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Epigenetika u reprodukciji i razvoju

Floriana Buli¢-Jakus*

U preglednom radu predstavijen je suvremeni pogled na epigenetiku u reprodukciji i razvoju sisavaca. Osnovni epigeneti¢ki meha-
nizmi kao DNA metilacija, posttranslacijske promjene histona i nekodirajuceg RNA-a, bez zadiranja u nukleotidni redoslijed DNA
molekule, reguliraju gensku ekspresiju a time i proliferaciju, diferencijaciju, dediferencijaciju stanica i tumorigenezu. Epigeneticki
liiekovi i nezrele embrionalne stanice pocinju se primjenjivati u novim terapijskim strategijama humane medicine. Buduci da su
epigeneticki mehanizmi ukljuceni u razvoj gameta i zametka sisavaca, od velike su vaznosti opisani Zivotinjski eksperimentalni
modeli na kojima se mogu pratiti epigeneticke promjene, posebno u metilacijii DNA-a, i njihov utjecaj na potomstvo. Stetni utjecaji
iz okolisa (npr. neishranjenost skotne Zenke) mogu izazvati promjene fenotipa takoder u slijedecih generacija, $to se prenosi transge-
neracijskim (ili intergeneracijskim) epigenetickim ucincima, a ¢ini se da se neki od njih nepoznatim mehanizmima prenose preko
gameta i na F3 generaciju koja nije nikad bila izloZzena stetnom agensu (npr. vinclozolin). Novi koncept razvojnog podrijetla zdravlja
i bolesti upucuje na poremecaj epigenetike u razvoju pretilosti i dijabetesa tipa 2 u Covjeka (npr. zbog neishranjenosti majke za vri-
Jjeme gestacije), pa se danas govori o ,stedljivom epigenotipu” Stetni ¢imbenici iz okolisa ¢ini se da mijenjaju epigenom covjeka, pa
bi specificne epigeneticke promjene mogle posluziti kao biljezi izloZenosti. Pitanje nasljednosti epigenotipa i njegovog stvarnog
znacenja za razvoj bolesti u slijedec¢ih generacija zanimljivo je i vazno pitanje koje se intenzivno istrazuje na multidisciplinaran

nacin.
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Biologija (genetika) definira epigenetiku kao proucavanje
mitoticki ili mejoticki nasljedne promjene genske ekspresije
ili stani¢nog fenotipa. Promjene su prouzrokovane meha-
nizmima koji ne mijenjaju nukleotidni redoslijed molekule
DNA-a kao $to to radi mutacija. Epigenetika se bavi nasljed-
nim, ali i reverzibilnim oznakama (engl. marks) koje se po-
stavljaju na nepromijenjeni genom, pa se stoga i naziv mu-
tacija u okviru epigenetike mijenja u ,epimutacija’, a su-
kladno genetickom nazivlju govori se i o ,epigenomu” i
,epigenotipu”. Tri kategorije signala potrebne su za po-
stizanje nasljednog epigeneti¢ckog statusa. lzvanstani¢ni
signal tzv. “epigenator” potjece iz okolisa i zapocinje
epigeneticki put (npr. promjene temperature, diferencija-
cijski signali). “Epigeneticki inicijator” dobiva signal od epi-
genatora i odreduje mjesto u kromatinu za djelovanje
epigenetickog puta. Epigeneti¢ki odrZiva¢ odrzava kro-
matinski okoli$ u pocetnoj i slijede¢im generacijama. Za
zadrzavanje kromatinskog miljea moze biti potrebna su-
radnja inicijatora i odrzivaca (1).

