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1. UVOD

Psihicko zdravlje podrazumijeva uravnotezeno stanje u kojem je individualac sposoban
suociti se sa zivotnim stresom i odrzavati odnose s drugim ljudima. Psihicko zdravlje jednako je
vazno kao i fizicko te razni faktori utjecu na njega. Napredak u istrazivanjima neurobiologije
pokazali su da su psihijatrijske bolesti, kao i mnoge druge fizi¢ke bolesti, rezultat kompleksne
interakcije izmedu bioloskih, fizioloskih i socijalnih faktora. Psihijatrijske bolesti univerzalni su
problem svih zemalja svijeta te pogadaju 20-25% pojedinaca u nekom trenutku zivota. Najcesce
psihijatrijske bolesti su veliki depresivni poremecéaj (MDD), shizofrenija, bipolarni poremecaj i
ovisnost o drogama. (WHO, 2000.)

Geneticka istraZivanja ovih bolesti otezana su zbog nedostatka pokazatelja bolesti, kao Sto
su metaboli¢ke, neuroendokrine, emocionalne ili kognitivne mjere, za to¢niju definiciju fenotipa
bolesti. To su kompleksne bolesti koje su u agregirane u obiteljima, ali ne slijede Mendelova
pravila nasljedivanja slicno sré¢ano-zilnim bolestima, hipertenziji, raku i dijabetesu tipa [ 1 II
(Margolis i sur., 1999.). Nekoliko se razloga pripisuje nemoguénosti genetickog mapiranja u
identifikaciji gena odgovornih za psihijatrijske bolesti: poligeneticki, multifaktorijalni uzroci;
interakcije gena i okoliSa; geneticka heterogenost; epistaza; razlike u statistiCkim strategijama i
etnickim razlikama u istrazivanjim; i subjektivna dijagnoza (Mill i sur., 2008.).

Nepovezanost procjena nasljednosti i razmjera fenotipske varijacije koja se moze
objasniti razlikama u DNA sekvenci ¢esto se opisuje terminom ,,nasljednost koja nedostaje* (eng.
missing heritability) (Maher, 2008.). Zbog nemoguénosti povezivanja jednog, ili manjeg broja
gena, s nastankom psihijatrijskih bolesti, istrazivanja su preusmjerila pozornost na proucavanje
epigenetickih mehanizama regulacije aktivnosti gena. Sve veci broj istraZzivanja upucuje na
znacaj epigenetickih promjena u odredenim regijama mozga. Rezultati tih istrazivanja ukazuju na
uzro¢no-posljedi¢nu vezu imedu razli¢itih psihosocijalnih i bioloSkih uzro¢nika nastanka
psihijatrijskih bolesti s epigenetickim mehanizmima regulacije aktivnosti gena.

Epigenetika podrazumijeva nasljedne promjene u ekspresiji gena koje nisu uzrokovane
promjenom u DNA sekvenci (Waddington, 1942.). Epigeneticko svojstvo je stabilni fenotip koji
je rezultat promjena u kromosomu i nasljeduje se mitozom, ali moguce je da se prenosi i
gametama u nekim slu¢ajevima. Epigeneticke modifikacije ukljucuju razne mehanizme kao §to

su promjene u kromatinskoj strukturi (modifikacije histonskih proteina, kromatinsko



remodeliranje, histonske varijante, pozicijski efekt i mehanizmi koji ukljucuju male nekodirajuce
RNA) i modifikacije DNA. Stanice razli¢itih tkiva u organizmu razlikuju se u strukturi kromatina
I uzorcima modifikacija DNA, pa se tako razlikuju i stanice razli¢itih regija mozga. Ti su
mehanizmi medijatori izmedu okolis$nih faktora i ekspresije gena pa stoga mogu ili povecati ili
smanijiti rizik od obolijevanja od psihijatrijskih bolesti tijekom ranog djetinjstva i adolescencije.
Upravo zato proucavanje interakcija izmedu genotipa, epigenoma i okolisa s razvojne perspektive

moze odrediti prirodu pogresne regulacije gena u psihijatrijskim bolestima.
2. EPIGENETICKI MEHANIZMI

Sve stanice nekog organizma imaju isti genom, odnosno istu sekvencu DNA, ali se
razlikuju po svojem fenotipu i funkciji. U razli¢itim tipovima stanica aktivan je podskup gena
koji odreduje fenotip i funkciju tih stanica. Osim razlicitih transkripcijskih faktora, epigeneticki
mehanizmi su ukljuceni u definiranje grupe gena koja je aktivna u odredenom stani¢nom tipu.
Kazemo da razli€iti stani¢ni tipovi imaju isti genom, no razli¢ite epigenome ¢iji broj je jednak
broju razli¢itih stani¢nih tipova. Tijekom razvoja epigeneti¢ki mehanizmi odreduju stani¢nu
sudbinu, te zbog nasljedivanja kroz stani¢ne mitotske diobe odrzavaju stalan fenotip stanice.

Preklapajuci epigeneti¢ki mehanizmi evoluirali su u eukariotskim stanicama kako bi
pruzili preciznu i stabilnu kontrolu genske ekspresije i regulacije genoma kroz veliki broj
generacija. Dva su osnovna molekularna epigeneticka mehanizma: regulacija komatinske
strukture post-translacijskim modifikacijama histonskih proteina i kovalentna modifikacija DNA
(Sweatt i sur, 2013.).

