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1. Uvod

1.1 Upalne bolesti crijeva

Crohnova bolest (engl. Crohn's disease, CD) i ulcerozni kolitis (engl.
ulcerative colitis, UC) najpoznatiji su tipovi upalnih bolesti crijeva (engl. inflammatory
bowel diseases, IBD). Obje bolesti prati kroni¢no, remitiraju¢e stanje autoimunih
znacCajki bez postojanja adekvatnog trajnog lijeka. Medusobno se razlikuju etiolosKi
i klini€ki. Ulcerozni kolitis oznaCava upalu u gornjem mukoznom sloju, te u manjem
omjeru submukoznom sloju stijenke debelog crijeva, SireCi se primarno iz rektuma.
Upalni procesi jednoliko i kontinuirano obuhvacaju stanjeno debelo crijevo cemu je
posljedica Cesto rektalno krvarenje. Nasuprot tome, Crohnova se bolest moze razviti
u bilo kojem podrucju gastrointestinalnog trakta zahvacajuci crijevnu stijenku cijelom
dubinom. Upala se moZe detektirati u odvojenim manjim podrucjima i ¢esto se
manifestira zadebljanom stijenkom crijeva. Simptomi koje obje bolesti dijele
uklju€uju abdominalnu bol, anemiju, povisenu temperaturu, gubitak tezine, gubitak
apetita, umor, povrac¢anje, bol u zglobovima, itd. (Baumgart i Sandborn 2007). Zbog
nacina Zivota povoljnog za razvoj ovih bolesti, u zapadnim zemljama IBD vec¢ duze
vrijeme predstavlja rastu¢i problem. Prevalencija upalnih bolesti crijeva 2012.
godine bila je najvisa u Europi (505 osoba oboljelih od ulceroznog kolitisa i 322
osobe oboljele od Crohnove bolesti na 100 000 osoba) i u Sjevernoj Americi (249
UC, 319 CD na 100 000 osoba). Incidencija se povecava i u zemljama u razvoju.
Bolest najviSe pogada mlade populacije u industrijaliziranim urbaniziranim
podrucjima. 78.0% istrazivanja incidencije Crohnove bolesti i 51.1% istrazivanja
ulceroznog kolitisa objavila su najvecu incidenciju kod osoba od 20 do 29 godina

starosti (Molodecky i sur. 2012).

1.1.1 Crijevna mikroflora u upalnim bolestima crijeva

Etiopatogeneza upalnih bolesti crijeva nije joS razjasSnjena, iako se
pretpostavlja da uzrok uklju€uje (1) geneti¢ku predispoziciju, (2) imunolo$ku reakciju

na crijevnu mikrofloru i (3) utjecaje okolisa. lako se u prvim fazama istraZivanja ovih



bolesti pokuSavalo pronaci jedinstveni patogen koji bi mogao pokrenuti upalnu
kaskadu, rezultati posljednjih deset godina ukazuju da je vjerojatnije promijenjena
crijevna mikroflora (ukupni sastav mikroorganizama) pacijentovog probavnog
sustava. Mikrobiom oznaCava ukupni genetiCki materijal mikroorganizama koji Zive
u ljudskom tijelu. Odnos Covjeka i njegove mikroflore je mutualistiCki — obje strane
imaju koristi od zajednickog zZivota. Normalna crijevna mikroflora sastoji se od 1 100
vrsta bakterija, s najmanje 160 vrsta u pojedinom ljudskom organizmu. RazliCite
ljudske populacije, s razliCitom prehranom, imaju jedan od tri otkrivena enterotipa,
Sto je klasifikacija grupe organizama u ljudskom probavnom sustavu odredena
razliitim koli€inama dominantne grupe bakterija (Arumugam i sur. 2011). Disbioza,
trajna promjena normalnog crijevnog mikrobioma s nestajanjem mutualizma
domacdina i bakterija, vjerojatno je definirajuci aspekt razvoja IBD. Disbioza ima neke
zajedniCke karakteristike za sve tipove upalnih bolesti crijeva — poput smanjenja
zastupljenosti i raznovrsnosti pripadnika iz koljena Firmicutes, ili poveéanja broja i
smanjenje raznovrsnosti bakterija iz koljena Bacteroidetes. Navedena su koljena,
uz Actinobacteria i Proteobacteria, najzastupljenija u covjekovom probavnom traktu.
Povecéane koncentracije vrste Escherichia coli iz koljena Proteobacteria, ukljuujudi
patogene varijante, dokumentirane su u Crohnovoj bolesti koja zahvaca ileum. Osim
promijenjene taksonomije, mijenja se i metabolizam mikrobioma. Metagenomske
analize pokazale su za 25% smanjen broj gena, dok su metaproteomske analize
otkrile smanjenje u broju proteina i stani¢nih procesa u IBD-u. lzmijenjen je
anaerobiozni status mikrobiota, metabolizam ugljikohidrata, interakcije s
domacdinom, te sekretorni enzimi domacina (Tong i sur. 2013). Pitanje koje se
postavlja je da li su promjene u mikrobiomu rezultat aberantnog imunolo$kog
odgovora genetiCki podloZznog organizma, ili promjene u mikrobiomu dovode do
nepravilnog imunoloskog odgovora. Studije blizanaca pokazale su ve¢u povezanost
fenotipa bolesti nego genotipa domacina s crijevnom mikroflorom (Willing i sur.
2010). S druge strane, istrazivanje mikroflore u grupama pacijenata s rizi¢nim
alelima gena NOD2 i ATG16L1 vezanim za imunolo$ki sustav pokazalo je da su ti
genotipi znacajno povezani s promjenom mikrobioloSkog sastava. Faktor koji se
treba uzeti u obzir je i tip bolesti — spomenuta dva alela povezana su s Crohnovom
boleS¢u koja zahvaca ileum, a ne debelo crijevo (Hold i sur. 2014). Proglasavanje
odredenih genetickih defekata uzrokom disbioze predstavlja i dalje izazov, te se

moze naslutiti kompleksnost uloge imunoloSkog sustava u IBD-u.
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1.1.2 Imunoloski sustav u upalnim bolestima crijeva

Normalni epitel crijeva izlozen je visokoj gustoéi raznovrsnih
mikroorganizama i time kontinuiranoj komunikaciji sa stanicama domacina. Prva
linija obrane je mukus, zastitni sloj na unutrasnjoj povrsini probavnog sustava kojeg
luCe sekretorne stanice. Imunoloski sustav mora pruzati obranu od patogena i
ulaska viSka mikroorganizama u tkivo, u isto vrijeme odrzavaju¢i imunolosku
toleranciju prema ostatku mikroflore. Ravnoteza ova dva aspekta komunikacije sa
stranim mikroorganizmima naziva se imunoloSka homeostaza. Poremecena
ravnoteZa predisponira organizam za razvitak IBD-a. Odredene vrste bakterija
mogu utjecati na ravnotezu u populacijama regulatornih (Treg) i efektorskin T
limfocita, medutim, to€an doseg utjecaja razlicitih vrsta bakterija na pravilan odgovor
domacdina nije poznat. Stanice epitela te prirodenog i steCenog imunoloskog sustava
kao prvi korak u obrani od intestinalnin mikroorganizama koriste receptore za
prepoznavanje uzorka (engl. pattern recognition receptors, PRR). Prepoznavanje
kroz PRR aktivira signalne puteve citokina (malih proteina medustani¢ne
komunikacije) i kemokina (citokina koji utjieCu na migraciju stanica), anti-mikrobne
proteine, fagocitozu (unos i razgradnju stranih organizama), autofagiju (razgradnju
inficiranih stanica), proizvodnju reaktivnih dusikovih i kisikovih radikala, te aktivaciju
odgovora T i B limfocita. U probavnom sustavu, odgovor plazma stanica nastalih iz
aktiviranih B limfocita jedinstven je po tome Sto se proizvode velike koli€ine antitijela
IgA. On neutralizira patogene molekule i mikroorganizme, ograni¢avajuci tako njihov
prodor u tkiva domacina. Vazan put koji doprinosi IBD-u je put aktivacije
pomocnickih T limfocita 17 (Th17) i djelovanja citokina koje Th17 sekretira, posebice
interleukina 23 (IL-23). Pro-inflamatorni citokini kojima IL-23 pripada moraju biti

pazljivo regulirani kako ne bi doveli do kroni¢ne upale (Abraham i Medzhitov 2011).

Mehanizmi imunoloSke tolerancije prema crijevnom mikrobiotu dijele se na
(1) minimiziranje izlozenosti mikroorganizmima i imunolosko prepoznavanje
mikroflore, te na (2) smanjenje imunoloSkog odgovora intra- i interstani€nim
mehanizmima. ImunoloSka tolerancija potaknuta je i signalima samih
mikroorganizama. Bakterijski lipopolisaharidi (LPS) primjer su takvog signala. U
fetalnim epitelnim stanicama probavnog sustava LPS uzrokuju aktivaciju

transkripcijskog faktora NF-kB i sekreciju kemokina, dok takav odgovor izostaje u



neonatalnom i odraslom dobu. Odgovor organizma promijenjen je nakon dugotrajne
povecane izlozenosti LPS-u. Bakterijske interakcije s odredenim namirnicama mogu
proizvesti produkte kao sto su kratkolanCane masne kiseline koje smanjuju upalne
odgovore probavnog sustava. Takoder, izlaganje antigenima potiCe toleranciju T
limfocita. Stanice prirodenog imunoloskog sustava, u koje spadaju makrofazi,
dendritske stanice i neutrofili, direktno i indirektno reguliraju stanice steCenog
imunoloskog sustava, T i B limfocite. Tako npr. dendritske stanice i makrofazi
normalnog crijevnog imunoloskog sustava proizvode protuupalni interleukin 10 (IL-
10), transformirajuéi faktor rasta (engl. transforming growth factor) TGF-@ i
retinoiénu kiselinu. Navedene molekule potpomazu diferencijaciju Foxp3-Treg
limfocita (engl. forkhead box P3) vaznih za supresiju imunoloSkog odgovora. Mnogi
staniCni tipovi reagiraju na spomenute protuupalne molekule, te je pokazan spontani
nastanak kolitisa u miSeva s nedostatkom IL-10 i TGF-B. Izostanak ovih molekula
i/ili promjena sastava citokina koje proizvode dendritske stanice lamine proprije i
makrofazi iz protuupalnih u pro-upalne prorjeduje Treg i povecava koli€¢ine Th1 i
Thl17, koji doprinose IBD-u. Takoder, ovaj put je visoko podlozan utjecajima iz
okoliSa. FiziCka barijera sastavljena od epitelnih stanica postaje propusnija u IBD-u,
zbog nepravilnog funkcioniranja kriticnih medustani¢nih nepropusnih spojeva. No,
kao i u vecini procesa u upalnim bolestima crijeva, nepravilna regulacija samo jedne
komponente ne dovodi do bolesti — potrebno je viSe pogreSaka u sustavu. Osim
toga, za vecinu njih se ne zna jesu li posljedica ili uzrok bolesti (Abraham i Medzhitov
2011).

Jos jedan element etiopatogeneze IBD-a je glikozilacija, na $to su ukazala
mnoga genetiCka i imunoloSka istrazivanja. Kompleksni oligosaharidi, glikani,
vezani su za lipide ili proteine (glikoproteini) na povrSinama stanica, te €ine dio
membranskih i sekretornih proteina poput imunoglobulina (Hart i Copeland 2010).
Alternativna glikozilacija imunoglobulina moze dovesti do promjena u njihovoj
imunoloskoj funkciji (Kaneko i sur. 2006). Glikozilacija je asocirana s kompleksnim
upalnim bolestima, Sto ukazuje na bitnu ulogu u imunoloskom sustavu (Feil i Fraga
2012). Glavnu komponentu mukusa c&ine upravo glikoproteini. Pokazana je
smanjena glikozilacija glikoproteina u unutrasnjem sloju mukusa pacijenata oboljelih
od IBD-a. Mukus je vazan segment obrane od mikroorganizama u probavnom

sustavu, te bi oslabljen sastav mukusa doveo do povecanog kontakta imunoloskog



sustava s mikroflorom. Takoder, analiza seruma pacijenata oboljelih od UC
pokazala je smanjen sadrzaj galaktoze na cirkuliraju¢im imunoglobulinima razreda
IgG (Theodoratou i sur. 2014). U potrazi za genetickim lokusima s utjecajem na
glikozilaciju I1gG-a, cjelogenomska asocijacijska studija (engl. genome wide
association study, GWAS) identificirala je brojne gene koji su prethodno povezani s
autoimunim te hematoloskim malignim bolestima (Lauc i sur. 2013). Jedan od gena
povezan s glikozilacijom IgG-a je BACH2, prethodno asociran s upalnim bolestima

crijeva (Franke i sur. 2010).

