One nisu uobicajene veli¢ine i uobicajenog oblika,
veliCine jezgri su promijenjene i omjer prostora kojeg unutar stanica zauzimaju jezgre i
citoplazma je promijenjen. Stanice se takoder previse dijele. Displazije se pojavljuju i unutar
izraslina poput polipa ili papiloma koji su makroskopske veli¢ine. Zadnji stadij je onaj u kojem
stanice postaju maligne i gdje ulaze u okolna tkiva, stromu, tako $to prolaze kroz bazalnu
membranu (Weinberg, 2013). Proces tumorigeneze moze se podijeliti u 4 koraka: inicijaciju,
promociju, nastanak malignih promjena i progresiju. Inicijaciju mogu potaknuti mutacije gena
ili epigenske promjene. Promocija tumora podrazumijeva dijeljenje stanica koje su prosle

inicijaciju 1 koje mogu dozivjeti daljnje genske promjene. Nastanak malignih promjena



podrazumijeva promjene koje ¢e uzrokovati nastanak malignog fenotipa, a progresija
podrazumijeva poprimanje jo§ agresivnijih karakteristika i metastaziranje u druge dijelove

tijela (Weston i Harris, 2003).

2.5. DJELOVANJE VITAMINA D NA EPIGENSKOJ RAZINI
Epigenetika je ,,grana genetike koja objaSnjava mehanizme §to vode promjeni ekspresije gena,
a koji se nasljeduju, reverzibilni su i nisu rezultat promjene DNA-sekvencije (Pavlica, 2022).
Izraz epigenom se koristi za ,,opisivanje procesa neovisnih o DNA-sekvenciji koji mogu
preinaciti ekspresiju gena u stanicama i odnose se na metilaciju DNA molekula i kovalentne
modifikacije histona duz ljudskog genoma* (Bernstein i sur., 2007). Histoni su podlozni vise
od 100 razli¢itih post-translacijskih modifikacijama, a uklju¢uju acetiliranje, metilaciju,
fosforilaciju 1 ubikvitinaciju. Metilacija citozina u DNA molekulama, za razliku od
modifikacija histona, jedina je poznata kovalentna modifikacija DNA u sisavaca (Bernstein 1
sur., 2007). Epigenom se razlikuje kod razli¢itih vrsta stanica i1 u svakoj stanici regulira
ekspresiju gena na nekoliko nacina. Ti nacini su: organiziranje grade kromosoma unutar jezgre,
ograniCavanje ili olakSavanje pristupa transkripcijskim faktorima DNA molekulama 1
pamcenje post-transkripcijskih aktivnosti (Rivera i Ren, 2013). Da bi se promijenila ekspresija
gena, najvaznije je da odredeni dijelovi genoma budu pristupacni za vezanje odredenih
molekula. Tako pojacivacke regije DNA molekula tj. pojacivacke sekvencije moraju biti
dostupne vezanju aktivatora, transkripcijskih faktora, a moraju biti pristupacne i promotorske
regije na koju ¢e se moci vezati transkripcijski faktori i RNA-polimeraza koja ¢e zapoceti
transkripciju gena. Signali koji dolaze izvan stanica ili unutar stanica uzrokuju promjene
epigenoma, a vijek tih promjena ovisi o prirodi signala. Kratkotrajni signali uzrokuju prolazne
promjene epigenoma, a dugotrajni signali uzrokuju dugotrajne promjene koje mogu trajati vise
dana, mjeseci ili godina. Takve signalizacijske puteve mogu potaknuti molekule i nutrijenti iz
hrane ili dodataka prehrani. Vitamin D, to¢nije bioloski aktivan oblik 1,25(OH):Ds, se veze na
svoj receptor (VDR) 1 VDR se tada veZze na DNA molekule unutar jezgre stanice (slika 2).
Receptori vitamina D na koje su se vezale molekule 1,25(OH).Ds na ligand-vezuju¢e domene,
vezu se na 2,5 puta viSe veznih mjesta na DNA nego prije stimulacije 1,25(OH)2Da. Prije
stimulacije ligandima, receptori vitamina D su bili vezani na 200-2000 veznih myjesta
(Tuoresmaiki 1 sur., 2014). VDR na koje su se vezale molekule 1,25(OH),D3 utjecu na vezanje
transkripcijskih faktora i na modifikacije histona koje ¢e aktivirati mjesta pocetka transkripcije
gena t]. na pristupacnost kromatinu i trodimenzionalnu organizaciju kromatina (Carlberg 1 sur.,

2023). Vitamin D ima primarne i sekundarne ciljne gene. Primarni ciljni geni su oni na koje
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direktno djeluje putem VDR, a sekundarni su oni na koje djeluju molekule koje su kodirane od

strane primarnih ciljnih gena vitamina D.