2.1 KOVALENTNE MODIFIKACIJE HISTONA

Histoni su bazi¢ni proteini ¢ija je funckija organizacija DNA u jezgri. DNA je u jezgri
gusto pakirana u kromatin, DNA-proteinski kompleks koji se sastoji od DNA u dvostrukom
heliksu, histonskih proteina i mnogih drugih, nehistonskih, uglavnom regulatornih proteina.
Osnovna jedinica kromatina je nukleosom koji se sastoji od oktamera histonskih proteina (dvije
kopije po svakog od histona 2A, 2B, H3 i H4) kojeg obavija dva navoja molekule DNA (Slika
1).
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Slika 1. Struktura nukleosoma. Preuzeto i prilagodeno od: Tsankova i sur., 2007.

Kondeziranost kromatina odreduje transkripcijsku aktivnost DNA u ¢emu posreduju
kovalentne modifikacije N-terminalih repova histonskih proteina. Posttranslacijske modifikacije
na histonima uljucuju fosforilaciju na serinskim ili treoninskim ostacima, metilaciju na lizinu ili
argininu, acetilaciju, ubikvitinaciju i SUMOilacija lizina, ADP-ribozilaciju te glikozilaciju na N-
terminalnim deomenama repova histona koji izlaze iz nukleosoma i najpristupacnije su regije

ovih peptida (Sweatt i sur, 2013.).

2.1.1 Acetilacija histonskih repova

Jedan od procesa posttranslacijske modifikacije histona je acetilacija, odnosno dodavanje
acetilne skupine na lizinske ostatke C-terminalnog kraja histonskih repova. Acetilacija se
povezuje s transkripcijskom aktivacijom. Posredovana je histonskim acetiltransferazma (HAT,;
npr. CREB-vezujuéi protein ili CBP) i histonskim deacetilazama (HDAC; npr. klasa | HDAC?2).

Primjerice, acetilacija histona H3 na lizinu 9 promotora gena se opcenito povezuje s
,otvorenom* eukromatinskom strukturom i transkripcijskom aktivacijom. S druge strane,
uklanjanje acetilne skupine (deacetilacija) enzimima HDAC je povezano sa ,,zatvorenom*

heterokromatinskom strukturom i utiSavanjem gena (Slika 2.) (Sweatt i sur, 2013.)



2.1.2 Metilacija histonskih repova

Sliéno kao acetilacija, metilacija histona dogada se na e-NH" skupini lizina (K) (Murray i
sur., 1964.) i gvanidinskoj skupini arginina (R) i posredovana je histonskim metiltransferazama
(HMT) (Slika2.) (Paik i Kim, 1969.). Lizini se mogu metilirati na tri mjesta, te postojati u mono-,
di- ili trimetiliranom stanju (Bannister i Kouzarides, 2004.). Ovisno o broju dodanih metilnih
skupina, te o0 polozaju aminokiseline na koju se metilacijska oznaka dodaje ona ¢e imati

represivno odnosno aktivirajuée znac¢enje (Lachner i Jenuwein, 2002.).

2.1.3 Ostale kovalentne modifikacije histona

Fosforilacija histona na serinu (S) ili treoninu (T) povezuje se s aktivacijom transkripcije
(Preuss i sur., 2003.) (Slika 2.). Uloga ubikvitilacije, SUMOilacije i ADP-ribozilacije su manje
poznate (Strahl i Allis, 2000.). Raznolikost epigeneti¢kih mehanizama podupire “teoriju
histonskog koda” (engl. histone code hypothesis) kojom se tvrdi da sve modifikacije na odredenoj
promotorskoj regiji definiraju specificno epigeneti¢ko stanje aktivacije ili utiSavanje gena.
(Jenuwein i Allis, 2001.)
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Slika 2. Epigenetic¢ki mehanizmi remodeliranja histona. HDM = histonska demetilaza, HMT

= histonska metiltransferaza, HAT = histonska acetiltransferaza, HDAC = kompleks histonske



deacetilaze, PK = protein kinaza, PP = protein fosfataza, K = lizin, S = serin, M = metilna skupina, A

= acetilna skupina, P = fosfatna skupina. Preuzeto i prilagodeno od: Tsankova i sur., 2007.

2.2 KOVALETNA MODIFIKACIJA DNA - METILACIJA

Metilacija DNA je proces kovalentnog dodavanja metilnih skupina na citozinske ostatke
koji prethode gvaninima u sekvenci CpG dinukleotida, tj. CpG mjestima. U tom procesu
sudjeluju DNA metiltransferaze (DNMT) koje kataliziraju prijenos metilne skupine sa S-
adenozil-L-metionina (adoMet) na poziciju 5 citozina te nastaje 5-metilcitozin (5mC) (Law i
Jacobsen, 2010.) (Slika 3). U sisavaca DNMT obitelj enzima ukljucuje 5 proteina: DNMT],
DNMT2, DNMT3A, DNMT3B, i DNMT3L (Okano i sur, 1999.). Ovi su enzimi eksprimirani u
srediSnjem Ziv€anom sustavu i dinami¢no su regulirani tijekom razvoja i diferencijacije (Goto i
sur., 1994.).

DNA metilacija promotora gena ili pojacivaca ¢esto se povezuje s utiS$avanjem gena
(Sutter i Doerfler, 1980.). Proteini koji se vezu i prepoznaju 5mC su proteini s metil-CpG
vezuju¢om domenom (MBD). Oni neposredno reguliraju ekspresiju gena na taj nacin $to
regrutiraju enzime za modifikaciju histona kao §to su HDAC i HMT koji svojom aktivno$céu
dovode do kompakcije kromatina i transkripcijske represije. Prema tome, metilacija DNA i
metilacija i deacetilacija histonskih repova medusobno su usko povezani (Voltz i sur., 2012.).
Posredni nacin na koji proteini MBD reguliraju ekspresiju gena je kompeticija s transkripcijskim
faktorima — kada protein MBD prepozna i veze se za metilnu skupinu u molekuli DNA na to

mjesto se vise ne moZe vezati odredeni transkripcijski faktor te je transkripcija onemogucena.

