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1. Uvod

DNA metilacija je epigenetiCka modifikacija pronadena u genomu viSestanicnih
organizama. U beskraljeSnjaka, poput Drosophile melanogaster (L.), DNA metilacija je
prisutna u niskim razinama tijekom ranog embrionalnog razvoja, ali nije prisutna u odraslih
jedinki (Lyko i sur. 2000). U kraljeSnjaka je DNA metilacija pronadena u somatskim i u
nediferenciranim stanicama (Geiman i Muegge 2010). Upravo zbog toga se istraZivanja, koja
podrobnije ispituju ulogu metilacije DNA, baziraju na eksperimentima provedenima na
kraljeSnjacima. Unutar kraljeSnjaka preferiraju se sisavci posto sam Covjek, Homo sapiens,
spada u navedeni razred. ViSe o ulozi DNA metilacije Zeli se saznati istrazivanjem metilacije
u stanicama odraslih jedinki te jedinki tijekom njihova razvoja. U ovom seminaru bavit ¢emo
se ulogom metilacije DNA tijekom embrionalnog razvoja sisavaca. Model koristen tijekom
istrazivanja je miS, Mus musculus (L.) (Geiman i Muegge 2010, Combes i Whitelaw 2010).
Stanice na kojima je provedeno istraZivanje su oplodena jajna stanica, zigota, stanice
specificnih razvojnih stadija poput embrionalnih maticnih stanica (ESC) te spolne prastanice i

germinativne stanice (Combes i Whitelaw 2010).

2. Metilacija DNA tijekom embrionalnog razvoja sisavaca

2.1. Enzimatska aktivnost

Metilacija DNA provodi se DNA metiltransferazama (Dnmt) (Lyko i sur. 2000). Dnmt
prenosi metilnu skupinu sa kofaktora S-adenozil-L-metionina na °C atom citozina ¢ime
nastaje 5-metil citozin (sl. 1). U sisavaca citozin se metilira najvise u sklopu CpG
dinukleotida. Cak je 80% od svih CpG dinukleotida metilirano (Geiman i Muegge 2010).
CpG dinukleotid komplementarno je vezan za istu sekvencu na drugom lancu DNA, lancu

suprotne orijentacije. Time se omogucava nasljedivanje metilacijskog uzorka direktno na



novosintetizirani lanac tijekom replikacije DNA (sl. 2). Nasljedivanje metilacijskog uzorka
provodi se DNA metiltransferazom 1 (Dnmtl) (Alberts i sur. 2008). Dnmtl lokalizirana je u
podrucju replikacijske vilice. Pcna i Np95 su proteini koji pomazu Dnmtl u Sto vjernijem
prenoSenju metilacijskog uzorka sa ,,starog” na novosintetizirani lanac DNA. Uz Dnmtl u
DNA metiltransferaznu skupinu enzima ubrajamo i Dnmt3a i Dnmt3b. Oni, za razliku od
Dnmtl vrSe de novo metilaciju. Dnmt3l je protein koji interagira s de novo Dnmt enzimima i
povecava efikasnost metilacije (sl. 3). Ciljanom delecijom Dnmt enzima u misa dolazi do
inhibiranja razvoja embrija tijekom ranih razvojnih stadija. Osim delecije, moze doci i do
odredenih mutacija kako u Dnmt tako i u proteinima s kojima oni interagiraju. Mutacijom se
moZe uzrokovati ili smanjena aktivnost Dnmt enzima ili se onemogucuje interakcija Dnmt s
drugim proteinima esencijalnima u metilacijskom procesu. Sve navedeno dovodi do pojave

razliitih poremecaja u odraslog ¢ovjeka (Geiman i Muegge 2010).
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Slika 1. DNA metilacija (preuzeto iz Alberts i sur. 2008).
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Slika 2. Odrzavanje metilacijskog uzorka kroz replikacijske cikluse putem Dnmtl (maintenance methylase)

(preuzeto iz Alberts i sur. 2008).
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Slika 3. DNA metiltransferaze. A: Do DNA metilacije dolazi DNA metiltransferaznim (Dnmt) enzimima.
Donor metilne skupine je S-adenozil metionin (SAM), a nakon metilacije SAM postaje S-adenozil homocistein

(SAH). B: Prikaz katalitickih i regulatornih domena Dnmt. Kataliticke domene oznaCene su rimskim brojevima.



