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1. UVOD

Epigenetika je podruCje genetike koje se bavi utjecajem okolisnih Cimbenika na
genetsku strukturu, odnosno transgeneracijskim ucCinkom kojim se utjecaj okolisnih
Cimbenika prenosi i na sljedece generacije. Sve je viSe naznaka, ali i dokaza da je aktivnost
gena pod vanjskim utjecajima, odnosno da stanica moze ,,zapamtiti“ vanjske parametre.
Prema nekim istraZzivanjima, epigenom je moguce mijenjati vanjskim utjecajima, odnosno
kemijske tvari (acetilni nastavci, metilna skupina) koje mogu aktivirati ili deaktivirati
odredeni dio DNA. Najbolje razjasnjeni epigenetski mehanizam je metilacijski proces.

Prema istraZivanjima Spanjolskog genetiCara Estellerea i Szyfa, (Cancer as an
epigenetic disease, 2002. ) metilacijskim procesom citozina ,,iskljucuju* se pojedini geni. Ono
Sto je dokazano na jednojajCanim blizancima jest da je taj proces tijekom zivota promjenjiv.
Demetilacijom nekih dijelova DNA mogu se, primjerice, aktivirati geni odgovorni za
nastanak raka. S druge strane, geni koji su zaduZeni za kontrolu diobe stanice mogu se
iskljuciti djelovanjem metilnih skupina koje na taj naCin mogu pokrenuti mehanizam
nekontrolirane diobe, odnosno dovesti do pojave tumora.

Procesi metilacije pokuSavaju se promijeniti lijekovima. Americka uprava za lijekove
odobrila je djelatnu tvar koja se temelji na tim saznanjima. Slicni lijekovi joS su u razvoju.
Ocitovanje epigenoma moglo bi se koristiti i u dijagnosticke svrhe u smislu ranog detektiranja
rizika, odnosno pojave pojedinih vrsta raka.

Sa stajaliSta unapredenja zdravlja, ove Cinjenice otvaraju moguénost da nacinom
prehrane i zivotnim stilom utjeCemo na metilacijske procese, a zatim to prenesemo i na
sljedecCe generacije. Primjerice, prema istraZzivanjima Ming Zhu Fang, sa Sveucilista Rutgers u
New Yersey-u, epigalokatehin-3-galat iz zelenog Caja brine se za to da se geni koji
sprjeCavaju nastanak raka, (ali im je djelovanje onemoguceno ,blokadama ocitavanja“)

ponovo aktiviraju. Slicno djelovanje ima genistein iz sjemenki soje.



2. EPIGENETIKA U NORMALNIM STANICAMA

Geni u eukariotskim stanicama funkcioniraju u odredenoj sredini. Geni i elementi koji
omogucuju kontrolu njihove ekspresije su kodirani u osnovnoj DNA sekvenci stanice, koji

ostaje nepromijenjen uz nekoliko iznimaka kao Sto je to u sluCaju B i T limfocita.

2.1. METILACIJA DNA

Citozin se metilira pomocu enzima DNA metiltransferaze (Dnmt). Takva baza svojim
prisustvom u lancu DNA ima drugacije posljedice na aktivnost gena u kojima se nalazi nego
kada je na istom mjestu citozin. 5-metilcitozin (5mC) pronaden je u svim molekulama DNA
svih eukariota. Njegov je polozaj u molekuli DNA tocno odreden i vrlo specifican. Ogranicen
je samo na dinukleotidne sekvence CpG. To znaci da 5mC necemo pronaci u sekvenci DNA u
kojoj iza C slijedi A, T ili C ve¢ samo ako iza C slijedi G. Osim regulacije aktivnosti gena,
metilacija DNA ukljucena je u brojne procese koji se odvijaju u organizmu kao inaktivacija X
kromosoma, razvitak tumora, starenje, genomski imprinting.