Metilacija citozina na CpG otoku
utiava gene
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Slika 3. Metilacija DNA molekule. DNMT = DNA metiltransferaza, SAM = S-

adenozilmetionin, SAH = S-adenozilhomocistein. Preuzeto od i prilagodeno od Zakhari, 2013.



3. PSIHIJATRSKE BOLESTI
3.2 DEPRESIJA

Depresija, odnosno veliki depresivni poremecaj (MDD, engl. Major Depressive

vvvvv

boluje oko 350 milijuna ljudi. Zbog porasta broja oboljeli postaje sve veéi zdravstveni problema

u svijetu. (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs369/en/). Simptomi depresije ukljucuju

emocionalne, kognitivne i somatske poremecaje. Uobicajeni simptomi su tjeskoba, smanjena
zivotna energija, ideje o samoozljedivanju ili samoubojstvu te anhedonija, nedostatak reaktivnosti
na uobicajeno ugodnu okolinu (Bondy, 2002.).

Dijagnoza depresije oslanja se na procjenjivaju navedenih simptoma bolesnika, a ne na
objektivnom laboratorijskom testu. Uzroci depresije istrazuju se u neurobiokemijskim
istrazivanjima Koji se fokusiraju na mehanizme kojima se regulira razina razli¢itih
neurotransmitera, ponajvise monoaminskih koji ukljucuju serotonin, dopamin i norepinefrin
(Weiss i sur., 1981.). | neke druge molekule poput GABA-¢e, glutamata i histamina mogle bi biti
ukljucene u nastanak depresije (Monteleone i sur., 1990., Trullas i Skolnick, 1990., Munari i sur.,
2015.). Stoga nema jasnog dokaza o jednom jedinom neurotransmiteru koji bi mogao imati
kljuénu ulogu u nastanku depresije.

Cjelogenomske studije povezanosti (GWAS, od engl. genome-wide association studies)
nisu identificirale niti jedan lokus koji bi se nedvojbeno mogao smatrati znacajnim za objasnjenje
etiologije depresivnog poremecaja (Wray i sur., 2012.). Sve veci broj istrazivanja u podrucju

epigenetike upucuje na znacaj epigeneti¢kih promjena u odredenim podrucjima mozga.

3.1.1 Metilacija DNA u psihijatrijskim bolestima

Vecina istrazivanja koja su proucavala poveznicu izmedu depresije i epigenetickih
promjena u ljudi bila su fokusirana na metilaciji DNA. Razlike u metiliranosti promotora
odredenih gena utvrdene su u oboljelima od depresije i zdravih pojedinaca. Ekspresija gena Bdnf
(neurotrofni faktor mozga, eng. brain-derived neurotrophic factor) povezana je s metiliranosc¢u
njegovog promotora i uocena je njegova smanjena ekspresija kod oboljelih od depresije

(D'Addario i sur., 2012.).


http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs369/en/

Metilacija promotora BDNF (to¢nije egzona | i 1V) analizirani su u perifernoj krvi
depresivnih i zdravih ispitanika koriste¢i MassARRAY metodu. Metilacijski uzorci razlikovali su
se za promotor egzona | (Fuchikami i sur., 2011.). Stoga ovo istrazivanje ukazuje da metilacija

ove regije gena BDNF ima potencijal dijagnosti¢kog biomarkera za depresiju.

Sabunciyan i sur. proveli su prvu veliku studiju EWAS (od engl. epigenome-wide
association studies) kojom je istrazen poremecaj obrasca metilacije DNA iz frontalnog korteksa
oboljelih od depresivnog poremecaja, u odnosu na kontrolu (Sabunciyan i sur., 2011.).
Analizirano je ukupno 3,5 milijuna otoka CpG. Na temelju povecane razine metilacije molekule
DNA (vise od 10%), otkrivena su 224 razlikovno metilirana podrucja (DMR, od engl.
Differentially Methylated Region). Najveca razlika u metiliranosti molekule DNA otkrivena je u
podrucju gena PRIMAL (od engl. Proline Rich Membrane Anchor 1). Metiliranost tog gena je 12
— 15 % visa u oboljelih u odnosu na kontrolu. Sukladno tome, ekspresija gena PRIMA1 smanjena

je u uzorcima mozga oboljelih od depresivnog poremecaja (Sabunciyan i sur., 2011.).

Uloga istoimenog proteina je transport acetilkolinesteraze (AChE) do neuronskih
stani¢nih membrana i njezino uklapanje u membranu (Perrier i sur., 2002.). Snizena razina
PRIMAL1 pridonosi smanjenju lokalizacije acetilkolinesteraze u membranu te i njenoj smanjenju
funkcije. Budu¢i da AchE hidrolizira acetilkolin, njena sSmanjena aktivnost povecava kolinergicki
prijenos te rezultati ovog istraZivanja podupiru hipotezu o pove¢anom kolinergickom prijenosu

kao centralnom mehanizmu u depresivnom poremecaju (Janowsky i sur., 1972.).

U jednom od EWAS istrazivanja, kojima je cilj bio identifikacija metilacijskih oznaka
koje razlikuju oboljele od depresivnog poremecaja i zdrave kontrole, ispitan je metilacijski profil
perifernih leukocita. Od 431489 analiziranih CpG otoka znacajna razlika u metilaciji DNA
opazena je unutar 363 otoka. (Numata i sur., 2015.) Najznacajniji diferencijalno metilirani gen
bio je GSK3B koji se povezuje s depresivnim poremecajem i s primjenom antidepresiva.
Smanjena metilacija tog gena uzrokuje njegovu povecanu ekspresiju u Krvi oboljelih od

depresivnog poremecaja (Oh i sur., 2010.).



