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1. UvOoD

1.1. Epigenetske modifikacije genoma

Epigenetika je skup mehanizama pomocu kojih se stanicama moze promijeniti fenotip bez
utjecaja na genotip. Mehanizmi pomoc¢u kojih se kromatin moze mijenjati tijekom
epigenetskih modifikacija jesu metilacija DNA, modifikacija histona, remodeliranje
nukleosoma te reorganizacija kromatina na vi$oj razini. Epigenetski profili pojedinih stanica
mogu se mijenjati tijekom njihove diferencijacije, no izrazito je bitno da su ove promjene
nasljedne, to jest da se prilikom mitoze prenose sa stanice majke na stanice kéeri pomocéu
razli¢itih enzima koji odrzavaju epigenetski status pojedinih stanica. Jedan od najvaznijih i
najbolje opisanih epigenetskih mehanizama jest metilacija dusi¢ne baze citozin na petoj
poziciji koja se odvija pomoc¢u enzima DNA-metiltransferaza. To¢na uloga metilacije DNA
ovisi 0 organizmu u kojem se ona dogada te je tako kod sisavaca ona klju¢na za pravilan
razvoj embrija te odrzavanje homeostaze u odraslim jedinkama. U genomima Sisavaca
uglavnom su metilirani citozini koji se nalaze u takozvanim CpG regijama, u kojima nakon
svake dusi¢ne baze citozin slijedi dusi¢na baza gvanin, a genomske regije koje sadrze velik
broj ponavljanja CpG sekvenci, duzine 500-2000 parova baza, nazivaju se CpG otoci¢i. Oni
Su u genomima sisavaca uglavnom hipometilirani te se mogu naci u promotorima nekih gena

ili u medugenskim regijama (slika 1; Deaton i Bird, 2011).

Global bimodal CpG and 5mC distribution
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Slika 1. Prikaz distribucije i metilacijskih oznaka CpG regija i CpG otoc¢i¢a (CGI) u genomu.
Metilirane CpG regije prikazane su crnim kuglicama, dok su nemetilirane CpG regije

prikazane bijelim kuglicama. Preuzeto iz Messerschmidt i sur. (2014).



1.2. Epigenetska dinamic¢nost u razvoju sisavaca

Od oplodnje do zavrsetka implantacije, razvitak embrija moze se podijeliti u nekoliko vrlo
dobro organiziranih i reguliranih stadija — oplodnja, brazdanje, nastanak morule te formiranje
blastociste. Tijekom ovog razvojnog perioda sve stanice imaju jednak razvojni potencijal, to
jest mogu se diferencirati u bilo koji tip stanica. Prilikom diferencije se u genomima takvih
pluripotentnih stanica pomocu raznih epigenetskih mehanizama uspostavlja ekspresijski
obrazac karakteristian za pojedini tip stanica te se time Stanice usmjeravaju u samo jedan
razvojni obrazac i onemogucava se njihov povratak u pluripotentno stanje. Zahvaljujuci,
dakle, upravo raznolikim ekspresijskim obrascima uspostavljenim tijekom uvodenja
epigenetskih modifikacija u genome pluripotentnih stanica, one nakon diferencijacije, iako
imaju isti nasljedni materijal, mogu obavljati razli¢ite funkcije. Veliki val globalnog
epigenetskog reprogramiranja genoma u razvoju sisavaca dogada se tako u
predimplantacijskom embriju ¢ime se omogucéuje brisanje roditeljskih oznaka iz genoma
zigote te nastanak pluripotentnih stanica iz kojih kasnije tijekom razvoja nastaju svi tipovi

stanica u organizmu.

Razumijevanje epigenetskih procesa tijekom embrionalnog razvoja dodatno je omoguceno
razvitkom tehnika sekvenciranja nove generacije koje otkrivaju epigenetske modifikacije u
genomu ¢ime je omogucena epigenetska analiza embrija u razliitim stadijima razvitka
(Borgel i sur., 2010; Smith i sur., 2012). Razjasnjavanju ove problematike takoder su uvelike
pridonijela i otkrica enzima koji sudjeluju u metilaciji, ali i u procesima aktivnog uklanjanja
metilacijskih oznaka iz molekule DNA, no potpuno razumijevanje dinamike ovih procesa do
danas ipak ostaje nerazjasnjeno. U ovom ¢u radu pruziti pregled mehanizama pomocu kojih
dolazi do uspostavljanja epigenetskin oznaka u genomu tijekom embrionalnog razvoja s
naglaskom na metilaciju te objediniti dosadasnja saznanja o mehanizmima epigenetskog

reprogramiranja koji se odvijaju u embriju sisavaca prije same implantacije.



2. MEHANIZMI METILACIJE | DEMETILACIJE DNA

2.1. Uloga metilacije DNA u transkripcijskoj kontroli
2.1.1. Metilacija promotora

U proslosti se smatralo kako je metilacija promotora nedvojbeno uklju¢ena u
utiSavanje gena, no kasnije je primije¢eno kako se u promotorima esencijalnih gena ili gena
bitnih za razvoj mogu pronaci CpG otoci¢i u kojima citozin ostaje hipometiliran iako je gen
transkripcijski neaktivan. lako je to bilo suprotno dotadasnjem shvacanju, daljnja istrazivanja
pokazala su kako bi to ipak moglo omoguciti vezanje transkripcijskih faktora za promotor koji
sprjeavaju pristup enzimima uklju¢enim u metilaciju, a time i samu metilaciju promotora
(Brandeis i sur., 1994). Promotori koji sadrze CpG oto¢i¢e mogu se tako na temelju razli¢itog
sadrzaja C:G parova baza i duzine sekvence CpG regija podijeliti u tri kategorije: promotori
velike, srednje i male gusto¢e CpG-a (slika 2; Weber i sur., 2007). Upravo je svrstavanjem

promotora u ove kategorije moguce objasniti regulaciju njihove aktivnosti metilacijom.