Regulatorne domene su razli¢ite u Dnmtl i de novo Dnmt, a odreduju s kojim proteinima ¢e Dnmt interagirati te

mjesta na koja ¢e se vezati (preuzeto iz Geiman i Muegge 2010).

Uz metilaciju DNA tijekom embrionalnog razvoja javlja se i demetilacija.
Demetilacija DNA moze biti pasivna i aktivna. Kao pasivan proces javlja se uslijed
inhibiranog djelovanja enzima Dnmtl. Spomenuti enzim se tijekom pasivne demetilacije
normalno sintetizira u citoplazmi, ali se i zadrZzava u istom stanicnom odjeljku pa je njegovo
djelovanje na DNA u jezgri onemoguceno. Pasivnom demetilacijom DNA se demetilira
tijekom vise replikacijskih ciklusa (Geiman i Muegge 2010). Uz pasivnu, u stanici se provodi
i aktivna demetilacija. Do danas nije otkriven mehanizam aktivne demetilacije te postoji vise
modela. Jedan od modela aktivne demetilacije smatra da do nje dolazi djelovanjem ten-eleven
translocation 1 (TET1) enzima. TET1 oksidira 5-metil citozin u 5-hidroksimetil citozin. Baza
5-hidroksimetil citozin se potom izrezuje djelovanjem timin DNA glikozilaze, a tijekom
daljnjeg popravka, navedena baza se zamjenjuje nemetiliranom bazom citozin (Kohli i Zhang
2013). Drugi model pretpostavlja da do aktivne demetilacije dolazi djelovanjem Activation
induced cytidine deaminase (Aid ili Aicda) i Apolipoprotein B mRNA editing enzyme,
catalytic polypeptide 1 (Apobecl) enzima. Aid i Apobecl deaminiraju 5-metil citozin u timin.
Popravkom T:G krivo sparenog baznog para dobivamo demetilirani citozin bez pojave
ikakvih mutacija (Combes i Whitelaw 2010).

2.2. Promjene u metilacijskom uzorku

Unutar oplodene jajne stanice genom oca je hipermetiliran u odnosu na genom majke i
pocCinje se aktivno demetilirati. Aktivna demetilacija traje do prve asimetriCne diobe zigote, a
demetiliraju se razlicite regije u genomu poput ponavljajucih elemenata te tkivno-specificnih i
housekeeping gena. Demetilacija ne zahvaca gene poput H19 koji su utisnuti u ofevom
genomu. Unutar zigote, uz demetilaciju oCeva genoma, takoder dolazi i do metilacije majCina
genoma putem de novo metiltransferazne aktivnosti. Metilacija majcina i demetilacija oCeva
genoma omoguceni su njihovom razmjerno velikom prostornom udaljenoS¢u unutar zigote
i/ili razlikom u kromatinskoj strukturi. RazliCita kromatinska struktura pogodovala bi
djelovanju enzima, specificnih za jedan od dva navedena procesa, na odredenu roditeljsku
DNA molekulu. Nakon prve diobe zigote, majcin genom se pocinje demetilirati. Demetilacija
je pasivna, a osim majc¢inog zahvaca i otev genom. Ovaj sekundarni val demetilacije na

majc¢inom genomu pogada razliCite skupine gena. Regije koje nisu zahvacene demetilacijom



su kontrolna regija utisnutih gena te IAP ponavljajuéi elementi kod kojih je demetilacija
minimalna. Do stadija morule pasivna demetilacija roditeljskin genoma prestaje i oni se
nalaze na podjednako niskoj razini DNA metilacije (Geiman i Muegge 2010).