. L Sinteza u bubrezima
Sinteza u jetri

BB ; CYP27BI\‘ =
Lokalna sinteza ’ m};

CYP27B1 ‘m‘

VDR aktivacija

Citoplazma
Jezgra

; p : 7

Vezanje DNA '@
regrutacyja
komodulatora
Regulacija
Ko transkripcije _
DNA protutumorskih

ciljnih gena

Slika 2. Genomski mehanizam djelovanja kalcitriola putem VDR (prema Fathi i sur., 2019)
DBP - vitamin D vezuju¢i protein, RNA POL II - RNA polimeraza II, RXR - retinoidni X

receptor, VDRE - elementi odgovora na vitamin D, VDR - receptor vitamina D

2.6. VITAMIN D I KARCINOM
Vitamin D je jo$ u 20. st. povezivan s prevencijom karcinoma debelog crijeva i rektuma jer je
incidencija ovih karcinoma bila niza kod ljudi koji su se vise izlagali suncevom zracenju i onih
koji su zivjeli pri nizim zemljopisnim Sirinama (Garland i Garland, 1980). Niska razina
vitamina D u krvnom serumu je, ¢ini se, povezana s viSom incidencijom karcinoma (Garland i
sur., 2006). Postoji mnogo in vitro istrazivanja i nekoliko in vivo istrazivanja koja upucuju na
to da bi vitamin D mogao biti u¢inkovit protiv karcinoma dojke, prostate, protiv leukemije i
limfoma (Carlberg i Mufioz, 2022). Veliko nasumicno i kontrolirano istrazivanje ,,VITAL®,
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koje je ukljucilo 25 871 ispitanika bez povijesti obolijevanja od karcinoma 1 koji su uzimali
2000 TU (50 pg) vitamina D3 na dan u periodu od 5 godina, pokazalo je koristi uzimanja
vitamina D3 u vidu smanjenja rizika smrtnosti od karcinoma (Morgan i Tan, 2019; Manson 1
sur., 2019). Jedna meta-analiza (Keum i Giovannucci, 2014) pokazala je kako suplementacija
vitaminom D3 dovodi do znacajno manje smrtnosti od karcinoma. Mehanizmi kojima vitamin

D djeluje protiv karcinoma prikazani su na slici 3.

Stimulacija

Antiproliferacijski . N
diferencijacije

uéinak

Induciranje
apoptoze

Protuupalni

« 1 H
( ,25(0OH)2D3 inak

N

Inhibicija

Inhibicija invazije :
angiogeneze

1 metastaziranja

Slika 3. Uobic¢ajeni mehanizmi djelovanja kalcitriola protiv karcinoma (prema Fathi i sur.,

2019)

2.6.1. Utjecaj vitamina D na kolorektalni karcinom
Kolorektalni karcinom je vrsta karcinoma kod kojeg su u najve¢em broju slucajeva prisutne
mutacije gena koje aktiviraju WNT/B-katenin signalni put. Radi se o mutacijama epitelnih
stanica debelog crijeva koje se smatraju inicijacijom tumorigeneze. WNT je grupa od 19
proteina koji su vazni za kontrolu proliferacije, migracije, diferencijacije 1 dr. procesa stanica.
WNT/B-katenin signalni put je vaZan za kontrolu koncentracije B-katenina unutar stanice. -
katenini su proteini koji se vezu za dijelove E-kadherina koji se nalaze u podrucju
medustani¢nih spojeva. Funkcija B-katenina je regulacija ekspresije gena. Koncentracija ovih
proteina unutar stanice je strogo kontrolirana njihovom fosforilacijom od strane jednog

