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1. UvOD

Hrana koja se unosi u organizam moze biti dobra ili 1osa za zdravlje ¢ovjeka, tako moze
poticati nastanak bolesti ili sluziti u preventivne i terapeutske svrhe. Upravo ta veza izmedu
ljudskog organizma i prehrane je predmet proucavanje sve veceg broja znanstvenih istrazivanja.
Hrana biljnog i zivotinjskog porijekla sadrzi vazne bioloski aktivne tvari koje djeluju na velik
broj fizioloskih i biokemijskih procesa u organizmu covjeka. Jedan od tih mehanizama su i
epigeneticke modifikacije. Epigenom i epigenetika kao znanost se u novije vrijeme sve vise
razvijaju i nove spoznaje dobivene u tom podru¢ju pruzaju novu perspektivu u lije¢enju i
prevenciji razli¢itih bolesti, s naglaskom na tumore. Osim u prevenciji bolesti i stabilizaciji
genoma, epigeneticki mehanizmi objasnjavaju kako ishrana, koja je jedan od najvaznijih
faktora utjece na prenatalni i postnatalni Zivot Covjeka.

U ovom radu biti ¢e opisani epigeneti¢ki mehanizmi kojim prehrana majke ima utjecaj
na prenatalno razdoblje razvoja djeteta te kako bioloski aktivne tvari iz hrane biljnog porijekla

kroz razli¢ite epigeneticke mehanizme mogu utjecati na prevenciju i lije¢enje tumora.



2. OSNOVNI DIO

2.1. EPIGENETIKA

C. H. Waddington je bio britanski znanstvenik koji je prvi upotrijebio pojam epigenetika
1942. godine. Epigenetiku je definirao kao granu biologije koja proucava interakciju gena i
njihovih produkata te uzrokuje nastanak fenotipa. Razvojem znanosti i genetike djelomi¢no se
ova definicija mijenjala. Tako se danas epigenetika definira kao grana biologije koja se bavi
proucavanjem mitotickih i mejoti¢kih nasljednih promjena u ekspresiji gena, koje ne uzrokuju
promjenu u genotipu ve¢ fenotipu. Naziv epigenetika sadrzi prefiks ,,epi“ koji je preuzet iz
grckog jezika, a znaci na, preko ili izvan i pokazuje nam upravo to svojstvo da se promjene ne
dogadaju u DNA sekvenci ve¢ izvan nje. Epigeneticke promjene su normalna i redovna pojava.
Omogucuju organizmu da se razvija te prilagodi na unutranje i vanjske podrazaje. Kako je
genom konzistentan, isti u svim stanicama i predstavlja potpunu geneticku informaciju
sadrzanu u obliku DNA, on ne moZze stanicama osigurati prilagodbu na podrazaje iz okoline i
organizma, jer kada bi se mijenjao narusila bi se geneticka informacija i stabilnost. Svake
promjene koje se dogode u genotipu su ireverzibilne i trajne. Za razliku od genoma, epigenom
je promjenjiv i omoguéava organizmu da se prilagodi na razli¢ite podrazaje. Epigeneticke
modifikacije su reverzibilne i uvjetuju promijenjenu ekspresiju odredenog dijela genoma, dok
preostali dio ostaje inaktivan (Barrero i sur., 2010) . Tri najvaznije uloge epigenetickih
modifikacija su regulacija genske ekspresije, utiSavanje mobilnih elemenata i stabilizacija
genoma procesima kao §to su inaktivacija X kromosoma i genomski utisak. Odgovorne su za
stani¢ni rast, proliferaciju, diferencijaciju, stani¢nu smrt i prilagodbu stanice na eventualne
promjene (Barrero i sur., 2010). Procesi kojima se uspostavlja epigeneticki kod su DNA
metilacija ili kovalentna modifikacija citozina, postranslacijska modifikacija histona:

metilacija, acetilacija, fosforilacija, sumoilacija, ubikvitinacija i RNA interferencija.

2.1.1. Epigeneti¢ki mehanizmi

DNA metilacija je najbolje prouceni epigeneticki mehanizam. To je Cest proces kod
sisavaca kojim se stvara stabilni epigeneticki trag i prenosi se DNA replikacijom i stanicnom
diobom (Jang i sur., 2014). Metilacija je kovalentna modifikcija kojom se dodaje metilna
skupina, s univerzalnog stani¢nog metil donora S-adenozil metioinina (SAM), na 5' poziciju

citozina CpG (citozin-fosfat-gvanin) dinukleotida i nastaje 5-metilcitozin (Slika 1). Reakciju



katalizira DNMT (DNA-metiltransferaza). Ljudski genom sadrzi 4 gena za DNMT Koji
kodiraju DNMT1, DNMT2, DNMT3A i DNMT3B.
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Slika 1. Metilacija citozina (Web 1)

Epigeneticka informacija sadrzana u metiliranoj DNA se diobom prenosi na stanice
kéeri. Tijekom replikacije se ugraduje nemetilirani citozin umjesto 5-metilcitozina. Nakon
sinteze, postreplikacijski enzim DNMT1 metilira hemimetiliranu DNA prema uzorku sa starog
lanca na novi. Ovakvim prijenosom metilirane DNA omogucuje se epigeneticko nasljedivanje
(Slika 2).