U ljudskom genomu 1 % baza otpada na metilirani citozin, odnosno od ukupnog broja
CpG sekvcenci u genomu, 70-80 % ih sadrzi 5metil-citozin. U normalnim stanicama, CpG
metilacija se dogada samo u ponavljajuéim genomskim regijama. CpG nisu nasumice
rasporedeni u genomu; umjesto toga postoje CpG bogate regije, poznatije i kao CpG otoci,
koji obuhvacaju 5’ kraj u regulatornoj regiji mnogih ljudskih gena i ¢esto nisu metilirane. Ako
su odgovarajuci transkripcijski faktori dostupni, a CpG otoci su u nemetiliranom stanju sa
otvorenom kromatinskom konfiguracijom asocirane sa hiperacetiliranim histonom, odvijat ¢e
se transkripcija. Normalno metilirane CpG otoke moZemo naci u nekoliko sluCajeva:
imprinting geni, geni na X kromosomu u zena, tkivno-specificni geni. (www.medri.uniri.hr)

Genomski ili roditeljski imprinting je proces koji ukljuCuje razliku u ekspresiji
gena/kromosoma obzirom na njihovo roditeljsko porijeklo (otac/majka). Fenomen imprintinga
se oCituje na razini genoma, kromosoma i gena. Metilacija je opisana kao jedan od
mehanizama koji sudjeluje u utiSavanju tkivno-specificnih gena u onih vrsta stanica koje ne bi

trebale biti izrazene.



2.2. MODIFIKACIJA HISTONA

Do danas, vise od 60 modifikacija histona, ukljucujuéi acetilaciju, ubikvitinaciju,
metilaciju, fosforilaciju su detektirane masenim spektrometrom i specificnim protutijelima
(sl. 1). Kromatin je kompleks DNA i proteina histona (H1, H2A, H2B, H3 i H4 ). H2A i H2B
se Cesto zovu strukturni histoni, a H3 i H4 funkcionalni, iako svi histoni mogu imati razliCite

uloge, zavisno od njihovih modifikacija. (www.stetoskop.info)

Histonske modifikacije su neophodne za preciznu regulaciju ekspresije gena. Aktualna
istrazivanja dovode u vezu acetilaciju histona H3 i H4 s boljim uCenjem i memoriranjem.
Kako je remodeliranje kromatina bitno za ucinkovit popravak molekule DNA, bilo kakve
promjene u pakiranju DNA i histona mogu dovesti do negativnog ishoda za organizam.
Istrazivanja funkcionalnosti, kao i pokuSaj kartiranja histonskih promjena su dva veoma

aktualna podrucja istrazivanja u neuroznanosti posljednjih godina. (www.pmf.unizg.hr)
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Slika 1. Primjeri modifikacije histona



3. EPIGENETIKA I RAK

Rak je epigenetska bolest a moze se smatrati i genetickom bolesti. Epigenetske
promjene, posebno metilacija DNA, su izvrsni primjeri koji objaSnjavaju kako okolisni
Cimbenici mogu povecati rizik od raka. Naime,organizacija metilacije te poloZzaj kromatina
koji reguliraju stanicnu homeostazu genske ekspresije postaju neprepoznatljivi u tumorskoj
stanici. Genom preobrazene stanice prolazi istovremeno globalnu genomsku hipometilaciju i
gustu hipermetilaciju CpG otoka povezanih s regulatornim podrucjima gena. Ove dramaticne
promjene mogu dovesti do kromosomske nestabilnosti, aktivacije endogenih sekvenci,
gubitka imprintinga, aneuploidije i mutacija (sl. 2). Inaktivacija hipermetilacije utjeCe na
gotovo sve stani¢ne putove kao Sto su popravak DNA (hMHL1, BRCAL1, MGMT), kontrola
stanicnog ciklusa (p16INK4a, pl4ARF, p15INK4b) i apoptoza (DAPK, APAF-1)( Esteller
M., Herman J., 2002).
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Tumor supresorski geni koji su izlozeni neprirodnoj metilaciji CpG otoka u ljudskim
stanicama, pogadaju sve staniCne procese i tako uzrokuju dramatiCne posljedice. Primjeri za
to su sljededi: 1. put pl6INK4a/Rb/cdk4: inhibitor stanicnog ciklusa pl6INK4a je
hipermetiliran u Sirokom rasponu ljudskih tumora te tako dozvoljava tumorskoj stanici da
zapocCne proliferaciju te sprjeCava njezino starenje. 2. put p53/pl4ARF/MDM2: p53 je
mutirani tumor supresorki gen u ljudskim stanicama raka, ali i dalje polovica ljudskih
primarnih tumora ima divlji tip p53. Nacin na koji inaktiviramo p53 je pomocu utiSavanja
pl4ARF jer je onda MDMZ2 (onkogeni protein) u mogucnosti degradirati p53 jer ga pl4ARF
ne moze inaktivirati. 3. mreza APC/b-catenin/E-cadherin: APC je obi¢no mutiran u
tumorima debelog crijeva, ali se 0 tome malo zna. Danas je poznato da pogreSna metilacija
APCa je uobiCajena lezija u drugim neoplazmama, a hipermetilacija E-kadherina je relevantna
za biologiju raka dojke i drugih tumora. 4. popravak DNA: u raskriZju svih stani¢nih putova,
metilacija je jedan od glavnih igraca. 5. Hormonalni odgovor; pogreSna metilacija receptora
za estrogen i progesteron se dogada u tumoru dojke i maternice te dovodi do toga da stanice

