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SAZETAK

OKOLISNI CIMBENICI S EPIGENETSKIM UCINKOM NA PRETILOST
BARBARA BEKAVAC
Sveuciliste u Zagrebu

Medicinski fakultet

Epidemija pretilosti koja je zahvatila svjetsku populaciju krajem 20. stolje¢a potaknula je brojna
istrazivanja da bi se otkrio uzrok te epidemije. Iako su neki uzroci bili prilicno jasni, poput
povecanja energetskog unosa i smanjenja fizicke aktivnosti, s vremenom je otkriveno kako
ulogu u nastanku epidemije pretilosti imaju i naizgled neutralni okoli$ni ¢imbenici, kao $to su
primjerice socioekonomski status i endokrini disruptori. Usto, istrazivae je zanimao i
mehanizam kojim okoliSni ¢imbenici djeluju na nastanak pretilosti. Prema dosadas$njim
saznanjima najbolje objasnjenje tog mehanizma nudi epigenetika. Takoder, pocetkom 21.
stolje¢a prepoznato je kako je pretilost rizicni ¢imbenik za nastanak niza velikih
javnozdravstvenih problema poput diabetes mellitus tip 2 te karcinoma. Stoga razumijevanje
etiologije pretilosti vazno je ne samo za zaustavljanje epidemije pretilosti ve¢ i niza drugih

bolesti kojima pretilost pridonosi.

Kljucne rijeci: diabetes mellitus tip 2, endokrini disruptori, epigenetika, neoplazme, okolis i

javno zdravstvo, pretilost



SUMMARY

ENVIRONMENTAL FACTORS WITH EPIGENETIC EFFECT ON OBESITY

BARBARA BEKAVAC
University of Zagreb

School of Medicine

The obesity epidemic that hit the world population at the end of the 20th century has inspired
numerous studies to search for the cause of this epidemic. Although some of the causes were
quite clear, such as increased energy intake and decrease in physical activity, over time it was
discovered that seemingly neutral environmental factors such as socioeconomic status and
endocrine disruptors also have a role in the emergence of obesity epidemics. In addition,
researchers were also interested in the mechanism by which environmental factors effect
obesity. The best explanation for this were epigenetic mechanisms. Also, at the beginning of
the 21st century, it was recognized that obesity is a risk factor for the emergence of a number
of major public health problems such as type 2 diabetes mellitus and cancer. Therefore
understanding the etiology of obesity is important not only to stop the epidemic of obesity but
also a number of other diseases that obesity contributes to.

Keywords: diabetes mellitus type 2, endocrine disruptors, environment and public health,
epigenetics, obesity, neoplasms



POPIS KRATICA

AGRP (prema engl. agouti-related protein) — bjelancevina srodna aguit-proteinu
BPA (prema engl. bisphenol A) — bisfenol A

CART (prema engl. cocaine and amphetamine-related transcript) — prijepis reguliran

kokainom i amfetaminom

CSC (prema engl. stem cell-like cells) — stanice sli¢ne mati¢nim stanicama
DDT — diklorodifeniltrikloroetan

DNA (prema engl. deoxyribonucleic acid) — deoksiribonukleinska kiselina

FTO (prema engl. fat mass and obesity-associated protein) — protein povezan s masnim tkivom

i pretilos¢u

GLUT 4 — transporter glukoze 4

HDAC4 (prema engl. histone deacetylase 4) — histonska deacetilaza 4

HIF3A (prema engl. hypoxia-inducible factor 3 alpha) — hipoksijom induciran faktor 3
IGF2 (prema engl. insulin-like growth factor) — inzulinu sli¢an faktor rasta

ITM — indeks tjelesne mase

kcal — kilokalorije

kg - kilogram

kJ — kilodzuli

LINE1 (prema engl. long interspersed nucleotide element 1) — element dugih mjeSavina

nukleotida

MBD2_v2 (prema engl. methyl-CpG-binding domain 2) — metil -CpG vezuju¢a domena verzija
2

MCR (prema engl. melanocortin receptor) — melanokortinski receptor
MIRNA (prema engl. micro ribonucleic acid) — mikro ribonukleinska kiselina

MRNA (prema engl. messenger ribonucleic acid) — glasnicka ribonukleinska kiselina



MSH — melanin stimuliraju¢i hormon

NCOR2 (prema engl. nuclear receptor co-repressor 2) — korepresor jezgrinoga receptora
PDK4 (prema engl. pyruvate dehydrogenase kinase 4) — kinaza piruvat dehidrogenaze 4
PGCla (prema engl. PPARy coactivator 1-alpha) — koaktivator PPARy

POMC (prema engl. pro-opiomelanocortin) — proopiomelanokortin

PPARy (prema engl. peroxisome proliferator-activated receptor y) — receptor aktiviran

peroksisomskim proliferatorom

RNA (prema engl. ribonucleic acid) — ribonukleinska kiselina

SAD - Sjedinjene Americke Drzave

TNFa (prema engl. tumor necrosis factor) — faktor tumorske nekroze alfa

UN — Ujedinjeni narodi



1. UVOD

Posljednjih 50 godina udio pretilih osoba rapidno se povecava te se sve viSe istrazivanja
fokusira na otkrivanje uzroka i mehanizama u podlozi pretilosti kao i na istrazivanje utjecaja
pretilosti na razvoj bolesti. Ovaj rad se bavi pregledom okoliSnih ¢imbenika koji utjeCu na
razvoj pretilosti epigenetskim mehanizmima te javnozdravstvenim posljedicama koje su

povezane s pretiloséu.

