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1.UvOD

Definicija epigenetike se mijenjala nekoliko puta u zadnjih desetlje¢a. Rije¢ epigenctika
se izvorno Koristila u opisivanju procesa koji su ukljuc¢eni u razvoj zigote do zrelog organizma
(Huang i sur. 2016). Danas je epigenetika definirana kao nasljedne promjene u aktivnosti i
ekspresiji gena koje se dogadaju bez promjena unutar sekvence DNA (Aaron i sur. 2007). Sve
stanice u organizmu u sustini sadrze istu DNA ali, vrste stanica i njihove funkcije razlikuju se
zbog kvalitativnih i kvantitativnih razlika u ekspresiji gena. Prema tome kontrola ekspresije
gena je klju¢na za diferencijaciju i razvoj. Smatra se da epigeneticki procesi kao sto su metilacija
DNA, modifikacija histona i razni drugi procesi posredovani molekulama RNA, utjecu na
gensku ekspresiju prvenstveno na razini transkripcije, iako i translacija moze takoder biti
epigeneticki regulirana (Gibney i Nolan 2010). Uzorak ekspresije gena koji karakterizira
diferencirane stanice utvrden za vrijeme razvoja, zadrzava se i nakon mitoze stanice. Prema
tome uz to Sto stanice nasljeduju geneticku informaciju isto tako nasljeduju i informaciju koja
nije dio slijeda nukleotida DNA, a ta vrsta informacija nazvana je epigenetikom. Postoje i
drugadije definicije koje su Sire od navedene te koje obuhvacaju ali i ne moraju obuhvacati
zahtjeve za nasljednost. Neovisno o definiciji, epigeneticki procesi koji stabilno mijenjaju
uzorak ekspresije gena (i/ili prenose te promijene i prilikom diobe stanica) obuhvacaju: (1)
metilaciju citozina; (2) post-translacijske modifikacije proteina histona i remodeliranje

kromatina; i (3) mehanizme temeljene na RNA (Gibnney i Nolan2010).

Metilacija DNA je potencijalno najjednostavniji mehanizam za epigeneti¢ki prijenos
informacija (Preface, Huang i sur. 2016). Jo$ prije 40 godina istaknuto je kako se metilacija
citozina na otocima CpG moze ,,prekopirati“ za vrijeme replikacije uz pomo¢ enzima koji
reorganizira hemiacetilirano podrucje i metilira CpG na novo-sintetizirani lancu. Model
metilacije otoka CpG je zapravo sluzio kao poticaj za definiciju epigenetike koju imamo danas,
zato §to je predstavio prvi moguéi put za prijenos informacija kroz replikaciju DNA, a da te
infromacije nisu dio DNA sekvence. Od tada je doslo i do otkri¢a uloge strukture kromatina i
nekodiraju¢ih molekula RNA (ncRNA) u regulaciji ekspresije gena, $to je omogucilo nove
uvide u mehanizme epigenetike. Svaki od tih mehanizama su detaljnije opisani u tekstu. Uz
nacine regulacije ekspresije gena uz pomo¢ epigenetickih mehanizama, novija se istrazivanja

bave i odgovorima tih mehanizama na okolinu. Epigeneticke promjene i prilagodbe na uvjete u



ranim stadijima razvoja, naroCito u maternici, mogu utjecati na rizik odredenih bolesti i
osjetljivost. Zbog toga razumijevanje epigenetickih mehanizama i promjena povezanih s
odgovorima na uvjete u okolisu mogu pruziti uvid u temeljne mehanizme pocetka bolesti kod

odraslih (Preface, Huang i sur. 2016).

2. KROMATIN | NUKLEOSOMI

U eukariotskim stanicama, DNA se nalazi unutar jezgre u visoko zbijenoj strukturi.
DNA je pakirana sa specijanim proteinima nazvanim histoni te skupa tvore komplekse

histon/DNA koji se nazivaju kromatinima.

Glavna jedinica kromatina je nukleosom koji se sastoji od oko 146 parova baza DNA namotanih
priblizno 1.65-1.7 puta oko jezgrenog histonskog oktamera sacinjenog od po dvije jedinice
svakog histonskog proteina H2A, H2B, H3 i H4. Postoji i histon H1 koji se jo$ naziva i linker
histon, koji nije dio srzi, ali sluzi za povezivanje drugih histona i DNA, te sudjeluje u pakiranju
kromatina u vrlo organizirane strukture koje uklju¢uju kromosome. Histoni srzi su &vrsto
pakirani u globularnim regijam, s amino-terminalnim repovima koji se produZuju izvan
globularne regije S§to ih ¢ini dostupnima za djelovanje histon-modificiraju¢ih enzima.
Ovisno o stupnju pakiranja odnosno kondenzacije, kromatin dijelimo na tri razliita stanja:
primarno, sekundarno i tercijarno. Primarna struktura prvi je put opisana 1979. i 1980. godine
(Blakey i Litt2016). Sastoji se od ponavljajucih jedinica gole DNA i nukleosoma koji skupa
tvore nizove nukleosoma unutar vlakna. Debljina vlakna iznosi 11 nm. Sekundarno stanje
ukljucuje dodatne dodatak linker histona H1 ili H5, i pokazuje veci stupanj kondenzacije 11 nm
Sirokog Vvlakna, te kroz nukleosomalne interakcije tvori kromatinsko vlakno promjera 30 nm. U
tercijarnom stupnju kondenzacije, kromatin je presavijen $to je rezultiralo stvaranjem inter- i
intrakromosomalnih interakcija izmedu vlakana Sirine 30 nm i 11 nm (Blakey i Litt 2016).
Kromatin je dinami¢na struktura, te mijenja stupanj svoje kondenziranosti i tridimenzionalne
znacajke kako bi se prilagodia svojim regulatornim funkcijama. Postoje dva okvirna stanja
kromatina koja su opsezno proucavana a to su heterokromatin i eukromatin. Heterokromatin je
visoko kondenzirani oblik kromatina te je obi¢no transkripcijski neaktivan. Zbijenost je