kompleksa proteina koje ¢ine kazein kinaza 1 (engl. casein kinase, CK1), supresori kompleksa
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koji poti¢e anafazu (engl. anaphase-promoting complex, APC) te protein AXIN 1 kinaza
glikogen sintaze 3 (GSK-3B). To uzrokuje fosforilaciju i ubikvitinaciju B-katenina $to
posljedi¢no uzrokuje degradaciju ovih proteina u proteasomu. Kada je prisutan jedan od WNT
proteina, veze se na neki od receptora FZD i koreceptor LRP5, LRP6 na ciljnoj stanici. DVL
zatim inhibiraju fosforilaciju B-katenina ¢ime se omogucuje vezanje B-katenina na TCF/LEF
transkripcijske faktore i pokretanje transkripcije ciljnih gena. Gotovo svi karcinomi debelog
crijeva imaju neregulirani B-katenin signalni put zbog mutacija -katenina ili APC proteina koji
je supresor nastanka tumora. Kada dode do nakupljanja B-katenina unutar jezgri stanica, oni
poti¢u aktivaciju gena za proliferaciju stanica. U oko 10 % sluc¢ajeva karcinoma debelog
crijeva, stanice imaju divlji tip APC alela ili je promotorsko mjesto APC gena previse
metilirano zbog Cega ostaje neaktivno. Moguce je 1 da B-katenin ima tockaste mutacije zbog
¢ega ne moze biti fosforiliran od strane kinaze glikogen sintaze 3 jer nema odgovarajuce
aminokiselinske ostatke u svojoj strukturi i posljedi¢no nece biti degradiran u proteasomu
(Weinberg, 2013). 1,25(0OH).D3 inhibira proliferaciju i potice diferencijaciju stanica karcinoma
putem vezanja VDR na B-katenin u jezgri §to sprjeCava nastanak transkripcijskog kompleksa
TCF7L2/B-katenin, a isto tako potice ekspresiju kadherina 1 tj. E-kadherina na stani¢noj
membrani koji privla¢i p-katenin. 1,25(OH)2Ds potice i indukciju gena koji kodira za Dickkopf
inhibitor WNT signalnog puta 1 (engl. Dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 1, DKK-1)
(Larriba i sur., 2013; Aguilera i sur., 2007; Palmer i sur., 2001). DKK-1 geni kodiraju za
inhibitore nastanka signalnih kompleksa na stanicnoj membrani. 1,25(OH)2D3 je povecao
razinu RNA molekula s uputom za DKK-1 i samih DKK-1 proteina u humanim SW480-ADH
stanicama karcinoma debelog crijeva, a uéinak je ovisan o dozi, spor i ovisi o prisutnosti
receptora vitamina D (Aguilera i sur., 2007). 1,25(0OH).Ds inhibira i MYC gen koji je vazan za
regulaciju stani¢nog ciklusa i koji je previse eksprimiran u stanicama kolorektalnog karcinoma,
ali i drugim vrstama karcinoma (Carlberg i Mufioz, 2022). MYC je protoonkogen $to znaci da
je ,,gen koji kontrolira stani¢ni rast i diferencijaciju (Pavlica, 2022). Taj gen je promijenjen u
stanicama karcinoma, bilo da je pojacan ili preureden kao posljedica translokacije kromosoma.
MYC gen kodira za MYC proteine kojih se sintetizira previse u slu¢aju spomenutih promjena
na MYC genu. MY C proteini imaju funkciju transkripcijskih faktora i u tumorskim stanicama
su previSe aktivni. Vitamin D regulira aktivnost mikro-RNA (miRNA) molekula. miRNA su
kratke dvolan¢ane molekule RNA koje su gradene od 20-25 nukleotida. Imaju vaznu funkciju
u regulaciji transkripcije gena. Naime, cijepanjem dvolancane miRNA nastaje jednolan¢ana

mMIiRNA koja se udruzuje s kompleksom proteina za RNA-inducirano utiavanje transkripcije
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(engl. RNA-induced transcriptional silencin, RITS) Cije je funkcija zaustavljanje transkripcije
gena. miRNA sluzi vodenju RITS kompleksa do gena koji se prepisuje i tamo se
komplementarno povezuje s dijelom mRNA, a RITS kompleks tada vr$i metilaciju histona H3
na lizinu-9 ¢ime uzrokuje ja¢e namatanje DNA molekule oko histona. Tim namatanjem DNA
molekule oko histona nastaje struktura heterokromatina koja je zatvorena te su geni u takvoj
strukturi nepristupac¢ni za transkripciju. Osim toga, miRNA molekule su vazne 1 za
zaustavljanje translacije. miRNA se mogu udruziti s RNA-induciranim kompleksom utiSavanja
(engl. RNA-induced silencing complex, RISC) koji moze pocijepati mRNA molekule ili moze
zaustaviti translaciju bez cijepanja mRNA. Otkriveno je kako 1,25(OH).Ds3 utjec¢e na miRNA-
22 i jo$ nekoliko vrsta miRNA (Alvarez-Diaz i sur., 2012). KoriStene su SW480-ADH stanice
raka debelog crijeva iz kojih su ekstrahirane miRNA. Proucavao se utjecaj 1,25(OH)2D3 na
miRNA u koncentraciji od 10”7 mol/L u vremenskim razmacima. Utvrdeno je kako je nekoliko
vrsta miRNA bilo uvijek inducirano nakon tretmana s 1,25(OH).Ds. Analizirana je miRNA-22
i utvrdeno je kako je do njezine indukcije doslo i kod drugih stani¢nih linija stanica karcinoma
debelog crijeva. Zapravo, do indukcije je doslo kod svih onih stani¢nih linija koje su imale
eksprimirane receptore vitamina D. Otkriveno je kako miRNA-22 posreduje u supresiji
nekoliko gena od strane 1,25(OH)2Ds u stanicama raka debelog crijeva ¢ime se ostvaruje
protutumorsko djelovanje, odnosno inhibicija proliferacije i Sirenja tumorskih stanica.
1,25(0OH)2Ds  potice diferencijaciju stanica karcinoma debelog crijeva $to se postize
poveéanjem ekspresije CDH1 gena koji kodira za E-kadherin. 1,25(OH)2D3 uzrokuje
poveéanje koncentracije Ca®" u citoplazmi stanica tako $to potice ulazak ovih iona unutar
stanica ¢ime se pokrece kaskada reakcija koje aktiviraju nekoliko proteina kinaza. Ovi dogadaji
unutar stanica vazni su za regulaciju ekspresije gena, antagonisticki djeluju na WNT/B-katenin
signalni put i poticu diferencijaciju epitelnih stanica raka debelog crijeva u normalni, adhezivni
fenotip (Ordoéiez-Moran i sur., 2008). Velik dio uznapredovalih kolorektalnih karcinoma nema
eksprimirane gene za VDR zbog transkripcijskih faktora SNAI1 i SNAI2 koji svojim vezanjem
na promotorska mjesta ovih gena onemoguéavaju vezanje VDR (Larriba i sur., 2009; Palmer i
sur., 2004). Medutim, fibroblasti koji su pridruzeni stanicama karcinoma (engl. cancer-
associated fibroblasts, CAF) imaju eksprimirane receptore vitamina D §to se povezuje s boljim
ishodom bolesti (Ferrer-Mayorga i sur., 2017). 1,25(OH).D3 oslabljuje pro-tumorske uéinke
CAF, odnosno njihovu sposobnost da kontrahiraju i mijenjaju kolagenski sloj te da poticu
migraciju stanica karcinoma. Na taj naCin, vitamin D utjece na mikrookoli§ stanica karcinoma