1.1. Pretilost

Prema definiciji Americkog udruzenja za lijeenje pretilosti, pretilost je kroni¢na, relapsirajuca
multifaktorska, neurobihevioralna bolest, u kojoj pove¢anjem koli¢ine masti u masnom tkivu
dolazi do disfunkcije i abnormalnosti masnog tkiva s metabolickim, biomehanickim i

psihosocijalnim posljedicama (1).

Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije u svijetu je vise od 1,9 milijardi (39%)
odraslih osoba prekomjerne tjelesne mase, od toga vise od 650 milijuna (13%) pretilih. Medu
osobama s prekomjernom tjelesnom masom podjednak je broj muskaraca i Zena, dok je pretilih
nesto viSe muskaraca (15%, nasuprot 11% Zena). Ti podaci govore da se pretilost utrostrucila
od 1975. godine. Povecanje pretilosti uoceno je i medu djecom. S 4% 1975. godine na 18%
2016. godine pa danas u svijetu zivi 41 milijun pretile djece do 5 godina i preko 340 milijuna

pretile djece starije od 5 godina i adolescenata do 19 godina (2).

Podaci Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo pokazuju sli¢no stanje u Hrvatskoj. Skoro 60%
odrasle populacije ima prekomjernu tjelesnu masu, a 20% je pretilo. Kao i u svijetu, nesto je
vise pretilih muskaraca (20%) nego Zena (17%). Velik je porast pretilosti uo¢en i kod djece u
Hrvatskoj, udio pretile djece povecao se gotovo 15% u razdoblju od 2003. godine do 2015.
godine kada je iznosio 35% pretile djece (3).

Pretilost nastaje kada je unos energije (u formi hrane) ve¢i nego potros$nja energije. Taj viSak
energije pohranjuje se u obliku masti, najvise u adipocitima potkoznog masnog tkiva ili masnog

tkiva u abdomenu (visceralno masno tkivo) (4).

Osim §to pohranjuje visak energije, masno tkivo lu¢i hormone kojima povratnom spregom

regulira uzimanje hrane. U mozgu, to¢nije u hipotalamusu nalaze se centar za glad (lateralna
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jezgra hipotalamusa) i centar za sitost (ventromedijalna jezgra hipotalamusa). Uz ta dva centra
u regulaciji energetske ravnoteze sudjeluju i1 paraventrikularne, dorzomedijalne i arkuatne
jezgre  hipotalamusa. U arkuatnim  jezgrama postoje dvije vrste  neurona:
proopiomelanokortinski (POMC) koji lu¢e melanin stimuliraju¢i hormon (a-MSH) i prijepis
reguliran kokainom i amfetaminom (CART, engl. cocaine and amphetamine-related transcript)
te neuroni koji proizvode bjelan¢evinu srodnu aguit-proteinu (AGRP) i neuropeptid Y (NPY).
Svi ti neurotransmiteri djeluju na melanokortinske receptore (MCR-3 i MCR-4) u
paraventrikularnim jezgrama hipotalamusa. a-MSH djeluje kao agonist MCR-3 i MCR-4 i
stimulira neuronske putove koji se $ire u jezgru solitarnog trakta te povecava aktivnost
simpatikusa i potro$nju energije. AGRP je antagonist MCR-3 i MCR-4 receptora te mu je
djelovanje vjerojatno suprotno, no njegova uloga u regulaciji uzimanja hrane jos$ nije dovoljno

istrazena (4).

Hormon masnog tkiva, leptin, sudjeluje u regulaciji preko tih putova. Kada se energija
pretjerano pohranjuje povecana je koli¢ina masnog tkiva te adipociti stvaraju vecu koli¢inu
leptina. U mozgu leptin ima nekoliko u¢inaka: smanjuje proizvodnju AGRP i NPY, aktivira
POMC neurone i simpatikus. Na taj na¢in masno tkivo daje mozgu do znanja da unos hrane

vise nije potreban (4).

Kod pretilin ljudi razina leptina u plazmi je povisena, no ¢ini se da navedene jezgre
hipotalamusa kod pretilih ljudi nisu osjetljive na leptin. Uz sve prethodno navedeno, kao $to ¢e

biti opisano u ovome radu, na nastanak pretilosti utjecu i okolisni ¢cimbenici (4).

Masno tkivo, narocito visceralno masno tkivo ima jo$ jedan sistemski u¢inak. Visceralno masno
tkivo, zbog hipertrofije u pretilosti postaje rezistentno na inzulin (koji potice lipogenezu) te
dolazi do lipolize i nastanka slobodnih masnih kiselina. U jetri, slobodne masne kiseline
oksidiraju se te nastaju slobodni kisikovi radikali. Takoder, hipertrofi¢cno masno tkivo i samo
poti¢e migraciju makrofaga u vezivno tkivo, a i sami adipociti izluuju proinflamatorne
citokine. Svi ti ¢imbenici dovode do niske razine upale kod pretilih koja je vazna za razvoj

diabetes mellitus tip 2 te nekih tumora o ¢emu ¢e biti rije¢ dalje u tekstu (5).