B Promoter methylation

Slika 2. Prikaz tri kategorije promotora koji sadrze CpG otocice te njihov odgovor na
metilaciju. Mogu se vidjeti promotori velike gusto¢e (HCP), srednje gustoce (ICP) i male
gusto¢e CpG-a (LCP). Metilirani CpG prikazani su crnim kuglicama, a nemetilirani bijelim.

Preuzeto iz Messerschmidt i sur. (2014).



Promotori velike gusto¢e CpG-a (HCP, High CpG Promoters) rijetko su metilirani te
njihovom metilacijom dolazi do ucinkovitog utiavanja gena (Slika 2). Promotori srednje
gusto¢e CpG-a (ICP, Intermediate CpG Promoters) takoder su inaktivni ukoliko je doslo do
njihove metilacije (slika 2; Borgel i sur., 2010). Neki od promotora ove vrste su promotori
gena za pluripotentnost, kao $to su Oct4 i Nanog, pa tako njihovom metilacijom i utiSavanjem
ekspresije gena koji su pod njihovom kontrolom zapocinje diferencijacija stanica (Weber i
sur., 2007; Borgel i sur., 2010). Za razliku od prethodno navedenih promotora s velikom i
srednjom gusto¢om CpG-a, promotori s malom gustocom CpG-a (LCP, Low CpG Promoters)
uglavnom su hipermetilirani te ostaju aktivni bez obzira na njihov metilacijski status (slika 2;
Weber i sur., 2007).

Osim metilacije CpG otocica, epigenetski mehanizam koji takoder ima znacajnu ulogu
u utiSavanju promotora te sprjeCavanju ekspresije pojedinih gena je dimetilacija histona H3 na
Cetvrtom lizinu (H3K9me2). Time nastaje transkripcijski neaktivan heterokromatin pa ne
moze do¢i do ekpresije gena pod kontrolom promotora s ovakvom epigenetskom
modifikacijom kromatina (Epsztejn-Litman i sur., 2008). Stabilno utiSavanje promotora se,
dakle, postize kombinacijom metilacije histona H3K9, koja dovodi do formiranja

heterokromatina, te metilacije DNA koja osigurava dugotrajno utiSavanje.
2.1.2. Metilacija pojacivackih sljedova u DNA

Pojacivacki sljedovi u molekuli DNA specifi¢na su mjesta u genomu za koja se vezu
transkripcijski aktivatori te oni potom, u kontaktu s transkripcijskim faktorima, uvelike
pojacavaju ekspresiju pojedinih gena. Ti su sljedovi takoder vrlo bitni u procesu
diferencijacije stanica budu¢i da pomazu u uspostavljanju ekspresije to¢no odredenih gena.
Pojacivacki sljedovi, bas kao i promotori, imaju specifi¢an metilacijski obrazac, a njihova je
hipometilacija, bas kao i kod HCP-a i ICP-a, povezana s aktivnom ekspresijom gena (Carone i
sur., 2010). Zanimljivo je kako je u istrazivanju Arana i sur. (2013) pokazano kako metilacija
pojacivaca u tumorskim stanicama ima veci utjecaj na promjenu ekspresije gena nego §to to
ima metilacija promotora sto bi takoder bilo korisno ispitati tijekom embrionalnog razvoja

kako bi se prosirilo razumijevanje epigenetskih procesa i njihovog utjecaja na razvoj sisavaca.



2.1.3. Metilacija utisnutih gena

Metilacija DNA, izmedu ostalog, vrlo je bitna za regulaciju ekspresije utisnutih gena
(Ferguson-Smith, 2011). Karakteristika ovih gena je njihova specifi¢na ekspresija samo s
jednog roditeljskog alela $to se postize razli¢itom metilacijom kontrolnih regija navedenih
gena na maj¢inskom, odnosno oc¢inskom alelu. Metilacija kontrolnih regija potom pokrece i
kontrolira niz mehanizama, poput vezanja proteina izolatora ili ekspresije nekodirajucih
antisense RNA molekula (slika 3), sto rezultira ekspresijom utisnutih gena s to¢no odredenog

roditeljskog alela.

F Genomic imprinting

Insulator

Slika 3. Prikaz odrzavanja ekspresije alelno-specifi¢nih utisnutih gena. Metilacija DNA na
kontrolnim regijama (ICR) regulira vezanje proteina izolatora ili ekspresiju nekodirajuéih

antisense RNA molekula (ncRNA). Preuzeto iz Messerschmidt i sur. (2014).

Ovaj tip diferencijalne metilacije odvija se tijekom diferencijacije gameta, a ekspresija
gena s odredenog roditeljskog alela ofuvana je tijekom cijelog Zivota. Utisnuti geni
predstavljaju velik izazov u spolnom razmnozavanju budu¢i da se njihove metilacijske oznake
trebaju ukloniti u primordijalnim spolnim stanicama, ponovno se uspostaviti u gametama te

oCuvati tijekom reprogramiranja genoma u embriju. Oni imaju vrlo bitnu ulogu u razvoju i



rastu potomaka, a poremecaji u regulaciji njihove ekspresije rezultiraju velikim fenotipskim

promjenama tijekom embrionalnog razvoja.