Buduc¢i da epigeneticke promjene omogucavaju regulaciju
genske ekspresije, danas je jasno da epigenetika ima pre-
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sudnu ulogu u regulaciji proliferacije, diferencijacije, dedi-
ferencijacije i tumorigeneze. Zagrebacka embrioloska skola
s Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu ima dugu tra-
diciju istrazivanja ovakvih razvojnih procesa u sisavaca, koju
je zapoceo pionir razvojne biologije sisavaca u nas, pok.
akademik Nikola Skreb. On je svojim teratoloskim pokusima
sredinom proslog stoljeca otkrio da se nakon pojave mezo-
derma u Stakora gubi tzv. efekt ,sve ili nista’, pa se javljaju
kongenitalne malformacije. Drugo veliko otkrice Skreba i
njegovih suradnika Davora Soltera i lvana Damjanova bilo je
da se zametak misa transplantiran na ektopi¢no mjesto
razvija u teratokarcinom (2, 3). U novim strategijama rege-
nerativne medicine u kojima se primjenjuje transplantacija
embrionalnih mati¢nih stanica, govori se bas o opasnosti
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od maligne transformacije embrionalnih stanica, a nedavno
je jedan takav neoprezan pokusaj terapije u ovjeka rezulti-
rao pojavom malignog tumora (4).

Tri su osnovna epigeneticka mehanizma uklju¢ena u regu-
laciju genske ekspresije. Metilacija DNA-a, tj. ugradnja me-
tilne skupine u citozin (ve¢inom u CpG dinukleotidnim
sekvencama), pomoc¢u DNA metiltransferaza najcesce ne-
gativno regulira gensku ekspresiju u genskim promotorima.
Posttranslacijska acetilacija histona, relaksirajuci kromatin,
olaksava gensku ekspresiju, a nekodirajuce molekule RNA-a
utisavaju gensku ekspresiju na razini RNA-a (npr. mikro
RNA-i, mali interferirajuci RNA-i) ili u kromatinu (npr. dugac-
ki nekodiraju¢i RNA-i). Ovi su mehanizmi osnova za nove
terapijske pristupe, pa se DNA demetilacijska sredstva, in-
hibitori histonskih deacetilaza ili RNA interferencija pri-
mjenjuju u lije¢enju malignih bolesti (5). Treba istaknuti da
takvo zadiranje u regulaciju genske ekspresije moze rezulti-
rati nuspojavama kao sto su kongenitalne malformacije u
potomstvu. DNA demetilacijski agens 5-azacitidin, koji se
primjenjuje u lijecenju mijelodisplasti¢nog sindroma, u
eksperimentalnih Zivotinja izaziva znac¢ajno smanjenje rasta
i malformacije udova, ali i promjene u placenti (6, 7). Eks-
plantacijom pupoljaka udova i njihovom kultivacijom ex
vivo u in vitro modelu otkriven je izravni negativni ucinak
5-azacitidina na rast ¢itavog organa i proliferaciju stanica (8).
Kondenzacija kromatina u heterokromatin putem metilacije
histona na lizinskim ostatcima i zaustavljanje ekspresije Bdnf
u hipokampusu javlja se u socijalnom porazu, a metilacija
citozina u promotoru i priviacenje transkripcijskih represora
(SIN3A, MeCP2, tj. methyl-CpG binding protein 2 i histonskih
deacetilaza (HDACs) zamijecena je u genu za glukokorti-
koidni receptor u Stakorica s urodenim smanjenjem maj-
¢inskog ponasanja. Inhibitori histonskih deacetilaza (HDI)
imaju antidepresivni ucinak (9), a u skupinu HDI pripada i
antiepileptik valproat koji se danas primjenjuje i u pokusnim
terapijama malignih bolesti.