Nemetilirani citozin

Replikacija
‘(DNA \
_TT',GI.T’.'.\-IGA_( TT.“:-ATTAC'}A_
Ll L L N LS
ARAGCGUCTAATYTGLUT ¥ e S B 2R 3 TR G A 2 i S
Hemimetilirana DNA L
lM“"af'la Metllacljal .
'bl‘T‘.‘.-QA'I"T'Ax‘L'..\I ﬂ'!‘r‘ .‘-AI‘XA-Il A.
SEENERERENE NS I NN NN NENE .
I

CH,

Slika 2. Prijenos epigenetickog uzorka na stanice kéeri (Web 2)



U ljudskom genomu CpG dinukleotidi su Siroko rasprostranjeni. Najvecu gustocu imaju
u kratkim odsjec¢cima na 5' kraju gena u promotorskim regijama koje su zbog velike gustoce
CpG dinukleotida nazvane CpG otocima. To su odsje¢ci DNA dulji od 0,5 kb gdje suma
citozina i gvanina ¢ini vise od 55% ukupnog broja baza. Ovisno o stanju metiliranosti CpG
otoci djeluju kao regulatori transkripcije gena. Tako su hipermetilirani CpG otoci povezani s
sprjeCavanjem transkripcije, a hipometilirani s njenom aktivacijom. Otprilike oko 30- 40% gena
u humanom genomu nema CpG otoke u svojim promotorima (Takai i sur., 2002).

DNA metilacija ima vaznu ulogu u razli¢itim stani¢nim procesima. Vazna je za
normalan razvoj, starenje, stabilizaciju genoma procesima genomskog utiska i inaktivacije X
kromosoma, kancerogenezu, represiju ponavljaju¢ih elemenata te ima vrlo velik utjecaj na
transkripciju gena. Metilirani citozin prepoznaju i na njega se vezu represorski proteini kao §to
su CpG MBD (engl. methyl biding domain) i MeCP2 (engl. methly CpG-biding protein) proteini
koji poticu vezanje histon-modificirajuéeg kompleksa koji mijenja strukturu kromatina pri
¢emu on ostaje zatvoren i sprjeCava vezanje transkripcijskih faktora na molekulu DNA (Bagic,
2015 prema Fuks i sur. 2003). Takoder DNA metilacija sudjeluje u procesu diferencijacije
tkiva. Prilikom diobe i diferencijacije embrijskih mati¢nih stanica u specifi¢na tkiva, DNA
metilacijom se moze promijeniti ekspresija gena koja uzrokuje trajne i jednosmjerne promjene
I tako onemogucuju stanici povratak u mati¢nu Stanicu. Osim toga metilacijom se postize i
epigeneticki fenomen utiskivanja gena. Kada je gen utisnut on je metiliran i nije aktivan. Tako
spermij i jajna stanica imaju kromosome koji su razli¢ito utisnuti i ovisno o tome isti alel moze
imati razli¢iti fenotipski ucinak. Tijekom gametogeneze se stari utisak brise, a ovisno o spolu
se geni ponovo metiliraju tj. utiskuju (Slika 3). Jedan od najboljih primjera genomskog utiska
je metiliranje tumor supresorskog gena H19 i 1GF2 (engl. insulin like growth factor). Tijekom
spermatogeneze se specificno metilira H19, a kod oogeneze IGF2. Tako se kod normalnih

stanica eksprimira o¢ev IGF2 i majc¢in H19 gen (Rainier i sur., 1993.).
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Slika 3. Proces utiskivanja gena (Web 3)

Modifikacije histona su joS jedan od epigenetickih mehanizama s kojim se moZe
regulirati genska ekspresija. Ove posttranslacijske modifikacije N-terminalnih krajeva histona
uzrokuju promjenu strukture kromatina koja dovodi do aktivacije ili utiSavanja gena. U
modifikacije ubrajamo acetilaciju, metilaciju, ubikvitinaciju, sumoilaciju i fosforilaciju
(Berger, 2009). Ove reakcije su reverzibilne i njihovom se kombinacijom uspostavlja ,,histonski
kod*, a izvode ih dvije skupine enzima, oni koji stavljaju 1 oni koji uklanjaju odredenu skupinu
s N-terminalnog kraja histona. Dva su osnovna efekta ovih modifikacija, a to su cis-efekt kojim
se postize smanjeno vezenje DNA za histon neutraliziranjem histonskog pozitivnog naboja ili
promjenom trodimenzionalne strukture histona dodatkom odredene skupine i trans-efekt kojim
se regrutiraju drugi proteini kao sto su npr. HMBP (engl. histone modification binding proteins).

Histoni su bazi¢ni proteini eukariotskih stanica koji zajedno s molekulom DNA ¢ine
kromatin. Osnovna gradevna jedinica kromatina je nukleosom. On je izgraden od histonskog
oktamera, kojeg ¢ine parovi histona H2A, H2B, H3 i1 H4, oko kojeg se omata DNA molekula.
Osim histonskog oktamera u smatanju DNA molekule jos$ sudjeluju histoni H1 i H5 koji djeluju

kao vezujuéi proteini. Histoni imaju veliku ulogu u regulaciji pakiranja DNA i kompakciji



kromatina Sto utjeGe na transkripcijsku aktivnost. U interfaznoj jezgri kromatin ima dva
funkcionalna stanja, a to su eukromatin ili podruc¢ja aktivnog prepisivanja gena, koji predstavlja
naCin pakiranja u kojem je DNA dostupna transkripciji 1 heterokromatin ili podrucja
inaktiviranih gena gdje je DNA gusto pakirana i nedostupna za prepisivanje. Upravo se
epigenetickim mehanizmima regulira organizacija kromatina u razli¢itim stanicama i stadijima
stani¢nog ciklusa (Murray i sur., 2009).