2.2. Metilacijska masinerija

Enzimi DNA-metiltransferaze kataliziraju prijenos metilne skupine sa S-adenozil-
metionina na peto mjesto u dusi¢noj bazi citozin. Ti enzimi tako mogu odrzavati metilacijski
obrazac stanica nakon semikonzervativne replikacije molekule DNA, kojom nastaju
hemimetilirane molekule DNA, ¢ime se osigurava sposobnost nasljedivanja epigenetskih
oznaka ili pak mogu sudjelovati u stvaranju novih metilacijskih oznaka (Holliday i Pugh,
1975).

2.2.1. Odrzavanje metilacijskih oznaka

Za odrzavanje metilacijskih oznaka u novonastalim molekulama DNA nakon
semikonzervativne replikacije potrebne su DNA-metiltransferaze velikog afiniteta za
hemimetilirane CpG regije. Takvo obiljezje pokazuje enzim DNMT1 koji je prva otkrivena
DNA-metiltransferaza kod eukariota (Yoder i sur., 1997). Njegova je ekspresija regulirana
transkripcijskim faktorima ovisnima o stani¢nom ciklusu koji se pojavljuju u S fazi pa je
stoga uvelike eksprimiran u vecini mitotskih stanica (Kishikawa i sur., 2003). Enzim DNMT1
nalazi se na replikacijskim rasljama gdje se smjeSta zahvaljujuc¢i nekovalentnim interakcijama
koje ostvaruje s proteinom NP95 (Leonhardt i sur., 1992). Naime, NP95 veze se za proteinski
kompleks PCNA koji obuhva¢a molekulu DNA prilikom replikacije te se nalazi u kontaktu s
DNA polimerazom. NP95 veze DNMTL1 za lanac kalup koji je metiliran kako bi se enzim
orijentirao prema novonastalom lancu koji tek treba metilirati (Sharif i sur., 2007). Kod
miseva su pronadene dvije izoforme proteina kodirane lokusom Dnmtl: somatska (Dnmtls) i
specificna za oocitu (Dnmtlo) (Gaudet i sur., 1998; Mertineit i sur., 1998). Pokusi na
misevima pokazali su kako su delecije lokusa Dnmtl ili Np95 tijekom ili nakon gastrulacije
letalni (Sharif i sur., 2007) $to ukazuje na vaznost odrzavanja metilacijskih oznaka u genomu

prilikom embrionalnog razvitka.
2.2.2. De novo metilacija

DNA-metiltransferaze koje mogu uvoditi nove metilacijske oznake u genomu su
DNMT3A i DNMT3B (Okano i sur., 1999) koji u kromatinu prepoznaju nemodificirane



histone H3 ¢ime se dovode do regija koje trebaju metilirati, a alostericki su inhibirani
metilacijom histona H3 na cetvrtom lizinu (H3K4) (Otani i sur., 2009). Gen Dnmt3a
nasljeduje se od majke te se eksprimira u oocitama i predimplantacijskom embriju, dok enzim
DNMT3A uspostavlja razli¢ite metilacijske obrasce u kontrolnim regijama utisnutih gena u
muskim i zenskim gametama (Kaneda i sur., 2004; Kato i sur., 2007). Transkripcija gena
Dnmt3b zapocinje pak uslijed aktivacije zigotnog genoma te je on snazno eksprimiran do
stadija blastociste nakon kojeg je ekspresija ovog gena ograni¢ena uglavnom na epiblast
(Watanabe i sur., 2002). Tre¢a de novo DNA-metiltransferaza je DNMT3L. Ona nema
kataliticku domenu na N-kraju, ali je potrebna za uspostavljanje metilacijskih oznaka u
kontrolnim regijama utisnutih gena u gametama (Bourc'his i sur., 2001; Bourc'his i Bestor,
2004) te kao vazan aktivacijski kofaktor za enzime DNMT3A/B (Gowher i sur., 2005).
Delecija gena Dnmt3b u embrijima letalna je, dok su embriji s delecijom Dnmt3a djelomi¢no
vijabilni (Okano i sur., 1999). Delecijom gena Dnmt3l kod miSeva pak ne dolazi do letalnih
uCinaka, ali nedostatak de novo metilacije u spolnim stanicama uzrokuje sterilnost kod
muzjaka te letalnost embrija koji su potomci zenki s ovom delecijom (Bourc'his i sur., 2001;
Bourc'his i Bestor, 2004). 1z provedenih pokusa u kojima su se deletirali razni geni uklju¢eni
u de novo metilaciju DNA moze se zakljuciti kako je uspostavljanje novih metilacijskih
obrazaca u genomu embrija bitno ne samo za razvoj i prezivljavanje embrija, ve¢ i za radanje

plodnog potomstva.