nejadnako rasporedena po genomu te se uglavnom nalazi na opseznim regijama oko telomera,
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centromera i pustinjskih regija gena (Blakey i Litt2016). Kod sisavaca na primjer, i mnogih
drugih visih eukariota, DNA koja okruZzuje svaku centromeru sastavljena je od relativno
jednostavnih, ponavljajué¢ih nukleotidnih sekvenci. Te sekvence se nazivaju satelitne DNA i
sacinjavaju glavni dio heterokromatina kod ovih organizama (Alberts i sur. 2008). Eukromatin
s druge strane predstavlja podrucje gdje je DNA dostupna za transkripciju, odnosno predstavlja

otvorenu konformaciju zbog opustenog stanja nukleosomalnog uredenja.

2.1. Modifikacije histona

Histoni kod eukariota udruzeni s DNA tvore nukleosom, koji se kao osnovna jedinica kromatina
sastoji od dvije kopije histona H2A, H2B, H3 i H4 jo$ nazvani i histonima srzi (Slika 1). Peti
histon, histon H1 nije dio nukleosoma ve¢ se veZze za njega te unaprijeduje organizaciju
nukleosoma u strukturu viseg reda, u 30nm filament (Ramakrishnan 1997). Na pocetku se
smatralo da je visoka kondenzacija genoma jedina uloga histononskih proteina. Medutim,
kromatin u vecini stanica je mnogo manje kondenziran nego $to je naprijmer u jezgri sperme,
Sto je dovelo do zakljucka da histoni ne sluze samo za kondenzaciju genoma, ve¢ da su histoni
dio masinerije koja sudjeluje u represiji gena tako $to ogranicava pristup transkripcijskih faktora

(Ramakrishnan 1997).

Histoni su ostali visoko ocuvani kod vecine eukariota te gotovo nikakve promjene u
aminokiselinskim ostatacima nisu uocene izmedu crva, misa i ¢ovjeka (Blakey iLitt2016).
Ovako veliki stupanj oCuvanosti histona odrazava njihovu vaznost u regulaciji stani¢nih
funkcija. Histoni srZi su osnovni proteini sa globularnim domenama oko kojih je obavijena DNA
sa relativno nestrukturiranim, fleksibilnim ,,repovima‘ koji izviru iz nukleosoma. Upravo su
repovi su podlozeni raznim post-translacijskim modifikacijama, od kojih su najbolje
karakterizirane male kovalentne modifikacije kao §to su metilacija, acetilacija i fosforilacija
(Gibney i Nolan 2010). Postoje i ostale modifikacije kao $to su ubikvintinacija, sumoilacija,
ADP-ribozilacija, deaminacija 1 nekovalentna prolin izomerizacija koja se dogada na H3
histonu. Lizinski ostaci mogu prihvatitit, jedan, dva ili tri metilna ostatka, dok arginin moze biti

samo mono- i dimetiliran (Gibney i Nolan 2010). U odredenim situacijama neki od histona srzi



mogu biti zamijenjeni sa manje obilnom varijantom histona. Tako su poznate varijacije H2A i
H3, ali ne i varijacije H2B i H4 (Heinkoff i Smith 2007).

Vecina histonskih post-translacijskin modifikacija su regulirani skupinama enzima koji
kataliziraju dodavanje ili uklanjanje modifikacija. Na primjer, histonska acetiltransferaza
(HAT) i histonska deacetil-transferaza (HDAC) vrse ili uklanjaju acetilaciju, dok histonske
metiltransferaze dodaju metilne skupine na argininske (arginin-metiltransferaze, PRMTS) i
lizinske (lizin-metiltransferaze, HKMTYS) ostatke. Uz kovalentne modifikacije histona, struktura
kromatina je takoder kontrolirana uz pomocu skupine enzima koji koriste energiju hidrolize
ATP-a kako bi uzrokovali promijene u rasporedu nukleosoma ili sastavu (Gibney i Nolan 2010).
Ovi kompleksi koji remodeliraju kromatin pripadaju dvjema porodicama, porodici SNFH2 ili
ISWI i porodici Brahma ili SWI/SNF (Allis i sur. 2007). Kompleksi SNFH2/ISW1 djeluju tako
§to mobiliziraju nukleosome duz DNA, dok kompleksi Brahma/SWI/SNF prolazno mijenjaju
strukturu nukleosoma, izlagaju¢i tako DNA-histon kontakte. Neki od remodelirajucih
kompleksa promoviraju izmjenu kovalentnih histona srzi sa drugim varijantama, sluzeci tako

kao ,,izmjenjiva¢ kompleksi“ (Gibney i Nolan 2010).
Smatra se da postoje tri opéa principa post-translacijskih modifikaija (Gibney i Nolan 2010):