Klini¢ki, pretilost je najlakse dijagnosticirati ako se izracuna indeks tjelesne mase (ITM) prema
formuli: ITM= tjelesna masa (kg)/(visina u metrima)? koji pokazuje koli¢inu masti u tijelu. ITM
izmedu 25 i 29,99 kg/m? naziva se prekomjerna tjelesna masa, a ITM veéi od 30 kg/m2 je

pretilost. ITM nije idealan jer ¢e 1 kod miSi¢avih osoba biti visok zbog velike miSi¢éne mase.



Zato postoje druge metode za odredivanje koli¢ine masti u tijelu poput odredivanja debljine

koznog nabora ili odredivanja bioelektri¢ne vodljivosti (4).

Kod lijeCenja pretilosti naglasak je na promijeni prehrambenih navika u svrhu smanjena unosa
energije. Preporuca se konzumacija hrane od pretezito celuloznih tvari jer takva hrana zbog
svoje naizgled velike koli¢ine rasteze zeludac te djelomice utazuje glad. Uz to, preporuca se i
povecanje tjelesne aktivnosti u svrhu povecanja potros$nje energije. Postoje i lijekovi koji
djeluju na smanjenje intenziteta gladi (sibutramin) ili inhibiraju probavu masti u crijevima
(orlistat), no njihove nuspojave nadmasuju njihovu korist u mriavljenju. Sto se ti¢e operacijskih
zahvata, ugradnje zeluc¢ane premosnice i postavljanja Zeluc¢anog obruca, oni su u¢inkoviti, N0

nose sa sobom sve rizike operacijskoga zahvata (4).

1.2. OKkolisni ¢imbenici

U Stockholmu je 1972. godine odrzana Prva konferencija Ujedinjenih naroda o covjekovu
okolisu (6). Nakon niza katastrofa, poput one u Minamati u Japanu kada se preko 1200 ljudi
otrovalo jedu¢i ribu u kojoj su se nakupile velike koli¢ine Zive, svjetske vlade pocele su

prepoznavati vaznost utjecaja okoli$a na zdravlje ljudi.

Za multifaktorske bolesti, poput pretilosti, okolisni ¢imbenici klju¢ni su etioloski ¢imbenici jer
samo je 20 do 25% pretilosti uzrokovano genetskim ¢imbenicima (4). Prehrana i smanjena
fizicka aktivnost okolisni su ¢imbenici za koje se ve¢ dugi niz godina zna da utjeu na nastanak
pretilosti, a u novije vrijeme C¢esto se govori I 0 drugim socioloskim ¢imbenicima

(socioekonomski status) te endokrinim disruptorima (7,8).

Prehrana je glavni izvor energije za ljudski organizam. Probavom hrane u probavnom traktu
nastaju jednostavniji spojevi koji zatim krvlju putuju do svake stanice u tijelu gdje se
iskoriStavaju za stvaranje energijom bogatih spojeva (6). Kao §to je ve¢ navedeno, viSak

energije tijelo pohranjuje u obliku masnog tkiva.

Glavni izvori energije iz prehrane su bjelancevine, ugljikohidrati i masti. Udio energije iz
bjelancevina u ukupnom dnevnom unosu energije je 10-15%, udio iz ugljikohidrata 50-60%, a
udio iz masti 25-30%. Bjelancevine, osim §to su izvor energije, takoder su i glavni gradivni
materijal ljudskog organizma 1 izvor esencijalnih aminokiselina koje tijelo ne moze samo
sintetizirati, a prijeko su potrebne za rast djece te gradu proteina ljudskog tijela. Dnevna potreba

za bjelanc¢evinama kod odrasle osobe je 0,7 g/kg, a kod djece 2 g/kg. Ugljikohidrati su glavni
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izvor energije iz prehrane. Dnevna potreba za ugljikohidratima kod odrasle osobe je 4 g/kg.
Prema probavljivosti dijele se na probavljive i neprobavljive. Probavljivi ugljikohidrati u
probavnom traktu razgraduju se do jednostavnih secera (glukoza) koji se zatim resorbiraju u
krv. Neprobavljivi ugljikohidrati naj¢esce su vlakna biljnog podrijetla koji se ne razgraduju u
probavnom traktu. Zbog toga, povecanje njihova unosa ¢ini temelj lijeCenja pretilosti
prehranom jer takve namirnice svojom naizgled velikom koli¢inom stvaraju osjecaj punosti i
sitosti. Masti su takoder bogat izvor energije, ali je potreba za njima dvostruko manja nego za
ugljikohidratima. Osim kao izvor energije vazni su i za apsorpciju vitamina topivih u mastima
(vitamini A, D, E i K). Vitamini u ljudskom organizmu sluze najéesc¢e kao koenzimi (C, Bl,
B6, B9). Vitamin B3 (nikotinamid) vazan je za proces stani¢nog disanja kao kofaktor. Vitamin
A sudjeluje u stvaranju proteina bitnog za vid — rodopsina, a vitamin K vazan je za proces
zgruSavanja krvi. Vitamin E veze slobodne kisikove radikale i sprjecava oStecenje stanice.
Vitamin D sudjeluje u resorpciji kalcija i fosfora u probavnom traktu te regulira njihovu
koncentraciju u krvi, a kao $to ¢e biti opisano u daljnjem tekstu, njegov epigenetski ucinak
povezuje se s prevencijom nastanka kolorektalnog karcinoma. Prehranom se takoder unose i

elementi u tragovima, neizostavni za normalno funkcioniranje organizma, poput zeljeza i joda

(6).