raka ne reagiraju na steroidne hormone.

3.1. METILACIJA DNA

Prva epigenetska abnormalnost uoCena u stanicama raka bila je gubitak metilacije
DNA na CpG otocima. Danas je to jedna od najbolje karakteriziranih epigenetskih promjena.
Upravo zbog mnogih karakteristika, metilacija DNA je savrSeni model kojim objaSnjavamo
nastanak karcinoma. Tijekom progresije raka dolazi do raznih epigenetiCkih promjena te
funkcionalnih posljedica. ProSirena hipometilacija je povezana s mnogo vrsta raka ukljucujuci
rak Zeluca, bubrega, debelog crijeva, gusteraCe, jetre, maternice i pluéa. NajceS¢i uzroci
gubitka metilacije u raku su hipometilacija ponavljajucih sekvenci DNA i demetilacija
introna.

Predlozena su tri mehanizma koji objaSnjavaju doprinos hipometilacije DNA u
razvoju raka: 1. Povecanje genomske stabilnosti, 2. Reaktivacija pokretnih genetickih
elemenata, 3. Gubitak imprintinga. Demetilacija favorizira mitotsku rekombinaciju $to dovodi
do delecija, translokacija te kromosomske nestabilnosti. Hipometilacija DNA je osobito

izraZzena u pericentomernim satelitskim ponavljajuéim sekvencama i u nekoliko vrsta raka
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uklju€ujuci Wilmsov tumor, karcinom jajnika i dojke. Poremecaj u metilaciji DNA de novo
izaziva aneuploidiju u ljudskim stanicama raka. DNA hipometilacija moze aktivirati
intragenomsku endoparazitsku DNA.

Gubitak metiliranog citozina moZe takoder poremetiti genomski imprinting. Genomski
imprinting, utiSavanje jednog od dva roditeljska alela, odrzavan je diferencijalno metiliranim
regijama unutar ili u blizini gena. Gubitak metilacije, $to dovodi do poremecaja u imprintingu
dovodi do povecanja genskog produkta. Na primjer, gubitak imprintinga IGF2 (inzulinu sli¢an
faktor rasta) povecCava svoju stanicnu razinu i dovodi do povecanog rizika raka, ukljucujuci
rak jetre, pluca, debelog crijeva (sl. 3)(Moss T. J., Wallrath L., 2007). Zajedno s globalnom
hipometilacijom, genom stanica raka karakteriziran je lokaliziranim regijama hipometilacije
de novo posebice u CpG otocima tumor supresorskih gena i mikroRNA (miRNA) genima.
Drugim rijeCima, hipometilacijom CpG otoka inaktiviraju se tumor supresorski geni, Sto je
glavni dogadaj u procesu nastanka raka. Hipometilacija CpG otoka je takoder povezana s
utiSavanjem regulatornih miRNA. miRNA su male (8-22 nukleotida), nekodirajue RNA
molekule koje sudjeluju u regulaciji mnogih stani¢nih procesa ukljucujuci stani¢nu

proliferaciju, apoptozu i diferencijaciju.
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3.2. MODIFIKACIJA HISTONA