2.3. Demetilacija DNA

Demetilacija je takoder vrlo bitan proces u razvoju sisavaca, a njena je funkcija
uklanjanje metilacijskih oznaka iz roditeljskih genoma kako bi se uspostavilo pluripotentno
stanje stanica. Usprkos vrlo uredenom mehanizmu metilacije posredovanom enzimima,
enzimi koji bi uklanjali metilne skupine s modificiranih baza u molekuli DNA do danas nisu
opisani. Umjesto toga opisana su dva mehanizma koja objasnjavaju proces demetilacije DNA

u stanici — aktivni i pasivni (Wu i Zhang, 2014).
2.3.1. Pasivni mehanizam

Pasivni mehanizam demetilacije DNA u stanici podrazumijeva smanjenu ekspresiju ili
uklanjanje iz jezgre proteina koji su kljuéne komponente u procesu metilacije DNA, kao $to

su to protein DNMT1 ili njegov regrutiraju¢i faktor NP95. U ovom mehanizmu gubitak



metilacijskih oznaka u molekuli DNA dogada se uslijed veceg broja dioba stanica. Naime,
metilacijske se oznake u ovom slu¢aju ne mogu prenositi na stanice kéeri buduci da se
prilikom svake replikacije DNA metilacijske oznake ne prenose na novonastale lance DNA te

njihove CpG regije ostaju nemetilirane (slika 4A).
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Slika 4. Prikaz aktivnog i pasivnog mehanizma demetilacije DNA. (A) Pasivni mehanizam
demetilacije DNA u kojem nakon uklanjanja proteina DNMTL1 iz jezgre nakon niza dioba
dolazi do gubitka metilacijskih oznaka u DNA. Ukoliko je DNMT1 prisutan, metilacijske
oznake DNA se nakon svake replikacije obnavljaju. Metilirani CpG prikazani su crnim
kuglicama, a nemetilirani bijelim. (B) Moguéi aktivni mehanizam demetilacije DNA:
mogucnost postojanja dekarboksilaze koja 5caC pretvara direktno u citozin. TET enzimi
kataliziraju oksidaciju SmC u ShmC, 5fC i S5caC. Deaminacijom 5SmC i1 ShmC pomoc¢u enzima
AID nastaju timin, odnosno 5-hidroksimetiluracil te se pokre¢e popravak DNA izrezivanjem
baza $to rezultira ugradnjom nemodificiranog citozina u DNA. Popravkom DNA izrezivanjem
baza mogu se ukloniti 5fC i 5caC bez prethodnog koraka deaminacije. Preuzeto iz
Messerschmidt i sur. (2014).

Ipak, ovim se mehanizmom ne moze objasniti pojava gubitka metilacijskih oznaka u
stanicama koje se dijele sporo ili se uopc¢e ne dijele. Takoder, demetilacija postignuta na
pasivan na¢in generalna je te njome nije moguée posti¢i demetilaciju odredenih regija u

genomu.



2.3.2. Aktivni mehanizam

Drugi mehanizam kojim se objasnjava kako dolazi do demetilacije molekule DNA je
mehanizam takozvane aktivne demetilacije. Metilne se skupine uklanjaju tako da se potice
deaminacija metiliranog citozina pomoc¢u deaminaze inducirane aktivacijom (AID) (slika 4B).
Deaminacijom metilirani citozin postaje timin te u DNA nastaje krivo spareni par baza G:T.
Timin u takvom paru potom prepoznaje timin-DNA glikozilaza (TDG) ili protein 4 s metil-
CpG-vezuju¢om domenom (MBD4) koji cijepaju N-glikozidnu vezu izmedu timina i
deoksiriboze, stvaraju abazi¢no mjesto u molekuli DNA te pokre¢u mehanizam popravka
DNA izrezivanjem baza nakon ¢ega se u DNA ugraduje nemetilirani citozin te tako dolazi do
uklanjanja pocéetne metilacijske oznake (slika 4B; Morgan i sur., 2004). Novo moguce
objasnjenje aktivnog puta demetilacije DNA nametnulo se otkri¢em enzima iz TET obitelji
dioksigenaza (Tahiliani i sur., 2009). TET enzimi kataliziraju oksidaciju 5-metilcitozina
(5mC) u 5-hidroksimetilcitozin (5ShmC), 5-formilcitozin (5fC) te kona¢no u 5-karboksicitozin
(5caC) (slika 4B; Ito i sur., 2011), no uloga ovih derivata citozina do danas ostaje
nerazjasnjena. Promatrajuéi enzime u reakcijama iz metabolickog otpada kojima se recikliraju
pirimidinske dusi¢ne baze moze se uociti dekarboksilaza sto upucuje na to kako bi slican
enzim mogao oksidirani derivat citozina, 5caC, prevoditi u nemodificirani citozin (slika 4B;
Ito i sur., 2010). Takoder je otkriveno kako deaminacijski enzimi TDG, MBD4 i sli¢ni mogu
ukloniti oksidirane derivate 5mC te tako stvoriti abazi¢na mjesta U DNA i pokrenuti popravak
DNA izrezivanjem baza (slika 4B). TDG moze takoder ukloniti 5fC i 5caC bez prethodnog
koraka deaminacije metiliranog citozina kao §to je potrebno kod prethodno razja$njenog puta
aktivne deaminacije (slika 4B; He i sur., 2011). Oksidirani derivat ShmC takoder potpomaze u
pasivnom mehanizmu demetilacije, buduc¢i da enzim DNMT1 pokazuje znatno manji afinitet
vezanja za hemimetiliranu DNA koja sadrzi ShmC, §to onemogucava prijenos metilacijskih
oznaka na novosintetizirani lanac DNA prilikom njene replikacije (Valinluck i Sowers, 2007).
Kod miSeva su poznata tri gena za enzime iz porodice TET, Tetl-3, koji su razlicito
eksprimirani tijekom razvoja i u diferenciranim tkivima (Tahiliani i sur., 2009). Ekspresija
gena Tetl i Tet2 lokalizirana je tijekom razvoja u embrionalnim mati¢nim stanicama i
primordijalnim spolnim stanicama, dok je ekspresija Tet2 izrazito bitna u hematopoetskim
stanicama (Li i sur., 2011). Embriji miseva s deletiranim genom Tetl prezivljavaju, ali su
manje veli¢ine u odnosu na miseve bez ove mutacije te SU zenke i muzjaci S Ovom mutacijom
smanjeno plodni (Dawlaty i sur., 2011). Dvostruka delecija gena Tetl i Tet2 uzrokuje

ozbiljnije probleme u razvoju, no moZze i dalje moZe do¢i do djelomi¢no normalnog razvoja