debelog crijeva pa bi pacijenti s kolorektalnim karcinomom mogli imati koristi od uzimanja
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vitamina D. Vazno je re¢i kako 1,25(OH)2D3 doprinosi oc¢uvanju nediferenciranog fenotipa

odraslih mati¢nih stanica na dnu kripti debelog crijeva (slika 4) i oslabljuje njihovu

transformaciju u kancerozne maticne stanice (Carlberg i Mufioz, 2022).
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Slika 4. Ucinci vitamina D kod kolorektalnog karcinoma. Slika prikazuje topografsku
distribuciju razli¢itih vrsta stanica u kriptama debelog crijeva. U¢inci 1,25(OH)2D3 na
razlicite vrste stanica (tumorske i stromalne) u neoplaziji debelog crijeva i pridruzenom
normalnom tkivu. Naznaceni su homeostatski uc¢inci na normalne stanice 1 protektivni uc¢inci

na tumorske stanice (prema Carlberg i Mufioz, 2022)

2.6.2. Utjecaj vitamina D na karcinom dojke
Dvije provedene meta-analize upucuju na mogucu povezanost cirkuliraju¢eg oblika vitamina
D, tj. 25(OH)Ds i rizika od nastanka karcinoma dojke gdje vitamin D ima zastitnu ulogu (Lope
1 sur., 2018; Estébanez i sur., 2018). Jedna meta-analiza upucuje na vecu zastitnu ulogu kod
trostruko negativnih karcinoma dojke (Lope i sur., 2018). Trostruko negativni tip karcinoma
dojke karakterizira odsustvo tri vrste receptora: receptora za estrogene (ER), receptora za
progesteron (PR) i receptora za humani epidermalni faktor rasta 2 (HER2). Ovaj tip karcinoma
dojke ima najteze ishode bolesti zbog odsustva receptora za navedene hormone, agresivnosti
samog tipa i1 Cestih recidiva. Tretiranje stani¢nih linija karcinoma dojke s 1,25(OH).Ds
pokazalo je kako vitamin D ima negativan uc¢inak na proliferaciju stanica (Simboli-Campbell 1