Povezanost histonske modifikacije i raka otkriveno je kasnije od povezanosti
metilacije DNA i raka. Studije su pokazale da su DNA metilaze povezane s histonski
modificirajuéim enzimima. Promjene u histonskoj modifikaciji neovisno o metilaciji CpG
otoka, takoder mogu dovesti do razvoja raka. Mnogi geni histonske acetiltransferaze (HAT)
su promijenjeni u raku te dovode do deacetilacije histona H3 na tumor supresorskim genima.
Translokacija i overekspresija proteina, koji sudjeluju u odrZzavanju uravnotezenog
metilirajuceg stanja, ukljucujuci i one koji metiliraju H3K4, H3K27 | H3K79, su ukljuceni u

razvoju raka prostate (sl. 4).



Normal Cell

Cancer Cell

Slika 4. Prikaz molekularnog mikrokozmosa oko CpG otoka tumor supresorskog gena u
normalnim i malignim stanicama

HATSs=histon acetiltransferaza; A=transkripcijski aktivatori; TF=bazalni transkripcijski
faktor;DNMTs= DNA metiltransferaza; MBDs= metil-vezni protein; HDACs= histon
deacetilaza; R=transkripcijski represor

(Esteller M., Herman J.,2002).



4. EPIGENETIKA U RAZVOJU BOLESTI

Epidemioloska istrazivanja su pokazala jasnu povezanost izmedu utjecaja okolisa i
bolesti, osobito tijekom ranog razvoja. Povezanost izmedu niske porodajne tezine i povec¢anog
rizika od kroni¢ne bolesti ukljuCujuci hipertenziju, mozdani udar, dijabetes je dobro
dokumentirana. Proces koji objasSnjava tu povezanost najceS¢e se definira kao proces u kojem

se organizam pokuSava prilagoditi prirodi kroz nasljedne epigenetske promjene.

4.1. METILACIJA DNA

Tijekom ranog razvoja, embrio prolazi rasprostranjenu demetilaciju Sto rezultira
gubitkom CpG metilacije. Zahtjev za uspostavljanje i odrzavanje genomske metilacije tijekom
brze stanine proliferacije u ranom razvoju zahtijeva dostupnost odgovarajucih razina
nutricionisticko opskrbljenih metiliranih donora (metionin) i kofaktora (folna kiselina).

Nedovoljan unos folne kiseline tijekom razvoja je povezana s brojnim bolestima
ukljuCujuci bolest koronarnih arterija te redukcijom metilacije u genomu. Primjeri
povezanosti prenatalne nestaSice i bolesti mogu se pronaci u brojnim istraZivanjima. U tim
istrazivanjima istrazene su posljedice prenatalne gladi u razdoblju od 1944- 1945 godine.
Otkriveno je da je teSki prenatalni nutritivni nedostatak usko povezan sa pove¢anom razinom
shizofrenije, kongenitalne anomalije srediSnjeg Ziv€anog sustava.

Specificni genetski defekti koji su izazvani metilacijom DNA takoder su povezani s
ljudskim bolestima. Jedna skupina ukljuCuje bolest asociranu s gubitkom imprintinga.
Zanimljiv primjer koji ilustrira ovu skupinu bolesti pronaden je u poremecenom paru
imprinting-gena, sindrom Prader-Wili (PWS) i sindrom Angeleman (AS). Osobe sa
sindromom Prader-Wili obicno su niskog rasta, pretile, malih Saka i stopala, te sa teSkom
mentalnom retardacijom (1Q=20-80). Osobe sa sindromom Angelman obi¢no imaju
poteSkoce u govoru, zastoj u rastu, mentalnu retardaciju te prenaglasen smijeh (happy puppet
sy.)( http://hpps.kb.split.hr).
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Delecija ili metilacija de novo oCevog alela u sindromu Prader-Wili odnosno
majcinog alela u sindromu Anglemanom utiSava imprinting gene (http://www.medri.uniri.hr).
Osim sindroma Angelman i Prader-Wili, mali broj ostalih ljudskih bolesti je povezano s
gubitkom imprintinga kao nasljedna osteodistrofija Albright (AHO) ili kratkotrajan neonatalni
dijabetes. Bolest povezana s metilacijom DNA je sindrom fragilnog X kromosoma (FRAXA).
FRAXA je nasljedni oblik mentalne retardacije u muSkaraca. Naj¢eS¢i uzrok je promjena ili
mutacija pojedinog gena koji se prenosi s jedne generacije na drugu (sl. 5, 6 ). Tako mutirani
gen ne moze stvarati dovoljno proteina potrebnih za rad ljudskih stanica, posebno mozdanih
stanica.Vise od 80% muskaraca koji imaju sindrom fragilnog X kromosoma imaju kvocijent