Sto je potaknulo misljenje kako je uloga ovih gena djelomi¢no suvi$na te ukazalo na potrebu
za daljnjim istrazivanjima (Dawlaty i sur., 2013). Ekspresija gena Tet3 djelomicno se preklapa
s onom gena Tet1/2, no najvisa razina ekspresije postiZe se u oocitama, spermijima te u ranom
predimplantacijskom embriju. Delecija ovog gena, naslijedenog od majke, moze uzrokovati

znatne poteSkoce pa ¢ak i zastoj u razvoju embrija (Gu i sur., 2011).
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3. EPIGENETSKO REPROGRAMIRANJE U PREDIMPLANTACIJISKOM
EMBRIJU

Jedan od valova globalnog epigenetskog reprogramiranja u ranoj embriogenezi odvija
se u predimplantacijskom embriju. Novoformirani embrij prolazi kroz val demetilacije kojim
se postiZze uspostavljanje pluripotentnosti U Stanicama, a razine metilacije u genomu dosezu
najnize vrijednosti ve¢ u stadiju rane blastociste s 32-64 stanica (slika 5). Utisnuti geni pak,
Cija ekspresija ovisi o tome jesu li naslijedeni od majke ili oca, ostaju metilirani tijekom ovog
vala demetilacije kako bi se specifican obrazac ekspresije ovih gena zadrzao kasnije u
diferenciranim stanicama. Buduc¢i da genom zigote sadrzi jedan kromosomski set porijeklom
od majke, a jedan od oca, primije¢eno je da brzina demetilacije svakog pojedinog
kromosomskog seta slijedi znatno drugaciju kinetiku nakon oplodnje (slika 5; Mayer i sur,
2000; Santos i sur., 2002).

3.1. Aktivna i pasivna demetilacija roditeljskih genoma

Zreli spermiji pokazuju visoku razinu metilacije na $to ukazuje ¢injenica da je 80-90%
CpG-a u njihovom genomu metilirano (Popp i sur., 2010). Ipak, netom nakon oplodnje
ocinski se genom gotovo u potpunosti demetilira sto upucuje na to da se metilacijske oznake u
ovom slucaju uklanjaju aktivnim mehanizmom (Mayer i sur., 2000). Genomi jajnih stanica s
druge strane pokazuju manju razinu metilacije od otprilike 40% te nakon oplodnje prolaze
kroz mehanizam pasivne demetilacije, koji je znatno sporiji od onog aktivnog, §to, budu¢i da
su roditeljski pronukleusi nakon oplodnje odvojeni otprilike 24 sata, dovodi do epigenetske

asimetrije u ranom embriju (slika 5A; Mayer i sur., 2000; Santos i sur., 2002).
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Slika 5. Prikaz dinamike demetilacije DNA te odrzavanje oznaka utisnutih gena u
predimplantacijskom embriju. (A) Razli¢ita kinetika demetilacije majéinskog (crveni
pronukleus, crvena linija) i o€inskog (plavi pronukleus, plava linija) genoma koja dovodi do
epigenetske asimetrije u zigoti. Maj¢inski genom prolazi kroz proces pasivne demetilacije
DNA tijekom nekoliko ciklusa replikacije DNA. Oc¢inski genom prolazi kroz proces aktivne
demetilacije prije prve diobe zigote. Gubitak 5mC u ocinskom genomu popracen je s
porastom koli¢ine njegovih oksidacijskih derivata ShmC (plava istoCkana linija) te 5fC i 5caC
(plava iscrtana linija) ¢ija se koli¢ina smanjuje tijekom niza replikacija DNA istovremeno s
demetilacijom majcinskog genoma. (B) Protein STELLA S$titi majcinski genom i regije
utisnutih gena u oc¢inskom genomu od oksidacije SmC posredovane enzimom TET3 tako da
se veze za kromatin s modifikacijom H3K9me2. Prikazana je i moguc¢a uloga popravka DNA
izrezivanjem baza (BER) u ugradnji nemodificiranih citozina u DNA. (C) Tijekom ranih
dioba DNMT1 je uglavnom odsutan u jezgri te je usmjeren do kontrolnih regija utisnutih gena
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pomocu kompleksa ZFP57/TRIM28 koji se veze za svoju metiliranu konsensus sekvencu. (D)
U kasnijim stadijima embriogeneze i u odraslim tkivima velike razine DNMT1/NP95
odrzavaju metilacijske oznake u DNA vezu¢i se za hemimetiliranu DNA. Preuzeto iz

Messerschmidt i sur. (2014).