sur., 1997) i poti¢e njihovu apoptozu (James i sur., 1996; Welsh, 1994). 1,25(OH),D3 suprimira
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stimulacijske signale za rast stanica, MYC gene i1 gene koji kodiraju za cikline i o-ciklinima-
ovisne kinaze (engl. cyclin-dependent kinase, CDK). Ciklini su podjedinice faktora koji potice
sazrijevanje (engl. maturation-promoting factor, MPF), a koji je nuZan za inicijaciju mitotske
faze stani¢nog ciklusa koja ukljucuje mitozu i citokinezu ¢ime od jedne stanice majke nastaju
dvije stanice kéeri. Kada nema dovoljno sintetiziranih ciklina, MPF nema potrebne podjedinice
i ostaje neaktivan. CDK su ovisne o udruzivanju s ciklinima kako bi mogli pravilno
funkcionirati. Kada se ciklini udruze zajedno s CDK, aktiviraju CDK. CDK su vazne jer
upravljaju dogadajima tijekom stani¢nog ciklusa tako $to fosforiliraju razli¢ite proteine. Ciklini
udruzeni s CDK usmjeravaju nastali kompleks prema ciljanim proteinima koje je potrebno
fosforilirati. Specifi¢no, udruzeni CDK1 1 B-tip ciklina uzrokuju dogadaje unutar podfaza
mitotske faze: profaze, metafaze, anafaze i telofaze. U jednom istrazivanju na humanim
stanicama karcinoma dojke otkriveno je kako 1,25(OH).D31 EB1089, analog vitamina D, imaju
utjecaj na ekspresiju dva onkoproteina koji bi mogli regulirati apoptozu, a to su BCL2 i p53
(James 1 sur., 1996). Apoptoza je programirana stanicna smrt u kojoj dolazi do fragmentacije
DNA kromosoma zbog cijepanja u podrucju izmedu nukleosoma. Tada dolazi do kondenzacije
kromatina i jezgra se raspada na male dijelove (Cooper i Hausman, 2007). 1,25(0OH).D3
inducira gene poput CDH1, a represira gene CDH?2 1 CDH3 koji kodiraju za N- 1 P-kadherine
(Lopes 1 sur., 2012; Pendés-Franco 1 sur., 2007; Gonzéalez-Sancho 1 sur., 1998). CDHI geni
kodiraju za E-kadherine, a €iji je nedostatak uslijed manjka ekspresije gena koji ih kodiraju
prisutan u viSe vrsta karcinoma kao Sto su karcinom dojke, debelog crijeva, prostate, Zeluca 1
dr. (Weinberg, 2013). N-kadherini 1 P-kadherini posreduju selektivhu adheziju stanica. N-
kadherini su uobi€ajeno prisutni u mezenhimskim stanicama, to¢nije u fibroblastima. Stanice
karcinoma koje imaju eksprimirane N-kadherine imaju veéi afinitet za fibroblaste u stromi koja
okruzuje stanice karcinoma ¢ime je olakSano njihovo ubacivanje medu fibroblaste u stromi.
MYC i CDHI su kljuéni ciljni geni 1,25(OH).D3 u stanicama karcinoma dojke (Carlberg i
Muiioz, 2022). Jo§ jedan mehanizam djelovanja vitamina D je djelovanje 1,25(OH)2D3 na
supresiju sinteze estrogena i signalizacije estrogenima kontrolom sinteze i degradacije
prostaglandina E; te na inhibiciju receptora za estrogene (ER), receptora 2 za prostaglandin E
(engl. prostaglandin E> receptor 2, PTGER2) i CYP19A1 (Aggarwal i sur., 2018; Krishnan i
sur., 2010a). Estrogeni pokrecu proliferaciju epitelnih stanica dojke i promoviraju nastanak
ER+ karcinoma dojke, a to je tip karcinoma dojke koji ima eksprimirane receptore za estrogene.
ER je nuklearni receptor koji, kada veze svoje ligande tj. estrogene, veze se na promotorska

mjesta svojih ciljnih gena te se tamo veze s koregulacijskim proteinima i nakon toga zapocinje
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transkripcija gena. 1,25(0OH)2D3 ima represivne ucinke na ekspresiju gena koji kodira za
CYP19A1 koji je enzimski sustav koji katalizira sintezu estrogena. Takoder, 1,25(OH)2D3 ko¢i
ekspresiju estrogenskih receptora o i time sprje€ava signalizaciju estrogenima ¢ime se
onemogucuje proliferacija stanica karcinoma dojke (Krishnan i sur., 2010a). Prostaglandin E»
je stimulator transkripcije CYP19A1, a 1,25(0OH).D3 djeluje na smanjenje bioloski aktivnih
prostaglandina supresijom ekspresije enzima koji katalizira sintezu prostaglandina i poticanjem
ekspresije enzima koji kataliziraju degradaciju prostaglandina (Krishnan i sur., 2010b).
1,25(0OH)2D3 inhibira i nastanak mamosfera u stanicnim kulturama stanica karcinoma
smanjenjem ekspresije stanicnih biljega 1 nekoliko gena koji kodiraju za dijelove NOTCH
signalnog puta (Shan i sur., 2017). Mamosfere se sastoje od kanceroznih mati¢nih stanica koje
su otpornije na apoptozu, imaju pojacane mehanizme popravaka DNA molekula i otpornije su
na zracenja i kemoterapiju. NOTCH su transmembranski signalni proteini koji imaju jednu
transmembransku domenu, receptorsku domenu za signalne transmembranske proteine okolnih
stanica koje su u neposrednoj blizini i unutarstani¢nu signalnu domenu. Vezanje liganda na
receptore NOTCH proteina uzrokuje nastanak signala za transkripciju unutar jezgre. Tome
sluzi domena koja se nalazi u citoplazmi stanica i koja prelazi iz citoplazme u jezgru gdje stupa
u interakciju s transkripcijskim faktorima. Ciljni geni NOTCH proteina kodiraju za proteine
koji reguliraju transkripciju (Cooper 1 Hausman, 2007). Domena NOTCH proteina koja se
nalazi u citoplazmi je snazni onkogen te se povezuje s patogenezom humanih tumora

(Weinberg, 2013).