1. Post-translacijske modifikacije direktno utjecu na strukturu kromatina, regulirajuéi njegove

visoko uredene konformacije tako djelujuéi na regulaciju transkripcije (cis u¢inak)

1. Post-translacijske modifikacije ometaju vezanje proteina koji se udruzuju sa kromatinom
(trans ucinak)
2. Post-translacijske modifikacije privla¢e odredene efektorne proteine na kromatin (trans

ucinak)

U saZetku, status kovalentih modifikacija proteina histona, skupa sa sastavom 1 uredenjem

histona sadrzi epigeneticki sloj informacija koji podrzava ili inhibira ekspresiju gena.
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Slika 1. Kompleks molekule DNA i proteina histona (H2A, 2A, H2B, 2B, H3 i H4) (Web 1)

2.2.1. Acetilacija histona

Acetilacija je prva otkrivena histonska modifikacija. Acetilacija je proces koji ukljucuje
prijenos acetilne skupine s acetila-CoA (koenzima A) na g-amino skupinu lizinskog ostatka
histona. Nakon otkri¢a acetilacije, mnoga su istrazivanja pokazala vezu izmedu aktivno
transkribiranih gena i hiperacetilacije, ukazuju¢i tako na ulogu acetilacije u olakSavanju
transkripcije gena (Blakey i Litt 2016). Uz transkripciji i drugi stani¢ni procesi povezani su s

acetilacijom lizinskih ostataka histona, kao Sto su replikacija i popravak DNA.

Kod acetilacije ve¢ina modificiranih lizinskih ostaka nalaze se na N-terminalnim krajevima
nukleosomalnih histona (Blakey i Litt 2016). Histonski repovi ubrzano podlijezu acetilaciji i
deacetilaciji, gdje prosje¢ni dogadaj acetilacije ima poluzivot trajanja od samo nekoliko minuta.
Ovakav brzi obrat modifikacija posredovan je enzimima HAT, koji dodaju acetilne skupine na
repove histona, i enzimima HDAC koji ih uklanjaju (Blakey i Litt 2016). Enzimi HDAC i HAT
su Cesto dio velikih proteinskih kompleksa s visestrukim enzimskim aktivnostima. Svaki od tih
proteinskih kompleksa ima kordiniranu funkciju da prepozna specifi¢éna podrucja kromatina te

da izvrsi potrebnu modifikacijsku, odnosno regulacijsku funkciju. Uklanjanje i dodavanje



acetilnih skupina vrlo je dinamican proces. Kod podrué¢ja koja podlijezu brzim izmjenama
dodavanja i uklanjanja, prisutnost acetilnih skupina nije jedini nacin reguliranja transkrpicije,
ve¢ 1 brzina izmijene modifikacija takoder utjece na regulaciju transkripcije. Ovo podrzavaju
podaci koji povezuju acetilaciju i deacetilaciju histona s procesima remodeliranja nukleosoma
za vrijeme aktivne transkripcije (Blakey i Litt 2016).

Enzimi HAT mogu se podijeliti na dvije glavne skupine ovisno o njihovim katalitickim
domenama: skupina GNAT (od engl. Gen5 N-acetiltransferaze), i skupina MYST (od engl.
Moz, Ybf2[Sas3], Sas2 i Tip60). Postoji i treca skupina enzima HAT a to je skupina p300/CBP,
¢ije su katalitiCke domene manje konzervirane. Supstrati skupine GNAT su histoni H3, supstrati
skupine MYST histoni H4, dok su histoni H3 i H4 supstrati kompleksa p300/CBP (Blakey i
Litt2016). Enzimi HDAC se dijele na tri razli¢ite skupine ovisno o njihovim katalitickim
aktivnostima: Tip 1, Tip 2 i Tip 3. Tip 1 i Tip 2 imaju slicne mehanizme deacetilacije koji ne
zahtijevaju kofaktore, dok Tip 3 (skupina Sir2/sirtuin) zahtjeva kofaktor NAD* za svoju
funkciju. Supstrati deacetilaza Tipa 1 su histoni H3 i H2B, supstrati deacetilaza Tipa 2 su histoni
H3 i H4, dok su supstrati Tipa 3 histoni H4K16ac i H3K56 (Blakey i Litt2016). Nekoliko studija
navodi kako regulacija transkripcije ne ovisi samo o obujmu acetilacije histona, ve¢ ovisi i 0
acetilaciji specificnih histonskih ostataka. Zbog toga razumijevanje stanja modifikacija histona,
i isto tako uloge enzima HAT i HDAC, Klju¢no je za razumijevanje uloge histonskih

modifikacija kromatina u regulaciji stani¢nih funkcija.

2.2.2. Metilacija histona

Metilacija histona se uglavnom dogada na bo¢nim lancima argininskih i lizinskih ostataka.
Za razliku od acetilacije i fosforilacije, metilacija histona ne mijenja naboj histona. Uz to, kod
ove modifikacije postoji dodatna razina slozenosti kada se se uzmu u obzir da lizin moze biti
mono-, di- i trimetiliran, dok arginin moze biti mono-, simetri¢no ili asimetri¢no dimetiliran
(Bannister i Kouzarides 2011). lako ove modifikacije ne mijenjaju naboj histona, mijenjaju

hidrofobni karakter i cijelokupnu veli¢inu modificiranih ostataka (Blakey i Litt 2016).