Postranslacijskim modifikacijama mijenja se interakcija histona s molekulom DNA i
nuklearnim proteinima. Dugi repovi H3 i H4 histona, koji strSe izvan nukleosoma, sadrze velik
broj lizinskih i argininskih aminokiselinskih ostataka i mogu biti modificirani na nekoliko
mjesta. Osim u regulaciji ekspresije, histonske modifikacije imaju ulogu i u drugim biolos§kim
procesima kao Sto su popravak DNA, replikacija i spermatogeneza. Aktivacija transkripcije
postize se acetilacijom 1 fosforilacijom, inhibicija sumoilacijom, dok oba efekta mogu imati
metilacija i ubikvitinacija ovisno o mjestu koje se modificira (Bagi¢, 2015). Identificiran je
velik broj porodica proteina koje sudjeluju u modifikaciji histona. Medu njima su proteini koji
sudjeluju u acetilaciji, a to su histon-acetil-transferaze (HAT), koje dodaju acetilnu skupinu s
acetil koenzima A na lizinske ostatke i histon-deacetilaze (HDAC), koje ih uklanjaju. U procesu
metilacije histon-metiltransferaze (HMT) dodaju jednu ili vise metilnih skupina s univerzalnog
donora S-adenozil-L-metionina na lizinske ili argininske ostatke, a uklanjaju histon-demetilaze
(HDMT)(Cole, 2008).

RNA interferencija (RNAI) je jednostavan i brz mehanizam utisavanja gena eukariota.
Osnovni princip ovog mehanizma je razgradnja mMRNA molekule u citoplazmi stanice, nakon
Sto je stupila u interakciju sa komplementarnom dvolan¢anom interferirajuom RNA
molekulom. RNAI je jedan od mehanizama obrane od virusa, pridonosi stabilnosti genoma tako
Sto eliminira transpozonske transkripte, zaustavlja sintezu proteina, sudjeluje u regulaciji gena
i modifikaciji kromosoma. Mehanizam se odvija u 2 koraka. Prvo se degradiraju dsRNA u male
nekodirajuce interferirajuce SiRNA, koje imaju manje od 30 nukleotida, enzimom Dicer iz
obitelji Rnaza Ill. Nakon toga se SiRNA molekule povezuju s proteinskim kompleksom
Argonaut u RISC kompleksom (engl. RNA-induced silencing complex) putem kojeg mogu

djelovati na ekspresiju gena modificirajuci procese transkripcije i translacije (Slika 4).
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Slika 4. Mehanizam RNAIi (Web 2)

2.2. EPIGENOM | BOLESTI

lako epigeneticke promjene omogucuju prilagodbu na razli¢ite utjecaje, normalan
razvoj i zdravlje, one su uzrok mnogih bolesti. Bilo koja aberacija epigeneti¢ke modifikacije
moze uzrokovati abnormalnu aktivaciju ili utiSavanje gena $to dovodi do razvoja bolesti.
Promjene u DNA metilaciji, osim $to mogu uzrokovati tumor, imaju veliku ulogu u razvoju
psihickih i drugih teskih poremecaja (Callinan i Feinberg, 2006). Jedan od primjera je Rettov
sindrom kojeg karakterizira autisticno ponaSanje, mentalna retardacija i specificno drzanje ruku
1 gubitak njihove funkcije uzrokovano mutacijom proteina koji se veze na metilirane CpG otoke
i gubitkom imprintinga DLX5 koji kodira veliku skupinu proteina odgovornih za pravilan
razvoj kosti i zacjeljivanje fraktura (Horike i sur., 2005).

Tumori su drugi najveéi uzrok smrti ljudske populacije u svijetu, a nova istrazivanja su
pokazala kako ¢e se broj oboljelih od tumora povecati za 70% kroz narednih 20 godina (Web
4). Glavna znacajka tumora su nepravilnosti u regulaciji genske ekspresije, koje uzrokuju i
geneticke i epigeneti¢ke abnormalnosti. Danas znamo da epigenetika i genetika kooperativno
djeluju u svim stadijima raka (Jones i Baylin, 2007). Za razliku od geneti¢kih promjena,
epigeneticke su potencijalno reverzibilne zbog ¢ega Su epigenom i Svi njegovi mehanizmi
potencijalni novi cilj u istrazivanju intervencijskih strategija koje se koriste u preventivne i
terapeutske svrhe (Link i sur., 2010).

Stanice tumora u cijelom genomu imaju aberacije koje se ocituju u nizu epigenetickih
biljega, a to su globalna hipometilacija, smanjena aktivnost malih nekodiraju¢ih miRNA (mikro
RNA), specificna promotorska hipermatilacija i histonska deacetilacija (Taby i Issa, 2010).
Cesta epigeneticka alternacija kod tumora je globalna hipometilacija. Gubitak metilacije moze

uzrokovati abnormalnu aktivaciju gena. Ona se pretezno pojavljuje u ponavljajuéim



sekvencama koje c¢ine otprilike pola ljudskog genoma, ukljuCuju i pericentromerne i
centromerne uzastupno ponavljajuce sljedove. Isto tako moze se pojaviti i u promotorima gena
(Ehrlich, 2009) te na taj nac¢in moze aktivirati gene koji su kod normalnih stanica utisani, kao
Sto su onkogeni. Osim aktivacijom normalno utisSanih gena, DNA hipometilacija se jos povezuje
i s reaktivacijom i transpozicijom retrotranspozona, kromatinskom nestabilnos¢u i gubitkom
genskog utiska.