Energija dobivena iz hrane racuna se u kilodZulima (kJ) ili kilokalorijama (kcal). Dnevna
potreba za energijom ovisi o tjelesnoj masi, tjelesnoj visini, spolu i intenzitetu fizicke aktivnosti.
Najcesce iznosi izmedu 1100 kcal i 2700 kcal (6).

Prema ameri¢kim istraZivanjima, dnevni unos energije povecao se S 1800 kcal na 2000 kcal
izmedu 1970. i 1996. Takoder, povecala se i energetska vrijednost porcija. Primjerice meni u
McDonald'su 1990. imao je 984 kcal dok je 2000. isti meni imao 1258 kcal. Takav povecéani

energetski unos sigurno je pridonio epidemiji pretilosti (9).

Prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije fizicka aktivnost oznacava svaki pokret
tijela nastao kontrakcijom skeletnih miSi¢a za koji je potrebna potroSnja energije. Prema
intenzitetu fizicku aktivnost mozemo podijeliti na umjerenu i snaznu. Umjerena fizicka
aktivnost oznacava fizic¢ku aktivnost umjerenog napora poput hodanja, plesanja, obavljanja
kucanskih poslova ili vrtlarenja. Snazna fizi¢ka aktivnost zahtjeva vie napora, ubrzava rad srca
1 disanje. Primjeri teze fizicke aktivnosti su trcanje, penjanje, brzo plivanje ili brzo hodanje

(10).



Iako je poznato da je fizi¢ka aktivnost zaStitni ¢cimbenik za mnoge javnozdravstvene probleme
modernog svijeta (10), istrazivanja su pokazala zabrinjavajuci nedostatak fizicke aktivnosti,
naro¢ito kod djece. Americko istrazivanje iz 2002. godine pokazalo je da 60% djece u dobi od
9 do 13 godina nije sudjelovalo niti u jednom obliku fizicke aktivnosti izvan $kole. Skotsko
istrazivanje pokazalo je da djeca u dobi od 3 do 5 godina 76% vremena provedu u sedentarnim

aktivnostima, a samo 2% vremena radeéi neku fizi¢ku aktivnost (9).

Upravo zato Svjetska zdravstvena organizacija izdala je preporuke za minimalnu dnevnu
koliCinu tjelesne aktivnosti ovisno o dobi. Za djecu od 5 do 17 godina preporuca se minimalno
60 minuta aerobne fizicke aktivnosti dnevno. Odraslim osobama preporuca se 150 minuta

fizicke aktivnosti tjedno, od toga barem 75 minuta aerobne, snazne fizi¢ke aktivnosti (11).

Socioekonomski status oznacava polozaj osobe u drustvu prema ekonomskim Kriterijima,
njenom zanimanju i edukaciji. Klasifikacija po socioekonomskom statusu moze biti
jednostavna, tako da uzima u obzir zanimanje kojim se osoba bavi, §to je povezano s dohotkom
i edukacijom. Slozena klasifikacija po socioekonomskom statusu obuhvaéa dohodak,
edukaciju, zanimanje i druge faktore poput etni¢ke i kulturalne pripadnosti te pismenosti (12).
Socioekonomski status neposredni je okolisni ¢imbenik koji utjeCe na pretilost, tocnije
socioekonomski status utjece na ponasanja (fizicku aktivnost i na¢in prehrane) vazna za razvoj

pretilosti (9).

Endokrini disruptori su egzogene tvari ili mjesavine koje mijenjaju funkciju endokrinog
sustava 1 posljedi¢no utjeu na zdravlje organizma, potomstva ili subpopulacije. To su razlicite
kemikalije poput ftalata, bisfenola A i diklorodifeniltrikloroetana koje se nalaze u plastici,
pesticidima, proizvodima za osobnu njegu, aditivima i razli¢itim drugim predmetima koje ljudi
svakodnevno upotrebljavaju. U ljudski organizam ulaze ingestijom, udisanjem ili preko koze.

Njihov najveci utjecaj na ljudski organizam ocituje se na reproduktivnom sustavu (13).

Vecina navedenih okoliSnih ¢imbenika posrednim ili neposrednim mehanizmima utjece na
pojavu pretilosti u ljudi. Medutim, svaki od njih moze biti odgovoran za pokretanje
epigenetskih reakcija kojima se, bez promjene u redoslijedu nukleotida DNA molekule,

modulira ekspresija gena.