3.1.2 Kovalentne modifikacije histona u psihijatrijskim bolestima

Uz metilaciju DNA u patogenezi depresivnog poremecaja dokazan je znacaj
posstranslacijskih modifikacija histona. U jednom istraZivanju koriSten je zivotinjski model
depresije sa specificnim endofenotipom depresije ,,kroni¢nog socijalnog stresa“ (engl. chronic
social defeat). Endofenotip predstavlja geneti¢ki determinirani fenotip povezan s prou¢avanom
boles¢u 1 pomaze u istrazivanjima kompleksnih bolesti (Greenwood i sur., 2007.). U tom modelu
zivotinja je bila izloZena viSe agresivnoj zivotinji iste vrste nakon ¢ega dolazi do izbjegavanja
kontakta s agresorom (Berton i sur., 2006). U miSeva, takvo socijalno izbjegavanje rezultiralo je
povecéanjem razine oznake H3K27me?2 koja ima represivno znacenje i posljedicnom smanjenju
ekspresije hipokampusnog gena Bdnf-a (Bdnf 111 i V) (Tsankova i sur, 2006.). Promjena
histonskih modifikacija ostala je stabilna 4 tjedna nakon prestanka stresa i nisu se revertirale
antidepresivnim lijeCenjem (imipraminom). Prema tome, kroni¢ni socijalni stres stvara dugotrajni
biljeg represije promotera Bdnf (Slika 3a).

Duza primjena imipramina revertira represiju gena Bdnf na taj na¢in $to potice acetilaciju
histona H3 i te metilaciju histona H3-H4 na promotorima ¢ime se aktivira ekspresiju Bdnf.
Sukladno tome, primjena imipramina smanjuje ekspresiju gena Hdac5 u hipokampusu kod
zivotinja prethodno izlozenima kroni¢nom socijalnom stresu. Zato je natrijev butirat, nespecifi¢ni
inhibitor enzima HDAC, predlozen kao antidepresiv u modelima depresije, uklju¢ujuci u model

socijalnog stresa (Slika 3b) (Tsankova i sur., 2006.).
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I Ekspresija Bdnf gena

@ H3-K27 dimetilacija

@ H3 acetilacija

Slika 3. Regulacija gena Bdnf u modelu socijalnog stresa. Bdnf = neurotrofni faktor mozga,
HDACS = kompleks histonske deactilaze 5, A = acetilna skupina, M = metilna skupina, H3-K27 = lizin na

27. mjestu histonskog proteina 3. Preuzeto i prilagodeno od: Tsankova i sur., 2007.

Razlika u acetilaciji histona takoder je ispitana kod oboljelih od depresije. Povisena razina
mRNA za deacetilaze histona 2 1 5 (HDAC2 1 HDACS) utvrdena je u perifernoj krvi oboljelih od

depresivnog poremecaja u odnosu na kontrolnu skupinu (Hobara i sur., 2010.).

Rezultati istrazivanja u ljudi i zivotinjskih modela sugeriraju da antidepresivno lijecenje
revertira ili pojacava epigeneti¢ke promjene kao $to su histonska hiperacetilacija i DNA
hipometilacija koje poticu prethodno smanjenu gensku ekspresiju. Vece razumijevanje
epigenetickih mehanizama u antidepresivnom lije¢enju obecava razvoj novih lijekova za
depresiju, kao $to su inhibitori HDAC i DNA metiltransferaza (Covington i sur., 2009.; Tadi¢ i
sur, 2014.).

3.1 SHIZOFRENIJA

Shizofrenija je bolest koju karakteriziraju ,,pozitivni® simptomi kao $to su deluzije,
halucinacije, poremecen slijed misli 1 ,,negativni* simptomi kao §to su asocijalnost, anhedonija,
smanjena motivacija i izbjegavanje socijalnih aktivnosti. Shizofrenija je agregirana u obiteljima i
kvantitativna geneticka analiza istie njezinu visoku nasljednost koja se procjenjuje od 70% do

80% (Sullivan i sur., 2003.; Gejman i sur., 2010.). Unato¢ tome, slicnost izmedu monozigotnih
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blizanaca manja je od 100% $to ukazuje na druge, negeneticke faktore vazne u etiologiji ove
bolesti. Zato se sve viSe stavlja naglasak na epigeneticku disfunkciju u istrazivanjima etiologije

shizofrenije (Dempster i sur., 2011.).

3.2.1 Metilacija DNA u shizofreniji

Mnoga istrazivanja ukazuju na epigeneticke mehanizme ukljucene U patogenezu
shizofrenije. Jedno od istrazivanja pokazalo je epigeneticke promjene u promotoru gena RELN
(Tamura i sur., 2007.). Reelin je glikoprotein koji je eksprimiran tijekom razvoja i u odraslih
neurona koji sadrze GABA-U (u-aminobutirinska kiselina) i vazan je za pravilno smjestanje
neurona tijekom razvoja mozga (Niu i sur., 2004.). Post-mortem istrazivanja bolesnika sa
shizofrenijom ukazuju na znacajno smanjenje ekspresije gena RELN-a u nekoliko regija mozga.
Promotor ovog gena sadrzi CpG otok Sto ukazuje na vaznost metilacije DNA u regulaciji
ekspresije tog gena (Guidotti i sur., 2000.).