2.6.3. Utjecaj vitamina D na karcinom prostate
1,25(0OH)2Ds kod karcinoma prostate djeluje na gene koji kodiraju za prostaglandin-
endoperoksid sintazu 2 (engl. prostaglandin-endoperoxide synthase 2, PTGS2) koja sintetizira
prostaglandin E> i na druge gene za druge ¢lanove signalnog puta prostaglandina, a takoder
djeluje i1 na citokin interleukin-6, IL-6, kojeg su izlu¢ili makrofagi (Wang i sur., 2014).
Makrofagi su stanice imunosnog sustava koje su vazan dio urodene imunosti. Njihova uloga je
obrana stanica domacina od antigena, a to ¢ine tako $to proizvode proupalne citokine koji
poticu i reguliraju upalne procese, fagocitiraju i uniStavaju mikrobe, Ciste mrtve stanice tkiva
te iniciraju popravak tkiva. Vitamin D je smanjio ekspresiju IL-6 kod makrofaga §to ukazuje
na njegovo protuupalno djelovanje. Istrazivanje na humanim netumorskim epitelnim stanicama
prostate RWPEI pokazalo je da 1,25(OH)2Dsregulira velik broj gena koji kodiraju za ¢lanove
signalnih puteva povezanih s nastankom karcinoma 1 upale (WNT, NOTCH, NF-«xB, IGF-1,
IL-1, IL-6, IL-17) te da potice zastitu od oksidativnog stresa (Kovalenko i sur., 2010). NF-xB
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je transkripcijski faktor koji u jezgri stanice aktivira gene koji onemogucuju apoptozu stanica
i gene koji promoviraju rast. Kada dospije u jezgru stanice, potice ekspresiju gena koji kodiraju
za sintezu proteina koji su antiapoptoticni. Takoder, potice ekspresiju MYC gena i gena koji
kodiraju za cikline. NF-kB igra klju¢nu ulogu u razvoju razlicitih vrsta karcinoma i njihovom
opstanku (Weinberg, 2013). Inzulinu slican faktor rasta 1 (engl. insulin-like growth factor 1,
IGF-1) djeluje kao promotor tumora tako Sto Stiti premaligne stanice od apoptoze i potice
njihovu proliferaciju, a i ve¢ formirani tumori trebaju IGF-1, ali pitanje je u kojoj mjeri
(Weinberg, 2013). 1,25(0OH).D3 suprimira IGF-1 signalizaciju u netumorskim epitelnim
stanicama prostate. Citokini interleukin-1 (IL-1), IL-6 i interleukin-17 (IL-17) Kkoji su
proupalni, takoder su bili suprimirani. Postoje jo§ neka istrazivanja na mis§jim modelima koja
su pokazala slicne ucinke 1,25(OH)2Ds3 na razlicite gene koji kodiraju za ¢lanove mnogih
signalnih puteva koji su ukljuéeni u proliferaciju stanica karcinoma, apoptozu, imunosni

odgovor te transkripciju i ekspresiju gena.