Osim aktivacije onkogena gubitkom metilacije u njihovim promotorima, u epigenomu
stanica raka epigeneticki se utiSavaju pomocu tumor supresorskin geni. To se postize
hipermetilacijom njihovih promotora Sto uzrokuje gubitak njihove funkcije potiskivanja
tumora. Geni koji su podlozni hipermetilaciji kod stanica raka su geni koji sudjeluju u popravku
DNA, kontroli stani¢nog ciklusa, apoptozi, diferencijaciji, angiogenezi i metastazi, a to su p15
INK48 n16™K4e 08-metilgvanin-metiltransferaze (MGMT), mutL homolog 1 (MLH1), glutation
S-transferaze P1 (GSTPI), receptor retinoi¢ne kiseline, RASSF1 (engl. Ras association
domain-containing protein 1) (Verma i sur., 2002). Hipermetilacija moze dovesti i do
nestabilnosti ponavljajuéih sekvenci DNA, kao $to su mikrosateliti tako $to se hipermetilira gen
za oporavak DNA MLHI1 $to uzrokuje njihovu nestabilnost i moze ih produljiti ili skratiti. To
se povezuje s mnogobrojnim tumorima kao $to su kolorektalni tumori, tumor jajnika i Zeluca
(Troselj i sur., 2009).

Pojam ,,histon onko-modifikacije* ukljucuje sve posttranslacijske modifikacije histona
koje mogu uzrokovati rak. Poremecaji histonske modifikacije mogu dovesti do kancerogeneze
upravo zbog toga $to uzrokuju narusavanje genomske stabilnosti, poticu abnormalnu ekspresiju
gena, smanjuju mogucénost popravka DNA 1 stabilnost kontrolnih tocaka stani¢nog ciklusa.
Nepravilnosti metilacije i acetilacije H3 i H4 histona uzrokuju inicijaciju i progresiju raka. Tako
su Cesti pokazatelji raka nepravilna trimetilacije Lys na 4 i 27 mjestu H3 histona (H3K4me3 i
H3K27me3) i globalni gubitak acetilacije H4K16 i trimetilacije H4K20. Tako gubitak
acetilacije ili trimetilacije H4 se pojavljuje u hipometiliranim ponavljuju¢im DNA sekvencama
(Fraga i sur., 2005), a H3K27me3 u hipermetiliranim promotorima tumor supresorski gena
(Linisur., 2011).

2.3. EPIGENOM | ISHRANA
Prehrana je jedan od najvaznijih okoli$nih faktora koji djeluje na epigenom. lako tocan
mehanizam djelovanja jo§ u potpunosti nije objaSnjen, postoji sve veci broj dokaza koji

povezuju nacin ishrane i odredene bioaktivne tvari iz hrane s epigenetickim promjenama koje



mogu i uzrokovati bolest i sluziti u preventivne i terapeutske svrhe. Posebno velik utjecaj

prehrana ima tijekom prenatalnog razvoja.

2.3.1 Ishranai prenatalni razvoj

Za vrijeme prenatalnog razvoja dogadaju se brze i dinami¢ne promjene uzrokovane
stani¢nom proliferacijom i diferencijacijom. Uspostavlja se stabilni epigeneticki kod, barem do
odrasle dobi. Globalno demetilirani genom embrija se ponovno metilira $to omogucuje
genomski utisak i ima veliku ulogu u reguliranju stani¢ne i tkivno specifi¢ne transkripcije gena
kojom se postize diferencijacija stanica i tkiva. Bilo koja pogreska tijekom ovog procesa moze
biti ireverzibilna i imati trajne posljedice u regulaciji genske ekspresije. Zbog toga $to fetus ne
moze ucinkovito metabolizirati i detoksificirati toksine u jetri, nema dobro razvijene
mehanizme popravka DNA i imunoloskog odgovora te ima visoku stopu proliferacije stanica
ovaj period razvoja je vrlo osjetljiv na okoli$ne faktore, pri ¢emu je jedan od najutjecajnijih
majc¢ina prehrana.

Postoji velik broj istrazivanja koja proucavaju upravo utjecaj maj¢ine prehrane na razvoj
djeteta. Premala ili prevelika izloZenost odredenim tvarima pokrec¢e epigeneticke mehanizme
koji mogu izazvati promjene u ekspresiji gena mijenjajuéi fenotip djeteta (Bagi¢, 2015.) i ¢ine
ga podlozZnijim razli¢itim bolestima u odrasloj dobi. U ovakvim istrazivanjima, u kojima se
proucava nepravilna prehrana trudnice, naje$ée se koriste animalni modeli koji se izlazu
razli¢itim dijetnim rezimima.