Metilacija DNA molekule u ranom razvoju zametka sisavca i
spolnih stanica dinamican je proces. Spermij posjeduje visi
stupanj metilacije od oocite, ali nakon oplodnje, za vrijeme
brazdanja, stupanj metilacije se snizava, pa je najnizi u bla-
stocisti. Nakon toga dolazi do de novo metilacije, visokog
stupnja u epiblastu, nizeg u ekstraembrionalnim tkivima i
tipicnog obrasca metilacije za pojedina tkiva koja se dife-
renciraju. U spolnim prastanicama metilacija se smanjuje, a
procesi demetilacije su tek nedavno opisani (10). U spolnim
prastanicama zametka odvija se takoder i proces genom-
skog utiskivanja (engl. genomic imprinting). Pokus transplan-
tacije pronukleusa misje zigote koji je 1984. proveo Davor
Solter, pokazao je da,ginogeneticki” (dva zenska pronukleu-
sa u zigoti) i androgeneticki” (dva muska pronukleusa u zi-
goti) zametci ne mogu prezivjeti, a to je uputilo na razliku u
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,utiskivanju” muskog i zenskog genoma (11). Naime, neki
geni se izrazavaju samo s jednog alela, onog naslijedenog
od majke ili onog naslijedenog od oca. Diferencijalno meti-
lirane regije (DMR), tj. ICR (engl. imprint control region), one
su koje odreduju s kojeg alela ¢e se gen izrazavati. Takav se
genski utisak ne mijenja tijekom Zivota jedinke (od zigote
do odraslog organizma) nego se nasljeduje u svim stanica-
ma jedinke, osim u spolnim stanicama. U spolnim prastani-
cama jedinke (jos za vrijeme fetalnog razvoja) dolazi do bri-
sanja pojedinog genskog utiska, a kasnije (prenatalno u
prospermatogonijama i postnatalno u oociti prije metafaze
Il) uspostavlja se novi utisak ovisno o spolu jedinke. Danas
se zna da je i na muskim i na Zenskim DMR-ima nemetilirani
alel povezan s H3/H4 acetilacijom i dimetilacijom lizina 4
histonaH3 (H3K4me?2), koji su obiljeZja permisivnog kroma-
tina. Nasuprot tome, metilirani alel je uvijek povezan s hi-
stonskim oznakama karakteristi¢nim za represivni kromatin:
trimetilacija lizina 9 histona H3 (H3K9me3), trimetilacija lizi-
na 20 histona H4 (H4K20me3) i simetri¢na dimetilacija argi-
nina 3 histona H4/H2A (H4/H2AR3me2s). Osim toga, vazni
su i nehistonski proteini kao KRAB protein sa cinkovim prsti-
ma ZFP57 (12). Utisnuti geni se obi¢no javljaju u nakupina-
ma, dijele¢i regulatorne elemente, a njihova prisutnost i
doziranost potrebna je za vazne Zivotne procese, kao $to je
primjerice prelazak na samostalni zivot u misa koji je one-
mogucen promjenom utiskivanja gena vaznih za razvoj
smedeg masnog tkiva (13). Modulacija doze utisnutih gena
(oko 100) vjerojatno igra glavnu ulogu u plasti¢nosti razvoja
fetusa, koja se javlja pod utjecajem okolisa kao i u plasti¢no-
sti razvoja pojedinih stanica ili populacija mati¢nih stanica.
Doziranje utisnutih gena modulira se putem kanonskih
mehanizama (transkripcijskim faktorima) ili opustanjem utis-
ka reaktivacijom utisanog alela (14). Specificne promjene
doziranja genskih utisaka tijekom razvoja mogle bi se upo-
trijebiti kao biosenzor za izlozenost ¢imbenicima okolisa u
¢ovjeka (15). Naime, u posljednje vrijeme se istrazuje utjecaj
faktora iz okolisa na abnormalan in utero razvoj organskih
sustava i/ili procesa adaptacije koji vodi bolestima odraslog:
metabolicke bolesti, kardiovaskularna bolest, poremecaji
funkcije S7S-a/ponasanja. Smatra se da u tome sudjeluju
nasljedne promjene epigenetickog statusa.

U Zivotinjskim modelima kao $to su aguti misevi (engl.
agouti viable yellow) i misevi zavinuta repa (engl. kinky tail)
istrazuju se posebni mehanizmi nasljedivanja fenotipa po-
vezani s tzv. ,metastabilnim epialelima” IAP LTR-retro-
transpozoni koji se nalaze u cis-poloZaju s obzirom na gene
agutivy i axin (fu) mogu se metilirati, pri cemu se gubi njiho-
va aktivnost i tipi¢ni fenotipovi kao Zuta boja tijela i pretilost
(boja prelazi u tamnu, a misevi su mrsavi) ili zavinuti rep (po-
staje ravan). Aguti vy epigeneticko nasljedivanje odvija se
putem majke, a Axin (fu) putem majcinskog i ocinskog prije-
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nosa (16). Ako se metilacija IAP dogodi kasnije u razvoju,
aguti misevi dobivaju tamne mrlje na zutom krznu.