1.3. Epigenetika

Epigenetika je znanost koja proucava svaku kromatinsku promjenu koja utjece na ekspresiju
gena, bila ona mitoticka i/ili mejoti¢ka, stabilna ili nestabilna (14). Epigenetski mehanizmi
zapravo su kemijske promjene na samoj DNA molekuli ili njenim histonima te
postranskripcijske promjene mRNA. Te promjene ne mijenjaju redoslijed nukleotida DNA
molekule, ve¢ djeluju na ekspresiju gena. Na ideju o epigenetici dosao je 1940-ih Waddington
proucavajudi rast i razvoj embrija. On nije smatrao da je genotip samo zbroj gena ve¢ cijeli
sustav koji se smatra potencijalom za razvojne reakcije, dok je na fenotip gledao kao na
razvojnu jedinicu. Proucavao je poveznicu izmedu genotipa i fenotipa te je u svojoj knjizi
,Epigenotip® 1942. definirao kako je upravo epigenetika ta poveznica. Danas postoje dva
razliita pogleda na epigenetiku: uloga epigenetike u razvoju i uloga epigenetike u evoluciji
(podrijetlo epigenetskih promjena) (14). Za ovaj rad vazna su oba pogleda na epigenetiku jer
okoli$ni ¢imbenici ¢esto djeluju od najranijih stadija organizma, a neki njihovi u¢inci mogu se

prenositi s generacije na generaciju.

Danas poznati epigenetski mehanizmi uklju¢uju DNA metilaciju, modifikaciju jezgrinih
histona razvrstanih u 4 obitelji (H2A, H2B, H3 i H4) te posttranskripcijsku modulaciju mRNA
(5).

Najvise proucavan epigenetski mehanizam, DNA metilacija, proces je adicije metilne skupine
na citozin u regijama DNA molekule bogatim CpG dinukleotidima poznatim pod imenom CpG
otoci koje su smjestene blizu promotorskih regija gena. Jace metilirana podru¢ja u procesu
transkripcije prepisuju se manje te pokazuju manju gensku ekspresiju, dok manje metilirana
podru¢ja pokazuju vecu gensku ekspresiju. Proces je reverzibilan, kataliziran enzimima DNA

metiltransferazama (DNTM) i DNA demetilazama (DNAdeMeths) (5).

Modifikacija jezgrinih histona oznac¢ava adiciju razli¢itih skupina na N-terminalne krajeve (15),
a najvise je proucavan proces acetilacije i metilacije na lizin i arginin. Procesi acetilacije i
metilacije obavljaju se enzimima transferazama. Rezultati te modifikacije mogu biti i aktivacija
i inhibicija ekspresije gena. Primjerice, u histonu H3 acetilacija lizina na mjestu 9/14 i metilacija
lizina na mjestu 4 povezane su s aktivacijom ekspresije gena, dok su metilacija lizina na mjestu

9 ili metilacija lizina na mjestu 27 povezane sa smanjenom ekspresijom gena (5) .

Nekodirajuce regulatorne RNA (ncCRNA) kratke su sekvence RNA od svega nekoliko desetaka

nukleotida pa do nekoliko stotina nukleotida. One se vezu za specifi¢ne regije glasnicke RNA



(mRNA), dolazi do djelovanja ribonukleaze i uniStavanja mRNA. Najpoznatija od
nekodirajucih, kratkih sekvenci RNA koje imaju utjecaj na posttranskripcijsku modifikaciju
gena je micro-RNA (miRNA). miRNA duga je svega 19 do 33 nukleotida. Uparivanjem
MiRNA i mMRNA moze do¢i do inhibicije translacije i/ili destabilizacije mRNA (5).

Epigenetika je trenutno jedna od najaktivnije proucavanih polja biologije (14), §to i ne
iznenaduje s obzirom da se smatra kako su upravo epigenetski mehanizmi u podlozi mnogih
javnozdravstvenih problema. Samo gensko nasljedivanje objasnjava tek mali postotak
slucajeva bolesti poput pretilosti, diabetes mellitus tip 2 te razli¢itih karcinoma. Stoga se
istrazivanja sve vise fokusiraju na otkrivanje nacina kako okoli$ djeluje na nastanak i razvoj tih
bolesti. Sve je vise dokaza kako je upravo epigenctika most izmedu djelovanja okolisnih

¢imbenika i nastanka bolesti multifaktorske etiologije (5).



2. OKOLISNI CIMBENICI S EPIGENETSKIM UCINKOM NA
PRETILOST

Etiologija pretilosti, kao jednog od najvec¢ih javnozdravstvenih problema danasnjice, fokus je
mnogih istrazivanja. S obzirom da svega petina svih slu¢ajeva pretilosti ima uzrok u mutaciji
gena, s vremenom je postalo jasno da vecinu pretilosti uzrokuju okoli$ni ¢imbenici. Daljnjim
istrazivanjem nacina na koji okoli$ni ¢imbenici pridonose razvoju pretilosti te razvojem
epigenetike sve se vise pocelo istrazivati bi li upravo epigenetika mogla biti posrednik izmedu
okolisnih ¢imbenika i bolesti kojima ti ¢cimbenici pridonose, poput pretilosti. Istrazivanja su
pokazala hipermetilaciju HIF3A lokusa u krvi i masnom tkivu pretilih osoba europskog
podrijetla te se smatra da promjena HIF signalnog puta koja nastaje kao posljedica te
hipermetilacije ima vaznu ulogu u nastanku pretilosti (15). Ovaj rad prikazat ¢e utjecaj

najvaznijih okolisnih ¢imbenika na promjenu epigenoma kod pretilih osoba.