Razli¢ita stanja metilacije prepoznaju razli¢iti efektorni proteini, te su povezani sa izrazitim
regulatornim funkcijama. Na primjer, analiza metilacije histona H3K36 na razini genoma,
pokazala je kako se mono- i dimetililirani H3K36 nalaze blizu 5'-kraja gena, te da se di- i
trimetilirani H3K36 primarno nalaze na 3'-kraju gena.

Kod metilacije argininskih ostataka, asimetricna dimetilacija histona H3R2 (H3R2me2)
uzrokuje nemoguénost vezanja odredenih efektornih proteinskih kompleksa na histon
H3K4me3, §to je povezano s aktivnom transkripcijom. Obrnuto tomu, simetri¢na dimetilacija
argininskih ostataka povecava uc¢inak vezanja odredenih efektora na H3K4me3 (Blakey i Litt
2016). Prema tome, nije samo tip post-translacijske modifikacije bitan u regulaciji kromatina,
ve¢ 1 razliita stanja odredenih modifikacija odreduju odgovarajué¢e vrijeme navedenih

regulatornih ucinaka (Blakey i Litt 2016).

Metilacija 5-C atoma citozinskog ostataka je reverzibilna kovalentna modifikacija DNA, koja
rezultira stvaranjem 5-metilcitozina. Kod sisavaca je metilacija histona ograni¢ena na onim
citozinima koji se nalaze u smjeru 5' u odnosu na gvanozin (¢esto nazvani otoci CpG gdje ,,p*
predstavlja fosfodiestersku vezu koja spaja citozin i gvanozin). Ove metilne skupine
omogucavaju normalno povezivanje vodikovim vezama, te su usmjerene prema velikom utoru
DNA te tako mijenjaju biofizicke karakteristike DNA (Slika 2). Metilne skupine imaju dva
uc¢inka: inhibiraju prepoznavanje DNA od strane nekih proteina, te olakSavaju vezanje drugih
proteina. Metilacija DNA se uglavnom povezuje s represijom ekspresije gena, a buduéi da se
uzorak metilacije DNA moze odrzati za vrijeme replikacije DNA i mitoze, i ova geneti¢ka

modifikacije je takoder povezana i s nasljedivanjem (Gibney i Nolan 2010).



Gvanin Citozin

Slika 3. Sparivanje gvanina i citozina (preuzeto iz Huang i sur. 2016).

Sparivanje cizozina i gvanina dogada se manje ucestalo kroz vecinu genoma, ali se ucestalije
javlja u podru¢jima CpG otoka. Otoci CpG nejednako su rasporedeni po genomu, a u pocetku
se smatralo da su koncentrirani u podru¢jima promotora gena. Novija istrazivanja pokazuju kako
otprilike pola otoka CpG u genomu nisu povezani s promotorima, ve¢ su locirani ili unutar gena
(intragenski) ili u medugenskim (intergenskim) podruc¢jima. Pretpostavlja se kako rubni otoci
CpG mogu oznacavati start pozicije za transkripciju nekodiraju¢ih molekula RNA (ncRNA). U
svakom slucaju, otoci CpG imaju vaznu ulogu u kontroli genske ekspresije (Gibney i Nolan
2010). Kod kraljeznjaka je preko 80% CpG dinukleotida koji se nalaze izvan otoka CpG
metilirano, dok su dinukleotidi CpG koji se nalaze unutar otoka CpG su uglavnom nemetilirani

ili imaju relativno mali stupanj metilacije (Gibney i Nolan 2010).

DNA-metiltransferaze (DNMT) su grupa enzima koji su odgovorni za metilaciju DNA (Slika
4). Do danas su identificirana cetiri enzima DNMT kod sisavaca: DNMT1, DNMT2, DNMT3a
I DNMT3b (Gibney i Nolan 2010). DNMT1 odrzava metilaciju DNA za vrijeme replikacije
tako $to kopira uzorak metilacije s roditeljskog lanca DNA na novosintetizirani lanac. Enzimi

DNMT3a i DNMT3b su odgovorni za de novo metilaciju DNA, ciljaju¢i nemetilirane



dinukleotide CpG, te takoder zajedno s enzimom DNMTL1 osiguravaju ,.kopiranje® uzorka
metilacije tijekom replikacije DNA (Gibney i Nolan 2010). Za razliku od enzima DNMT1,
DNMT3a i DNMT3b, enzim DNMT2 ima slabu sposobnost metilacije DNA in vitro, te se
smatra da je uklju¢en u metilaciju RNA. U slucaju demetilacije, pasivna i relativno spora
demetilacija moze se dogoditi u slucaju da se metilirani otoci CpG ne uspiju prekopirati za
vrijeme replikacije. Isto tako se i brza demetilacija odvija, ali potpuni mehanizam takvog oblika
metilacije jo§ nije u potpunosti razjasnjen (Gibney i Nolan 2010).Ukoliko je metilacija
ukljucena u kontrolu ekspresije gena, onda bi geni koji pokazuju razli¢it stupanj metilacije
trebali pokazivati mjerljive i kvantitativne pokazatelje u njihovoj ekspresiji, te bi ekspresija gena
mogla biti kvantitativnho promjenjena metilacijom i demetilacijom specifiénih CpG unutar

specifi¢nih gena (Gibney i Nolan 2010).
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Slika 4. Mehanizam djelovanja DNA-metiltransferaze (DNMT) (preuzeto iz prema Huang i
sur. 2016).