1.1.3 GenetiCki polimorfizmi povezani s upalnim bolestima crijeva

Brojne cjelogenomske asocijacijske studije povezale su odredene genetiCke
polimorfizme s Crohnovom boleSéu i ulceroznim kolitisom. GWAS prouc€ava
polimorfizme jednog nukleotida: varijacije jednog para nukleotida u populaciji
prisutne s ucestaloS¢u vecom od 1%. Ukupno 163 nezavisna genetiCka lokusa
asocirana s IBD-jem pruZzila su novi uvid u moguce uzroke i mehanizme nastanka
tih bolesti, poput autofagije, te pokazala povezanost s drugim upalnim bolestima,
posebice sa psorijazom i ankilozantnim spondilitisom. Doprinos pronadenih
genetickih lokusa IBD-u je samo 13,6% u slucaju Crohnove bolesti odnosno 7,5%
u slu€aju ulceroznog kolitisa (Jostins i sur. 2012). Od genetickih varijanti koje
doprinose Crohnovoj bolesti, najvedi rizik predstavljaju polimorfizmi u genu NOD?2.
Njegov proteinski produkt je tip PRR-a koji sudjeluje u obrani od Sirokog spektra
mikroorganizama. U isto vrijeme, smanjuje upalni odgovor regulacijom vlastite
signalizacije i aktivnosti drugih PRR-a nakon produzZene mikrobne stimulacije
(Abraham i Medzhitov 2011). Nasuprot negativnim u€incima u Crohnovoj bolesti, isti
riziCni aleli (varijante gena) NOD2 pokazuju zastitnicki efekt kod ulceroznog kolitisa.
Unato€ takvim iznimkama, vecina zajednickih lokusa, kojih je 110 od 163, pokazuje

istosmjerni efekt u obje bolesti (Jostins i sur. 2012).

1.2 Epigeneticki mehanizmi

Ekspresija gena podrazumijeva prepisivanje slijeda nukleotida u molekulu
RNA (transkripcija) te njezino prevodenje u aminokiselinski slijed (polipeptid)
procesom translacije koja se odvija na ribosomima. Unato€ identiCnosti genetiCke
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informacije (identicne molekule DNA) u svim stanicama jednog organizma, uzorci
ekspresije gena razlikuju se u razli€itim tipovima stanica. Informacije zapisane u
genomu mogu biti upotrijebljene za proizvodnju proteina ili ne, ovisno o vrsti tkiva te
biolo§kom stanju i procesu. Razvoj organizma poput sisavaca ovisi o sposobnosti
diferencijalne razine ekspresije specificnih gena potrebnih za razvoj organskih
sustava. Mehanizme koji mogu aktivirati i utiSati gene prouava epigenetika. Ova
znanstvena disciplina opisuje sve nasljedne znacajke fenotipa koje ne ovise o
promjeni primarne sekvence DNA. Nasljedivanje epigeneticke informacije primarno
se odvija prilikom diobe stanica i ukljuuje stanicnu memoriju (Allis i sur. 2007).
Epigenetika ukljuCuje stabilne, dugotrajne promjene transkripcijskog potencijala
stanice koje se nece nuzno naslijediti na sljedece generacije. Uzorak epigenetickih
modifikacija na razini genoma — epigenom — podlozan je preciznim, koordiniranim
promjenama specificnim za odredeni stupanj razvoja. U sisavcima, i u manjem dijelu
kod biljaka, epigeneticke se modifikacije resetiraju u spolnim stanicama.
Epigeneticko reprogramiranje priprema spolne stanice za razvoj organizma sljedece
generacije. Osim promjena u razvoju i diferencijaciji, postoji i stohasti¢ka varijacija
epigeneti¢kih promjena bez ocigledne bioloSke funkcije. Pretpostavlja se da su
stohasticke promjene nastale pod utjecajem okoliSa i unutarnjih faktora, tijekom
bioloskih procesa. Utjecaji okolisa na epigenom biljnih i zivotinjskih vrsta ukljucuju
prehranu, promjene u temperaturi, kemijske zagadivaCe, stres, pa cCak i
socioekonomske aspekte okolisa ljudi (Feil i Fraga 2012). Takoder, istrazivanja su
pokazala da je mogué prijenos epigenetiCkih promjena nastalih pod utjecajem
okolisa, te posljedicnog fenotipa, na sljede¢e generacije, Sto podrazumijeva
transgeneracijsko epigeneticko nasljedivanje (Jirtle i Skinner 2007). Sve viSe
istrazivanja pokazuje da se epigenetiCki procesi u organizmima mogu prenositi s

jedne generacije na drugu (Tollefsbol 2011).

Epigeneticki mehanizmi ukljuuju: (1) metilaciju DNA, (2) posttranslacijske
modifikacije histonskih proteina, (3) remodeliranje kromatina, (4) djelovanje malih
nekodiraju¢ih RNA molekula, (5) uvodenje histonskih varijanti i (6) pozicijsku
informaciju (Allis i sur. 2007). Eukariotski genom organiziran je u kromatin, kompleks
histonskih proteina sastavljenih u nukleosome oko kojih je omotana molekula DNA.
Promjene u strukturi kromatina dio su mnogih bioloSkih procesa, uklju€ujuci

promjene u genskoj ekspresiji. Posttranslacijska acetilacija i metilacija histonskih



proteina najCeSCi su mehanizmi brze promjene aktivnosti gena jer djeluju na
dostupnost i prepoznavanje ciljnog mjesta vezanja proteina koji utje€u na gensku
regulaciju. Skupina vaznih enzima uklju€enih u epigeneticke procese su histonske
acetil-transferaze (HAT), koje kataliziraju dodavanje acetilne skupine na odredena
mjesta na histonima. Acetiliraju se aminokiseline lizini na amino-terminalnoj regiji
proteina. Histonske deacetilaze (HDAC) odgovorne su za cijepanje tih acetilnih
skupina. Acetilacija je opéenito povezana s vecom genskom aktivno$c¢u jer smanjuje
razliku u naboju DNA i histona, $to olabavljuje kromatinsku strukturu i pruza
mogucnost vezanja transkripcijskih aktivatora. Nasuprot tome, metilacija histonskih
proteina ima razli€it utjecaj na ekspresiju, ovisno o broju dodanih metilnih skupina
(jedna, dvije ili tri), te mjestu vezanja. Tako npr. metilacija lizina 9 histona H3 dovodi
do genske represije. Acetilacija i metilacija histonskih proteina medusobno su
povezane — odreden uzorak modifikacija tvori histonski kod koji signalizira i
omoguduje vezanje ili blokiranje regulacijskih proteina. Postojanje i interpretacija
odredenog histonskog koda ovisi o vrsti organizma. Kompaktnija struktura
kromatina za posljedicu ima manju dostupnost DNA transkripcijskim faktorima
(Tollefsbol 2011). Epigeneticki mehanizmi uklju€uju i procese temeljene na
djelovanju nekodiraju¢ih molekula RNA (ncRNA). Mehanizmi utiSavanja i aktivacije
gena pomocu njih su brojni, s RNA interferencijom kao najpoznatijim procesom koji
ukljuuje ncRNA, cilinu mRNA i proteinske komplekse. Neke od prvih otkrivenih
uloga RNA interferencije su inaktivacija kromosoma X i genomski imprinting tijekom
ranog razvoja organizma, u kojima sudjeluje i metilacija DNA (Collins i sur. 2011).

1.3 Metilacija DNA

Najstabilniji epigeneticki mehanizam jest metilacija DNA. Proces aktivne
metilacije DNA premjesta metilnu skupinu (CHs) s S-adenozil-L-metionina (SAM) na
peti ugljikov atom nukleotida citozina, pri ¢emu se SAM konvertira u SAH (S-
adenozil-L-homocistein) (Slika 1). U genomu sisavaca se ve¢inom metilira citozin s
5' strane gvanina (Frommer i sur. 1987). U dvolan¢anoj molekuli DNA to rezultira
susjednim dijagonalno postavljenim metiliranim citozinima (5-mC) unutar
dinukleotida CpG. U embrionskim stanicama citozin moZze biti metiliran i izvan CpG

mjesta (Ramsahoye i sur. 2000).
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Slika 1 — Metilacija DNA. Nukleotidnu bazu citozin (ljevo) metilira enzim DNA-metil-
transferaza (nije prikazana) s pomo¢u metilne skupine S-adenozil-metionina (SAM). SAM
se konvertira u S-adenozil-homocistein, dok citozin postaje 5-metilcitozin (desno) s
metilnom skupinom na petom atomu ugljika.

Kako DNA sadrzi 4 razliCita nukleotida — s bazama adeninom, gvaninom,
timinom i citozinom — postoji 16 mogucénosti za formiranje nukleotidnih parova
povezanih fosfodiesterskom vezom. No CpG dinukleotid pokazuje ucestalost manju
od oc€ekivane kroz vecinu genoma, 0,8% umijesto 4% Sto se moze objasniti
spontanom deaminacijom metiliranog citozina u timin i fiksacije TpG tijekom
evolucije sisavaca (Lander i sur. 2001). Ucestalost CpG mjesta mijenja se kroz
genom. Postoje podrucja njihovog potpunog izostanka te podru€ja povecane
gustoce, kao Sto je slu€aj u transpozonima, ponavljajuéim sekvencama DNA sa
sposobnoscu ugradnje u druga podru¢ja genoma. Recentnije nastali transpozoni
imaju veci sadrzaj CpG dinukleotida. Podrucja s gusto rasporedenim CpG mjestima,
s ucCestaloS¢u blizom ocekivanoj, nazivaju se CpG otoci (Gardiner-Garden i
Frommer 1987). Veliina podrucja koje zauzimaju moze biti od 200 pb do nekoliko
kilobaza. Broj CpG otoka u pojedinom kromosomu varira: na primjer 19-22 po
megabazi (Mb) u kromosomima 16, 17 i 22; 2,9 po Mb u kromosomu Y; te 43 po Mb
u kromosomu 19. Relativna gustoca CpG otoka korelira s gusto¢om gena na
spomenutim kromosomima. Oko polovice CpG otoka nalazi se u blizini promotora
gena gdje se odvija inicijacija transkripcije (Lander i sur. 2001). Postotak promotora
koji sadrze CpG otok kod sisavaca je oko 70%, dok ga preostali promotori ne
sadrze. Metilacija CpG otoka u promotoru gena moze poremetiti vezanje
transkripcijskih faktora i omoguciti vezanje proteina s afinitetom za metilne skupine,
te tako stabilno utiSati ekspresiju gena. Iz tog razloga, metilacija CpG otoka u
promotorima gena, koji mogu biti npr. tumor supresori, u pravilu je niska.

Pretpostavlja se da CpG otoci unutar gena utje€u na kontrolu transkripcije ncRNA.



Za razliku od CpG otoka, vise od 80% CpG mijesta izvan CpG otoka je metilirano
(Saxonov i sur. 2005).