2.1. Prehrana

Prehrana na razvoj pretilosti utjece svojom kvantitetom i kvalitetom. Utjecaj kvantitete je jasan:
povecanim unosom energije (hrane) u tijelu nastaje visak energije koji se pohranjuje u formi
masnog tkiva (4). Ucinci kvalitete, odnosno sastava hrane, viSe se o¢ituju na molekularnoj
razini (16). Primjerice, ugnijezdeno istrazivanje slucajeva i kontrola pokazalo je da muskarci i
zene skloni mediteranskom nacinu prehrane imaju manji rizik za pretilost, unato¢ tome $to su
nositelji alela FTO gena rizi¢nih za pretilost (FTO lokus najviSe je povezan s indeksom tjelesne
mase; polimorfne varijacije nekodirajuce regije toga gena mogu adaptirati adipocite da
upotrebljavaju energiju, umjesto da je pohranjuju (17)). Druge studije takoder su pokazale da
zdrave prehrambene navike umanjuju genetsku sklonost dugoro¢nom nakupljanju tjelesne
mase. Stovise, pozitivni ishodi zdravih prehrambenih navika izraZeniji su kod ljudi koji imaju

veéi genski rizik za pretilost (16).

Istrazivanje koje su proveli Laker et al. (18) analizira moze li fizicka aktivnost, to¢nije vjezbe
otpornosti, tijekom uzimanja dijete s visokim udjelom masti kompenzirati Stetne ucinke takve
prehrane na epigenom. U tom istrazivanju prikazani su i zasebni uc¢inci dijete s visokim udjelom

masti na epigenom, bez utjecaja fizi¢ke aktivnosti.



Poznato je da dijete s visokim udjelom masti imaju Stetni u¢inak na metabolicki aktivna tkiva,
poput misica. Medutim u posljednje vrijeme rezim prehrane s visokim udjelom masti, a malim
udjelom ugljikohidrata u kombinaciji s vjeZbama otpornosti popularan je nacin gubljenja
kilograma, poglavito zato $to su masne kiseline, nastale probavom i metabolizmom masti, vrlo
zasitne. Mogu li stvarno vjezbe otpornosti kompenzirati Stetnost visokog udjela masti u prehrani

do sad nije istrazivano i upravo zato je to glavna svrha ove studije (18).

Sudionici istrazivanja bili su trinaestorica sredovje¢nih, sedentarnih muskaraca normalnog
indeksa tjelesne mase. Sva trinaestorica su 9 dana uzimali dijetu s poviSenim udjelom masti, ali
bili su rasporedeni u dvije skupine: jedna skupina je tijekom tih 9 dana radila vjezbe otpornosti
na pocetku, u sredini i na kraju istrazivanja, druga skupina nije radila vjezbe. Bioptat miSica
uzet je na pocetku, prije dijete s visokim udjelom masti, i na kraju. Iz bioptata analizirala se
metilacija DNA te je napravljeno i sekvencioniranje RNA da bi se utvrdilo je 1i doslo do
promjene transkripcije gena tijekom prehrane dijetom s visokim udjelom masti. Takoder,
tijekom istrazivanja uzeti su i uzorci plazme iz kojih se odredila razina ¢imbenika tumorske

nekroze alfa (engl. tumor necrosis factor, TNFa) i interleukina-6 (IL-6) (18).

Rezultati analize diferencijalno metiliranih DNA regija (engl. differentially methylated DNA
regions, DMR) pokazali su zna¢ajno drugaciji obrazac metilacije kod sudionika koji su uzimali
samo prehranu bogatu mastima. Takoder je uoceno da pod utjecajem dijete s visokim udjelom
masti dolazi do atrofije miSi¢a te da takva prehrana potice ekspresiju gena zaduZenih za
imunoloski i upalni odgovor. Jedan od takvih gena je IRAK1 (engl. interleukin-1 receptor
associated kinase 2) koji kodira receptor za interleukin 1 i poti¢e upalni odgovor. Vjezbe
otpornosti nisu uspjele u potpunosti kompenzirati utjecaj prehrane s visokim udjelom masti na

skeletni misi¢ (18).

Rezultati tog istrazivanja pokazuju kako prehrana odredenog sastava, u ovom slu¢aju prehrana
obogac¢ena mastima, ima epigenetski utjecaj na metabolicki aktivna tkiva, mijenjajuci

metilaciju i ekspresiju gena.