2.2.3. Fosforilacija

Sli¢no kao i acetilacija histona, fosforilacija histona je dinamican proces s brzim obratom, S
poluzivotom trajanja od otprilike trideset minuta do tri sata. Za razliku od fosforilacije histona i
acetilacije histona, metilacija histona ima poluzivot trajanja od 0.297 do 4.809 dana (Blakey i
Litt2016). Mehanicki sli¢na acetilaciji, fosforilacija histon moze direktno regulirati dinamiku

nukleosoma mijenjajuéi naboj histona. Fosforilacija serinskih, treoninskih i tirozinskih ostataka



na histonima uzrokuje stvaranje negativnog naboja, $§to moze rezultirati u odbijanju naboja
izmedu negativno nabijene DNA i negativno nabijenih ostataka. Ranija su istrazivanja pokazala
da adicija nefosforiliranih histonskih repova u jezgru stiti DNA od djelovanja Dnaze | uspjesnije
nego adicija fosforiliranih histonskih repova, ukazujuéi na to da odbijanje naboja na repovima

histona ucini jezgrinu DNA vise dostupnom.

Fosforilacija histona H3 na mjestu T118, mjestu lociranom u suc¢elju DNA i histona, smanjuje
DNA-histon vezujucu slobodnu energiju za 2kcal/mol i pove¢ava mobilnost nukleosoma za 28-
puta. Supstitucija aminokiseline T118 s glutamatom, s ciljem dodjeljivanja negativhog naboja
istoj lokaciji nije rezultirala u promijeni DNA-histon vezujuée slobodne energije ili
nukleosomalne mobilnosti, $to ukazuje na to da je osim naboja i tip prisutnog pola bitan za
mehanizam (Blakey i Litt2016).

2.3. Uloga RNA kod epigeneti¢ke regulacije ekspresije gena

Dolazak masivno paralelnog sekvenciranja DNA i njegova adaptacija na sekvenciranje RNA
preko knjiznica CDNA, otkrilo je iznenadujucu ¢injenicu da je velika vecina ljudskog genoma
transkribirana u transkripte RNA od kojih vec¢ina ne kodiraju proteine. Veéina novo otkrivenih
molekula RNA nemaju ni jedan identificiraju¢i otovoreni okvir Citanja, nisu povezane sa
ribosomima, i mnogo ih je lokalizirano unutar jezgre. Navedene molekule RNA predstavljaju
molekule ncRNA (Giles i sur. 2016). Molekule ncRNA pojavljuju se u rasponu veli¢ina od vrlo
kratkih do ekstremno velikih transkripta, te su obi¢no klasificirane prema njihovoj duzini,
substani¢nom smjestaju, orijentaciji u odnosu na najblizi protein-kodirajuéi gen i/ili funkciju,
(Gibney i Nolan 2010).

Mehanizmi epigeneticke regulacije temeljeni na molekulama RNA znatno su manje poznati u
odnosu na mehanizme metilacije DNA i modifikacije histona. Nekodiraju¢e molekule RNA
poznate su ve¢ dugo vremena (Alberts i sur. 2008) i ukljuc¢uju tRNA, rRNA, snRNA (od engl.
small nuclear RNA) i snoRNA (od engl. small nucleoar RNA). Ove RNA molekule su ukljuc¢ene
u translaciju, doradu RNA, u prepoznavanju supstrata RNA na temelju specifi¢nih sekvenci, te
u katalizi. Uz navedene uloge, neke od njih imaju takoder i regulacijske uloge, kao na primjer

SnRNA U1lkoja je ukljucena u regulaciju inicijacije transkripcije uz pomo¢ RNA-polimeraze Il
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preko interakcije sa transkirpcijskim iniciacijskim faktorom TFIIH (Gibney i Nolan 2010).
Unato¢ novim generacijama sekvenciranja koje bi omogucile identifikaciju novih molekula,
molekule ncRNA koje su najbolje proucene i koje utje¢u na kromatin, otkrivene su bez pomoci
sekvenciranja, a to su dvije vrlo razli¢ite molekule ncRNA, molekule Xist i sSiRNA. Molekula
Xist je izvorno otkrivena u ranim 90-im, a potrebna je za odrzavanje utiSanog X kromosoma
kod sisavaca. Ova duga ncRNA (17kb kod ljudi i 15kb kod miSeva) funkcionira tako Sto prekriva
utiSani kromosom X, te regrutira faktore koji stvaraju heterokromatin (Giles i sur. 2016). Druga
dobro proucena NncRNA otkrivena je u modelnim organizmima, uro¢njaku (Arabidopsis
thaliana) i obli¢u (Caenorhabditis elegans). Koriste¢i ove geneticke modele uoceno je da su
transgeni koji imaju veliku razinu homologije s endogenom transkripcijski utiani. Zanimljivo
je da je transkripcijski utiSan bio i odgovarajuc¢i endogen. U konacnici je otkriveno da se
mehanizmi koji uzrokuju utiavanje ovih gena odvijaju zbog djelovanja malih molekula RNA
duzine 21-24 nukleotida. Ove RNA su nazvane malim interferiraju¢im molekulama RNA
(SiIRNA, od engl. small interfering RNAs), a mehanizam pomo¢u Kojih je utiSan transgen i
njegov odgovaraju¢i endogen kod obli¢a C. elegans nazvan je RNA interferencija (RNAI). Na
pocetku se smatralo da ovi mehanizmi djeluju tako sto post-transkripcijski degradiraju mRNA
odgovarajuceg gena, no u kasnijim istrazivanjima na drugom modelnom organizmu
(Schizosaccharomyces pombe) dokazano je da je RNAi masinerija, takoder, kriticna i za

uspostavljanje i odrzavanje heterokromatina kod centromere i drugih podrucja (Giles i sur.
2016).