Jedan od dijetnih rezima koji se proucava je prehrana siromasna proteinima. Proteini su
vazan izvor esencijalnih aminokiselina, medu kojima je aminokiselina metionin koja je
ukljucena u biokemijski put SAM (S-adenozilmetionin). Tako prehrana siromasna proteinima
kod trudnih Stakorica uzrokuje promjene u DNA metilaciji, zbog koje dolazi do globalne
hipermetilacije gena jetre njihovih potomaka (Rees i sur., 2000). Daljnja istraZivanja su
pokazala kako ovaj tip ishrane rezultira promjenama u DNA metilaciji koje uzrokuju promjenu
u genskoj ekspresiji koja ostaje stabilna sve do odrasle dobi (Jimenez-Chillaron i sur., 2012).
Ovaj nacin prehrane dovodi do promjene u metilaciji jetrenih gena PPARa (engl. peroxisomal
proliferator-activated receptor-a), GR (glukokortikoidni receptor) i Lxra (engl. liver X
receptor-a). Demetilacijom promotora dolazi do povecane ekspresije ovih receptora koji
sudjeluju u regulaciji transkripcije proteina ukljucenih u metabolizam masti i ugljikohidrata,
Sto kod odraslih jedinki moze uzrokovati dislipidemiju, hipertenziju i steatozu jetre. Takoder,

majcinska prehrana siromasna proteinima moze djelovati i na druge gene te razliCitim



epigenetickim mehanizmima trajno utjecati na gensku ekspresiju i tako djelomic¢no pridonijeti
razvoju pretilosti, rezistentnosti na inzulin i dijabetesa tipa 2 u odraslih jedinki.
Najproucavaniji model majéine ishrane je onaj s deficitom donora metilnih skupina.
Riboflavin (B2), pirodoksin (B6), cijanokobalamin (B12), kolin, betain, folat i metionin su tvari
koji sadrZe metilnu skupinu i sudjeluju u nastanku SAM-a. Tablica 1. prikazuje namirnice koje
su bogate ovim bioaktivnim tvarima. S-adenozilmetionin je univerzalni donor metilne skupine
u epigeneticCkom mehanizmu DNA metilacije i nastaje iz aminokiseline metionin uz utrosak

ATP-a (Anderson i sur., 2012).

Tablica 1. Popis namirnica s visokim udjelom donora metilne grupe (Bagi¢, 2015)

Nutrijent Namirnice
Metionin Brazlski oraséié, sezam. riba, 3pinat, meso
Folat Grahorice, dpinat, Sparoge, salata
Vitamin B2 Sir, meso, bademu, jaja
Vitamin B6 Sjemenke suncokreta, pistacija, tuna
Vitamin B12 Jetra, riba, Zitarice, crveno meso,
Kolin Zumanjak, jetra, meso
Betain Spinat, repa, pienica

Za objasnjenje kako namirnice koje sadrze metilne skupine iz hrane utjecu na epigenom,
najbolji primjer su istrazivanja na napravljena na Agouti misevima. Oni kao i drugi sisavci
sadrze agouti gen. lako je ovaj gen povezan s bojom krzna, moze se eksprimirati i u drugim
stanicama. Normalno je ovaj gen metiliran 1 miSevi s utiSanim genom imaju smede krzno, manji
rizik od bolesti i pretilosti u odnosu na miseve koji nemaju utisani gen. Takvi miSevi imaju zutu
boju krzna, pretili su i skloni obolijevanju od razli¢itih bolesti kao $to su dijabetes i rak. Ovakvi
eksperimenti su ¢esto provodeni na izogenim Zivotinjama, koje su genetic¢ki potpuno identi¢ne,
ali zbog razlike na epigeneti¢koj razini poprimaju drugacije fenotipske karakteristike. Glavni
faktor koji utjece hoce 1i agouti gen biti metiliran ili ne je dostupnost metilnih skupina. Ako se
trudna Zenka s utiSanim genom i smedom bojom krzna hrani sa hranom siromasnom metilnim
skupinama ona ¢e dati zuto i pretilo potomstvo (Slika 5). Suprotno tome ako hranom bogatom
metilnim skupinama hranimo trudnu Zenku sa Zutom bojom krzna, ona ¢e dati normalno smede

potomstvo (Slika 6)(Michaud i sur., 1994).
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Slika 5. Trudna Zenka smede boje krzna hranjena hranom siromasnom metilnim skupinama i

njezino potomstvo (Preuzeto iz: Bagi¢, 2015).
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Slika 6. Zuta trudna Zzenka hranjena hranom bogatom metilnim skupinama i njezino

potomstvo (Preuzeto iz: Bagi¢, 2015).

Vrlo vazan utjecaj na potomstvo ima kalorijski unos majke. Ako trudnoj zenki Stakora
smanjimo dnevni unos kalorija za 50 % tijekom zadnjeg tjedna gestacije, njezino potomstvo ¢e
imati reduciranu ekspresiju gena Glut 4 (engl. glucose transporter 4) u skeletnim misi¢ima.
Ovaj intramembranski protein je reguliran inzulinom i na njegovu stimulaciju potice se prijenos
glukoze u stanicu. Uzrok ove reducirane ekspresije gena Glut 4 u skeletnim misi¢ima Su
histonske modifikacije koje ukljucuju deacetilaciju H3K 14 i povec¢anu dimetilaciju H3K9. Ova

alternacija doprinosi razvoju otpornosti na inzulin i razvoju dijabetesa. Takoder se u jetri
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smanjuje dimetilacija H3K9 gena IGF1 (engl. insulin like growth factor) sto mijenja njegovu
ekspresiju i uzrokuje postnatalno zaostajanje u rastu i povecava rizik od dijabetesa. Ovaj nacin
ishrane je opisan i na ljudskom modelu. Osobe koje su u ranoj fazi trudnoce bile izlozene gladi
imaju 2 puta veéi rizik od razvoja kardiovaskularnih bolesti (Jang i sur., 2014) , shizofrenije
(Susser i sur., 1996) i pretilosti (Stein i sur., 2007). IzloZene osobe su takoder imale veci rizik
pojave dijabetesa tipa 2, neovisno o stadiju trudnoce.