U demetilaciji oCinskog genoma sudjeluje enzim TET3 koji se usmjerava na ocinski
pronukleus te Kkatalizira oksidaciju 5mC u 5hmC s$to dovodi do aktivacije popravka DNA
izrezivanjem baza i ugradnje nemodificiranog citozina u molekulu DNA kao S§to je prije
opisano (slika 5A; Gu i sur., 2011). U odsustvu enzima TET3 nije primije¢ena pojava ShmC u
o¢inskom genomu $§to moze uzrokovati zakaSnjelu aktivaciju gena naslijedenih od oca bitnih
za embrionalni razvitak i uspostavljanje pluripotentnog epiblasta, kao $to su geni Nanog i
Oct4, te dovesti do poremecaja u razvoju (Gu i sur., 2011). lako je primijeCena znatna razina
5hmC iz ocinskog genoma u kasnoj zigoti, samo nekoliko regija pokazuju potpunu reverziju
5mC u nemodificirani citozin prije prve diobe. Gubitak metiliranog citozina moze se objasniti
pokretanjem mehanizma popravka DNA izrezivanjem baza (BER) $to rezultira, izmedu
ostalog, hipometilacijom promotora ve¢ spomenutih gena bitnih u razvoju, Nanog i Oct4, te
aktivacijom njihove ekspresije (Gu i sur., 2011). Spomenuti se derivat metiliranog citozina,
5hmC, ne izrezuje ovim putem, ve¢ se njegova koli¢ina smanjuje pasivnim putem uslijed niza
replikacija DNA (slika 5A). Na vaznost BER-a u demetilaciji o¢inskog genoma upucuju
nekoliko proteina ukljuéenih u ovaj mehanizam popravka DNA, kao $to je XRCC1, koji se za
o¢inski pronukleus vezu s velikim afinitetom dok se za maj¢inski pronukleus uopce ne vezu
(Wossidlo i sur., 2010). Nadalje, u zigoti su primijeceni i ostali produkti nastali oksidacijom
5mC - 5fC i 5caC, koji su supstrati za TDG te uzrokuju pokretanje BER-a i demetilaciju DNA
(He i sur., 2011). Ipak, budu¢i da enzim TDG nije primijeéen u zigoti, postoji moguénost da
5fC i 5caC izrezuju neke druge DNA-glikozilaze (Hajkova, 2010). Vaznost oksidiranih
derivata 5mC-a, 5fC i 5caC, u demetilaciji DNA iz o¢inskog genoma ocituje se takoder i u
uklanjanju enzima DNMT1 iz jezgre predimplantacijskih embrija budu¢i da navedeni enzim,
kao $to je spomenuto, ima vrlo mali afinitet za oksidirane derivate SmC-a pa tijekom niza
dioba bez njegove prisutnosti u jezgri dolazi do gubitka metilacijskih oznaka u DNA pasivnim

mehanizmom (slika 5A; Hashimoto i sur., 2012).

Iako je aktivna demetilacija o€inskog genoma vrlo korisna te osigurava ucinkovito

epigenetsko reprogramiranje genoma predimplantacijskog embrija, njen se veliki znacaj u
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razvitku embrija preispituje. Naime, gubitak enzima TET3 koji sudjeluje u mehanizmu
aktivne demetilacije DNA rezultira normalnim razvojem embrija (Gu i sur., 2011) §to ukazuje
na potrebu za daljnjim istrazivanjima kojima ¢e se razjasniti dinamika i uloga pojedinih

procesa u epigenetskom reprogramiranju tijekom embrionalnog razvoja.

3.2. Razlikovanje roditeljskih genoma

Razlikovanje ocinskog od maj¢inskog genoma te prepoznavanje ocinskog od strane
enzima TET3 posredovano je djelovanjem proteina STELLA kojeg karakterizira vezanje za
oba roditeljska genoma, ali afinitet vezanja za ocinski znatno je manji nego za majc¢inski
genom (slika 5B; Nakamura i sur., 2012). Zastita majc¢inskog genoma od djelovanja enzima
TET3 moguca je zbog specificne interakcije proteina STELLA s histonom H3 kojemu je lizin
dimetiliran na devetom mjestu (H3K9me2). Ovako se obiljezen histon H3 nalazi u velikim
koli¢inama u maj¢inskom genomu, dok se u o€inskom genomu nalazi u malim koli¢inama
(Santos i sur., 2005). Interakcija izmedu proteina STELLA i nukleosoma s H3K9me2 mijenja
konformaciju majcinskog kromatina $to sprjeCava vezanje enzima TET3, a time i oksidaciju
5mC (slika 5B; Nakamura i sur., 2012). Tako se omogucava postizanje razli¢ite dinamike
demetilacije DNA dvaju roditeljskih genoma. Na znacaj proteina STELLA u razlikovanju dva
roditeljska genoma ukazali su pokusi u kojima su embriji s mutiranim genom za navedeni
protein imali velike koli¢ine ShmC u oba roditeljska genoma te su pokazivali vrlo teske
fenotipe, a rijetko su prezivljavali duze od Cetverostani¢nog stadija (Wossidlo i sur. 2011).
Osim zastite majéinskog genoma, protein STELLA vrlo je bitan i u ofuvanju metilacijskih
oznaka utisnutih gena, kao $to su Rasgrfl i H19 koji se eksprimiraju s ocevog alela, a u
njegovoj odsutnosti demetilacija ovih gena je potpuna (Nakamura i sur., 2006). Naime,
tijekom spermatogeneze kromatin na lokusima ovih gena sadrzi modificirani histon
H3K9me? s kojim protein STELLA specifi¢no interagira §to nakon oplodnje stiti ove gene od

demetilacije (Nakamura i sur., 2012).
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3.3. Ocuvanje metilacijskih oznaka utisnutih gena