2.6.4. Utjecaj vitamina D na oralni karcinom
Najucestalija vrsta oralnog karcinoma je planocelularni karcinom usne Supljine koji ¢ini 90 %
svih oralnih karcinoma (Gandini i sur., 2014; Chen i sur., 1999). Najvise oboljelih (90 %) su
pusaci, a alkohol je takoder ¢imbenik rizika. U istrazivanju u kojem je koristen 1,25(0OH)2D3
na humanim stanicama planocelularnih karcinoma glave i vrata, pokazalo se kako je tretman s
107 mol/L 1,25(0OH).Ds blokirao tranziciju stanica iz faze Gi u S fazu i stanice su se
akumulirale unutar Go i G1 faze (Kornfehl i sur., 1996). G; faza je faza izmedu mitoze stanice
I inicijacije replikacije DNA. S faza nastupa nakon G; faze i to je faza u kojoj dolazi do
replikacije DNA molekule. Go je stadij mirovanja nakon G; faze i prije S faze u kojem je stanica
metabolicki aktivna, ali ne dolazi do proliferacije. 1,25(OH).D3 i njegovi analozi poticu
ekspresiju gena za proteine p21 i p27 koji su inhibitori proliferacije stanica jer inhibiraju CDK
(Hager i sur., 2004). U jednom istrazivanju u kojem je koriSten analog vitamina D, EB1089,
na humanim stanicama planocelularnog karcinoma grkljana, doslo je do inhibicije proliferacije
ovih stanica tako $to je navedeni analog vitamina D potaknuo ekspresiju proteina p57 koji
inhibira proliferaciju stanica (Lu i sur., 2008). p57 je takoder inhibitor CDK. Putem VDR
inhibira se i epitelno-mezenhimalna tranzicija (engl. epithelial-mesenchymal transition, EMT)
stanica humanog planocelularnog karcinoma grkljana kod kojih je smanjena ekspresija SNAI
gena (Zhao i sur., 2017). Epitelno-mezenhimalna tranzicija je naziv za transdiferencijaciju
stanica, bilo normalnih, bilo tumorskih. Kod karcinoma epitelnih stanica dolazi do promjene
gdje ove stanice poprimaju osobine stromalnih stanica u blizini. EMT moze uzrokovati invaziju
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stanica karcinoma u okolna normalna tkiva (Weinberg, 2013). SNAI geni su previse
eksprimirani kod humanog planocelularnog karcinoma grkljana i smanjenjem njihove
ekspresije dolazi do inhibicije adhezije, migracije, invazije i EMT, a to je postignuto
regulacijom VDR signalnog puta. 1,25(0OH).D3s smanjuje ekspresiju BCL-2 gena (engl. B-cell
lymphoma 2), povecava ekspresiju BAX gena (engl. Bcl-2-associated X protein) i poveéava
aktivnost kaspaze-2 i kaspaze-8 (Osafi i sur., 2014). BCL-2 je gen koji kodira za protein koji
inhibira apoptozu te se smatra kako on postaje onkogen kada je previse eksprimiran. BAX gen
kodira za BAX proteine, a transkripcija BAX gena mogucéa je zahvaljujuci p53. BAX proteini
su proapoptotski proteini koji omoguéuju apoptozu otvaranjem kanala na membrani
mitohondrija ¢ime iz mitohondrija moze izaéi citokrom ¢ i drugi proteini koji aktiviraju
kaspaze. Kaspaze su grupa proteina koji uzrokuju promjene koje se dogadaju tijekom apoptoze.
To cine tako Sto cijepaju odredene proteine: odredene protein kinaze, lamine, proteine
citoskeleta i DNaze aktivirane kaspazama (Karp i sur., 2016). Kaspaza-2 i kaspaza-8 su
inicijatorske kaspaze koje aktiviraju kaskadu reakcija i egzekutorske kaspaze koje uniStavaju
stanice (Weinberg, 2013). Vitamin D kod humanih stanica planocelularnog karcinoma jednjaka
inhibira ekspresiju NF-«B i indirektno glutation peroksidazu 1 (engl. glutathione peroxidase
1, GPX1) (Gan i sur., 2014). GPX1 je antioksidativni enzim koji ¢uva stanice od oksidativnog
stresa. Ako je previSe eksprimiran, GPX1 poti¢e migraciju i invaziju stanica karcinoma. Dakle,
1ako je vazan za zaStitu normalnih stanica od oksidativnog stresa, ako je previse eksprimiran,
kod stanica karcinoma ostvaruje nezeljene ucinke. U jednom pilot istrazivanju, u kojem se
suplementiralo vitaminom D u dozi od 1000 1U kroz 3 mjeseca, kod osoba s uznapredovanim
oralnim karcinomima doSlo je do smanjenja oralnog mukozitisa uzrokovanog zracenjem,
olakSano je gutanje i poboljsana je ukupna kvaliteta zivota za razliku od kontrolne grupe koja
nije primala suplementaciju (Anand i sur., 2017). 1,25(0OH).Dz kod stanica oralnih keratinocita
ima antiproliferacijski u¢inak i1 poti¢e diferencijaciju, a na mi§jem modelu, dijeta siromasna
vitaminom D izaziva povecanu proliferaciju oralnih keratinocita, ali sam nedostatak vitamina

D ne izaziva nastanak oralnog karcinoma (Yuan i sur., 2014).