Prehrana majke s visokim udjelom masti takoder moze utjecati na DNA metilaciju i
gensku ekspresiju potomaka. Tako alternacija gena povezanih s dopaminom i opioidom mogu
utjecati na ponaSanje kojim se preferira ukusna hrana i na taj na¢in potice debljanje (Vucetic i
sur., 2009). Ovaj nacin ishrane utjece i na smanjenje metilacije i povecanje ekspresije jednog
od regulatora prolaska kroz G1 fazu stani¢nog ciklusa Cdknla (engl. cyclin-dependent kinase
inhibitor 1a), $to uzrokuje promjene u proliferaciji stanica jetre i njezinoj veli¢ini te doprinosi
razvoju masne jetre. Aagaard-Tillery sa svojim suradnicima (2008) je provela istrazivanje na
zenkama Japanskih makakija koje su tijekom trudnoce hranjene hranom s visokim udjelom
masti. To je kod potomaka je uzrokovalo povecanje acetilacije H3K14 histona i fenotipski se
eksprimiralo trostrukim povecanjem jetrenih triglicerida i razvojem nealkoholne masne jetre.

Ishrana majke tijekom prenatalnog Zzivota, pogotovo u prvom tromjeseéju, moze
epigenetickim mehanizmima trajno promijeniti gensku ekspresiju somatskih stanica svoga
djeteta. Stovise, dokazano je da tumori mogu imati fetalno porijeklo i to potvrduje sve veéi broj
istrazivanja, a najbrojnija su o tumoru dojke koji je jedan od najucestalijih tumora u Zenskoj

populaciji (Web 4).

2.3.2. BioloSki aktivne tvari i epigeneti¢ki mehanizmi

Bioloski aktivne tvari su nenutritivni sastojci koje u organizam unosimo hranom biljnog
1 Zivotinjskog porijekla. Fizioloski su aktivne i sudjeluju u mnogim procesima u organizmu.
Mnoge imaju antioksidacijska, protuupalna, antimikrobna, a danas je sve vec¢i broj dokaza koji
potvrduju da imaju i antikancerogena svojstva. Bioloski aktivne tvari mogu utjecati i na
epigeneticke mehanizme i to na one koji uzrokuju kancerogenezu kao $to su globalna DNA
hipometilacija, hipermetilacija promotora tumor supresorskih gena i onko-modifikacije histona
(Slika 7) zbog ¢ega se sve vise koriste u preventivne svrhe. Djelovanje vecine bioloski aktivnih

tvari na prevenciju tumora ovisi o periodu konzumiranja, koli¢ini i bioraspoloZzivosti.
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Slika 7. Utjecaj bioaktivni tvari na epigeneticke mehanizme (Preuzeto iz: Ong i sur., 2011)

Sve je veéi broj dokaza da bioloski aktivne tvari mogu utjecati na globalnu i gen-
specificnu DNA metilaciju. To postizu kroz nekoliko mehanizma: donori su metilne skupine
koja je potrebna za sintezu SAM-a i pravilnu metilaciju, reguliraju upotrebu metilnih skupina i
tako utjecu na aktivnost DNMT i enzima koji sudjeluju u regulaciji biokemijskog ciklusa

metionina.

2 EGCG ‘.
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Slika 8. Prikaz bioaktivnih tvari iz hrane koje djeluju kao inhibitori DNMT i kroz

epigeneticke modifikacije utjecu na ekspresiju gena (Preuzeto iz: Hardy i sur., 2011)
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Veliku ulogu na na$ organizam imaju polifenoli. Oni biljci sluze za za$titu od
fotosintetskog stresa, reaktivnih kisikovih spojeva (engl. Reactive Oxygen Species, ROS) i
obranu od nametnika. Zeleni ¢aj sadrzi velik broj razli¢itih polifenola, od kojih su najbrojniji
katehini kojima pripada epigalokatehin-3-galat (EGCG) koji na DNA metilaciju ima najveci
utjecaj i djeluje kao inhibitor DNMT. Fang i sur. (2007) su potvrdili inhibitornu ulogu EGCG
U stani¢nim linijama raka jednjaka (KYSE 150), debelog crijeva (HT29), prostate (PC3) i dojke
(MCF-7 i MDA-MB-231). Inhibicija DNMT kod ovih stani¢nih linijja je povezana
demetilacijom i ponovnom aktivacijom promotra tumor supresorskog gena koji sudjeluje u
regulaciji stani¢nog ciklusa p16 K4 RARP (receptor retinoi¢ne kiseline B) koji sudjeluje u
regulaciji stani¢nog rasta i diferencijaciji, MGMT (O-6-metilgvanin-DNA-metiltransferaza)
koji kodira protein popravka DNA ukljucen u stani¢nu obranu od mutageneze, h(MLH1 tumor
supresorski gen koji sudjeluje u regulaciji popravka DNA i GSTP1 (glutation S-transferaza P1)
koji sudjeluje u ksenobiotskom metabolizmu. Takoder kod MCF-7 stani¢ne linije tumora dojke
je utvrdeno da EGCG moze demetilacijom promotora inhibirati ekspresiju telomeraze reverzne
transkriptaze ("nTERT). Demetilacijom promotora telomeraze omoguceno je da se na njega veze
transkricijski respresor E2F1 i onemogucéi ekspresiju (Berletch i sur., 2008). Tretiranjem
stanica melanoma iz linije A431 s 20 uM EGCG 6 dana smanjena je globalna DNA metilacija,
reaktivirani su tumor supresorski geni pl6 i p21, a kolicina mRNA koje kodiraju DNMT,
DNMT 3A i DNMT 3B se smanjila te na taj na¢in se smanjuje i njihova aktivnost (Nandakumar
i sur., 2011).