Jo§ jedan protein vazan u GABA-ergickom sustavu mozga je glutamat dekarboksilaza 67
(GADey), proteinska izoforma kodirana genom GAD1, koja sintetizira neurotransmiter GABA-u.
Disregulacija u neuralnom prijenosu posredovanom GABA-om ukljucena je u patofiziologiju
shizofrenije (Torrey i sur., 2005.). Razina MRNA kao i proteina gena GAD1 smanjena je u
prednjem mozgu bolesnika (Guidotti i sur., 2000.). DNMT1 metilira CpG otoke u promotorima
GAD1 i RELN te se posljedi¢no smanjuje transkripcija tih gena (Noh i sur., 2005.). Povecana
metilacija obrnuto je povezana s razinom ekspresije HDAC1 §to ukazuje na povezanost izmedu
acetilacije histona i metilacije DNA (Sharma i sur., 2008.).

Takoder, povecana metilacija CpG otoka u promotorskoj regiji oligodendrocit-specifi¢nog
faktora SOX10 i smanjena razina mRNA SOX10 gena uoceni su u mozgu bolesnika sa
shizofrenijom (lwamoto i sur., 2005.). Ove se promjene takoder se povezuje s povecanom
eskpresijom enzima DNMT1. Nakon primjene 1-metionina, prekursora potrebnog za aktivnost
DNMT1, stakori su pokazivali simptome nalik shizofreniji $to potvrduje povezanost tog enzima
sa shizofrenijom (Gavin i Sharma, 2010.).

Epigeneticke promjene dopaminergickog sustava takoder se smatraju vaznima u
patofizioloSkim mehanizmima shizofrenije. VaZan enzim tog sustava je COMT koji degradira

katekolamine, odnosno molekule dopamina, adrenalina i noadrenalina. Delecija gena COMT
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dovodi do DiGeorge sindroma kojeg karakterizira psihoza. COMT je vazan za metabolizam
dopamina u prefrontalnom korteksu, regiji mozga bitnoj za radnu memoriju ¢ija se
disfunkcionalnost povezuje sa shizofrenijom (Callicott 2000.). Promotor gena izoforma tog
proteina, MB-COMT (eng. Membrane-Bound COMT), hipometiliran je lijevom frontalnom reznju
u oboljelih od shizofrenije u odnosu na kontrolu (Abdolmaleky i sur., 2006.) (Slika 4.).

Od gena ukljucenih u glutamatergi¢énom i serotonergi¢nom sustavu istaknuli su se geni
glutamatanih receptora NR3B i GRIA2, glutamatnog transportera VGLUTL1 1 2 (Mill i sur.,
2008.) i serotonergic¢kog receptora HTR2A (Abdolmaleky i sur., 2011.). U uzorcima obolijelih od

shizofrenije CpG otoci promotora tih gena bili su hipometilirani (Slika 4.)

3.2.2 Kovalentne modifikacije histona u shizofreniji

Razli¢ite histonske modifikacije mogu se karakterizirati kod obolijelih od shizofrenije.
Razina metilacije histona u odredenim lokusima razlikuje se izmedu pacijenata i zdravih
kontrola. Primjerice, povecéanje razine oznaka H3R17me (metilacija Arg na poziciji 17 histona
H3) i smanjenje oznake H3K4me3 i H3K27me3 (metilacija Lys na pozicijama 4 i 27 histona H3)
u lokusu GAD1povezano je sa smanjenjem razine GAD1 mRNA u post-mortem uzorcima
prednjeg mozga bolesnika sa shizofrenijom (Huang i Akbarian., 2007., Akbarian i sur., 2005.)
(Slika 4.).
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¥ Metitacijz

H3K4me3

] ‘ GAD1 mRNA {Huang i sur., 2007.)
H3K27me3

H3R17me = ?GAD: mRNA {Akbarian i su., 2005.)

Metilacija promotorske regije

Hiparmetilacija
Promotor GAD1 gena — } GADf mRNA (Guidotti i sur., 2010.)

Promotor RELN gena — ‘ RELN mRNA (Tamura i sur., 2007., Guidotti i sur., 2000.)

Promotor SOX10 gena= § S0x10 mRNA (iwamoto i sur., 2005.)

Promotori gena glutamatnog _ | 3B, GRIA2, VGLUTY i VGLUT2 mRNA (Wil sur.,

i serotonergiCkog sustava 2008.) i HTR2A mRNA {Abdolmaleky i sur., 2011.)
Hipometilacija
Promotor MB-COMT gena — 4§ /MB-COMT mRNA (Malsspina 2008.) J

Slika 4. Epigeneti¢ke modifikacije gena GAD1, RELN, SOX10, NR3B, GRIA2, VGLUT],
VGLUT2, HTR2A i MB-COMT u shizofreniji. Preuzeto i prilagodeno od: Martinez i sur., 2016.

Enzimi koji skidaju i dodaju kovalentne grupe na histonske repove, posebice oni iz
obitelji histonskih deaceilaza (HDAC), tema su mnogih istraZivanja ukljucenosti epigenetic¢kih
mehanizama u psihijatrijske bolesti. U obolijelih od shizofrenije izmjerena je smanjena razina
transkripta HDAC2 u dorzolateralnom prefrontalnom korteksu postmortem uzoraka u odnosu na
zdrave kontrole (Schroeder i sur., 2017.). Prijasnja su istrazivanja ukazala na povisenu mRNA
ekspresiju enzima HDACL1 u prefrontalnom korteksu postmortem uzoraka. Povisena razina
HDAC povezuje se sa snizenom ekspresijom gena GAD1 (Sharma i sur., 2008.).

Istrazivanja su pokazala da primjena psihotropnih lijekova potice epigeneticke promjene u
mozgu bolesnika. Primjerica, lije¢enje inhibitorom HDAC, valproatom, rezultira smanjenjem
aktivnosti enzima HDAC i povecanjem ekspresije reelina zbog smanjene metilacije promotorske
regije gena RELN-a (Chen i sur., 2002.). Takoder, dva antipsihotika koji se ponasaju kao

antagonisti dopamin D2 receptora, haloperidol i rakloprid, poti¢u fosforilaciju serina na poziciji

14



10 3 i acetilaciju lizina na poziciji 14 histona H3 (H3S10phos/K14ac) u prefrontalnom korteksu

mozga miseva (Li i sur., 2004.).