inteligencije 75 i manje.( www.medicinenet.com)

|
w28 ) 3 1LY )¢

~ 7 QG
NS
e

13 14 15 16 17 18
e . -

[ 1 [

1d if ¢} N> |

19 28 21 22 -
Karyubype: 46,7, ral~][y27.3)

Slika 5. Kariotip osobe sa sindromom fragilnog X kromosoma
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Slika 6. UtiSavanje gena kod sindroma fragilnog X kromosoma

4.2. MODIFIKACIJA HISTONA

Brojna istrazivanja na modelnim organizmima istaknula su bitnu ulogu histonske
acetilacije, metilacije i fosforilacije u embriogenezi i razvoju. Ipak, napravljeno je nekoliko
poveznica izmedu ljudskog razvoja bolesti i histonske modifikacije. Nedavna istrazivanja su
pokazale povezanost histonske metilacije i neuroloskih bolesti. Jedan takav primjer ukljucuje
jezgrin vezni receptor sisavca iz porodice SET (NSD1, NSD2, NSD3) koja katalizira
metilaciju H3K36. Haploinsuficijencija jednog gena porodice (NSD1) dovodi do neuroloskog
poremecaja tzv. sindrom Sotos koji je karakteriziran cerebralnim gigantizmom, srednjom
mentalnom retardacijom te promjenama u ponasanju. Mutacijama u NSD2 dolazi do mentalne

retardacije, epilepsije te kranio-facijalnom disgenezom. (Hirst M., Marra M., 2009)

12



5. EPIGENETIKA U AUTOIMUNIM POREMECAJIMA

Autoimune bolesti su brojni poremecaji koji nastaju kao posljedica gubitka
imunoloSke tolerancije organizma na vlastite antigene, ili najkrace receno radi se o bolestima
kod kojih sam organizam napada vlastite stanice. Ove bolesti se najceSce javljaju kod
pacijenata sa genetskom predispozicijom, izazvanom brojnim egzogenim i endogenim
faktorima. Autoimune bolesti nastaju uslijed imunog oSteenja vlastitih tkiva i organa

(,,organizam napada sam sebe®), ili gubitka tolerancije na vlastita tkiva.

5.1. METILACIJA DNA

Povezanost DNA metilacije i autoimunosti je najbolje opisana u kontekstu reumatske
bolesti posebice u sistemskom eritematoznom lupusu (kroni¢na autoimuna bolest u kojoj
ljudski imuni sustav postaje hiperaktivan i napada normalna zdrava tkiva). Sredinom 80ih
godina znanstvenici su pokazali da dodatak 5-azacitidina ljudskim T4 stanicama uzrokuje
privremeni odgovor molekule MHC u nedostatku antigena. Tretiranje T-stanica sa DNA
metilirajucim inhibitorima inducira ekspresiju puta CD70 demetilacijom vlastitog promotora.
PredloZeni su i neki modeli koji objaSnjavaju kako hipometilirane T4 stanice mogu dovesti

do razvoja lupusa, kroni¢ne autoimune bolesti.