2.3.1. Male molekule ncRNA

Male molekule ncRNA su uglavnom izvedene iz vecih prekurzorskih molekula RNA,
cijepanjem uz pomo¢ obitelji enzima RNaza Il (Drosha i Dicer), te obuhvacaju miRNA (od
engl. micro RNA), siRNA, molekule RNA u interakciji s PIWI (piRNA) i rasiRNA (od engl.
repeat-asociated RNA), uz ostale slabije objasnjene oblike (Gibney i Nolan 2010).

Molekule miRNA (duzine ~22 nukleotida) izvedene su iz nesavrsenih struktura oblika ukosnice
prisutnih u dugim prekursorima ncRNA, te su doradene u dva uzastopna koraka cijepanja uz
pomo¢ kompleksa Dicer i Drosha. Baze zrelih molekula miRNA se sparuju s ciljnim
molekulama mRNA kako bi inhibirale translaciju ili usmjeravale razgradnju molekule mMRNA
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preko kompleksa RISC. Nedavno je demonstrirana regulacija metilacije DNA de novo pomoc¢u
molekula miRNA u embrionalnim stanicama misa (Gibney i Nolan 2010).

Molekule siRNA su sliéne miRNA S§to se ti¢e veli¢ine (duzine ~21 nukleotid), ali se
razlikuju po tome $to su izvedene iz dvolancanih prekursora RNA te ih cijepa enzim Dicer.
Uglavnom se baze sparuju s komplementarnim bazama njihovih ciljnih molekula mRNA te ih
usmjeravaju na razgradnju, ali isto sSiRNA tako mogu i potisnuti translaciju ako se baze sparuju
s manjim stupnjem komplementarnosti. Molekule siRNA sudjeluju u utisavanju gena na razini
transkripcije, a narocito u utiSavanju transpozabilnih elemenata. Ova funkcija je dobro opisana
kod biljaka, gdje molekula siRNA usmjerava metilaciju DNA na podrucje genoma homologno
sekvenci siRNA. Kod kvasca Saccharomyces pombe i vjerojatno kod Zzivotinja, UtiSavanje
gena usmjereno molekulama siRNA obuhvaca regrutiranje enzima HTM i stvaranje
heterokromatina (Gibney i Nolan 2010).

Molekule piRNA duge su od 28 do 33 nukleotida, a udruzuju se s porodicom proteina
PIWI, kod muskih spolnih stanica i u oocitama. Nastaju iz jednolanc¢anih prekursora RNA uz
pomo¢ enzima DICER. Molekule rasiRNA vinske musice 1 molekule ,21U“RNAoblic¢a
odgovarajupiRNA molekulama. Ove molekule RNA ukljucene su u kontrolu aktivnosti
transpozabilnih elemenata kod spolnih stanica vinske muSice ,obli¢a,riba i sisavaca te su

klju¢ne za vijabilnost stnica geminativne linije (Gibney i Nolan 2010).

2.3.2. Duge molekule ncRNA

Duge molekule ncRNA (IncRNA) uglavnom su definirane kao molekule duze od 200
nukleotida. Molekule IncRNA se dijele na 5 kategorija: 1. sense ili 2. antisense, kada se
preklapanju jedan ili vise eksona drugog transkripta na istom odnosno suprotnom lancu; 3.
dvosmjerne, kada su ekspresija IncRNA i ekspresija susjednog kodirajuceg transkripta na
suprotnom lancu inicirane u genomskoj blizini; 4. intronske, kada je u cijelosti dobivena iz
introna drugog transkripta; 5. medugenska, kada se nalazi u genomskom intervalu izmedu dva
gena.

Uloga molekula IncRNA nije u potpunosti razjasnjena. Neke predstavljaju transkripcijsku buku

(engl. transcriptional noise), dok druge mogu sluziti kao prekursori za male RNA molekule. U
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veéini slucajeva smatra se da molekule INCRNA reguliraju ekspresiju gena na svoj vlastiti nacin
(Gibney i Nolan 2010). U nekim slucajevima, transkripcija molekule IncRNA moze povecati ili
smanjiti transkripciju nizvodno od promotora, tako $to mijenja regrutiranje RNA-polimeraze |1
ili tako Sto mijenja konfiguraciju kromatina. U drugim slucajevima hibridizacija transkripta
antisense s transkriptom senese moze rezultirati promijenjenom doradom transkripta sense, ili
moze dovesti do stvaranja endogenih molekula sSiRNA uz pomo¢ djelovanja enzima Dicer.
Molekule IncRNA mogu u¢i u interakciju s proteinskim partnerima modulirajuéi aktivnost ili
lokalizaciju tih proteina unutar stanice, ili RNA moze biti doradena uslijed ¢ega nastaju razli€iti
tipovi malih reguliraju¢ih molekula RNA (Gibney i Nolan 2010). Jedna od glavnih tema
danasnjih istrazivanja molekula InCRNA su njihove interakcije s kromatin modificiraju¢im
enzimima. HOTAIR, IncRNA molekula transkribirana sa HOXC grupe, veze se za polycomb
represijski kompleks PRC2 i cilja HOXD grupu gdje je nekoliko gena potisnuto (Rinn i sur.
2007).