Od stadija morule razina DNA metilacije raste (Geiman i Muegge 2010). Morula je
nakupina Cvrsto zapakiranih stanica, blastomera koje se diferenciraju u stanice trofoblasta, iz
kojih nastaje fetalni dio placente, i embrioblasta (iliti unutarnje stanicne mase, ICM)
(http://en.wikipedia.org), iz kojih nastaje embrio (http://www.mhhe.com). Stanice
embrioblasta razlikuju se od stanica trofoblasta po vecoj razini DNA metilacije. Povecana
razina metilacije u stanicama embrioblasta zadrZava se tijekom daljnjeg razvoja pa tako i
fetusno somatsko tkivo ima vecu razinu DNA metilacije od placente (sl. 4). OdrZzavanje
razlike u DNA metilaciji izmedu navedenih stanica, tkiva esencijalno je za normalan razvoj
embrija. NaruSavanje ove razlike u kloniranim embrijima doprinosi prekidu embrionalnog
razvoja (Geiman i Muegge 2010). Uz razliku u razini DNA metilacije embrionalne matic¢ne
stanice (ESC), koje tvore embrioblast, razlikuju se od stanica trofoblasta i u genskoj
ekspresiji. U ESC eksprimiraju se transkripcijski faktori octamer-binding 4 (Oct4) te Nanog
homeobox (Nanog), a u stanicama trofoblasta caudal type homeobox 2 (Cdx2) (Combes i

Whitelaw 2010).
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Slika 4. Promjena u DNA metilacijskom uzorku tijekom embrionalnog razvoja. Crna boja oznacava visoku, a

bijela nisku razinu DNA metilacije (preuzeto iz Geiman i Muegge 2010).

Embrionalne maticne stanice su pluripotentne te se stoga diferenciraju u razlicite

staniCne tipove. Diferencijacija ESC se moze inducirati tijekom njihova uzgoja u kulturi in



vitro Sto je omogucilo istraZzivanja koja usporeduju nediferencirane ESC sa somatskim (ili
djelomic¢no diferenciranim) derivatima. Somatske stanice razlikuju se od ESC prema vecoj
razini metilacije prisutne u promotorskim regijama specificnih gena. Specificni geni, kod
kojih DNA metilacija uzrokuje utiSavanje genske ekspresije, su pluripotentni geni, Oct4 i
Nanog, Hox i Pax obitelji razvojnih gena te tkivno-specificni geni. Metilacijom promotorskih
regija tkivno-specificnin gena mozemo regulirati njihovu ekspresiju. Tkivno-specificna
genska ekspresija vidljiva je u SERPINB5 gena. Ovaj potencijalni tumor supresor gen
eksprimiran je u epitelijalnom tkivu dojke, diSnih puteva, koZe i prostate, ali ne u
fibroblastima, limfocitima, srcu i bubregu. Do inhibiranja transkripcije dolazi metilacijom
CpG otoka u promotorskoj regiji gena, a re-ekspresija u fibroblasta postize se demetilacijom
navedenog podrucja (Geiman i Muegge 2010). Istrazivanja su takoder pokazala da svaka
stani¢na linija posjeduje jedinstven metilacijski uzorak $to, ako znamo da DNA metilacija
uzrokuje tkivno-specificnu gensku ekspresiju (Geiman i Muegge 2010), dodatno doprinosi
zakljucku da je DNA metilacija jedna od mehanizama koji uzrokuju diferencijaciju
nediferenciranih stanica.

Iz epiblasta, diferencijacijom potaknutom stanicama izvanembrionalnog ektoderma i
visceralnog endoderma, nastaju spolne prastanice. One najprije migriraju u ekstraembrionalni
mezoderm iz kojeg se vra¢aju nazad u embrio (http://www.springer.com), u podrucje
posteriornog endoderma. Iz endoderma, spolne prastanice migriraju u podrucje genitalnih
nabora (http://php.med.unsw.edu.au). Svaka spolna prastanica, prije dolaska do genitalnih
nabora, sadrzi specifiCan epigenetiCki program koji se sastoji od roditeljskih utisaka te
markera naslijedenih od ostalih predaka. EpigenetiCko reprogramiranje nastupa povodom
dolaska prastanica u podrucje genitalnih nabora, a podrazumijeva brzu, aktivnu demetilaciju
DNA. U muskim germinativnim stanicama demetilira se 60%, a u Zenskim spolnim stanicama
70% DNA. Demetilacija pogada veCinu Kklasa genomskih elemenata s iznimkom
retrotranspozona s long terminal repeats (LTR) sekvencama. Metilacija ovog pokretnog
genetickog elementa, osim Sto je esencijalna za stabilnost genoma, je transgeneracijski
nasljedna (Combes i Whitelaw 2010).