Kad su se aguti Zenke prije trudnoce, za vrijeme trudnoce i
laktacije hranile donorima metilne skupine (folnom kiseli-
nom, kolinom, vitaminom B, betainom) ili fitoestrogenom
genisteinom, potomstvo im je u vecem postotku bilo tam-
nijeg krzna zbog vece metilacije i inaktivacije IAP retrotran-
spozona. Dolinoy je hranila miseve bisfenolom A (BPA), Sto je
pomaknulo boju krzna potomstva prema Zutoj, a donori
metilne skupine u hrani su je vratili na tamniju (17). Bisfenol
A se nalazi posvuda u okolisuy, jer sluzi u proizvodniji plastike
i epoksi smola, a veze se na estrogene i njima sli¢ne recep-
tore te ostale receptore steroida iz gonada. BPA prekida pe-
rinatalni kloridni pomak, koji je vazan korak u normalnom
funkcioniranju zrelog SZS-a, a osjetljiviji je mozak u Zenskog
potomstva. U ovom procesu povecana je ekspresija gena
KCC2/Kcc2 koja se odvija u Stakora izmedu stadija E17 1 P20
u Stakorskih neurona (prije okota), a u ljudi od drugog tri-
mestra trudnoce s vrhuncem pri rodenju (18). U ljudi se in-
tenzivno istrazuje izlozenosti BPA-a u Covjeka (od 91 studije
54 je objavljeno prosle godine). Epidemioloski podatci po-
vezuju koncentraciju BPA-a s metaboli¢kim poremecajima,
promjenama ponasanja i reprodukcijskim ucincima (19).
Vece koncentracije BPA-a u prepubertetskih djevojaka po-
vezane su s hipometilacijom gena za imunost, aktivnost
transporta, metabolizma i kaspaze, a posebno CpG ciljnih
sekvenci na kromosomu X, $to upucuje na potencijalnu
vrijednost epigeneticke epidemiologije u otkrivanju bio-
markera ekspozicije i razvoju dijagnostickih strategija bazi-
ranih na epigenetici (20).

U majci za vrijeme gestacije (F ) razvija se F, generacija, a u
njoj spolne stanice koje su osnova za razvoj F, generacije.
Nakon tretiranja F generacije vinklozolinom, Skinner je opi-
sao promjene koje se prenose preko oca i u F, generaciju.
Dakle, F. odrasli misevi nisu nikad bili izloZzeni ovom faktoru
iz okolisa, a iskazuju promjene fenotipa te razvijaju bolesti
testisa, prostate, bubrega, imunosti, ponasanja i rak. Muzjaci
i zenke F, imaju razli¢ite somatske transkriptome i hipo-
tetske “epigeneticke kontrolne regije” (engl. Epigenetic con-
trol regions —ECR) koje bi regulirale vece skupine gena na
kromosomu, a koje bi tek trebalo dokazati (21). Nakon
razli¢itih tretmana (plastika, dioksin, avionsko gorivo) F,
Zenke su ulazile u rani pubertet, a smanjivao se znacajno
broj primordijalnih folikula kroz generacije. Diferencijalno
metilirane regije (DMR) spermija su bile identificirane u svim
linijama ekspozicije i ponasale su se konzistentno u skladu s
vrstom ekspozicije, ali su bile medusobno razli¢ite. Zapravo
nije poznato kako transgeneracijske epimutacije “prezivlja-
vaju” gore opisanu dinamiku demetilacijskih i metilacijskih
promjena prilikom prijenosa na potomstvo (22).
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U neishranjenih miseva, $to se ti¢e nasljednih fenotipova
odraslih, redukcija porodajne mase ocituje se do F2 potom-
stva, prenoseci se preko ocinske linije, pretilost se prenosi
preko majcinske linije, a intolerancija na glukozu preko
muske i Zenske linije (23). lako se mislilo da utisnuti geni
(funkcionalno monoalelni) zbog svoje vaznosti za rani razvoj
i razvoj metabolicke osovine mogu biti posebno osjetljivina
okolis, a njihove kontrolne regije (ICR) na epigeneticke pro-
mjene kao odgovor na inzulte u ranom razvoju, ferguson-
-Smith je pokazala da oni opcenito nisu ni podlozniji niti
otporniji od ostalih gena na promjene ekspresivnosti u F1 i
F2 generaciji neishranjenih majki, a ni kontrolne regije za
utiskivanje (ICR) u zametnoj liniji nisu osjetljive na restrikciju
prehrane. Opisane iznimke od tog pravila mogu biti vazne u
stjecanju fenotipskih razlika tretiranog potomstva i njiho-
vom daljnjem prijenosu (24).