Kemopreventivna svojstva pokazuje izoflavon izoliran iz soje, genistein. On ponovno
aktivira utiSane tumor supresorske gene demetilacijom njithovih promotora 1 djelomi¢nom
inhibicijom DNMT. Tretmanima na stanicama raka jednjaka stani¢ne linije KYSE510
demetilacijom promotora i inhibicijom DNMT je reaktivirao ekspresiju tumor supresorskih
gena p16™K4a RARB i MGMT (Fang i sur., 2005). Inhibicijom DNMT i MBD2 (engl. Methyl-
CpG Binding Domain Protein 2) proteina koji prepoznaje i veze se za metilirane CpG otoke,
postigla se demetilacija promotora i reaktivacija tumor supresorskog gena BTG3 (engl. B-cell
translocation gene 3) koji ima antiproliferirajuca svojstva te zaustavlja rast stanica raka bubrega
u stani¢nim linijama A498, ACHN i HEK -293 (Majid i sur., 2009).

Antikancerogeno djelovanje pokazuje i kurkumin. To je flavonoid koji se nalazi u
korijenu kurkume (lat. Curcuma longa). Istrazivanje na MV4-11 ljudskim stanicama leukemije
je pokazalo da kurkumin sudjeluje u kovalentnom blokiranju katalitickog tiolata na C1223
podjedinci DNMT 1 uzrokujuci globalnu hipometilaciju DNA u ovim stanicama (Liu i sur.,
2009).
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piletine, junetine i divljaci. Pokazuje antioksidativna 1 pro-apoptoticka svojstva. Moze se
pojaviti u obliku selemetionina, selenocisteina, selenata i selenita. Eksperimenti na Zivotinjama
i stani¢nim kulturama su pokazali da ometa DNA metilaciju ¢ime ocituje antikancerogeno
djelovanje. Nedostatak selena u prehrani moze uzrokovati globalnu hipometilaciju. IstraZivanje
na muzjacima Stakora sorte Fisher 344 pokazala su da kod Stakora, koji u svojoj prehrani nisu
imali selena, DNA stanica jetre i debelog crijeva je bila hipometilirana u odnosu na kontrolnu
skupinu koja je primala odredenu dozu selena (Davis i sur., 2000). Osim globalne
hipometilacije, nedostatak selena uzrokuje metilaciju promotora tumor supresorskih gena p16
I p 53 koji sudjeluju u regulaciji stani¢nog ciklusa. Selen ima kemopreventivnu funkciju u raku
debelog crijeva kod ljudi. On inhibira DNMT i zaustavlja DNA metilaciju. Djelujuéi na AP-1-
regulatornu regiju DNMT1 zaustavlja njezinu ekspresiju $to je dokazano u eksperimentu na
stani¢noj liniji HT29 adenokarcinoma (Davis i sur., 2002).

Retinoidi takoder djeluju antikancerogeno, a to postizu epigenetickim promjenama
genske ekspresije. Na proces DNA metilacije utjecu putem biokemijskog ciklusa metionina. U
jetri Stakora koji su bili tretirani trans-retinoi¢énom kiselinom povecala se ekspresija i aktivnost
enzima glicin N-metiltransferaze koji sudjeluje u regulaciji metabolizma metilnih skupina u
jetri. Povecana aktivnost ovog enzima uzrokuje hipometilaciju DNA jetrenih stanica (Rowling
i sur., 2002). U signalnom putu retinoida glavnu ulogu imaju CRBP 1 (engl. cellular retinol-
binding protein 1) koji djeluje kao unutarstani¢ni transporter retinola i receptor RARP koji su
kod nekoliko vrsta stani¢nih linija raka uti$ani hipermetilacijom njihovih promotora.

Bioloski aktivne tvari, osim na DNA metilaciju mogu djelovati 1 na postranslacijske
modifikacije histona. Velik broj ovih tvari djeluje na HDAC, enzim koji uklanja acetilne
skupine s N-terminalnih krajeva H3 i H4 histona. Zbog toga $to mogu aktivirati epigeneticki
utiSan gen, djelujuéi na enzime koji uspostavljaju histonsku modifikaciju, kao S§to su histon
acetiltransferaza, deaacetilaza, metilatransferaza i demetilaza, imaju veliku ulogu prevenciji i
terapiji raka.