Prilikom globalne demetilacije potrebno je ocuvati metilacijske oznake utisnutih gena
kao $to je prije spomenuto. Istrazivanja su pokazala kako delecija gena Dnmtl u zigoti
uzrokuje gubitak metilacije DNA ¢ak i u regijama s utisnutim genima $to ima letalni u¢inak
(Li i sur., 1993). To je otkrice dovelo u pitanje koja je uloga enzima DNMT1 u ranim
predimplantacijskim embrijima budu¢i da njegova prisutnost u jezgri zigote nije primijecena.
Otkriveno je kako je poseban oblik navedene DNA-metiltransferaze specifican za oocite
(DNMT1o0) potreban za odrzavanje metilacijskih oznaka u regijama s utisnutim genima. Taj je
enzim potreban samo tijekom jednog stanicnog ciklusa u osmostani¢nom stadiju embrija kada
se nakratko premjesta u jezgru (Ratnam i sur., 2002). Budu¢i da se somatska izoforma enzima
DNMTI1 (DNMTls) pojavljuje tek u stadiju blastociste, odrzavanje metilacijskih oznaka
utisnutih gena tijekom ranijih dioba pripisano je nepoznatim DNA-metiltransferazama.
Doduse, pokusi s embrijima u kojima su geni za majcinski (DNMT10) i zigotni protein
DNMT1 (DNMT1s) deletirani pokazali su kako dolazi do gubitka metilacijskih oznaka svih
utisnutih gena Sto ukazuje na to kako oba oblika enzima DNMT1, DNMT1s i DNMT1o,
sudjeluju u metilaciji utisnutih gena iako vecina ovih proteina nije prisutna u jezgri (Branco i
sur., 2008). Nadalje, postavlja se pitanje kako se enzim DNMTL1 usmjerava prema lokusima
utisnutih gena gdje odrzava njihove metilacijske oznake. Protein ZFP57 iz porodice KRAB
takoder je povezan s ofuvanjem metilacijskih oznaka utisnutih gena te njegova delecija u
embrionalnim mati¢nim stanicama uzrokuje hipometilaciju maj¢inskih i o€inskih kontrolnih
regija utisnutin gena (Li i sur., 2008). Naime, proteini iz porodice KRAB djeluju kao
epigenetski represori u interakciji s proteinom TRIM28. TRIM28 jedna je od komponenata
multifunkcionalnog represora sacinjenog od kompleksa za remodeliranje nukleosoma i
deacetilaciju histona, metiltransferaze SETDB1 koja katalizira modifikaciju histona H3 u
H3K9me3, heterokromatinskog proteina 1 te, izmedu ostalog, DNA-metiltransferaza
DNMT1, DNMT3A i DNMT3B (Quenneville i sur., 2011). U embrijima i embrionalnim
mati¢nim stanicama misa primijeceno je, naime, vezanje proteina ZFP57 i TRIM28 za lokuse
utisnutih gena kao i prisutnost modificiranog histona H3K9me3 (Quenneville i sur., 2011;
Messerschmidt i sur., 2012) Sto upucuje na sudjelovanje kompleksa ZFP57/TRIM28 u
odrzavanju metilacijskih oznaka utisnutih gena (Slika 5C). Budu¢i da je protein ZFP57
transkripcijski faktor s DNA-vezuju¢om domenom, pretpostavljeno je kako postoji konsensus
sekvenca koju ovaj protein prepoznaje i usmjerava cijeli navedeni proteinski kompleks do

regija u DNA s utisnutim genima. Analizom sekvenci lokusa na koje se vezu proteini ZFP57 i
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TRIM28 te koji su obogaceni s histonom H3K9me3, otkrivena je heksanukleotidna konsensus
sekvenca koju prepoznaje ZFP57 (5' TGCCGC 3') tek kada je ona metilirana i konzervirana je
u 81 od 91 ispitivanih lokusa (Quenneville i sur., 2011). Interakcija proteina TRIM28 s
kompleksom DNMT1/NP95 zaduZenim za odrZavanje metilacijskih oznaka u DNA upucuje
na usmjeravanje ovog kompleksa do kontrolnih regija utisnutih gena u predimplantacijskom
embriju pomoc¢u proteina ZFP57 (slika 5C). Ovakav naéin usmjeravanja objasnjava kako je
moguce odrzavanje metilacijskih oznaka utisnutih gena usprkos tome $to je enzim DNMTI u
jezgri tijekom ranih dioba prisutan u drasticno malim koli¢inama (Messerschmidt i sur.,
2012). Tek u kasnijim fazama embrionalnog razvoja kada koli¢ine ovog enzima u jezgri
porastu, nastupa klasi¢an na¢in ocuvanja metilacije DNA pomoc¢u kompleksa DNMT1/NP95
(slika 5D). Moguca uloga de novo DNA-metiltransferaza DNMT3A i DNMT3B, koje su
takoder prisutne u ZFP57/TRIM28 kompleksu, u odrzavanju metilacijskih oznaka u
kontrolnim regijama utisnutih gena pretpostavljena je nakon otkrica da su cak i krajevi
navedenih kontrolnih regija djelomi¢no demetilirani (Tomizawa i sur., 2011). Naime, ovi bi
enzimi mogli odrzavati metilacijske oznake na tim rubnim dijelovima kontrolnih regija u
kasnijim stadijima razvoja. Ovaj gubitak metilacije, doduse, nema nikakvog utjecaja na sam

razvoj sve dok regije u genomu koje prepoznaje protein ZFP57 ostaju metilirane.
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4. ZAKLJUCAK