Enzimi odgovorni za metiliranje citozina su DNA-metiltransferaze (DNMT).
Dijele se na dvije skupine s obzirom na preferirani supstrat, koji mozZe biti
nemetilirana DNA ili hemimetilirana DNA sa samo jednim metiliranim lancem. De
novo DNMT (DNMT3a i DNMT3b) uspostavljaju obrazac metilacije na nemetiliranoj
DNA. Inicijacija tog procesa nije u potpunosti istrazena. DNMT odrzavateljskog tipa
(DNMT1) djeluje tijekom replikacije DNA koja prethodi stani¢noj diobi. Obrazac
metilacije se sa starog kopira na novonastali lanac. Demetilacija se moze odvijati
spontano — tijekom stani¢nih dioba u stanicama bez aktivnosti DNMT, Sto se dogada
u muskom pronukleusu nakon oplodnje (Phillips 2008). Aktivha demetilacija DNA s
pomocu enzima je dugo predstavljala kompleksniji problem. Kako je direktno
cijepanje metilne skupine s 5-metilcitozina termodinamicki nepovoljno, postojanje 5-
hidroksimetilcitozina kljuéna je karika hipoteze o aktivnoj demetilaciji. TET obitelj
enzima ima sposobnost oksidacije 5-metilcitozina, Cemu moze slijediti konverzija 5-
hmC u nemetilirani citozin popravkom izrezivanjem baze s pomocu timin-DNA-
glikozidaze (TDG) (Kohli i Zhang 2013). Osim TET enzima, DNA-deaminaze i
posljedi¢ni popravak nepravilno sparenog nukleotida, npr. aktivnos¢éu TDG, takoder
vode demetiliaciji DNA (Phillips 2008) (Slika 2).

5-mC Timin Nemetilirani citozin
NH2 (0] NH2
XN NH XN

)
O
Y
=
(@)
Y
(©)

Popravak izrezivanjem

Q baze ili nukleotida

Slika 2 — Primjer demetilacije 5-metilcotozina, 5-mC. Deaminacijom se 5-mC konvertira u uracil
kojeg enzimi popravka DNA izrezivanjem baze ili nukleotida zamjenjuju citozinom. Signal za
popravak je pogreSno sparena baza u molekuli DNA: T/G umjesto C/G. Slika je preuzeta i
prilagodena iz rada Day i Sweatt (2010).



1.3.1 Metode odredivanja metilacije DNA

Zbog moguce povezanosti epigenetiCke deregulacije i etiologije ljudskih
bolesti, pogotovo onih povezanih s okoliSnim faktorima, razvile su se brojne metode
za utvrdivanje epigenetickih modifikacija. Metilacija DNA, kao i ostale epigeneticke
promjene, moze biti reverzibilna, sto je €ini atraktivnom metom terapija i prevencija
bolesti. Metode za analizu metilacije DNA razlikuju se u osjetljivosti i pokrivenosti
(engl. coverage), te izbor metode ovisi o Zeljenoj aplikaciji i razini informacije.
Analize se mogu podijeliti na one koje daju informaciju o (1) ukupnoj genomskoj
metilaciji, (2) stupnju metilacije odredenog lokusa/promotora gena, i (3) kompletni
metilacijski status genoma rezolucije do nukleotida (metilacijske mape cijelog
genoma). Standardne tehnike molekularne biologije, poput hibridizacije i
sekvenciranja, ne mogu razlikovati citozin od metiliranog citozina. Takoder,
informacija o metiliranosti gubi se tijekom amplifikacije s pomocu lan€ane reakcije
polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR). Zato su potrebni predtretmani
Ciji rezultat ovisi o postojanju 5-mC: (1) tretiranje restrikcijskim endonukleazama, (2)
obogacivanje uzorka afinitetnim metodama i (3) bisulfitna konverzija. Restrikcijske
endonukleaze (RE) su bakterijski enzimi s afinitetom za odredenu kratku sekvencu
DNA i sposobnoscu cijepanja oba lanca DNA. Prepoznavanje DNA kod nekih RE
ovisi o metilacijskom stanju ciljne sekvence, Sto se moze iskoristiti u analizama
metilacije DNA. Najpoznatije izoshizomeraze koje su diferencijalno osjetljive na
metilaciju sekvence CCGG su Mspl i Hpall (Umer i Herceg 2013). Obogacivanje
uzorka moze se provesti i s pomocu specifi€nih antitijela koja vezu 5-mC, ili proteina
koji imaju domenu s afinitetom za metilirane CpG (engl. methyl-binding domain,
MBD). Metoda koja na taj nacin odreduje ukupnu metiliranost genoma zove se
MedIP (engl. Methylated DNA immunoprecipitation, imunoprecipitacija metilirane
DNA) (Weber i sur. 2005).
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Slika 3 — Bisulfitna konverzija citozina. a) Nakon deaminacije citozina natrijevim bisulfitom,
potrebna je desulfonacija za stvaranje kona¢nog produkta, timina. b) Tretman natrijevim
bisulfitom nije efikasan u konverziji 5-metilcitozina u timin. Slika je preuzeta i izmjenjena s
web stranice www.neb.com.

Tretman DNA s natrijevim bisulfitom deaminira nemetilirane citozine u uracil
puno brze nego 5-mC (Slika 3). Metodu bisulfithe konverzije prvi su uveli Frommer
I sur. (1992) kad su optimizirali uvjete za konverziju svih nemetiliranih citozina u
uzorku. Sljedeéi korak je umnozavanje Zeljene sekvence PCR-om, pri ¢emu se

uracil zamjenjuje timinom (Slika 4).

m|C mlC
5 CCGGCATGTTTAAACGCT 3
3 GGC(liGTACAAATTTGCGA 5’

I |
Gornji lanac mC mC mC Donji lanac
Bisulfitna konverzija

5 UCGGUATGTTTAAACGUT ¥ 3 GGUCGTACAAATTTGCGA ¥

\l/ Umnozavanje s pomoéu J/

lan¢ane reakcije polimerazom
9" TCGGTATGTTTAAACGTT 3 9" CCAGCATGTTTAAACGCT 3
3 AGCCATACAAATTTGCAA % 3 GGTCGTACAAATTTGCGA ¥

Slika 4 — Bisulfitna konverzija DNA. Nemetilirani citozini konvertiraju se u uracil, dok
metilirani citozini (mC) ostaju nepromijenjeni. Zeljeni fragment DNA zatim se moZe umnoZiti
s pomocu lan¢ane reakcije polimerazom tijekom koje se timin ugraduje na mjesto uracila.
Slika je preuzeta i izmjenjena iz rada Krueger i sur. (2012).
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Na ovaj nacin, epigenetiCka se informacija zamjenjuje promjenom na genetickoj
razini, Sto se moze detektirati, primjerice, sekvenciranjem ili specificnim
poCetnicama koje se upotrebljavaju u PCR reakciji (engl. methylation-specific PCR,
MSP, PCR ovisan o metilaciji) (Herman i sur. 1996). Kako je MSP popracen
elektroforezom kvalitativan test, razvile su se metode poput «MethyLight», prilikom
koje se konvertirana DNA analizira s pomoc¢u kvantitativnog PCR-a u stvarnom
vremenu (qPCR). Uzorci DNA su obi¢no dobiveni iz heterogene populacije stanica,
u kojoj postoje razlike u uzorcima metilacie DNA pojedinih stanica. Rezultati
kvantitativne analize metilacije odredenog CpG lokusa zato prikazuju koliki postotak
analiziranih molekula DNA iz uzorka ima to CpG mjesto metilirano (Mikeska i Craig
2014). Osim sekvenciranja bisulfitno-konvertirane DNA metodom temeljenom na
zaustavljanju sinteze lanca ugradnjom dideosiribonukleozid-trifosfata (Frommer i
sur. 1992) te brojnih novih metoda, metilacija u rezoluciji nukleotida moze se odrediti

i s pomocu pirosekvenciranja bisulfitno-konvertirane DNA (Colella i sur. 2003).

1.3.2 Odredivanje metilacie DNA s pomocu bisulfithog

pirosekvenciranja

Jedna od metoda determinacije metiliranosti CpG lokusa je pirosekvenciranje
bisulfitno-konvertirane DNA. Siroko se primjenjuje zbog visoko pouzdanih,
kvantitativnih rezultata, i moguénosti analize vise CpG mjesta odjednom (Umer i
Herceg 2013). Termalna nestabilnost koristenih enzima, posebice luciferaze,
zahtjeva temperaturu reakcije od 28 °C. Pri toj temperaturi postoji mogucnost
stvaranja sekundarnih struktura DNA. Iz tog razloga pozeljna je Sto manja veliina
amplikona koji ¢e se pirosekvencirati, $to je optimalno oko 300-350 pb (Dejeux i sur.
2009). Jo$ jedan izazov je dizajn pocCetnica za regije od interesa jer bisulfitna
konverzija rezultira molekulom DNA niske kompleksnosti (s bazama A, T, G i vrlo
malo C) (Tost i sur. 2006). Bisulfitno pirosekvenciranje temeljeno je na metodologiji
sekvenciranja vodenog sintezom — pojedinatne se baze detektiraju tijekom
ugradnje u rastuci lanac DNA. Dobiveni postotak metilacije odredenog CpG mjesta
pokazuje prosjecno stanje metilacije svih umnozenih epialela s pomocu PCR
metode (epialel je varijanta epigenetiCke promjene na odredenom genetiCkom
lokusu, u ovom slu€aju metilacija CpG mjesta) (Tost i Gut 2007). Razlog postojanja

vide epialela je heterogenost stanica u uzorku.
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1.3.3 Promjena stupnja metilacije DNA u bolestima Covjeka

Osim regulacije specificnog uzorka ekspresije gena u razli€itim tkivima,
metilacija DNA klju€ni je mehanizam za (1) utiSavanje mobilnih i retroviralnih
elemenata, (2) genomski utisak (ekspresija alela naslijedenog samo od majke ili od
oca), te za (3) inaktivaciju kromosoma X. Abnormalnosti u metilaciji DNA zato imaju
ulogu u brojnim poremecajima i bolestima Covjeka. Najuocljivije promjene pojavljuju
se tijekom karcinogenih procesa. U tumorskim stanicama, promjene u metilaciji
DNA kre¢u se u dva smjera: hipermetilacija CpG otoka u promotorima te globalna
hipometilacija ostalih podru¢ja genoma (Umer i Herceg 2013). Posljedice su
utiSavanje tumor-supresor gena, aktivacija onkogena, i opcenita nestabilnost
genoma zbog hipometilacije ponavljajucih sljedova, uklju¢ujuéi mobilne elemente
DNA i sljedove bitne za strukturu kromosoma. Mobilni elementi, koji ¢ine 45%
ljudskog genoma, imaju sposobnost replikacije/izrezivanja i potencijalno mutagene
insercije u druga podru¢ja DNA. Zbog toga su utiSani globalnom hipermetilacijom,
te mutacijama nastalima zbog deaminacije 5-mC kroz vrijeme (Schulz i sur. 2006).
Poremecaji u metilaciji DNA povezani su s mnogim kompleksnim bolestima,
tumorima, te s autoimunim bolestima. EpigenetiCke modifikacije mogu se mijenjati
s dobi Covjeka te pod utjecajima okoliSa, Sto moze objasniti vezu izmedu razvoja
autoimunih bolesti, dobi i odredenih okoliSnih uvjeta (Grolleau-Julius i sur. 2010).
Epigeneticke modifikacije u autoimunim bolestima reverzibilne su i specifi¢ne za tip
stanica — npr. promjene u CD4+ T limfocitima, Treg i B limfocitima kod sistemskog
eritemskog lupusa, ili limfocita i fibroblasta kod reumatoidnog artritisa (Zhao i sur.
2010; Trenkmann i sur. 2010). Takoder, promjene u epigenetiCkom statusu
pronadene su u pacijenata koji pate od dijabetesa tipa 1, multiple skleroze i
celijakije, te od Crohnove bolesti i ulceroznog kolitisa. Opcenito, u autoimunim

bolestima raSireni su uzorci hipometilacije (Brooks i sur. 2010).