3.3 OVISNOST O DROGAMA

Ovisnost o drogama definira se kao kroni¢na bolest s recidivom koja preuzima kontrolu
nad centrima nagrade u mozgu ukljucujuéi mezolimbicki dopaminski sustav (Everitt i Robbins,
2005.). Istrazivanja ovisnosti u podrucju epigenetike pokuSavaju razumjeti varirajuce
farmakoloske efekte droga s obzirom na zivotne uvjete i okolinu, te koliko socijalni stres utjece
na konzumaciju droga i kojim genima je promijenjena ekspresija nakon primjene droga.

Jedno od primarnih molekularnih djelovanja kokaina je da blokira presinapticke
dopaminske transportere (DAT) u mezolimbickom ,,putu nagrade mozga koji uklju¢uje ventralni
tegmentum (VTA), nucleus accumbens (NAc) i prefrontalni korteks (PFC) (Ritz i sur., 1987.)
(Slika 5). Aktiviranjem receptora DA stimulira se unutarstani¢na signalna kaskada u kojoj se
aktiviraju HAT ¢ime se mijenja ekspresija gena. Time se dogadaju neuroplasti¢ne promjene u
VTA, NAc i PFC uslijed primjene kokaina. Induciraju se promjene u razinama mRNA u u tim
podru¢jima i neke od tih promjena ostaju nekoliko mjeseca nakon apstinencije (Lu i sur., 2003.).
Dugotrajnost tih promjena ukazuje na vaznost utjecaja kromatinskog remodeliranja na ekspresiju

gena u centrima za nagradu mozga (Ito i sur., 2004.).
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Ventralni tegmentum

NEURON IZ
VENTRALNOG Frontalni
TEGMENTUMA korteks

Nucleus -
accumbens

Mjesto
djelovanja kokaina:

Neuroplasticne promjene u
VTA, NAci mPFC

Aktivnost gena

V8 WA/

¢ Stvaranje
proteina

Signalizacija
do jezgre

3 Transkripcijski =
Transkripcijski el

SR : aktivno stanje
inaktivno stanje

HAT
(npr. CBP)

HDAC
(npr. HDAC 4 5)

Slika 5. Transkripcijski-ovisna neuroplasti¢nost uzrokovana kokainom u ,,putu nagrade“. DAT =
dopamin receptori, DA = dopamin, VTA = venralni tegmentum, NAc = nucleus accumbens, mPFC =
medijalni refrontalni korteks, HAT = histonska acetiltransferaza, CBP = CREB-vezajuéi protein, Ac =

acetilna skupina, HDAC = kompleks histonskih deacetilaza, N = amino-kraj. Preuzeto i prilagodeno od:
Rogge i Wood, 2013.

Akumulacija AfosB pokazala se vaznom u stvaranju ovisnog ponasanja kod glodavaca
(Kelz i sur., 1999.). Ekspresija gena fosB posredovana je povecanom razinom dopamina u
centrima za nagradu mozga inducirana primjenom kokaina. Dopamin potice sintezu cAMP-a
preko receptora D1 i CAMP aktivira PKA. Ova kinaza fosforilira CREB, konstitutivni
transkripcijski faktor, koji veze faktor CBP. CBP acetilira histone dovode¢i do dekondenzacije
DNA i indukcije gena fosB (Levine i sur., 2005.).
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Regulacija ekspresije gena pri kroni¢noj primjeni kokaina razlikuje se od one pri
samoprimjeni. Gen FosB, primjerice, induciran je akutnom i kroni¢nom primjenom kokaina, ali
akutna primjena uzrokuje acetilaciju histona H4, dok kroni¢na primjena uzrokuje ve¢inom
acetilaciju histona H3. Geni Cdk5 i Bdnf se acetiliraju na histonu H3 tijekom kroni¢ne primjene.
Indukcija acetilacije na promotoru Bdnf gena povecéava se u razdoblju neuzimanja droge i
prethodi progresivnom povecanju koli¢ine proteina BDNF i razine mRNA ovoga gena (Kumar i
sur., 2005.).

Kromatinsko imunoprecipitacijski (ChlIP) testovi pokazali su da AFOSB ima direktan,
aktiviraju¢i afekt na Cdk5 gen, odnosno povecava se njegova ekspresija (Slika 6.). U represivnom
stanju, mjesno-specific¢ni represor (Rep) na kromatinu poti¢e uklanjanje acetilne skupine S
histonskih amino-krajeva posredovano kompleksom HDAC. U aktivnom stanju induciranom
kokainom, transkripcijski faktor (primjerice, dimer aktivatora proteina 1 sastavljen od AFOSB-
JUND) potiée acetilaciju histonskih repova posredovanu kompleksom HAT te kromatinsko
remodeliranje posredovano kromatin-remodeliraju¢im kompleksom iz porodice SWI/SNF. Ta
reakcija olakSava vezanje transkripcijskih faktora i bazalnog transkripcijskog kompleksa
(primjerice, TFIID i RNA polimeraza I1) za promotor (Kumar i sur., 2005.). Za usporedbu, Bdnf
nije direktna meta AFOSB ukazujuéi na drugaciji mehanizam indukcije tog gena. Ovi zakljucci
podrzavaju model u kojem je akumulacija AFOSB u interakciji s faktorima kromatinskog
remodeliranja na specificnim promotorima kako bi se regulirali geni vazni za razvoj 1 odrZzavanje

ovisnosti.
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Promatorska Cdk5 gen
regija

Slika 6. Kromatinsko remodeliranje pod utjecajem kokaina. Rep = mjesno-specifi¢ni represor,
HDAC = kompleks histonske deacetilaze, A = acetilna skupina, M = metilna skupina, HAT = histonska
acetiltransferaza, SWI11-SNF = kromatinski remodeliraju¢i kompleks, AFOSB-JUND = dimer
aktivatorskog proteina 1, TFIID = transkripcijski faktor 11D, RNA Pol Il = RNA polimeraza Il , Preuzeto i
prilagodeno od: Tsankova i sur., 2007.