5.2.MODIFIKACIJA HISTONA

Najnovija istrazivanja su pokazala da modifikacija histona isto ima bitnu ulogu u
razvoju reumatoidnog artritisa. Transkripcijski faktor NF-«B je kljucan regulator u indukciji
upalnih gena i zbog toga je predmet mnogih istrazivanja. NF-kB se veze na lokalizirana
mjesta u promotoru ciljnog gena, i na taj nain djeluje. Konformacijskim promjenama histona

uspostavlja se bolje vezanje. Ciljni geni NF-kB su zajedno sposobni modificirati histone i
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DNA i tako stvarajuCi potencijal za utiSavanje aktivacije upalnih gena. NF-kB je takoder
ukljuCen u odrzavanje SIRSa (Systemic inflammatory response syndrome), upalno stanje
koje pogada Citavo tijelo i odgovor imunoloskog sustava na infekciju ili bez infekcije. Kao i
kod reumatoidnog artritisa, modifikacija histona i u ovom slucaju igra bitnu ulogu. U
inicijalnoj fazi sepse, NF-kB je aktiviran kroz formiranje transkripcijskog heterodimera p65 i
p50. (Hirst M., Marra M., 2009)

"Disease and Epigenetics" papers available on Pubmed
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Slika 7. Eksponencijalni rast povezanosti epigenetike i bolesti (Hirst M., Marra M., 2009)
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7. SAZETAK

Epigenetika je podrucje koje se bavi istrazivanjem nasljedne promjene u genskoj
ekspresiji ili stanicnog fenotipa uzrokovane mehanizmima drugacCijima od promjene u
sekvenci DNA. Prije svega, to se odnosi na funkcionalno relevantne modifikacije genoma koji
ne ukljuCuju promjenu u nukleotidnoj sekvenci. Primjeri takvih promjena su metilacija DNA i
histonska modifikacija, a oba primjera sluZze za regulaciju genske ekspresije bez promjene
temeljne DNA sekvence. lako modifikacija histona ukljuCuje cijelu sekvencu, nestrukturirani
N- terminalni krajevi (nazvani histonskim repovima) su visoko modificirani. Ove
modifikacije ukljuCuju acetilaciju, metilaciju, ubikvitilaciju, fosforilaciju. Epigenetika ima
brojne i raznovrsne, potencijalne medicinske aplikacije Sto ju i Cini viSedimenzionalnom u
prirodi. Kongenitalne genetske bolesti su dobro razumljive, i jasno je da epigenetika igra
bitnu ulogu, na primjer, u slu¢aju sindroma Angelman i Prader-Wili. To su normalne
genetiCke bolesti uzrokovane delecijom ili inaktivacijom gena, ali su neobi¢no Ceste bolesti
jer su pojedinci Cesto hemizigoti zbog genomskog imprintinga i dovoljno je da narusavanjem
jednog gena dode do bolesti, ali mnogo sluCajeva zahtijeva naruSavanje obje kopije gena.

Posljednjih godina epigenetske bolesti dozivjele su eksplozivan rast (sl. 7). UnatoC
tome, mnogo stvari je joS neotkriveno. Nedostaje nam podaci o utjecaju vecine epigenetskih

funkcija u eukariotskom genomu.
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8. SUMMARY

Epigenetics is the study of heritable changes in gene expression or cellular phenotype caused
by mechanisms other than changes in the underlying DNA sequence. It refers to functionally
relevant modifications to the genome that do not involve a change in the nucleotide sequence.
Examples of such changes are DNA methylation and histone modification, both of which
serve to regulate gene expression without altering the underlying DNA sequence. Although
histone modifications occur throughout the entire sequence, the unstructured N-termini of
histones (called histone tails) are particularly highly modified. These modifications include
acetylation, methylation, ubiquitylation, phosphorylation. Epigenetics has many and varied
potential medical applications as it tends to be multidimensional in nature. Congenital genetic
disease is well understood, and it is also clear that epigenetics can play a role, for example, in
the case of Angelman syndrome and Prader-Willi syndrome. These are normal genetic
diseases caused by gene deletions or inactivation of the genes, but are unusually common
because individuals are essentially hemizygous because of genomic imprinting, and therefore
a single gene knock out is sufficient to cause the disease, where most cases would require
both copies to be knocked out.

The field of disease epigenetics has seen explosive growth in recent years. However, this
excitement should be tempered by the fact that we lack fundamental understanding of how the
majority of epigenetic marks function in the eukaryotic genome.

17