Na sli¢an nacin uoc¢eno je da IncRNA Xist, koja igra vaznu ulogu u x- kromosom inaktivaciji
kod stanica sisavaca, kao i kraci interni transkript, RepA reagiraju s PRC2 kompleksima
(posebno sa Ezh2 podjedinicom), te ih regrutiraju na inaktivirani X-kromosom gdje zatim sluze
za trimetilaciju H3K27 (Zhao i sur. 2008). Nedavna su istrazivanja, na nekoliko tipova ljudskih
stanica, pokazala da se veliki broj molekula IncRNA udruzuju s kompleksima koji dodaju
represivne kromatinske oznake, koriste¢i siRNA mehanizam, te je dokazano da ova udruZenja
funkcioniraju na temelju ciljne specificnosti (Khalil i sur. 2009). Interakcije INcCRNA sa
kromatin-modificiraju¢im kompleksima mogu sluziti i za aktiviranje modifikacije spefifi¢nih
lokusa. Zbog toga kod vinske musice, tri molekule IncRNA regrutiraju trithorax protein Ashl

na Ultrabithorax lokus odrzavajuéi Ubx transkripciju (Sanchez-Elsner i sur. 2006).

3. UTJECAJ OKOLINE | PREHRANE NA EPIGENETICKE
MEHANIZME

Eukariotske stanice, tkiva i organizmi konstantno odgovaraju na vanjske utjecaje okoline
kako bi povecali fitness i Sansu prezivljavanja. Ovakvi odgovori na okolinu se tipi¢no ne

dogadaju direktno u genomu, ve¢ na razini epigenoma. Dokazi pokazuju da se mehanizmi koji
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posreduju u odgovoru i adaptaciji na uvjete okoline temelje na epigeneti¢kim procesima.
Epigeneticke promjene i adaptacije koje se javljaju kao odgovor na uvjete u ranim stadijima
razvoja, naroc¢ito U maternici, mogu utjecati na rizik obolijevanja i osjetljivost kasnije u zivotu.
Zbog toga razumijevanje epigenetickih promjena i mehanizama povezanih s odgovorom na
okolinu mogu pruziti uvid u osnovne mehanizme pocetka bolesti kod odraslih. Ovi epigeneticki
regulatorni mehanizmi uklju¢uju metilaciju DNA, modifikaciju histona, remodeliranje
kromatina i molekule ncRNA (Brant i Yang 2016).

Waterland i Garza (1999) su pokazali kako se epigeneticke promjene mogu pojaviti u
ograni¢enom periodu za vrijeme razvoja u maternici, te da ove promijene odolijevaju i u
odraslom stadiju. Ova hipoteza je nazvana metabolicki utisak (engl. metabolic imprinting). No
mehanizmi uz pomo¢ kojih okoli$ni 1 metabolicki ¢imbenici vode do povecanja osjetljivosti na
bolesti i promijenjen metabolizam u odraslom stadiju zivota nisu dovoljno razjasnjeni. Jedna je
pretpostavka da se epigeneticke promjene u placenti i/ili fetusu dogadaju zbog majcine
pothranjenosti za vrijeme razvoja fetusa, sto moze prouzroditi stabilne, nasljedne i abnormalne
promjene u regulaciji gena vaznih za ispravan razvoj placente i fetusa. Metilacija dinukleotida
CpG dobro je istrazena epigeneticka modifikacija, tipiéno povezana s transkripcijski
neaktivnim kromatinom. Buduci da su uzorci metilacije DNA, na razini genoma, reprogramirani
za vrijeme prenatalnog i ranog postnatalnog razvoja, te kao takvi odrzavani kroz odrasli stadij,
mogucée je da abnormalni nutritivni uvjeti, okolisni toksini i izlaganje stresu za vrijeme
epigenetickog reprogramiranja, mijenjaju postavljanje normalnih uzoraka metilacije DNA
(Brant i sur. 2016).

Jedni od okolisnih ¢imbenika Koji utjeGu na promjenu u epigenetiCkom programiranju su
izlaganje fetusa alkoholu, pusenje, pasivno pusenje cigareta i dr. (Brant i sur. 2016). Godine
2005. objavljen je znanstveni rad o okolisnoj epigenetici gdje je dokazano da izlaganje Stakora
disruptoru endokrinog sustava fungicidu vinklozolinu, u maternici rezultira u smanjivanju
spermatogenskog kapaciteta kod odraslih Zivotinja, §to je povezano s izmijenjenim uzorcima
metilacije DNA u stanicama zametka. Nadalje, fenotip zametka, kao i promijene u uzorku
metilacije DNA odrzavani su kroz generaciju F3 iako se izlaganje dogodilo samo kod majke

generacije FO.Istrzivani su i otencijalni transgeneracijski ucinci drugih okoli$nih toksina kao §to
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su dioksin, permetrin insekticid DEET, BPA i ftalata i mlazno gorivo. Svi navedeni spojevi
pokazali su toksikoloske ucinke kod Stakora. Nadalje, ovi Ssu spojevi povezani s
transgeneracijskim preuranjenim pubertetom, povecanom apoptozom sperme i/ili redukcijom
broja folikula u jajniku (Brant i sur. 2016). Analiza na razini cijelog genoma sperme kod
generacije F3 pokazala je promijenjen uzorak metilacije DNA kod svih kontaminiranih jedinki
(Brant i sur. 2016).