2.6.5. Utjecaj vitamina D na hematoloske malignitete
Niska razina vitamina D u krvnom serumu povezana je s loSom prognozom bolesti ljudi
oboljelih od hematoloskih maligniteta poput limfoma i leukemije (Wang i sur., 2015).
1,25(0OH)2D3 smanjuje aktivnost Janus kinaza (JAK) i signalnih transduktora i aktivatora
transkripcije (engl. signal transducer and activator of transcription, STAT) Koji su preaktivni
kod leukemije i limfoma zbog prevelike proizvodnje citokina (Olson i sur., 2018). Janus kinaze
15



su tirozin kinaze smjeStene unutar citoplazme i aktiviraju se kada se citokini veZu na receptore
na povrsini stanica. STAT su transkripcijski faktori koji se aktiviraju kada je jedan tirozinski
ostatak od ukupno dva u njihovoj strukturi fosforiliran od strane Janus kinaze. Kada se
aktiviraju, STAT prelaze iz citoplazme u jezgru gdje se vezu za DNA sekvencije koje kodiraju
za citokine. Dakle, ako 1,25(OH).Ds smanjuje aktivnost Janus kinaza i STAT, posljedi¢no
mora smanjiti proizvodnju citokina: interferona-y (IFN-y), faktora nekroze tumora (engl, tumor
necrosis factor, TNF) i nekoliko interleukina. Istrazivanje provedeno na normalnim humanim
mati¢nim stanicama i leukemijskim mijeloicnim humanim mati¢nim stanicama koje uzrokuju
akutnu mijeloi¢nu leukemiju i koje su bile tretirane s 1,25(OH)2D31 jos dva analoga vitamina
D, pokazalo je kako su 1,25(0OH).Ds i dva njegova analoga uzrokovali diferencijaciju ovih
stanica u monocite i makrofage $to ukazuje na vaznost 1,25(OH)2Ds u hematopoezi (Koeffler
i sur., 1984). Diferencijacija sprje¢ava nekontrolirano stvaranje stanica mijeloidne loze i nagli
porast nezrelih stanica u koStanoj srzi koje bi sprijeile stvaranje drugih vrsta stanica
(Durakovi¢, 2009). 1,25(0OH)2Ds kod stani¢nih linija akutne mijeloi¢ne leukemije smanjuje
proliferaciju i potice diferencijaciju putem povecanja aktivnosti C/EBP transkripcijskih
faktora, ali to ovisi o razini ekspresije VDR (Marchwicka i Marcinkowska, 2018). C/EBP su
skupina od Sest transkripcijskih faktora i vazni su u procesu hematopoeze. Geni CEBPA
kodiraju za C/EBPa transkripcijske faktore koji se pojavljuju kod progenitorskih stanica koje
¢e postati stanice limfoidne 1 mijeloidne loze te kod stanica koje ¢e diferencirati u granulocite
(Friedman, 2007). Progenitorske stanice su stanice koje su nastale iz mati¢nih stanica i koje su
nediferencirane stanice iz koje nastaju razli¢ite vrste stanica, ali imaju ograni¢enu sposobnost
proliferacije. Geni CEBPB kodiraju za C/EBPJ transkripcijske faktore koji su vazni za
diferencijaciju stanica u monocite i makrofage (Pham i sur., 2007). Geni CEBPE kodiraju za
C/EBPe transkripcijske faktore koji su vazni za diferencijaciju stanica u neutrofile (Lekstrom-
Himes, 2001). C/EBPo bi mogli biti najvazniji transkripcijski faktori za normalnu
hematopoezu jer mutacije CEBPA gena dovode do pojave akutne mijeloi¢ne leukemije, a
1,25(0OH)2Ds je povecao aktivnost ovih gena, kao i CEBPB gene, kod stanica koje su imale

eksprimirane receptore vitamina D (Marchwicka i Marcinkowska, 2018).
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3. ZAKLJUCCI

1.

Vitamin D se sintetizira u ljudskom tijelu izlaganjem koze UVB zracenju, a dobiva se
I putem hrane te dodataka prehrani. U kozi nastaje kolekalciferol koji se u jetri pretvara
u 250HDs koji je cirkuliraju¢i oblik vitamina D. 250HDs3 se u bubrezima pretvara u
bioloski aktivan oblik 1,25(OH)2D3 koji se veze na receptor vitamina D.

Vitamin D svoje u€inke kod razli¢itih vrsta karcinoma ostvaruje preko svog receptora,
VDR, koji potice ili suprimira ekspresiju odredenih gena koji kodiraju za vazne dijelove
mnogih signalnih puteva koji su dio tumorigeneze.

Vitamin D ima nekoliko glavnih ucinaka na tumorigenezu: antiproliferacijski u¢inak,
protuupalni ucinak, inhibira invaziju i metastaziranje stanica karcinoma, inducira
apoptozu i stimulira diferencijaciju stanica.

Postoje mnoga provedena istrazivanja djelovanja vitamina D kod razli¢itih vrsta
malignih bolesti kao §to su kolorektalni karcinom, karcinom dojke, karcinom prostate,
oralni karcinom, hematoloski maligniteti i dr.

Za sada se jo§ ne moze tvrditi da bi vitamin D tj. njegov adekvatan status sigurno
prevenirao nastanak malignih bolesti, ne moze se govoriti o lijeCenju tih bolesti
vitaminom D 1 potrebno je detaljnije istraziti njegov utjecaj u prevenciji i terapiji

navedenih bolesti.
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