1.3.4 Metilacija DNA kao biomarker

Biomarker je svaka bioloSka karakteristika koja se mozZe objektivno izmjeriti i
sluziti kao indikator normalnih biolo$kih i patogenih procesa, te odgovora organizma
na terapiju (Naylor 2003). Vecina kompleksnih bolesti ljudi uzrokovana je geneti¢kim
varijacijama u kombinaciji s okoliSnim uvjetima, te se oba aspekta mogu odraziti na

potencijalne epigeneticke biomarkere. Pomoc¢u njih moguce je tocnije klasificirati
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bolest i stratificirati pacijente prema riziku ili prognozi, Sto pomazZe u izboru
optimalne terapije. Takoder, biomarkeri otvaraju moguénost za ranu detekciju
progresivnih bolesti. Idealan biomarker, osim to¢nih mjerenja kroz Siroku populaciju,
mora donijeti informaciju bitnu za klini¢ku upotrebu. Predstavljaju¢i promjene u
sastavu tjelesnih tekucina i tkiva, biomarkeri mogu proSiriti nase znanje o
patogenezi bolesti. Ideja epigenetickih biomarkera je obecavajuca, no zasad je vrlo
malo potencijalnih biomarkera te vrste ostvarilo potencijal za koriStenje u klinickoj
praksi, i to uglavhom u podrucju istrazivanja raka. Razvoj je usporen nedostatkom
standardiziranih metoda i referenci (Mikeska i Craig 2014). Zbog vece stabilnosti
DNA nego drugih bioloskih molekula, poput RNA i proteina, metilaciju DNA lako je
analizirati i u malim uzorcima, Sto je Cini pogodnom u potrazi za epigenetiCkim
biomarkerima. U prijasSnjim analizama metilacije DNA u raku koristilo se uglavhom
tumorsko tkivo, no povecCava se broj istraZivanja u kojima uzorak Cine tjelesne
tekucine. U njih spadaju urin, majCino mlijeko, slina, bronhijalna sluz, plazma i
serum, te puna periferna krv (Mikeska i Craig 2014). DNA iz periferne krvi moze se
podijeliti na (1) slobodnu DNA otpustenu iz cirkulirajuéih stanica, npr. stanica raka
(uzorak je plazma ili serum), i (2) DNA iz leukocita (uzorak je puna krv). Slobodna
DNA postoji u vrlo malim koli¢inama, Sto otezava njeno koristenje u ulozi
biomarkera. lako kvaliteta i koliina perifernih leukocita, kao i lako¢a njihovog
analiziranja i koriStenja ne predstavlja problem, bioloSko znacenje metilacije njihove
DNA nije potpuno razjasnjeno. Postavlja se pitanje u kojoj mjeri metilacija DNA iz
perifernih leukocita odraZzava metilacijsko stanje u zahva¢enom tkivu. Dosadas$nja
istrazivanja nisu dala uniformne rezultate (Li i sur. 2012). Varley i sur. (2013)
analizirali su metilaciju DNA iz uzoraka tkiva, leukocita iz periferne krvi, i primarnih
te embrijskih stani¢nih linija. Leukociti iz periferne krvi, kao i imortalizirane
limfoblastoidne stani¢ne linije, pokazale su specifiCan uzorak metilacije na 6 511
CpG mjesta. UoCene su razlike u metilaciji DNA u odnosu na DNA iz tkiva i
tumorskih stani¢nih linija: maniji je postotak CpG otoka leukocita i limfoblastoidnih
stanica pokazivao hipermetilaciju u odnosu na DNA iz tkiva i ostalih stani¢nih linija.
Geni sa specificnim uzorkom metilacije uklju€ivali su gene vazne za razvoj leukocita,
regulaciju koli€ine tjelesnih tekucina, koagulaciju krvi, razvoj hematopoetskih i

limfoidnih organa, te za aktivaciju B limfocita.
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1.4. Gen BACH2

BACH2 je protein-kodiraju¢i gen koji se kod CcCovijeka nalazi na
kromosomskom podrucju 615 (Sasaki i sur. 2000). Ortologni geni pronadeni su u
nekim gljivama i u velikom broju kraljeSnjaka. PocCetak istrazivanja ovoga gena moze
se smjestiti u 1996. godinu kad su Oyake i sur. identificirali dva nova transkripcijska
faktora s bZip domenom (engl. basic region leucine zipper, leucinski zatvaraC s
bazi¢nom regijom) za vezanje na molekulu DNA: BACH1 i BACH2. Osim bZip, oba
sadrze i BTB domenu za vezanje s drugim proteinima, odnosno za homo- |
heterodimerizaciju. Pokazano je da BACH2 (engl. BTB and CNC homology 1, basic
leucine zipper transcription factor 2, BTB i CNC homologija 1, transkripcijski faktor
s leucinskim zatvaratem s bazi€nom regijom 2) stvara heterodimere s malim
proteinima iz porodice Maf, npr. MafK. Heterodimer BACH2-MafK vezZe se za
podrucja DNA veli€ine 13-14 pb koja prepoznaju Maf proteini (engl. Maf recognition
elements, MARE, elementi koje prepoznaju Maf). Nakon vezanja, BACH2 djeluje
kao transkripcijski represor susjednih gena (Muto i sur. 1998). Kod Covjeka,
ekspresija BACH2 ograni€ena je na odredena tkiva i stani¢ne tipove, ukljuCujudi
hematopoetske i neuralne stanice. Velika kolicina BACH2 moze se naci u B
limfocitima. Ekspresija se inicira u zajednickim limfoidnim progenitorima, i ostaje
visoka u B stani¢noj liniji od pro-B stanica do zrelih B limfocita. Nakon aktivacije, u
prisustvu antigena, B limfociti se aktiviraju i diferenciraju u plazma stanice koje luce
velike koli€ine antitijela. Ekspresija BACH2 u plazma stanicama je vrlo niska ili se
ne moze detektirati. Osim u B limfocitima, BACH2 je eksprimiran i u populacijama T
limfocita (Tsukumo i sur. 2013) i tkivnim makrofazima (Nakamura i sur. 2013). Kod
miSa, BACH2 je eksprimiran globalno. Uittenboogaard i sur. su 2013. godine
pokazali snazno smanjenje ekspresije BACH2 u tkivima miSa u procesima starenja
i stresa uzrokovanog UV svjetlom, Sto je utjecalo na stani¢ni ciklus i regulaciju
transkripcije. Rezultat je konzistentan s pretpostavljenom funkcijom BACH2 u
stani¢noj proliferaciji. Nedavno je otkrivena veza BACH2 i regulacije apoptoze
(stani¢ne smrti) u B-stanicama gusterae — povecana ekspresija BACH2 je na -
stanice imala zastitnicki ucinak. Istrazivanje ukazuje na ulogu BACH2 u razvitku

dijabetesa tipa 1 (Marroqui i sur. 2014).
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Razvoj B limfocita krece iz zajedniCkog limfoidnog progenitora, koji se moze
razviti u T limfocite, B limfocite ili stanice ubojice. Daljnje usmjeravanje zahtjeva (1)
aktivaciju programa (gena) specificnog za B limfocite i (2) supresiju alternativnih
programa. U tom ranom razvoju B limfocita BACH2 ima klju¢nu ulogu utiSavanja
gena bitnih za razvitak mijeloidne linije (Itoh-Nakadai i sur. 2014). Jos jedna vazna
uloga BACH2 u funkciji B limfocita je omogucavanje odvijanja somatske
hipermutacije (SH) i promjene razreda imunoglobulina (PRI), $to se dogada nakon
aktivacije B limfocita. Ova dva procesa nuzna su za nastanak potrebnih specifi¢nih
antitijela razliCitih razreda. Umjesto IgM i IgD karakteristiCnih za zrelu naivhu B
stanicu, dugozivu¢a plazma stanica proizvodit ¢e 1gG, IgA i/ili IgE antitijela.
Mehanizam djelovanja BACH2 sastoji se u stalnoj direktnoj represiji gena Prdm1,
Sto u slu€aju aktivacije B limfocita vodi indirektnim putevima do aktivacije enzima
AID potrebnog za SH i PRI. AID (engl. activation-induced cytidine deaminase,
citidinska deaminaza potaknuta aktivacijom) uvodi mutacije u DNA. Za aktivaciju
AID potrebni su gen Pax5, te visoka razina ekspresije Irfl u trenutku aktivacije
antigenom. Prdm1 utiSava gen Pax5, o kojemu ovisi ekspresija BACH2.
Reaktivacija gena Prdml prilikom stimulacije antigenom vodi do diferencijacije u
plazma stanicu. No, bez indirektne aktivacije Pax5 od strane BACH2, ne bi bio
moguc usporen prijelaz tijekom kojeg se odvijaju SH i PRI (Igarashi 2014). BACH2
takoder ima vaznu funkciju u odrzavanju ravnoteze odredenih subpopulacija T
limfocita, posebice regulatornin (Treg) vaznih za imunoloSku toleranciju
(Roychoudhuri i sur. 2013).

GWAS analize asocirale su gen BACH2 s dijabetesom tipa 1 (Cooper i sur.
2008), celijakijom (Dubois i sur. 2010), Crohnovom boleSc¢u (Franke i sur. 2010),
multiplom sklerozom (Sawcer i sur. 2011), reumatoidnim artritisom artritisom
(McAllister i sur. 2013) i hipertiroidizmom (Medici i sur. 2014).
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1.5. Cilj istrazivanja

Cjelogenomske asocijacijske studije povezale su gen BACH2 s upalnim
bolestima crijeva. Zbog vazne uloge tog transkripcijskog represora u pravilnom
funkcioniranju imunoloSkog sustava, moze se pretpostaviti da kod osoba oboljelih
od upalnih bolesti crijeva postoji razlika u ekspresiji gena BACH2. Jedan od
mehanizama regulacije ekspresije gena je metilacija promotora. Geni koji imaju
CpG otok/otoke vecinom su regulirani metilacijom DNA. Cilj ovog diplomskog rada
je analizirati razinu metilacije CpG dinukleotida u promotoru gena BACH2 u osoba
oboljelih od Crohnove bolesti i ulceroznog kolitisa. Promjena metilacije BACH2 iz
periferne krvi pacijenata u odnosu na zdrave osobe znacila bi potencijalan
biomarker Crohnove bolesti i ulceroznog kolitisa te novi uvid u uzrok i tijek ovih

bolesti.
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2. Materijal i metode

2.1 Uzorci krvi i stanine linije

U istrazivanju je analizirana DNA pacijenata oboljelih od Crohnove bolesti i
ulceroznog kolitisa, te DNA zdravih osoba. DNA je izolirana iz pune krvi. Uzorci su
prikupljeni u Edinburgu u sklopu projekta FP7 IBD-BIOM. Na pocetku istrazivanja
bilo je ukupno 260 uzoraka, od kojih su 143 bili UC, 46 CD i 71 HC (engl. healthy
control, HC, zdrave kontrole). Prilikom optimizacije metode koriStena je DNA
prethodno izolirana iz stani¢nih linijja HepG2 i HelLa. HepG2 su stanice
hepatocelularnog karcinoma, epitelne u morfologiji kao i HeLa stanice raka vrata

maternice.

2.2 Bisulfitna konverzija

Bisulfitna konverzija DNA podrazumijeva deaminaciju nemetiliranih citozina
u uracil Sto se mozZe detektirati pirosekvenciranjem. Dok se nemetilirani citozini

deaminiraju u uracil, metilirani citozini ostaju nepromjenjeni.

Za ovaj korak koriSten je komercijalno dostupan komplet kemikalija EZ DNA
Methylation-Gold™ Kit (Zymo Research Corp.). Postupak sam radila prema

pripadnom protokolu.

Glavni koraci:
1. U smjesu DNA (optimalno 200-500 ng po reakciji) i vode dodaje se CT-
Conversion Reagent za bisulfitnu konverziju
2. Denaturacija DNA toplinom (98 °C, 10 min)
3. Inkubacija 2,5 hna 64 °C

4. Desulfonacija s M-Desulphonation Buffer-om i proc¢iS¢avanje DNA

Konvertirana DNA moze se Cuvati na -20 °C za kasnije koristenje. Efikasnost
reakcije je >99% za konverziju nemetiliranog citozina i >99% za zastitu 5-mC, dok

je prinos DNA >75% pocetne koli€ine.