Da prehrana moZe utjecati na nastanak pretilosti od samog zacetka zivota u maj¢inoj utrobi
najbolje pokazuju epidemioloske studije nastale proucavanjem djece koju su rodile majke (P)
koje su u Drugom svjetskom ratu u Nizozemskoj bile izlozene gladi. Originalna kohorta (F1)
ukljucivala je 2414 osoba rodenih izmedu studenog 1943. godine i veljae 1947. godine. U toj
kohorti bio je veci postotak pretilosti, metabolickih poremecaja i intolerancije na glukozu u

kasnijoj zivotnoj dobi (19). Pove¢ana metilacija gena za leptin zabiljeZena je kod muskaraca iz



originalne kohorte (15). Leptin je, kao $to je navedeno, hormon masnog tkiva koji signalizira
mozgu da je pohranjena dovoljna koli¢ina energije i na taj nacin suprimira osjecaj gladi. U istoj
kohorti zabiljeZzena je i smanjena metilacija IGF2 gena nakon $to je kohorta bila izloZena
bogatim nutritivnim uvjetima (15). IGF2 gen kodira peptidni hormon, IGF2, vaZzan za fetalni
rast i razvoj (20). Epidemiolosko istrazivanje provedeno na djeci (F2) originalne kohorte
pokazalo je povecan indeks tjelesne mase kod osoba ¢iji je otac (F1) bio izloZen gladi, dok
indeks tjelesne mase kod osoba ¢ija je majka (F1) bila izloZzena gladi nije odstupao (21).
Rezultati te studije pokazuju da se transgeneracijsko negenomsko nasljedivanje prenosi po
ocevoj liniji.

Studije na primatima i glodavcima pokazale su kako i1 energijom bogata prehrana majke ima
epigenetski utjecaj na fetus. Kod primata, energetski bogata prehrana majke mijenja aktivnost
fetalnog tipa histonske deacetilaze povezane s regulacijom gena zaduzenih za metabolizam.
Kod glodavaca, energetski bogata prehrana majke povecava transkripcijski aktivator leptina i
transkripcijski aktivator adiponektina. Oba hormona sintetiziraju se u masnom tkivu i utje¢u na

regulaciju uzimanja hrane (19).

Klini¢ki efekti majcine prehrane bogate energijom na fetus ocituje se u poveéanoj porodajnoj
tezini te povecanom riziku za nastanak metabolickih bolesti i1 pretilosti kasnije tijekom Zivota

(19).

No, za razliku od utjecaja majcinog gladovanja na epigenom fetusa Koji izaziva
transgeneracijski efekt, maj¢ina prehrana bogata energijom za vrijeme trudnoce nema utjecaj
na F2 generaciju (19). Ta ¢injenica jo§ viSe naglaSava vaznost prevencije pretilosti jer pravilna

prehrana pojedinca moze umanyjiti epigenetske modifikacije prethodnih generacija.
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2.2. Bihevioralni/socioloski ¢cimbenici

Najvazniji bihevioralni ¢imbenik za nastanak pretilosti je fizicka aktivnost, to¢nije, njezin
nedostatak. Nedostatak fizicke aktivnosti, koji se obi¢no procjenjuje brojem sati provedenim
sjede¢i pred televizorom, zapravo samo joS ojaCava genetsku sklonost nastanku pretilosti. S
druge strane, slicno kao 1 kod pravilne prehrane, fizicka aktivnost moze umanjiti utjecaj alela

FTO gena koji povecavaju sklonost pretilosti (16).

Istrazivanje Ronn et al. (22) pokazalo je kako fizi¢ka aktivnost dovodi do promjene u metilaciji

DNA u masnom tkivu inace sedentarnih muskaraca nakon 6 mjeseci vjezbanja.

U istraZivanju je sudjelovao 31 muSkarac s nesto poviSenim prosje¢nim indeksom tjelesne mase
od 27.8 kg/m?. Metilacija DNA odredivala se pirosekvenciranjem na bioptatu masnog tkiva
prije vjezbanja i 6 mjeseci nakon vjezbanja. Iz istog uzorka odredivala se i ekspresija RNA.

Sudionicima je preporuceno da tijekom istrazivanja ne mijenjaju nacin prehrane (22).

Rezultati su pokazali promjenu u razini DNA metilacije u 17975 CpG regija povezanih s 7663
gena. Do promjene metilacija doslo je i kod CpG regija 18 gena povezanih s pretilos¢u. Kod
tre¢ine tih gena doslo je i do promjene ekspresije gena, ukljucujuci i gene HDAC4 i NCOR2.
HDAC4 gen kodira histonsku deacetilazu 4 koja koci transkripciju GLUT4 u adipocitima.
NCOR2 kodira protein NCOR2 vazan za adipogenezu i metabolizam lipida koji moze regrutirati
enzime deacetilaze, ukljucujuci histonsku deacetilazu 4. Metilacija tih gena nakon vjezbanja
bila je povecana, a ekspresija manja. Ta dva gena su i ina¢e kandidati za patogenezu pretilosti

te su istrazivaci odluéili odrediti funkciju tih gena in vitro u adipocitima (22).

Dodatnim eksperimentom pokazalo se da nakon utisavanja HDAC4 i NCOR2 gena lipogeneza
raste i u bazalnim uvjetima i dodavanjem inzulina. Pretpostavlja se da kod stisavanja HDAC4
dolazi do ekspresije GLUT 4, ulaska glukoze u adipocite i lipogeneze. Inhibitori HDAC4
razmatraju se za potencijalnu primjenu u terapiji pretilosti , stoga ovi rezultati mogu imati
klinicki znacaj (22).