Istrazivanja utjecaja apstinencije na ekspresiju gena pokazala su povecanu razinu
acetilacije, tocnje H3K9/14ac, u centrima za nagradu u mozgu Stakora (Rogge i Wood, 2013.).
Samoprimjena kokaina i apstinencija od 7 dana povecava koli¢inu H3K9/14ac na Bdnf IV
promotoru u medijalnom prefrontalnom korteksu mozga Stakora te se povecava ekspresija tog
gena (Sandri-Vakili i sur., 2010.). Takoder, H3K9/14ac se povecava u promotoru gena Npy u

medijalnom prefrontalnom korteksu (mPFC) stakora (Freeman i sur., 2010.).

Opazena je povecana razina Brdl mRNA nakon primjene kokaina i rane apstinencije
(Sadakierska-Chudy i sur., 2017.). Brd1 je protein koji je dio acetil-transferaznog kompleksa koji
potice acetilaciju histona H3 i H4 (Fryland i sur., 2016.). Vazan je za transkripcijsku regulaciju u
mozgu i sinapticku plasti¢nost na $to je ukazala povezanost polimorfizma Brd1 gena sa

shizofrenijom 1 bipolarnim poremecajem (Severinsen 1 sur., 2006.).
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Sli¢no kao i kod primjene kokaina, izlozenost alkoholu povecava aktivnost HAT te
acetilaciju histona i dimetilaciju u promotorskoj regiji gena cFos, Cdk5 i FosB u prefrontalnom
korteksu Stakora (Pascual i sur., 2012.). Anksioliticki efekti alkohola povezani su sa Smanjenjem
aktivnosti HDAC i povecanjem razine ekspresije gena CBP i NPY. Sukladno tome, anksiozno
ponasanje tijekom razdoblja bez alkohola povezano je s povec¢anjem aktivnosti HDAC te
smanjenjem acetilacije histona H3 i H4, odnosno smanjenjem razine proteina CBP i NPY u
amigdali. Primjena inhibitora HDAC enzima , kao $to je Trihostatin A, pokazala je blokiranje
njegove aktivnosti i posljedi¢éno smanjenje razine acetilacije histona H3 i H4 te odrzavanje
normalne razine NPY mRNA i njezinog proteinskog produkta u amigdali. Time se smanjila

aksizonost povezana s apstinencijom od alkohola kod stakora (Pandey i sur., 2008.).

Istrazivanje Kazantsev i Tompson (2008) pokazalo je da je aktivnost HDAC takoder
povecana U podru¢jima mozga PFC i NAc $takora nakon primjene kokaina. Rezultati ovog
istrazivanja ukazuju na veliku vaznost HDAC, posebice HDACS, kao potencijalnog antidepresiva
(Kazantsev i Tompson, 2008.). Takoder, ukazuje na specificnost odgovora u HDAC tijekom
kroni¢ne primjene kokaina §to ukazuje na ukljuéenost epigenetickih mehanizama u prijelazu od
rekreacijskog uzimanja droge do kompulzivnog. Inhibitori histonskih deacetilaza pokazali su se
kao potencijalna terapija u lijecenju psihijatrijskih bolesti te se razmatraju i kao lijekovi koji

spre¢avaju ponovno uzimanje droge nakon apstinencije (Romieu i sur., 2008.)
4. ZAKLJUCAK

Niz istrazivanja koja uklju¢uju EWAS studije, upotrebu sekvenciranja, metode
microarray, te imunotipizaciju, dokazala su vaznost epigeneti¢ke regulacije u neuralnom razvoju,
ali i u neuralnoj plasti¢nosti potpuno diferenciranih neurona. Uklju¢enost epigeneticke regulacije
mnogih gena u patofiziologiju psihijatrijskih bolesti dokazana je postojanjem znatnih
epigenetickih promjena u bolesnika u usporedbi sa zdravim kontrolama.

Na temelju dosadasnjih saznanja moguce je zakljuciti da nastanak psihijatrijskih bolesti
ovisi 0 mnogim ¢imbenicima, od genetike jedinke do raznih okolisnih faktora koji interagiraju s
genotipom pomocu epigenetickih mehanizama, te sve zajedno moze potaknuti brojne
psihopatoloske mehanizme. Unato¢ visokoj nasljednosti shizofrenije (Cardno 1 sur., 1999.) i

depresije (Kendeler i Prescott, 1999.), pokazano GWA studijama, mutacije (SNP-ovi, od engl.
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single nucleotide polymorphisms) su odgovorni samo za mali dio ukupnog geneti¢kog rizika za
ove bolesti (Dick i sur., 2010.). Epigeneticki mehanizmi mogli bi pridonijeti puno veéem
razumijevanja tih bolesti i njihove etiologije te pomoci u razvoju novih terapija.