18



2.3 Dizajn pocetnica

PoCetnice su kratke molekule DNA potrebne za lanCanu reakciju
polimerazom. Koriste se u paru: nazvala sam ih Fw (engl. forward, sprijeda) za
umnoZzavanje jednog lanca, i Rev (engl. reverse, obrnuto) za umnozavanje drugog,
komplementarnog lanca Zeljenog fragmenta DNA. Svaka pocetnica
komplementarna je poCetku (5' kraju) lanca na kojeg ¢e hibridizirati. Sekvencu gena
BACH2 pronaSla sam s pomocu genomskog preglednika web stranice UCSC
(University of California, Santa Cruz) u bazi podataka RefSeq (NCBI, National
Center for Biotechnology Information). Sekvenca gena je iz verzije genoma €ovjeka
objavljene veljate 2009. godine. Identifikacijska oznaka sekvence je
NM_001170794. Za umnozavanje fragmenata gena BACH2 koje sam namjeravala
pirosekvencirati, osmislila sam sekvencu pocetnica specificnih za bisulfitno-
konvertiranu DNA. Slijed parova baza je promijenjen: na mjestu nemetiliranog
citozina nalazi se uracil. Nakon umnozavanja PCR reakcijom, uracil, specifiCan za
molekulu RNA, zamijenit ¢e timin, analogna baza u molekuli DNA. Kako se 5-mC u
uzorcima krvi moze na¢i samo u CpG dinukleotidima, sve citozine koji ne pripadaju
CpG mjestu sam prilikom dizajna pocetnica tretirala kao uracil/timin. Nakon
bisulfithe konverzije, citozin u CpG mjestu moze biti ili C ili T, ovisno o metilaciji.
Citozin u CpG dinukleotidu sam stoga oznacila slovom Y (oznaka za pirimidinsku
bazu, Y= C/T/U). Zbog razliCitog afiniteta C i T/U (C tvori par s G, a T/U s A),
sparivanje pocetnice sa slijedom koji sadrzi YpG bilo bi manje specificno. |z tog
razloga, prilikom dizajna pocCetnica pazila sam da slijed na kojeg Ce se vezati ne
ukljuuje CpG mijesto. U protokolu za bisulfitnu konverziju (EZ DNA Methylation-
Gold™ Kit, Instruction Manual, Zymo Research Corp.) navedena je idealna duzina
pocetnica od 26-32 pb. Optimalne pocetnice koje sam na kraju upotrijebila bile su
nesto krace. Razlozi tome su izbjegavanje CpG mjesta, te opcenita pravila za dizajn
poCetnica poput izbjegavanja sekvenci koje pogoduju stvaranju sekundarnih
struktura i/ili medusobnom sparivanju pocetnica, te ujednacavanja temperature Tm
(engl. annealing temperature, temperatura prianjanja) pri kojoj pocetnice
hibridiziraju na komplementarni slijed DNA. Na sekundarne strukture unutar jedne
poCetnice i medusobno sparivanje pocetnica posebice se treba paziti nakon

bisulfithe konverzije, zbog smanjenja kompleksnosti slijeda — po€etnice se sastoje
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od samo tri razliCite baze. RaCunalni programi koje sam Koristila za analizu kvalitete

pocetnica su PerlPrimer v1.1.21. i OligoAnalyzer® Tool 3.1 (IDT).

Zbog ograni¢ene veliCine molekule DNA koja se moze pirosekvencirati s
pomocu koristenog uredaja PyroMark® Q24 Advanced (QIAGEN®), izabrala sam
tri razliCita fragmenta gena BACH2. Nazvani su fragment 1 (F1), fragment 2 (F2) i
fragment 3 (F3) (Tablica 1).

Tablica 1 — Fragmenti gena BACH2 kojima je analizirana metilacija CpG dinukleotida

. _ _ Broj Dio CpG
Naziv Polozaj s obzirom S
Veli¢ina  analiziranih otoka
fragmenta na gen BACH2 .
CpG mjesta
F1 Promotor gena 156 pb 14 da
F2 Prvi intron 143 pb 16 da
F3 Promotor gena 104 pb 3 ne

F1iF2 dio su CpG otoka dok je F3 izvan. F1 i F3 nalaze se unutar promotora gena,
a F2 je unutar prvog introna (Slika 5). U nastavku slijedi dio sekvence
NM_001170794 s promotorom gena BACH2, netranslatiranom regijom (engl.
untranslated region, UTR) i poCetkom prvog introna gena. Velikim slovima ispisan
je slijed DNA koji se translatira, zelenom bojom istaknut je fragment F3
(ttctgacag...taggagctg), plavom F1 (tgccacacc...atctgetge) 1 rozom F2
(agtaataag...gctccaggc). CpG dinukleotidi istaknuti su Zutom bojom. Podcrtano

podrucje CpG otoka odredeno je kriterijima genomskog preglednika UCSC.

Promotor
5'-acgtgtaataatatggaatactgcctgtacacaagagggccaagttataggtgtttagggaaacgtggcagaattttctgg
ccttggcaagaggtaaagttgcaggcaccagcacaacactaacacaaccttattttattgcaaatgtacattcagcctaaatcc
taattaccttctgtaaaatcctaaccaccaccaagctttcttctgacagggeactcacacgacggectttaagggcagcaaca
acatcctaagagccgcagaaaggaaaggcaggggagagtggctggaaggcagtaggagctggggctgaageccggg
aggttggcttttaatgtcctcctgaaattgaccactctctttccaaaaacactggcttgggggcttaaaggttcgctcagtagggce
aggcggagggcctcctgaaaaggattgagaagtcaacattcaaaaggctgcttttactcgcceggtccccacccaaaaggg
agtccggtcagctttgtgggggccagtggagcatcttttcttgcccttccgggaaaacgctagctaaccctgggatccceggtce
ccgacgtctgctctecttccccaggtgcagcacctagggctctggecccctccccacgtgecacaccagecctcaccactact
ctcaccctgctatgcccccaaccctcegtetttcgtggccgggaaggccaggecgagceggggcgatcagecggaccgggag
gagggggctctccgggecgcgcggccgcacaaageggggagatetgetgetgcggeggceatgaggegegceccccteec
gcgagccageggagegegegegeccgecccegtecceeegecceeegecccageccccggagegccattcgeggageg
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gcttacgctagtcgccgggcgtaccgcgcecccagcggccggggaggtgegctgeccggctcccgtaaagttattgtgaatg
gggagcgaggtgacgtcagcgcecgaat

UTR
GTCAACAATGTAGCGATTGAGAGTGTGGGCGTTCCGGGGAGAGCGCAAGCCGLCGC
GGCGCGGAGCAAACAGCGCCGAGCCGCCGCCGCCTCAGCAGCAGCAGCAGCAGC
AGCAGCGGCAGCAGCGGCCGTGCACGCCCGGEGCTGCGGTCGCACAGCGCTAACGT
GAGCGGCCGCCGCCCTCGCCACCCCGCLCTGCCCACTCLCLCG LG LeeasececeaeTer
CGCTTTCCCCCCGGCCTCCCCTCGCCCCTTCCCCTCCCCCTTCCCGGCGCACTCGG
GGGGCTGGGAACGAGCTGCCATGTGATGCGCGTCCCCTCCGCGAGCTTTCGGTGA
CCCACGAACTGCCCACCTCGCCGGLCTGCCGCGCGAGGGGGLCTGCGAGCCGGGAAGA
CGCGGGGAAGAGGAGGCGGAAAAGGACGCAAAGTTCTCCGGCGAG

Intron
gtgagtcccgggcecccgggcecccgggeccegcecgcetgggeggggtggecgagggcaagtttgcggggggagceggagceagceg
€gggacgggcggagaggcgtggggaaacggcgcgggaagggagcecccggcecgecgggcgcegceagecgcecctec
ccgcgccctgcccgcttttatggcatttictaggaacgggaagggagtgggagccgagcecggcggccgcgecgecgcecgaa
tgtgtgctctccctccecggctgtttacggcggccgaggcgcattgtattttgctggcgtcgaagggtgttitggaacagcagaqq

cgggcggcctcctccttaaccctcggceg-3'

pocetak transkripcije

Promotor

Pocetak prvog introna
i I s e Y

F3 Eil

CpG otok

Slika 5 — Shematski prikaz dijela gena BACH2. Transkripcija gena zapocinje s 5'-UTR (engl.
untranslated region, netranslatirana regija) prikazanom u obliku praznog kvadrata. Crnom
linjjom oznacen je prvi intron gena, gdje se nalazi i analizirani fragment F2. Promotor je
oznacen crvenom bojom. Unutar promotora nalaze se F1i F3. CpG otok (Zuto) prostire se
kroz 5'UTR te kroz dio promotora i dio introna gena. Fragmenti F1 i F2 pripadaju CpG otoku.

Za pirosekvenciranje su potrebne biotinilirane jednolan¢ane molekule DNA
koje Ce se analizirati. Biotin omogucava izolaciju i proCiS¢avanje Zeljenog lanca
DNA. Zbog toga smo koristili Rev poc€etnice s kovalentno vezanim biotinom (Btn) na
5'kraju, i nemodificirane Fw pocetnice (Sigma) (Tablica 2). Tijekom lanane reakcije
polimerazom, biotinilirane pocetnice ¢e se produziti i tako stvoriti lanac koji ¢e sluziti

kao kalup prilikom pirosekvenciranja.

Osim pocetnica za PCR, potrebne su i poCetnice za pirosekvenciranje.
Tijekom pirosekvenciranja, pocetnica hibridizira na komplementarni slijed DNA te

polimeraza nastavlja slijed dodavajuc¢i komplementarne nukleotide. Pocetnica za
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pirosekvenciranje moze i ne mora biti iste sekvence kao i Fw pocCetnica za PCR.
Uvjeti za dizajn pocetnice za pirosekvenciranje isti su kao za prethodno navedene
pocCetnice. Takoder, pozeljno je da hibridiziraju $to blize YpG mjestu DNA kalupa,
zbog ogranienja veli€ine fragmenta koji se moze pirosekvencirati. Pocetnice

koriStene za pirosekvenciranje prikazane su u Tablici 2.

Tablica 2 — PocCetnice koriStene za umnozavanje i analizu metilacije fragmenata F1, F2 i
F3 gena BACH2

Naziv pocetnice Fragment Sekvenca pocetnice

Fw F1 5-GTGTTATATTAGTTTTTATTA-3'
Rev F1 1 5'-[Btn ] ACAACAAATCTCCCC-3'
Pocetnica za

) o 5-TTGTTATGTTTTTAATTTT-3'
pirosekvenciranje F1
Fw_F2 5-AGTAATAAGTTAGGTAT-3'
Rev_F2 Eo 5'-[Btn]ACCTAAAACTAAAATC-3'
Pocetnica za

_ o 5-TAGGTATGGGGAGGG-3'
pirosekvenciranje F2

Fw_F3 5-TTTTGATAGGGTATTTATA-3'
Rev_F3 F3 5'-[Btn ] CAACTCCTACTACCTT-3'

Pocetnica za
_ o 5-TTTTGATAGGGTATTTATA-3'
pirosekvenciranje F3

2.4 Umnozavanje fragmenata DNA

Fragmenti 1, 2 i 3 umnoZeni su s pomocu lan¢ane reakcije polimerazom.
Fragment 1 umnozen je u svih 260 uzoraka, dok su F2 i F3 umnoZeni u njih 86.
Koristila sam komercijalno dostupan komplet kemikalija prilagoden metodi
bisulfitnog pirosekvenciranja, PyroMark® PCR Kit (QIAGEN®). Postupak sam radila

prema pripadnom protokolu. Za umnoZavanje svakog od fragmenata upotrijebila
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sam specificni par poCetnica naveden u prethodnom potpoglavlju. KoriSteni ureda;j
za lanCanu reakciju polimerazom bio je The Veriti® Thermal Cycler (Applied

Biosystems®).