Etanol i duhan dvije su supstance koje ljudi ¢esto unose u svoje organizme. Izlaganje ijednoj od
ovih supstanci pokazalo je povezanost s epigeneti¢kim promjenama. Etanol je molekula koja se
Cesto unosi u organizam Covjeka te je dokazano da ima teratogeni uc¢inak na embrij kada je
izlozen etanolu u maternici. Teratogene posljedice prenatalnog izlaganja etanolu vode do
poremecaja koji se skupa nazivaju fetalni alkoholni spektar poremecaja - FASD (od engl. fetal
alchocol spectrum disroders), od kojih je najozbiljniji fetalni alkoholni sindrom (FAS). FAS je
karakteriziran pre- i postnatalnim poremecéajima rasta, kraniofacialnim abnormalnostima i

disfunkcijom sredisnjeg ziv¢anog sustava.

Drugi ¢€esti proizvod koji potrosaci konzumiraju je duhan pusenjem cigareta. U¢inci majéinog
pusenja za vrijeme trudnoc¢e na pomotak djeluju tako $to dolazi do smanjenja metilacije podrucja
CpG kod ljudskog receptora 4 aktiviranog proteazama (F2RL3) gena u plu¢nom i krvnom tkivu
kod pusaca u odnosu na nepusace. To je samo jedan od u¢inaka duhana na fetus za vrijeme
prenatalnog razvoja, iako su zabiljezeni i mnogi drugi. Novija istrazivanja dolaze do sve vise
dokaza koja navode da kroni¢ne bolesti kao $to su kardiovaskularne bolesti, respiratorne bolesti
i rak mogu potjecati kao odgovor na nutritivne i/ili okoli$ne negativne faktore za vrijeme razvoja
u maternici. Na primjer u humanim i animalnim istraZivanjima oboje epidemoloski 1
eksperimentalni dokazi navode kako siromasna prehrana u maternici ima Stetne dugoro¢ne
uéinke na metabolicko i fiziolosko stanje potomka (Brant i Yang 2016). Epidemoloska
istrazivanja pokazuju da mala masa prilikom rodenja su povezana sa ucestalom hipertenzijom
(Law i sur. 1991), diabetesom neovisnom o inzulinu (Philips i sur. 1994), i kroni¢ni bronhitis i
CHD (Barker i sur. 1990). Nazalost ovakve vrste istrazivanja ne mogu odrediti
unutarmaterni¢ke uvijete koji su doveli do ovih rezultata, uz to mnogo ¢imbenika moze biti

razlog male mase prilikom rodenja.
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4. ZAKLJUCAK

Svaka stanica sadrzi isti genom, ali skupine stanica obavljaju razli¢ite funkcije. Kod
odredenih stanica dolazi do ekspresije odredenih gena, dok kod drugih dolazi do represije tih
istih gena. Za to su zasluzni epigeneticki mehanizmi koji sluze za prijenos informacija koje nisu
dio genoma ve¢ takozvanog epigenoma. Za razliku od genoma, epigenom je plasti¢an te je
podlozan promjenama tokom vremena i prilikom izlaganja raznim spojevima iz okoline. Uz to
Sto epigenom omogucava razlikovanje jednog tipa stanice od drugog, isto tako sluzi i za prijenos
informacija na potomke. Vecéina tipova ekspresije i represije gena su pod utjecajem
epigenetickih mehanizama koji utjeCu na dostupnost odredenih gena u kromosomu, djeluju na
gene na razini transkripcije, post-transkripcije i translacije uz pomo¢ RNA-posredovanih
mehanizama itd. Uz novija istrazivanja o ulozi okoline i metabolizma na epigeneticke
mehanizme 1 represiju gena saznajemo kako vanjski utjecaji za vrijeme ranog razvoja utjecu ne
samo na odrasli stadij te jedinke ve¢ i na njezine potomke, uzrokujuéi tako razne probleme i
osjetljivosti na bolesti zbog represije odredenih gena. lako je epigenetika brzorastuéa grana
biologije gdje svakim danom dolaze nova saznanja o epigenetickim mehanizmima i njihovim
utjecajima na ekspresiju odnosno represiju gena, jo§ uvijek postoji mnogo toga $to nam nije
poznato. Uz nekoliko osnovnih mehanizama koji su relativno dobro poznati kao sto su metilacija
histona, fosforilacija, metilacija dinukleotida CpG, itd. Postoji mnogo vise mehanizama ¢iji su
putevi djelovanja u represiji gena nepoznati. Zasad nova istrazivanja koja su izvr§ena donijela
su iznenadujuce i zanimljive rezultate koji su otvorili put na nove nacine gledanja ve¢ davno
poznatih ali 1 novih problema kojima se treba baviti jo§ u buduénosti jer ¢e donijeti velika

saznanja.
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