2.3. Uloga metilacije DNA

Kao $to smo ve¢ napomenuli u prethodnom poglavlju, nakon fertilizacije dolazi do
demetilacije koja zahvaca oba genoma a traje do stadija morule. Od stadija morule de novo

metiltransferaznom aktivnoS¢u dolazi do ponovne metilacije. Dnmt3a i Dnmt3b odgovorni su
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za uspostavljanje novih DNA metilacijskih uzoraka koji se naslijeduju tijekom niza
replikacijskih ciklusa enzimatskom aktivnos¢u Dnmtl. DNA metilacijom dolazi do represije
genske ekspresije (Alberts i sur. 2008). Do represije, osim DNA metilacijom, moze doCi i
komplementarnim vezanjem nekodirajuce RNA na DNA, regrutiranjem histonskih deacetilaza
putem metil-DNA veznih proteina ili samih Dnmt, regrutiranjem heterokromatinskih enzima i
drugim mehanizmima (Geiman i Muegge 2010). DNA metilacija uzrokuje utiSavanje genske
ekspresije putem metilacije promotorskih regija ili regulatornih sekvenci odredenog gena.
Time se spreCava vezanje proteina specifiCnih za inicijaciju transkripcije. Sama stanica
dodatno sadrzi niz proteina koji specificnim vezanjem na metiliranu DNA takoder blokiraju
pristup drugim proteinima. DNA metilacija kao jedan od mehanizama represije osigurava da
se unutar stanice ne transkribiraju nepotrebni geni (Alberts i sur. 2008). Posto znamo da su u
svakom stani¢nom tipu eksprimirani odredeni, tkivno-specifini geni te da svaki stanicni tip
posjeduje jedinstven metilacijski uzorak (Geiman i Muegge 2010) mozemo zakljuciti da je
DNA metilacija potrebna tijekom staniCne diferencijacije. To je dodatno potvrdeno
spoznajom da je DNA metilacija, promjenom kromatinske strukture, ukljucena u regulaciju
razvojnog potencijala te identiteta stanice (Combes i Whitelaw 2010).

StaniCna diferencijacija samo je jedna od posljedica djelovanja metilacije na
kromatinsku strukturu DNA. DNA metilacijom inaktivira se X kromosom u Zenke sisavca.
Inaktivacija X spolnog kromosoma u zenki je nuzna radi kompenzacije doze. Kompenzacija
doze podrazumijeva da oba spola imaju jednaku koli€inu genskih produkata u svojim
stanicama. Posto Zenke u svojim stanicama sadrze dva X spolna kromosoma, a muzjaci samo
jedan, u Zenki dolazi do inaktivacije jednog X kromosoma. Do inaktivacije dolazi kada zenski
embrio ima nekoliko tisuca stanica, a sama inaktivacija je sluajna. Daljnjom mitozom sve
stanice nastale iz stanice u kojoj je pocCetnom inaktivacijom aktivna oCeva kopija X
kromosoma imat Ce inaktiviranu maj¢inu kopiju X kromosoma (sl. 5). Premda DNA
metilacija doprinosi inaktivaciji X kromosoma putem genske represije, inicijacija same
inaktivacije potaknuta je ekspresijom XIST RNA, nekodirajuée RNA u podrucju X-
inaktivacijskog sredista (X-inactivation center, XIC). XIST RNA nastaje iskljucivo
transkripcijom s inaktivnhog X kromosoma, posSto je promotorska regija XIST gena na
aktivnom X kromosomu metilirana. XIST transkript se ne translatira ve¢ se veZze duz
inaktivnog X kromosoma, od XIC prema krajevima kromosoma, te uz DNA metilaciju
takoder doprinosi utiSavanju genske ekspresije (Alberts i sur. 2008).
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Slika 5. Inaktivacija X kromosoma u Zenki sisavaca (preuzeto iz Alberts i sur. 2008).