Glavni koraci:

1. Priprema reakcijske smjese: Fw i Rev poCetnice, polimeraza, pufer koji
sadrzi MgCl: i deoksiribonukleotide dATP (deoksiadenozin-trifosfat), dGTP
(deoksigvanozin-trifosfat), dTTP (deoksitimidin-trifosfat) i dCTP
(deoksicitidin-trifosfat), voda

2. Dodavanje bisulfitno-konvertirane genomske DNA

3. Aktivacija polimeraze HotStarTaq DNA Polymerase (95 °C, 15 min)

4. 50 ciklusa lancane reakcije polimerazom; svaki ciklus sastoji se od 3 koraka:

a. denaturacija DNA—-95°C, 30s
b. hibridizacija po€etnica — 50 °C za F5, 39 °C za F6, 44 °C zaF7; 30 s
c. elongacija polimerazom —72 °C, 30 s

5. ZavrSna elongacija 72 °C, 10 min

Uzorci se mogu odmah upotrijebiti za pirosekvenciranje. Mogu se Cuvati na 2-8 °C
preko nodi ili na -20 °C za dugotrajniju pohranu. UspjeSnost PCR-a provjeravali smo
elektroforezcom na 2%-tnom agaroznom gelu u TAE puferu (Tris
(tris(hidroksimetil)aminometan), octena kiselina i EDTA (etilendiamintetraoctena
kiselina) u trajanju od 1h na 130 V za svaki skup uzoraka i za svaki fragment.
Detekcija je postignuta bojanjem DNA u gelu u etidij bromidu (20 min u mraku).
Signal je vizualiziran pod UV svjetlom i veliCina fragmenta odredena s pomocu

smjese DNA fragmenata poznatih veliina.

2.5 Pirosekvenciranje

Na Slici 6 prikazan je princip pirosekvenciranja koji se odvija u uredaju
PyroMark® Q24 Advanced (QIAGEN®). Pocetnica za pirosekvenciranje hibridizira
na kalupnu DNA koja se Zeli analizirati. U reakcijsku smjesu dodaje se jedna vrsta
deoksiribonukleotida (dNTP), npr. s bazom timinom, T. Polimeraza ¢e ugraditi T
samo u slucaju komplementarnosti s bazom koja slijedi u kalupnoj DNA. Prilikom

ugradnje nukleotida, u ovom slu€aju timina, oslobada se anorganski pirofosfat, PPi.
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ATP-sulfurilaza konvertira PPi i adenozin-5-fosfosulfat (APS) iz smjese u ATP.
Luciferaza zatim koristi taj ATP za reakciju oksidacije luciferina pri ¢emu nastaje
svjetlost. Signal se detektira i kvantificira. Jaci svjetlosni signal ukazuje na ugradnju
viSe istih nukleotida zaredom. Kako bi se izbjegli koraci ispiranja, u smjesu se u tom
trenutku dodaje apiraza za konverziju deoksiribonukleozid-trifosfata (ANTP) u di- i
monofosfate koje polimeraza ne moZe upotrijebiti. Sada je smjesa spremna za
dodavanje nove vrste dNTP-a. Prije samog pirosekvenciranja, kalupna DNA se
mora izolirati kako bi ostao samo jedan lanac DNA koji se Zeli analizirati. To se
ostvaruje vezanjem biotiniliranog lanca DNA na sefarozne kuglice (biotin ima afinitet
za sefarozu) i ispiranja nevezanih lanaca. Nakon toga slijedi oslobadanje od kuglica
i hibridizacija pocetnice za pirosekvenciranje na komplementarni slijed kalupne DNA
(QIAGEN® 2013).

Polimeraza

3 CGTCCGGAGGCCAAGTTCCA
| bl | |

1 i (I

, 11 Isd
S GCAGGCCUE

N

T PPi \ Sulfurilaza
« Svjetlost

ATP
Apiraza T \
" Luciferaza
Vrijeme
Slika 6 - Prikaz pirosekvenciranja. Pocetnica (5'-GCAGGCC-3) hibridizira s

komplementarnom sekvencom kalupne DNA. Polimeraza ugraduje nukleotide (u ovom
slu€aju timin) u rastuci lanac DNA, Sto stvara pirofosfat (PPi) kojeg sulfurilaza koristi za
reakciju konverzije APS-a (nije na slici) u ATP. Luciferin i ATP supstrati su luciferazi koja
stvara svjetlost, te se reakcija ugradnje timina moze detektirati. ViSak nukleotida razgraduje
apiraza prije dodavanja sljedece vrste nukleotida u smjesu. Slika je preuzeta i izmjenjena
iz PyroMark® Q24 Handbook.
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Uzorke sam pripremila prema protokolu za PyroMark® Q24 Advanced. Za
proc€iS¢avanje Zeljenih produkata PCR-a (koraci 2.-5.) koristila sam PyroMark® Q24

Vacuum Workstation. U nastavku su navedeni glavni koraci.

1. Prije poCetka rada dizajnirala sam esej (a. i b.) i postavku plocice s uzorcima
(c.) u raCunalnom programu PyroMark® Q24 Software:
a. Unos sekvence bisulfitno-konvertiranog fragmenta gena BACH2 koji
Ce se analizirati
b. Odredivanje slijeda kojim ¢e se dodavati dNTP-ovi u reakcijsku
smjesu temeljeno na sekvenci kalupa (moze biti odreden manualno ili
automatski s pomoc¢u programa — pokazalo se da je automatski nacin
prihvatljiv)
c. Unos naziva uzoraka i polozaja na plocici
2. Imobilizacija biotiniliranih PCR produkata na sefarozne kuglice
3. Odvajanje lanaca DNA u denaturacijskom puferu (sastav poznat
proizvodacu); biotinilirani lanac DNA ostaje vezan za sefaroznu kuglicu
4. Ispiranje nevezanih lanaca i neCisto¢a u puferu za ispiranje (sastav poznat
proizvodacu)
5. Otpustanje kuglica s vezanom DNA u smjesu s po€etnicama za pirosekv.
6. Zagrijavanje smjese DNA i poCetnica za pirosekv. na 80 °C 5 min
7. Hladenje uzoraka unutar uredaja PyroMark® Q24 Advanced prilikom ¢ega
pocetnice za pirosek. hibridiziraju s komplementarnim slijedom DNA
8. UnoSenje u nastavku navedenih kemikalija u pirosekvenator
a. Smijesa enzima: sadrzi DNA polimerazu, ATP-sulfurilazu, luciferazu i
apirazu. Dodan je i protein SSB za sprjeCavanje stvaranja
sekundarnih struktura kalupne DNA ili pocCetnica.
b. Supstrat: sadrzi APS i luciferin
c. Deoksiribonukleotidi: dTTP, dCTP, dGTP i dATPaS (deoksiadenozin-
alfa-tio-trifosfat). Posljednji se koristi umjesto dATP jer sluzi kao
normalni supstrat polimerazi, dok ga luciferaza ne moze Kkoristiti.
9. Analiza s pomocu uredaja PyroMark® Q24 Advanced (trajanje oko 2h)

10. Kvantifikacija metilacije s pomocu programa PyroMark® Q24 Software
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2.6 Statisticka obrada podataka

Rezultati su obradeni u raCunalnom programu STATISTICA®. Za usporedbu
postotka metilacije pojedinih CpG mjesta svakog fragmenta izmedu UC i CD, UC i
HC, CD i HC upotrijebljena je neparametrijska analiza Mann—-Whitney U test.
Nadalje, za svaki skup podataka, UC, CD i HC, te svako CpG mjesto, napravljena

je deskriptivna statistika za utvrdivanje srednje vrijednosti i standardne devijacije.
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3. Rezultati

3.1 Provjera PCR reakcije

Umnozavanje fragmenata DNA provjereno je s pomocu elektroforeze DNA
na agaroznom gelu. Slika 7 primjer je gela s fragmentom F1 umnoZenim u nekoliko
uzoraka. Negativha kontrola sadrzavala je sve sastojke reakcijske smjese osim
DNA, te je tako sluzila za provjeru oneciS¢enja sastojaka.

1 2 NK 3 4 5 6 7

156 pb

Slika 7 — Primjer gela nakon elektroforeze DNA. Fragment 1 umnozen s pomoc¢u PCR-a i
vizualiziran na agaroznom gelu nakon elektroforeze. Uzorci na slici zbog jednostavnosti su
oznaceni brojevima od 1 do 7. Uklju€uju DNA izoliranu iz periferne krvi oboljelih od CD, UC
te zdravih osoba, konvertiranu natrijevim bisulfitom. NK je negativnha kontrola - sadrzi sve
sastojke reakcijske smjese za PCR osim DNA. S pomocu fragmenata DNA poznatih
veliina u prvoj jazici potvrdili smo da se radi o fragmentu F1 veli€ine 156 parova baza.

3.1. Kontrola kvalitete bisulfitne konverzije

Kvaliteta (uspjeSnost) bisulfitne konverzije provjerena je prilikom
pirosekvenciranja. PyroMark® Q24 Advanced sadrzi kontrolu bisulfitne konverzije
obicno na pocCetku sekvenciranja. Ako je konverzija bila potpuna, svaki citozin
kojemu ne slijedi gvanin bit ¢e promijenjen u timin. Kao kontrolu, uredaj u smjesu
ubacuje dCTP u trenutku kad u sekvenci slijedi T konvertiran iz nemetiliranog C.
Nastanak svjetlosnog signala ozna¢ava nekonvertirane C u smijesi, te se uzorak
odbacuje. Gotovo svi uzorci su prosli kontrolu bisulfitne konverzije. Kontrola
kvalitete bisulfitne konverzije moze se vidjeti na pirogramu nakon pirosekvenciranja
— nedostatak svjetlosnog signala kod oznake za kontrolni C ukazuje na uspjeSnu

konverziju (Slika 8).
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Slika 8 — Primjer pirograma nakon pirosekvenciranja, u ovom slu¢aju fragmenta F1. Na
vertikalnoj osi prikazan je intenzitet svjetlosnog signala, a na haorizontalnoj slijed kojim su
dNTP-ovi dodavani u smjesu. Postoci metilacije CpG mjesta prikazani su iznad grafa.
Kontrola kvalitete bisulfitne konverzije nalazi se ispod oznake k. b. (,kontrola bisulfitne®).

3.2 Uzorak metilacije gena BACH2 promijenjen je kod osoba oboljelih

od Crohnove bolesti i ulceroznog kolitisa

U rezultatima pirosekvenciranja, softver uredaja istaknuo je uzorke koji su
pokazivali kontaminaciju ili slab signal. Ti uzorci nisu usli u daljnju statistiCku analizu.
Konacni broj prihvacenih uzoraka u kojima je analiziran pojedini fragment prikazan

je u Tablici 3.