U Covjeka je poznato da je teska kalorijska restrikcija in utero
povezana s povecanim rizikom za metaboli¢ku i kardio-
vaskularnu bolest u potomaka. Takoder je povecan neona-
talni adipozitet u unuka Zena koje su gladovale. Potomstvo
prenatalno eksponiranih oceva, ali ne i majki, bilo je teze i
deblje nego normalno, $to moze dovesti do njihove vece
podloznosti kroni¢nim bolestima (25). U doba velike epide-
mije pretilosti i fenotipova dijabetesa tipa 2 potrebno je
razumijevanje intergeneracijskog programiranja metaboli¢-
kih bolesti odraslih. Znanstvenici koji se bave istrazivanjem
prijenosa fenotipa na potomstvo danas govore o transge-
neracijskim (ili intergeneracijskim) epigenetickim ucincima.
To su ucinci na fenotipu (ili uzorcima genske ekspresije) koji
se pronadu u vise generacija, a ne mogu se objasniti Men-
delovim pravilima nasljedivanja (ili promjenama primarne
strukture DNA-a). Ovdje su ukljuceni ucinci izlaganja okolisu
odraslih, $to mijenja fenotip zametka koji se razvija, i to pu-
tem placente ili novorodene jedinke putem mlijeka. Od
toga treba razlikovati transgeneracijsko epigeneti¢ko na-
sliedivanje putem gameta. Ovaj pojam odnosi se na ucinke
na fenotipu (ili uzorcima genske ekspresije) koji se prenose s
jedne generacije na drugu putem molekula prisutnih u
spolnim stanicama, a ne mogu se objasniti Mendelovim
pravilima nasljedivanja (ili promjenama primarne strukture
DNA-a). Ovdje se ne misli samo na molekule koje se obi¢no
smatraju ,epigenetickim oznakama” nego i na molekule
RNA-a i proteine. ,Putem gameta” naglasava razliku izmedu
ovog fenomena i ucinaka izlaganja okolisu koji mijenjaju
fenotip putem placente itd. Potencijalni medijatori interge-
neracijskog prijenosa fenotipa su u majke i oca: zajednicka
genetika (DNA sekvence), zajednicki okolis (prehrana, stres,
socioekonomski faktori), epigeneticki efekti spolnih stanica
(jezgra, citosol), struktura i funkcija placente. Za prijenos
preko majke jos bi bile od vaznosti: mitohondrijski DNA, in-
trauterini i rani postnatalni okolis (deregulacija majcine
prehrane ili metabolizma, promijenjena struktura/funkcija
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uterusa, ponasanje majke, promjene u ponasanju sto se tice
njege ili sastav mlijeka). Za prijenos preko oca vazni bi mogli
biti proteini sjemena, citokini, hormoni (26).