Mnogo je izazova u trazenju epigeneticke terapije za psihijatrijske bolesti. Jedan od
problema u istrazivanjima je heterogenost, odnosno ispitivanje na razliitim tkivima (bukalna
slunica, krv) ili razli¢itim regijama mozga. Takoder, koristene epigeneticke metode razlicite su
osjetljivosti i rezolucije te je reproducibilnost rezultata dosadasnjih studija nedovoljno dobra.
Osim toga, mala veli¢ina uzoraka pridonosi manjem statistickom znac¢aju dobivenih rezultata.
Zbog navedenog tesko je izvesti konkretan zakljucak o utjecaju epigeneti¢kih promjena u
psihijatrijskim bolestima.

Primjerice, u Tablici 1 prikazan je samo dio do sada poznatih epigenetickih modifikacija
ukljuéenih u depresiju. Razli¢iti pristupi u istraZivanju psihijatrsijkih bolesti objasnjavaju i samu
raznolikost rezultata te otkrivaju povezanost sve veceg broja gena i molekularnih mehanizama s

patofiziologijom psihijatrijskih bolesti.

Tablica 1. Epigeneticke modifikacije ukljué¢ene u depresiju.

Epigeneticka Vrsta .
Gen L ) TKivo Metoda Referenca
modifikacija organizma
o ) Tsankova i sur.,
Bdnf Metilacija H3K27me2 Mis Hipokampus ChlP
2006.
o L Fuchikami i sur.,
BDNF Metilacija Covjek Krv MassARRAY
2011.
o L Frontalni Sabunciyan i sur.,
PRIMA1 Metilacija DNA Covjek EWAS
korteks 2011.
L 5 o Numata i sur.,
GSK3B Metilacija Covjek Leukociti EWAS 2015

Takoder, epigeneticka istrazivanja pokazala su povezanost epigenetickih promjena s
pojavom shizofrenije, no potrebno je razjasniti to¢nu uzro¢no-posljedi¢nu vezu. Do sada,
epigeneticka su istrazivanja dokazala utjecaj primjene antipsihotika na ekspresiju gena i

potaknula su razmatranja o epigenetickim terapijama koje bi mogle reaktivirati aberantno utiSane
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gene u shizofreniji. Razina mRNA i proteina vratila bi se na bazalnu i ublazili bi se ili ponistili
simptomi ove bolesti. Smatra se da bi inhibitori enzima DNMT1 i HDAC mogli poboljsati
terapiju za shizofreniju (Vecera i sur., 2017.).

Nekoliko se gena moze istaknuti kao poveznica psihijatrijskih bolesti. Jedan od najvise
istrazivanih gena je BDNF koji ima centralnu ulogu u neuralnom razvoju i neuroplasti¢nosti.
Njegova smanjena ekspresije, kao posljedica metiliranosti promotora, opazena je u depresiji,
shizofreniji te ovisnosti o kokainu. Kod primjene kokaina, takoder je primjec¢eno povecanje
ekspresije gena Brd1 povezanog sa shizofrenijom i bipolarnim poremecajem. U ovisnosti najceca
je aberantna regulacija gena Fosb, cFOS i Cdkb, te tretman epigeneti¢kim inhibitorima ima veliki
potencijal u terapiji na na¢in da mijenja aberantnu u normalnu ekspresiju ovh gena .

Mnogo je jo$ neistrazenoga u psihijatrijskim bolestima i njihovoj epigenetickoj osnovi.
Vazno je objasniti korake kroz koje neuralna aktivnost i sinapticki prijenosni signal do jezgre
regulira enzime i druge proteine koji sudjeluju u epigenetickim mehanizmima te kako okolina

utjece na regulaciju tih mehanizama uzrokujucéi psihijatrijske bolesti.
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6. SAZETAK

Epigenetika podrazumijeva regulaciju aktivnosti gena koja ne dovodi do promjene DNA
sekvence. Ekspresija gena je epigenetic¢ki kontrolirana preko nasljednih, potencijalno
reverzibilnih promjena u molekuli DNA i histonskim proteinima. Te promjene ukljucuju
metilaciju DNA i modifikacije histonskih repova kao $to su fosforilacija, acetilacija, metilacija,
ubikvitinacija ili ADP-ribozilacija. Epigeneticke promjene dinami¢nije su od promjena u
sekvenci DNA i pod utjecajem su okoline. Istrazivanja utjecaja epigenetickih promjena na razvoj
psihijatrijskih bolesti doprinose boljem razumijevanju ovih bolesti te razvoju novih, poboljsanih
terapija. PonajviSe se istaknula terapija inhibitorima histonskih acetilaza i DNA metiltransferaza.
Istrazivanja su pokazala da se njihovom upotrebom moze vratiti aberantna ekspresija kandidat
gena, prisutna u bolesti, na normalnu razinu prisutnu u zdravih ljudi. Stoga se moze zakljuciti da
okolis djeluje u patofiziologiji psihijatrijskih bolesti kroz promjenu ekspresije gena posredovanu

epigenetickim mehanizmima.
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7. SUMMARY

Epigenetics refers to the regulation of gene activity that does not lead to a change of DNA
sequence. Gene expression is epigenetically controlled via heritable, but potentially reversible,
changes in modification of DNA molecule and histone proteins. Those changes include DNA
methylation and histone tails modification such as phosphorylation, acetylation, methylation,
ubiquitination or ADP-ribosylation. Epigenetic alterations are more dynamic that alterations in
DNA sequence, and under the influence of the environment. Studies of effect of epigenetic
alterations involved in psychiatric diseases lead to better understanding of these diseases and
development of new, improved therapies. Most of all, HDAC and DNA methyltransferase
inhibitors have been highlighted. Studies had shown that aberrant expression of gene candidate,
present in disease, can be restored back to normal level present in healthy people by
administration of these drugs. Therefore, it can be concluded that environment affects
pathophysiology of psychiatric diseases by changes of gene expression mediated by epigenetic

mechanisms.
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