Putem jo$ jedne nekodirajue RNA, RNA Airn inicira se post-implantacijski utisak
Igf2r. 1gf2r je utisnuti gen (Geiman i Muegge 2010). Ekspresija utisnutih gena je specificna
jer ovisi o tome da li je alel utisnutog gena potekao od majke ili od oca. Tako se na primjer u
stanici transkribira samo ocCev alel odredenog utisnutog gena dok je transkripcija majcinog
alela utiSana. DNA metilacija jedna je od oznaka putem kojih raspoznajemo majcin od oCevog
alela utisnutog gena. U nekim slu€ajevima metilacija ne utiSava vec aktivira ekspresiju
specifitnog alela utisnutog gena (sl. 6). Brojni utisnuti geni bitni su u fetalnom razvoju, ali
odluka koja Ce se kopija transkribirati odredena je ve¢ u germinativnim stanicama. U spolnim
stanicama demetilacijom se briSe utisak pa, ako se utisnuti gen transkribira s majCinog alela,
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tada u jajnoj stanici nije prisutna metilacija bilo da alel utisnutog gena potjece od oca ili od
majke. Metilacija oba alela utisnutog gena prisutna je u spermalnoj stanici (sl. 7). Nakon
oplodnje, poSto utisnuti geni nisu podloZzni demetilaciji u zigoti i stanicama koje se
diferenciraju u somatske stanice, genomski utisak je bitan kako tijekom fetalnog razvoja tako
i do kraja Zivota odrasle jedinke (Alberts i sur. 2008).

e —X--“'\
7 CTCF

» o ¢ maternally
B B inherited
Igf2gene  insulator enhancer =~ chromosome
element

_ paternally
i — Inherited
Igf2 gene insulator enhancer chromosome
element

Figure 7-83 Malecular Biology of the Cell 5ie {© Garland Science 2008

Slika 6. Genomski utisak 1gf2 gena. DNA metilacijom izolacijskog genetitkog elementa (insulator element,
plavo) omogucuje se interakcija pojacivaca (enchancer, zeleno) i 1gf2 gena (narancasto) ¢ime dolazi do njegove
transkripcije (preuzeto iz Alberts i sur. 2008).
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Slika 7. Genomski utisak. U somatskim stanicama, Zenke ili muzjaka, oGeva kopija utisnutog gena (narancasto)
je metilirana i inhibirana joj je transkripcija. Maj¢ina kopija utisnutog gena (Zuto) nije metilirana te se provodi
transkripcija. Tijekom formiranja spolnih stanica, ali prije mejoze, u Zenskim germinativnim stanicama uklanja
se metilacija s oceve kopije, a u muskim spolnim stanicama se metilira maj¢ina kopija utisnutog gena. Nakon
oplodnje u somatskoj stanici potomka metilirana je uvijek o¢eva kopija gena bilo da ju je otac naslijedio od svoje

majke ili od svoga oca (preuzeto iz Alberts i sur 2008).

Uz genomski utisak, stani¢nu diferencijaciju te inaktivaciju X kromosoma, DNA
metilacijom takoder inaktiviramo transpozone (Combes i Whitelaw 2010) i retrotranspozone
(Geiman i Muegge 2010). Transpozoni i retrotranspozoni su pokretni geneticki elementi (tab.
1). Oni Cine veliki dio naSeg genoma, ,,sebicnu DNA*®, a specifi¢ni su po tome Sto se ne mogu
izbaciti iz stanice. Inaktivacijom njihove transpozicije spreCava se njihovo kretanje po

genomu Cime se on stabilizira. Genom je stabiliziran inaktivacijom transpozicije jer se njome
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sprjeCavaju spontane mutacije. Spontanim mutacijama najceS¢e dolazi do delecije gena pa,

ako je deletirani gen esencijalan, mutacija je letalna (Alberts i sur. 2008).