Tablica 3 — Broj uzoraka u kojima je analizirana metilacija pojedinog fragmenta gena
BACH2

_ Broj uzoraka Broj uzoraka
Broj uzoraka o o
) _ oboljelih od oboljelih od
Naziv fragmenta  zdravih osoba _ N
Crohnove bolesti  ulceroznog kolitisa

e (CD) (UC)
F1 68 41 133
F2 18 14 32
F3 26 15 41
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Analizom metilacije fragmenata F1, F2 i F3 gena BACH2 pomocu bisulfitnog
pirosekvenciranja odreden je postotak metilacije pojedinih CpG mjesta, odnosno
postotak stanica u uzorku u kojima je to CpG mjesto metilirano. Metilacija CpG
dinukleotida unutar fragmenta 2 i 3 pokazuje tek male statistiCki zna¢ajne promjene
izmedu pacijenata i zdravih osoba, no stupanj metilacije CpG dinukleotida unutar
fragmenta F1 statisticki znacajno je razli€it izmedu osoba oboljelih od upalnih bolesti
crijeva i zdravih osoba (Slika 9). Takoder, razlike su uocljive izmedu uzoraka CD i
UC. Vecinom se radi o istim CpG mjestima koja pokazuju razli€it postotak metilacije
izmedu pojedinih grupa te su ta CpG mjesta viSe metilirana u odnosu na ostatak
DNA fragmenta. StatistiCki najznacajnija promjena metilacije je ona u CpG mjestu 8
fragmenta F1. Korigirana p vrijednosti za HC/CD iznosi 0,000001, dok su p
vrijednosti za HC/UC i CD/UC nesto nize ali takoder statisti¢ki znacajne. 8 od
ukupno 14 CpG mjesta pokazuju statisticki znacajnu razliku izmedu oboljelih (CD ili
CD i UC) i zdravih osoba. Takoder, jedno CpG mjesto pokazuje razli€itu metilaciju
uzoraka CD i HC. Kod 2., 4., i 6. CpG mjesta postoji razlika CD/UC i CD/HC bez
razlike UC/HC, §to znaci da se UC i CD na tim CpG mijestima viSe razlikuju nego
UC od zdravih osoba. Opcenito, metilacija svih CpG mjesta u uzorcima pacijenata
s Crohnovom bolescu je niZza od one u uzorcima s ulceroznim kolitisom ili u zdravih
osoba, iako ne pokazuju sva mjesta statistiCcku znacajnost. 8 CpG mjesta (1.-9.) je
hipometilirano u uzorcima pacijenata s Crohnovom boleS¢u u odnosu na zdrave
osobe i ta hipometilacija predstavlja statisticku promjenu. Takoder, u uzorcima
pacijenata s UC statistiCki je znaCajno smanjena metilacija u odnosu na zdrave

osobe na 4 od ukupno 14 CpG mjesta (3., 5., 7. i 8. CpG mjesto).
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Postotak metilacije

Slika 10 — Postotak metilacije CpG mjesta unutar fragmenta F3 gena BACH2 odreden
bisulfitnim pirosekvenciranjem. Za svako CpG mijesto prikazan je stupac metilacije u uzorku
zdravih osoba (HC, prvi stupac), Crohnove bolesti (CD, drugi stupac) i ulceroznog kolitisa
(UC, treéi stupac). Standardna devijacija prikazana je u obliku crne linije na svakom stupcu.
StatistiCki znaCajna korigirana p vrijednost oznacena je zvjezdicama izmedu relevantnih
grupa. Jedna zvjezdica (*) oznacava p vrijednost < 0,05 i > 0,01.

Fragment 2 dio je prvog introna gena. Kroz sva CpG mjesta pokazuje izrazito
niski postotak metilacije, $to je konzistentno s njegovom lokacijom unutar CpG otoka
(Slika 10). Od 16 analiziranih CpG mjesta svega dva pokazuju statistiCki znacajnu

razliku izmedu uzoraka pacijenata s UC te zdravih osoba.

F3 fragment se nalazi unutar promotora gena BACH2, no nije dio CpG otoka.
Jedina statistiCki znacajna razlika u metilaciji izmedu grupa HC i CD zabiljezena je

na trecem CpG mijestu (Slika 11).

3.3 Stupan] metilacije CpG dinukleotida ovisan je o polozaju DNA

fragmenta

Napravljena je statisticka analiza medijana i srednje vrijednosti ukupne
metilacije pojedinog fragmenta u zdravih osoba. Razlika stupnja metilacije s obzirom
na polozaj fragmenta je vrlo velika: F1 i F2 fragmente karakterizira niska metilacija
(medijan 3,5% i 1,1%, te srednja vrijednost 5,2% i 1,1%) dok F3 fragment pokazuje
visoki stupanj metilacije (medijan 92,8% i srednja vrijednost 93,3%). Rezultati su u

skladu s polozajem ovih fragmenata u odnosu na CpG otok. Sva CpG mjesta unutar
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F1 i F2 fragmenata nalaze se unutar CpG otoka, dok je F3 fragment lociran izvan
CpG otoka. Kako F1 i F3 fragmenti pripadaju promotorskoj regiji, moze se zakljuciti
da razina metilacije ne ovisi 0 poziciji s obzirom na promotor, ve¢ u odnosu na CpG
otok. Na slici su prikazani postoci metilacije za sva tri fragmenta u obliku srednje
vrijednosti (Slika 12). Linije standardne devijacije pokazuju heterogenost metilacije

razliCitih CpG mjesta u fragmentu, Sto je najizrazenije u F1.
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Slika 11 — Srednja vrijednost postotaka metilacije CpG mjesta unutar fragmenata F1, F2 i
F3 gena BACH2 kod zdravih osoba (HC). Okomita crta standardne devijacije ukazuje na
heterogenost metilacije pojedinih CpG mjesta unutar pripadnog fragmenta.
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4. Rasprava

Unato€ pojednostavljenoj teoriji o utjecaju CpG otoka na transkripciju gena —
hipermetiliranost je povezana s genskom represijom, dok je hipometiliranost
povezana s aktivacijom gena — regulacija transkripcije metilacijom CpG dinukleotida
unutar CpG otoka puno je kompleksnija. Pokazano je da postoji viSe stanja
kromatina na podru€ju CpG otoka. Permisivno stanje nemetiliranih CpG otoka
privlaci transkripcijske faktore i RNA polimerazu Il do mjesta inicijacije transkripcije.
Pretpostavlja se da se prepoznavanje dogada putem proteinskihn domena koje
prepoznaju nemetilirana CpG mjesta, ZF-CxxC (engl. zinc finger, ZF, cinkov prst).
Takoder, sastav nukleosoma je drugaciji nego u okolnom podrucju DNA, u
rasporedu je koji pogoduje transkripciji. No za usmjerenu i uspjeSnu transkripciju
potrebna je dodatna stimulacija transkripcijskim aktivatorima. Permisivno stanje
kromatina CpG otoka omogucava brz i lak odgovor koji vodi aktivnom stanju
kromatina i pravilnoj transkripciji. Nasuprot tome, promotori kojima nedostaje CpG
otok koriste kromatin-remodelirajuce komplekse ovisne o ATP-u kako bi stanje
kromatina postalo permisivno za vezanje aktivirajucih faktora (Guenther i sur. 2007).
U embrionskim stanicama, ekspresija odredenih gena nije potrebna, no ostavlja se
mogucnost za kasnijom reaktivacijom prilikom diferencijacije. U diferenciranih tkiva
odrzava se stalno utiS8ano stanje gena nespecificnih za tu vrstu tkiva. Privremeno
utiSavanje u embrionskim stanicama i stalna represija u diferenciranim stanicama
odrzava se epigenetickim mehanizmima kovalentnih modifikacija histonskih
proteina uz aktivne represivne proteinske komplekse, npr. PRC2 (engl. polycomb
repressive complex 2). Mali broj CpG otoka ostaje u konstitutivno utiSanom stanju,
primjerice zbog hipermetilacije tijekom inaktivacije kromosoma X ili stvaranja
genomskog utiska (Allis i sur. 2007). Metilacija CpG mjesta sprjeCava vezanje
proteina s ZF-CxxC domenom i stvara vezna mjesta za proteine s MBD (engl.
methyl binding domain, metil-vezna domena) koji regrutiraju proteinske komplekse
sastavljene od mnogih efektorskih proteina, od kojih HDAC imaju glavnu ulogu
(Blackledge i sur. 2010). Rezultat je stabilni i epigenetiCki nasljedni oblik
transkripcijske represije. Mehanizmi specificne metilacije odredenih CpG otoka
ostaju nejasni. Jedna od mogucénosti je utjecaj privremenih proteinskih kompleksa
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odgovornih za utiSavanje na lokalnu metilaciju DNA. Promjene metilacijskog stanja
CpG otoka u promotorima gena mogu dovesti do promjene ekspresije gena, sto je
dokazano kroz mnogobrojna istrazivanja, posebice tumorskih tkiva. Aktivna
metilacija te aktivna i pasivna demetilacija zbog npr. nefunkcioniranja DNMT1 uzrok
su aberantnih uzoraka metilacije DNA u brojnim poremecajima i kompleksnim
bolestima (Blackledge i Klose 2011).

Analiza metilaciie promotora gena BACH2 pokazala je znacajnu
hipometilaciju pojedinih CpG mjesta unutar CpG otoka u uzorcima pacijenata s
Crohnovom bolesti i ulceroznim kolitisom u odnosu na zdrave ljude. Broj CpG
mjesta s promjenom metilacije u pacijenata najveci je u fragmentu F1, koji se nalazi
u promotoru gena i dio je CpG otoka. Stupanj metilacije CpG mjesta maniji je kod
Crohnove bolesti nego kod ulceroznog kolitisa. Takoder, tri CpG mjesta pokazuju
razliku metilacije izmedu pacijenata i zdravih osoba samo kod Crohnove bolesti, §to
bi moglo upucivati da su ta CpG mjesta relevantnija za tijek Crohnove bolesti nego
za ulcerozni kolitis. Zanimljiva je takoder raspodjela visSe metiliranih CpG mjesta u
fragmentu F1 kod sve tri skupine, HC, CD i UC. lako se fragment F1 nalazi unutar
CpG otoka, Sto odgovara uocenoj niskoj metilaciji pripadnih CpG mjesta, u
srediSnjem podrucju fragmenta moze se vidjeti relativno povecanje metilacije. Naglo
povecanje lokalne metilacije navodi na pitanje o mogucoj regulatornoj funkciji tog
dijela F1. Vece znaCenje mogucem regulatornom motivu pridaju i uo€ene znacajne
razlike izmedu grupa uzoraka upravo na tom podrucju. Nadalje, pokazana je relacija
globalne metilacije analiziranih fragmenata s obzirom na lokaciju ovih fragmenta
unutar promotora: niska metilacija karakteristicna je za F1 i F2 fragment unutar CpG
otoka, dok je fragment 3 izvan CpG otoka visoko metiliran. Brojna su istraZivanja
pokazala ovisnost ekspresije gena o metilaciji promotora, od kojih su neka koristila
upravo metodu bisulfitnog pirosekvenciranja (Volkmar i sur. 2012; Balaguer i sur.
2010; Lan i sur. 2014; Reynard, Bui, Syddall i Loughlin 2014; Havik i sur. 2012). No
ne moraju svi CpG dinukleotidi nekog promotora pokazivati jednaku promjenu
metilacijskog stanja, kao primjerice u slu€aju gena CEBPA u akutnoj mijeloi¢noj
leukemiji (Fasan i sur. 2013). Od tri razli¢ita podrucja analizirana u promotoru gena
CEBPA upecatljiv uzorak aberantne hipermetilacije imao je samo distalni promotor,
dok je metilacija srediSnjeg dijela promotora u pacijenata ostala nepromijenjena.

Hipermetilacija distalnog promotora negativno korelira s ekspresijom gena CEBPA.
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Jos jedno istrazivanje metilacije DNA povezalo je hipometilaciju samo nekoliko CpG
mjesta s povec¢anjem razine mRNA i to u promotorima gena MMP13 i IL1B u
hondrocitima (Hashimoto i sur. 2013). StoviSe, autori su uspjeli izdvojiti jedno
odredeno CpG mijesto unutar oba gena s najveéim utjecajem na regulaciju
transkripcije. Metilacija tog CpG mjesta u genu MMP13 negativno je utjecala na
vezanje transkripcijskog faktora HIF-2a. S druge strane, hipermetilacija promotora
ne vodi nuzno do represije transkripcije, kao Sto su pokazali Fouse i sur. 2008. god.
Analiza misjih embrionalnih stanica identificirala je gene s metilacijom promotora od
kojih je 36% bilo eksprimirano. 80% takvih gena sadrzi aktivhu histonsku oznaku,

Sto objasnjava aktivno stanje kromatina unato¢ odredenoj razini metilacije DNA.