Butanoat ili masla¢na kiselina je najmanji poznat inhibitor HDAC (HDACI). Svojom
karboksilnom grupom se veze za cinkov atom u aktivnhom mjestu HDAC 1 na taj nacin ga
inhibira. Utjecaj masla¢ne kiseline je najbolje objasnjen na primjeru gena p21"A™ koji kodira
protein inhibitor ciklin ovisne kinaze i Bax gena koji aktivira apoptozu. Tretiranjem Colo-320
ljudskih stanica raka debelog crijeva maslaénom kiselinom doslo je do aktivacije p21'"VA™ zbog

povecane acetilacije histona H3 1 H4 u promotoru gena (Chen i sur., 2004), dok u HCT116 liniji
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stanica doslo do aktivacije i ekspresije oba gena $to je rezultiralo zaustavljanjem stani¢nog
ciklusa u G2 fazi i aktivacijom apoptoze.

Vec prije spomenuti spoj EGCG utjece na ekspresiju tumora osim kroz mehanizam
DNA metilacije i putem histonske modifikacije $to rezultira aktivacijom tumor supresorskih
gena. Ovaj polifenol djeluje kao HDACI i povecéa stopu acetilacije u ljudskim melanoma
stanicama A431. Acetilira lizinske ostatak na 5, 12 i 16 mjestu histona H4 i 9 i 14 mjestu H3
(Nandakumar i sur., 2011). na slican nacin djeluje i genistein iz soje.

Kikuno i suradnici (2008) istrazivali su utjecaj genisteina na stanice raka prostate
LNCaP i PC3. Utvrdili su da genistein mijenja acetilaciju i deacetilaciju H3K9 tumor
supresorskih gena PTEN (engl. phosphate and tensin homolog) i CYLD (engl. CYLD lysine 63
deubiquitinase). Povecava acetilaciju H3K9 u tumor supresorskom genu p53 i FOXO3a (engl.
forkhead box O3) koji potice apoptozu kroz ekspresiju gena koju u njoj sudjeluju i uzrokuje
njihovu ekspresiju i smanjuje deacetilaciju promotora posredovanu SIRT1 (sirtuinl).

U HDAC:I spadaju i sulforafan, izotiocijanat izoliran iz brokule. On djeluje kao HDACI
u stanicama raka prostate, dojke i debelog crijeva. Istrazivanja na razli¢itim linijama stanica
tumora prostate, potvrdila su HDAC inhibicijsku ulogu sulforafana zbog koje je doslo do
povecane ekspresije tumor supresorskog gena p2l i BAX (engl. BCL2 associated X),
zaustavljanja stani¢nog ciklusa i inicijacije apoptoze. Sli¢an rezultat dobiven je i na stanicama
tumora dojke gdje je doslo do zaustavljanja stani¢ne proliferacije, ali isto tako je doslo do
demetilacije hnTERT zbog aktivacije kromatina acetilacijom H3K9 i H4 histona te demetilacije
H3K9 i H3K27 (Ong i sur., 2011).

Spoj dialil sulfid iz luka je jo§ jedan inhibitor HDAC. Mehanizam je isti kao i kod svih
do sad navedenih bioaktivnih tvari, njegovom inhibicijom se postize povecanje acetilacije H3 i
H4. U Coco i HT29 tumorskim stanicama debelog crijeva, dnevni unos alil disulfida uzrokuje
povecanu ekspresiju gena p21VAF! koja zaustavlja stani¢ni ciklus prije prelaska restrikcijske
tocke G2 faze (Druesne i sur., 2006). | drugi organosulfurni derivati kao $to su dialil disulfid i
S-alil merkaptocistein su se pokazali kao iznimno dobri inhibitori HDAC (Nian i sur., 2009).
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3. ZAKLJUCAK

Prehrana je jedan od najvaznijih okoli$nih faktora koji djeluje na organizam. Vazna je
u svim zivotnim stadijima ljudskog Zivota, a posebno prenatalnom razvoju, kada stvara gotovo
stabilni epigeneticki kod koji se zadrzava cijeli Zivot. U prenatalnom razvoju najvazniju ulogu
U razvoju embrija ima prehrana majke koja putem razli¢itih epigenetickih mehanizama mijenja
ekspresiju gena. Epigenom odrasle jedinke je manje podlozan epigenetickim promjenama
uzrokovanim okoli$nim faktorima, ali one mogu imati utjecaj ako se akumuliraju tijekom duzeg
vremenskog perioda.

Sve je veci broj znanstvenih istrazivanja koja potvrduju da bioloski aktivne tvari iz hrane
biljnog i zivotinjskog porijekla imaju znacajnu ulogu u ljudskom organizmu. Sudjeluju u
gotovo svim fiziolosko-biokemijskim procesima i mogu imati velik utjecaj na modeliranje
epigenetickih biljega koji uzrokuju odredenu bolest kao §to su tumori te njihove modifikacije
mogu posluziti u preventivne i terapeutske svrhe.

lako vecina rezultata pokazuje pozitivnu korelaciju izmedu bioloski aktivnih tvari i
prevencije raka putem razlicitih epigenetickin mehanizmima, potrebno je jo§ dodatnih
znanstvenih istraZzivanja koje ¢e objasniti mehanizam djelovanja pojedina¢nih komponenti
bioloskih aktivnih tvari i njihovih kombinacija kako bi se doslo do novih spoznaja koje ¢e

dovesti do uspjesnije prevencije i novih metoda u terapiji odredenog tipa tumora.
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