Tablica 1. Tri klase pokretnih genetickih elemenata (PGE) (preuzeto iz Alberts i sur. 2008).
Table 5-3 Three Major Classes of Transposable Elements

CLASS DESCRIFTION AND SPECIALIZED ENIYMES MODE OF MOVEMENT
STRUCTURE REQUIRED FOR MOVEMENT

I Srariopiocasd movesasDNA, sitherby P element (Drosophila)
short inverted repeats at cut-and-paste or Ac-Ds (maize)
each end replicative pathways Tn3 and Tn10 (E. coli]
Tam3 (snapdragon)

_ reverse transcriptase and movies via an RNA

directly repeated long terminal integrase intermediate produced Tyl (yeast)

repeats (LTRs) at each end by a promoter inthe LTR ~ THE1 (human)

Bs1 (maize)
Nonretroviral retrowramsposons

_EI reverse transcriptase and maoves via an RNA F element (Drosophila)
Poly A at 3' end of RNA endonuclease intermediate that is L1 (human)

transcript; 5 end Is often often produced Cind [maize)

truncated from a neighboring

promoter

These elements range In length from 1000 to about 12,000 nucleotide pairs. Each family contains many members, only a few of which
are listed here. In addition to transposable elements, some viruses can move in and out of host cell chromosomes by transpositional
mechanisms. These viruses are related to the first two classes of transposons.

Table 5-1 Malecular Biology of the Cell 5/ {© Garland Scende 2008}
Prikaz strukture svake klase PGE te opis nafina kretanja po genomu, uz navode enzima koji provode kretanje,
specifi€no za svaku klasu. Dano je i par primjera za svaku klasu PGE.
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4. Sazetak

DNA metilacija provodi se DNA metiltransferazama 1, 3a i 3b. Dnmtl omogucava
nasljedivanje metilacijskog uzorka sa ,,starog* na novosintetizirani lanac DNA tijekom svake
DNA replikacije. Dnmt 3a i 3b uspostavljaju novi metilacijski uzorak putem vlastite de novo
metiltransferazne aktivnosti. Dnmtl, 3a i 3b esencijalni su tijekom razvoja jer je njihovom
delecijom inhibiran razvoj embrija, a uslijed njihove mutacije ili mutacije proteina s kojima
suraduju, prije¢i se normalan razvoj i uzrokuju teSki poremecaji. Metilacijom DNA u
kromatinsku strukturu uvodimo promjene koje onemogucavaju enzimima, transkripcijskim
faktorima itd., pristup DNA. Onemogucavanje pristupa DNA dovodi do utiSavanja genske
ekspresije, ali, kao Sto smo vidjeli na primjeru genomskog utiska, DNA metilacijom mozZzemo
I potaknuti gensku ekspresiju. DNA metilacija stoga, tijekom embrionalnog razvoja,
omogucava stani¢nu diferencijaciju, formiranje genomskog utiska u germinativnim
stanicama, ekspresiju utisnutin gena u stanicama na razliCitom stupnju diferencijacije,

inaktivaciju X kromosoma u Zenki te inaktivaciju pokretnih genetickih elemenata.

5. Summary

DNA methylation is carried out by DNA methyltransferases 1, 3a and 3b. Dnmtl
ensures that DNA methylation pattern is maintained after each cell division. Dnmt3a and
Dnmt3b are responsible for establishment of new DNA methylation pattern by their de novo
methytransferase activity. Dnmt 1, 3a and 3b are known to be essential during embryonic
development because targeted deletion of any one of them leads to developmental arrest at
early stages of development and because mutations in Dnmt or proteins that cooperate with
Dnmt impair normal development leading to severe disorders. DNA methylation changes the
chromatin structure and with it changes the accessibility of DNA which leads to gene
silencing or activation of gene expression, showed by the example of imprinted genes.

Changes mentioned above, caused by DNA methylation, are known to be involved in cellular
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differentiation, formation of genomic imprinting in germ cells, expression of imprinted genes
in cells on different differentiation levels, X chromosome inactivation and silencing of mobile

genetic elements.
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