Epigenetski mehanizmi pokazali su se kao izrazito vazni u razvoju sisavaca i
diferencijaciji mati¢nih stanica, ali i u odrzavanju homeostaze kod odraslih jedinki.
Razvitkom novih tehnologija u epigenetskim istrazivanjima omogucen je uvid u epigenetske
oznake cijelog genoma tijekom raznih stadija embrionalnog razvitka te je razumijevanje
epigenetskog reprogramiranja u razvoju posve promijenjeno 1 nadopunjeno vaznim
saznanjima. Medutim, znanje 0 epigenetskim mehanizmima uklju¢enim u razvoj sisavaca i
dalje ostaje ograni¢eno. Otkrivene su razne DNA-metiltransferaze koje uvode nove
metilacijske oznake u genom, kao §to su DNMT3A i DNMT3B, ili odrzavaju takve oznake
tijekom niza replikacija molekule DNA, kao §to to radi enzim DNMTI, $to osigurava
nasljedivanje epigenetskih modifikacija. Takoder su otkriveni i TET enzimi koji metilacijske
oznake iz genoma uklanjaju na aktivan nacin ¢ime je dodatno pojasnjena dinamika metilacije

DNA te kako do nje dolazi, ali i kako se takve oznake mogu ukloniti iz genoma.

Ustanovljeno je takoder kako tijekom epigenetskog reprogramiranja u
predimplantacijskom embriju dolazi do brze aktivne demetilacije o¢inskog te sporije pasivne
demetilacije majc¢inskog genoma $to dovodi do epigenetske asimetrije vec¢ u zigoti. Razlika u
mehanizmu demetilacije kod roditeljskih genoma u zigoti posredovana je pak posebnim
proteinom STELLA koji se preferencijalno veze na maj¢inski genom budu¢i da on, za razliku
od oc¢inskog, ima kromatin s ¢estom modifikacijom H3K9me2 &ime se S§titi od pristupa
enzima TET3, a time 1 aktivne demetilacije. Nadalje, postavljalo se pitanje kako se odrZavaju
metilacijske oznake kontrolnih regija utisnutih gena tijekom epigenetskog reprogramiranja u
embriju budu¢i da bi gubitkom njihovih oznaka doslo do smrti ploda. Pokazano je kako
poseban protein ZFP57 prepoznajuci svoju konsensus sekvencu navodi DNA-metiltransferaze
na te kontrolne regije te tako sprje¢ava gubitak metilacije utisnutih gena i osigurava pravilan

razvoj.

Glavno pitanje koje se danas postavlja je zaSto uopcée dolazi do takvog sloZenog
epigenetskog reprogramiranja tijekom razvitka sisavaca. lako je odgovor na to pitanje danas
nemoguce dati, daljnjim istrazivanjima te razvitkom novih tehnika koje bi mogle pomoci u
to¢nijem detektiranju epigenetskih modifikacija i njihovom boljem razumijevanju, to bi se

moglo dokuciti.
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6. SAZETAK

Metilacija DNA jedan je od izrazito vaznih procesa u razvoju sisavaca te u
diferencijaciji mati¢nih stanica koje se tako, poprimajuéi specifican ekspresijski obrazac
zahvaljujuéi epigenetskim modifikacijama njihovih genoma, usmjeravaju u to¢no odredeni tip
stanica sa specificnom funkcijom te se sprjeCava njihovo vracanje u nediferencirano stanje.
Brojni enzimi sudjeluju u uspostavljanju metilacijskih oznaka u DNA te su takoder otkriveni
oni koji pomazu u uklanjanju takvih oznaka. Naime, upravo je uklanjanje metilacijskih
oznaka vazno za pravilan razvoj predimplantacijskog embrija budu¢i da se tada odvija veliki
val epigenetskog reprogramiranja u kojemu se uklanjaju epigenetske oznake s roditeljskih
genoma, koji pritom slijede razli¢ite mehanizme demetilacije, te se uspostavlja pluripotentno
stanje stanica koje ¢e potom omogucéiti njihovu diferencijaciju. Razvitak tehnika
sekvenciranja i analize epigenoma u pojedinim stadijima ranog embrionalnog razvitka
omogucili su veée razumijevanje epigenetskog reprogramiranja U razvoju sisavaca te su

dosadasnja saznanja o istom predstavljena u ovom radu.
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7. SUMMARY

DNA methylation is one of extremely important processes in mammalian development
and in differentiation of the stem cells which are, by establishing specific expression pattern
thanks to epigenetic modifications of their genomes, directed in determined cell type with
specific function and their return to undifferentiated condition is prohibited. Numerous
enzymes are involved in DNA methylation and the ones that help in removing methylation
were also discovered. The removal of methylation is important for regular development of
preimplantation embryo, since a big wave of epigenetic reprogramming takes place then
which enables removal of epigenetic marks from parental genomes, that undergo different
mechanisms of demethylation, and establishment of pluripotency in the cells which are going
to differentiate later. Developing of sequencing techniques and epigenome analysis in certain
stages of early embryonal development have enabled greater understanding of epigenetic
reprogramming in mammalian development and knowledges about it so far are presented in

this paper.
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