David Barker, dr. med. prvi je postavio hipotezu ,razvojnog
podrijetla zdravlja i bolesti” (engl. developmental origins of
health and disease - DOHaD), proucavajuci vezu izmedu uv-
jeta fetalnog razvoja i metabolickog fenotipa odraslog (27).
Za razvoj pretilosti i dijabetesa tipa 2 vazna je interakcija
gena i okolisa, pa se u pocetku govorilo o ,Stedljivom ge-
notipu’, koji u doba obilja i sedentarnog nacina Zivota daje
podlogu za razvoj bolesti, zatim Barker govori o,Stedljivom
fenotipu” koji se javlja kao posljedica slabog fetalnog i ranog
rasta, a danas je predloZena hipoteza,Stedljivog epigenoti-
pa“ Prema toj hipotezi metaboli¢ka Stedljivost je prastaro,
kompleksno svojstvo, a mreza gena koja kodira ovo svojstvo
postala je otporna na mutacije. Polimorfizmi DNA molekule,
¢ini se, igraju malu ulogu u etiologiji, a epigeneticke vari-
jacije su predominantne u stvaranju podloZnosti. Odgo-
varajuci epigenotipovi imaju potencijal za nasljedivanje kroz
generacije. Leptin se predlaze kao gen kandidat za stjecanje
Stedljivog epigenotipa (28, 29).

Danas se opcenito smatra da je organizam od zaceca, preko
embrionalnog, fetalnog razvoja, novorodenacke, dojenacke
dobi i ranog djetinjstva podlozan promjenama pod utje-
cajem okolisa, sto moze dugotrajno utjecati na zdravlje i
rizik za obolijevanje. Svoj prilog u istrazivanju DOHaD kon-
cepta daju suvremena bioloska znanost i zdravstvo, a po-
sebno translacijska (bazi¢na-klinicka) istrazivanja. Zivotni stil
roditelja, pusenje, pretilost, kemikalije i toksini modulatori su
rizika obolijevanja. Efekti su suptilni i stupnjeviti, ne preki-
daju razvoj, ne izazivaju odmah bolest, ali utjecu na brzinu
razvoja bolesti u pojedinca. Neke od promjena u razvoju na-
staju zbog promjene aktivnosti gena putem epigenetickih
procesa. Epigeneticki utjecaj koji se javlja iz okolisa moze
djelovati na intrauterini okolis i mijenjati uzorke genske
ekspresije. Na kraju plasti¢ne faze razvoja (reverzibilna ili ire-
verzibilna adaptacija) javlja se odredeni fenotip koji nakon
porodaja odreduje fenotip odraslog (podloznost bolesti,
odgovor na terapiju), a fenotip odraslog se opet moze
mijenjati pod utjecajem epigeneti¢kog utjecaja (npr. stres,
toksi¢ne supstancije) (18). Sto se ti¢e transgeneracijskog
epigenetickog nasljedivanja i njegove vaznosti, danas medu
znanstvenicima vlada veliko uzbudenje, ali i oprez u in-
terpretaciji dosadasnjih istrazivanja na razli¢itim vrstama
(30,31).
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SUMMARY

Epigenetics in reproduction and development

Floriana Buli¢-Jakus

This review article brings a contemporary view on epigenetics in mammalian reproduction and development. The basic epigenetic
mechanisms such as DNA methylation, posttranslational histone modifications and noncoding RNA, without involving the nucleo-
tide sequence of DNA molecule, requlate gene expression and thus cell proliferation, differentiation, dedifferentiation and tumori-
genesis. Epigenetic drugs and immature embryonic cells have just been introduced in novel therapeutic strategies of human medi-
cine. As epigenetic mechanisms are involved in the mammalian gamete and embryonic development, the experimental animal
models described are of highly relevant for monitoring epigenetic changes, in DNA methylation in particular, and their impact on
the offspring. Unfavorable environmental effects (e.g, maternal malnutrition) may cause phenotype changes in the next few
generations, which are transmitted via transgenerational (or intergenerational) epigenetic effects, and some of them by yet un-
known mechanisms; they seem to be transmitted via gamete to F3 generation that has never been exposed to the noxious agent
(e.g., vinclozolin). The new concept of the developmental origin of health and disease points to epigenetic disorder in the develop-
ment of obesity and type 2 diabetes in man (e.g.,, due to maternal malnutrition during gestation), currently referred to as a “thrifty
epigenotype’ The harmful environmental factors appear to modify human epigenome, thus specific epigenetic modifications may
serve as exposure markers. The issue of epigenotype heredity and its real role in disease development in the next generations is quite

intriguing and important, thus being in the focus of interdisciplinary research.
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