Odredivanje stupnja metilacije u dijelu promotora gena BACH2 koje smo
proveli ne moze nam nista reci o utjecaju metilacije na njegovu ekspresiju. U pravilu,
smanjenje hipometilacije pretpostavlja povecanje transkripcijske aktivnosti, Sto bi u
ovom slucaju znacilo vecu ekspresiju BACH2 u pacijenata oboljelih od CD i UC.
Medutim, nismo bili u mogucnosti napraviti korelacijsku analizu izmedu stupnja
metilacije ovoga gena te njegove ekspresije. Franke i sur. (2010) pokazali su
asocijaciju BACH2 i IBD-a. UoCena promjena metilacije gena BACH2 kod pacijenata
mogla biti jo§ jedan dokaz ove asocijacije. lako statistiCki znacajna, promjena
metilacije fragmenta F1 u pacijenata je mala. Ipak, moramo uzeti u obzir da smo
analizirali metilaciju iz pune krvi u kojoj se nalaze razli€iti tipovi stanica. Poznato je
da razliciti tipovi krvnih stanica pokazuju razliite metilacijske profile (Li i sur. 2012).
Uzorak DNA iz krvi potjeCe od razli€itih populacija bijelih krvnih stanica: T limfocita,
B limfocita, monocita i granulocita (Dean 2005). Kako je BACH2 eksprimiran
pretezno u B limfocitima i T limfocitima (Tsukumo i sur. 2013), i to s razlikama
izmedu subpopulacija, bilo bi zanimljivo analizirati metilaciju fragmenta F1 te
transkripcijsku aktivnost BACH2 nakon njihovog razdvajanja pomocu stani¢nog
sortera. Utvrdeno je da je BACH2 klju€an za odrzavanje T limfocita u naivhom
stanju, suprimirajuci diferencijaciju u efektorske T limfocite (Tsukumo i sur. 2013).
Takoder, potreban je za razvoj Treg, vaznog elementa imunoloske tolerancije, koja
je u upalnim bolestima crijeva poremecena (Roychoudhuri 2013). U istom
istraZivanju, pokazano je da BACH2 koci diferencijaciju pomocnickih limfocita Th1,
Th2 i Th17, od kojih je Th17 snazno asociran s IBD-om (Satsangi i sur. 2012). Kako

je za pravilan razvoj antitijela potreban BACHZ2, zanimljiva je €injenica da su uoCene
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razlike u kolicini antitijela koje tijelo lu€i u odgovoru na razli€ite stimulanse u osoba
oboljelih od IBD-a (Hevia i sur. 2014, Cai 2014, Frehn 2014). U istrazivanju limfoma
B limfocita pokazano je da je pojaCana ekspresija BACH2 uzrok kontinuirane
somatske hipermutacije gena za teski lanac imunoglobulina (Kikuchi 2013). Analiza
metilacije nasumi¢no odabranih CpG mjesta perifernin B limfocita pokazala je
razlike u metilaciji u osoba oboljelih od upalnih bolesti crijeva. CpG lokusi ukljucivali
su put IL-12/IL-21, koji je ve¢ prethodno asociran s upalnim bolestima crijeva (Lin i
sur. 2012). Takoder, uo€ena je hiperaktivnost B limfocita u osoba oboljelih od IBD-
a (Noronha 2009), mozda upravo zbog njihove regulatorne funkcije i supresije
inflamacije (Mizoguchi i sur. 2002). Postoji mnogo indikacija za daljnje istrazivanje
funkcije BACH2 u upalnim bolestima crijeva. Medutim, ako je ekspresija BACH2
zaista promijenjena, postavlja se pitanje je li to uzrok ili posljedica upalnog stanja i
mikrobne disbioze IBD-a (element bolesti). Osim posljedica hipometilacije u
promotoru BACH2, trebao bi se istraziti proces kojim se demetilacija dogodila.
Dosad su provedena brojna istrazivanja metilacije DNA kod osoba oboljelih od
upalnih bolesti crijeva. Neka su se usredotoCila na uzorke tkiva, dok su druga
analizirala perifernu krv. U oba slu€aja detektirani su diferencijalni uzorci metilacije
mnogih gena. Pokazano je da stupanj DNA metilacije moZe uspjeSno razlikovati
upaljeno tkivo od neupaljenih podrucja crijeva zahvacenog boleScu. Pojava visoke
razine hipermetilacije u IBD-u povezana je s rizikom od kolorektalnog karcinoma,
koji se smatra rijetkim, ali moguc¢im ishodom upalnih bolesti crijeva (Petronis i
Petroniene 2000). Adams i sur. (2014) identificirali su 65 CpG mjesta s promjenom
metilacijskog statusa u leukocitnoj DNA iz periferne krvi djece koja pate od
Crohnove bolesti. Brojni identificirani lokusi nalazili su se u blizini podrucja oko
genetickih polimorfizama asociranim s upalnim bolestima crijeva. Najznacajnije
poklapanje smjesteno je u genu MIR21, koji kodira za mikro-RNA molekulu s
ulogom u utiSavanju brojnih gena. Mijesto pocetka transkripcije MIR21 je
hipometilirano. Analizom ekspresije tog gena u odraslih pacijenata i djece utvrdena
je pojaCana ekspresija u leukocitima i upaljenom tkivu. Kao primjer gena s
promijenjenim metilacijskim statusom u ulceroznom kolitisu mogu navesti MDR1
(Tahara i sur. 2009). Produkt ovog gena je membranski glikoprotein, ABC
transporter koji iz stanice izbacuje strane molekule (engl. ATP-
binding cassette transporters, ATP-vezujuci kazetni transporteri). Hipermetilacija

promotora MDR1 analizirana u uzorcima tkiva povezana je s kroni¢nim aktivnim
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ulceroznim kolitisom, ranom dijagnozom (ispod 20 godina starosti), ve¢im brojem
hospitalizacije i tezim simptomima. Mnogo istrazivanja je povezalo promjenu
metilacije DNA iz perifernih leukocita u osoba koje boluju od upalnih bolesti crijeva
u odnosu na zdrave osobe (Karatzas i sur. 2014). Konatne baze podataka o
metilaciji gena u IBD-u joS nema. Broj dokaza o vaznosti kompleksne interakcije
okolisa, crijevne mikroflore i geneticke podloge pojedinca se povecCava, u ¢emu
upravo metilacija DNA moze imati ulogu. Pokazano je da je metilacija DNA brojnih
gena povezana s upalnim procesima te Cini jedan od medijatora utjecaja okoliSnih

faktora na kroni¢na upalna stanja (Bayarsaihan 2011).

Postoje istraZivanja koja su pokazala razliku u globalnoj metilaciji perifernih
leukocita kod patolo$kih stanja, te, u manjoj mjeri, ona koja su razliku pronas$la u
specifiCnim genima, otkrivajuci potencijalne biomarkere rizika. Asocijacija bolesti i
globalne metilacije DNA perifernih leukocita pronadena je u raka Zeluca, debelog
crijeva, dojke, glave i vrata, te shizofrenije i mijelodisplasticnog sindroma (Terry i
sur. 2011). Kao dobar primjer klinickog epigenetickog biomarkera moze se navesti
hipermetilacija CpG otoka u promotoru gena MGMT u predvidanju odgovora
pacijenta na terapiju (Esteller i sur. 2000). Medutim, nedostatak konsenzusa o
adekvatnoj metodologiji usporilo je implementaciju ovog biomarkera u molekularnu
dijagnostiku (Mikeska i sur. 2012).

Unato¢ velikom broju postoje¢ih metoda za analizu metilacije DNA, samo su
neke od njih prikladne za upotrebu u molekularnom dijagnostickom laboratoriju.
Idealne metode trebale bi moci analizirati male koliCine DNA varijabilne kvalitete,
biti jeftine, automatizirane, i s moguénoscu procesiranja viSe uzoraka u isto vrijeme.
Jedna od takvih metoda je bisulfitno pirosekvenciranje (Mikeska i Craig 2014). lako
je ovo istraZivanje pokazalo statistiCki znaCajnu promjenu metilacijskog uzorka
fragmenta F1 u promotoru gena BACH2 kod pacijenata, uoCena razlika u metilaciji
vrlo je mala. StatistiCki najznacajnija promjena utvrdena je izmedu HC i CD na 8.
CpG mijestu F1: 6,65% kod HC i 5,54% kod CD. Najveca razlika kod statisticki
znacajne promjene jest na 5. CpG mjestu fragmenta F1, i to ponovno izmedu HC i
CD (16,94% i 13,90%). Moguce je da se razlika poveca ako se u obzir uzmu samo
relevantne stanicne linije, npr. T limfociti, B limfociti ili njihove subpopulacije. Buduca
istrazivanja metilacije DNA iz periferne krvi kao biomarkera trebala bi posvetiti

paznju varijacijama metilacije DNA u razli¢itim subpopulacijama leukocita. Zbog
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dodatnog kompleksnog koraka razdvajanja subpopulacija, $to se moze naprauviti
pomocu npr. protoCne citometrije, istrazivanja metilacije DNA u bolestima dosad su
najcedce analizirala ukupnu populaciju krvnih stanica (Mikeska i Craig 2014).
Takoder, kako je razdvajanje stanicnih populacija zahtjevno, pitanje je koliko bi se
to moglo ukljuciti u klinicku upotrebu. U svakom slucaju, potrebna je potvrda ove
analize u ve¢em broju uzoraka i stratificiranjem pacijenata s obzirom na zivotni stil,
dob, spol i slicno. Kako na globalnu metilaciju DNA utjeCu neki okoliSni ¢imbenici
poput pusenja i fiziCke aktivnosti, u obzir bi se trebale uzeti potencijalne zbunjujuce
(engl. confounding) varijable pri evaluaciji metilacije DNA kao biomarkera. U analizu
je vazno ukljuciti informacije o aktivnosti bolesti te njezin podtip, te usporediti s
drugim prognostic¢kim biomarkerima IBD-a. Osim toga, kvalitetan biomarker trebao
bi imati objasnjenu bioloSku podlogu i utvrden polozaj u mrezi faktora koji sudjeluju
u procesima upalnih bolesti crijeva. lako je metilacija DNA iz periferne krvi
obecavajuca i pozZeljna vrsta biomarkera, potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se
metilacija gena BACH2 smjestila na listu biomarkera IBD-a koriStenih u klinickoj

praksi.
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5. Zakljuéak

Upalne bolesti crijeva posljedica su nepravilnog funkcioniranja imunolo$kog
sustava u odgovoru na crijevnu mikrofloru, ili pojatane imunoloSke reakcije na
crijevne patogene. Analizom metilacije CpG mjesta u tri fragmenta u promotoru i
prvom intronu gena BACH2 iz uzoraka periferne krvi pokazana je vrlo niska
metilacija lokusa koji se nalaze unutar CpG otoka, te visoka metilacija CpG mjesta
izvan CpG otoka. Rezultati se slaZu s poznatim Cinjenicama o uzorcima metilacije
DNA Covjeka. Takoder, utvrdena je promjena u osoba oboljelih od Crohnove bolesti
i ulceroznog kolitisa u odnosu na zdrave osobe. Razlika je znaajna samo u jednom
fragmentu, dok je u preostala dva minimalna te vjerojatno ne doprinosi promjeni
regulacije BACH2. Fragment koji se nalazi unutar promotora i CpG otoka pokazuje
smanjeni postotak metilacije u oboljelih u odnosu na zdrave osobe, posebice u
osoba koje pate od Crohnove bolesti. Promjena metilacije moze znaciti promjenu u
ekspresiji gena, $to bi ovom slu€aju upucivalo na povec¢anu ekspresiju BACH2 u
pacijenata. S obzirom na prethodno dokazane asocijaciie BACH2 s upalnim
bolestima crijeva, te s komponentama imunolo$kog sustava, rezultati ove analize
upucuju na vaznost daljnjih istrazivanja funkcije BACH2 u ovih bolesti. Zbog bitne
uloge u odrzavanju imunoloSke homeostaze, posebice s aspekta tolerancije,
Osim toga, metilacija DNA iz periferne krvi pozZeljan je biomarker ovih bolesti zbog
manje invazivnog uzimanja uzoraka. Za utvrdivanje znaCaja promjena metilacije
CpG dinukleotida u genu BACH2 te njegovog potencijalnog znaCaja kao
epigeneti¢kog biomarkera potrebna su dodatna istrazivanja na vecem broju uzoraka

te odredivanje metilacije na Sirem podrucju unutar promotora gena.
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