Usto, rezultati ovog istrazivanja pokazuju kako je metilacija masnog tkiva drugacija kod ljudi
prije i nakon fizicke aktivnosti. No, uzevsi u obzir rezultate istrazivanja Laker et al. (18),
navedene u prethodnom odlomku, kako fizi¢ka aktivnost ipak ne moze potpuno umanyjiti
negativne efekte nezdrave prehrane jos je jednom neophodno napomenuti kako je u nastanku i

suzbijanju pretilosti vazna i1 prehrana i fizicka aktivnost.
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Socioloski ¢imbenici, najbolje predstavljeni socioekonomskim statusom, imaju neposredan
utjecaj na razvoj pretilosti. Socioekonomski status utjeCe na izbor namirnica i dostupnost
zdravijih prehrambenih alternativa kako u vidu cijene tako i u vidu doslovne fizicke dostupnosti
jer su u siromasnijim predjelima, naroc¢ito u Americi, jedine dostupne opcije za kupnju
namirnica prodavaonice alkoholnih pi¢a, benzinske postaje ili restorani brze hrane. Sli¢ne
prepreke nalaze se i kad je u pitanju dostupnost objekata i infrastrukture namijenjene fizickoj
aktivnosti. Siromasniji predjeli nemaju nikakva dje¢ja igraliSta niti ustanove namijenjene
rekreaciji. Edukacija, koja je i ina¢e najvazniji ¢imbenik socioekonomskog statusa, odreduje

koliko ¢e pojedinac razumjeti vaznost pravilne prehrane, kao i kako je integrirati u svoj zivot
(7).

Istrazivanje provedeno na americkim adolescentima 2013. godine pokazalo je kako je porast
pretilosti koji je zabiljezen od 80-ih do ranih 2000-ih dosegnuo plato pa tako pretilost medu
adolescentima nije rasla u razdoblju od 2003-2004 do 2009-2010. lako bi takvi rezultati trebali
biti zadovoljavajuéi, Cini se da postoje razlike s obzirom na socioekonomske klase. Medu
adolescentima ¢iji roditelji imaju samo srednjoskolsko obrazovanje ili manje, proporcija pretili
se urazdoblju od 1990. do 2010. povecavala, dok se medu adolescentima €iji su roditelji visoko
obrazovani proporcija pretilih povecavala od 1990. do poc¢etka 2000-ih, a od sredine 2000-ih

do 2010. se smanjuje. Razlozi za to mogli bi lezati upravo u nacinu prehrane i fizi¢koj aktivnosti

().

Dnevni energijski unos medu adolescentima c¢iji roditelji imaju samo srednjoskolsko
obrazovanje ili manje smanjio se s prosjenih 2271 kcal na 2150 kcal od 1990. do 2010., dok
se kod adolescenata €iji su roditelji visokoobrazovani prosjecni energijski unos smanjio puno

vise, iako je konacni prosjeéni energijski unos 2010. isto 2150 keal, 1990. bio je 2487 kcal (7).

Kod fizicke aktivnosti slicna je situacija. 2003. godine 93% adolescenata ¢iji su roditelji
visokoobrazovani izjavilo je da je u posljednjih 30 dana obavljalo bar 10 minuta kontinuirane
fizicke aktivnosti dok je 87% izjavilo da se u posljednjih 7 dana barem 20 minuta bavilo nekim
sportom. Za razliku od njih, 90% adolescenata ¢iji roditelji imaju samo SrednjoSkolsko
obrazovanje ili manje izjavilo je da je u posljednjih 30 dana obavljalo bar 10 minuta neke fizicke
aktivnosti, dok se njih samo 80% u posljednjih 7 dana bavilo nekim sportom barem 20 minuta.
2010. godine ta se razlika samo produbila pa je tako s 3-7% koliko je iznosila 2003. godine

porasla na 11-13% koliko je iznosila 2010. godine (7).
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Dakle, iako su rezultati na razini cijele drzave bili zadovoljavaju¢i pokazujuci trend prestanka
porasta pretilosti medu adolescentima, ¢ini se da taj trend nije zastupljen u svim
socioekonomskim klasama te svakako jo§ treba raditi na prevenciji pretilosti u svim

socioekonomskim klasama (7).

2.3.  Endokrini disruptori

Blumberg et al. (23) 2006. godine predlozili su hipotezu o obesogenima kao kemikalijama koje
povecavaju broj masnih stanica i/ili pohranu masti u postoje¢e adipocite i tako direktno
stimuliraju pretilost. Od tada istraZivanja su otkrila nekolicinu obesogena upravo medu
endokrinim disruptorima. Kao §to je reCeno, endokrini disruptori najviSe utjecu na spolni
sustav, stoga je o¢ekivano da ¢e njihov obesogeni ucinak biti najizrazeniji na fetus te spolne
stanice. Rani razvoj fetusa zahtjeva hormonsko djelovanje u to¢no odredenom trenutku kako bi
potpomoglo pravilnom razvoju i rastu tkiva i organa. Djelovanje endokrinih disruptora u tom
najosjetljivijem razdoblju ljudskog zivota moze ostaviti trajne posljedice na zdravlje.
Djelovanjem na spolne stanice, endokrini disruptori uzrokuju transgeneracijski efekt, odnosno

posljedice njihova djelovanja vide se tek na F3 generaciji (8).

Bisfenol A (engl. bisphenol A, BPA) koristi se za izradu polikarbonatnih plastika koje se koriste
u proizvodnji ambalaze za hranu, pi¢a i medicinske proizvode. Prenosi se transplacetarno i
izlu¢uje se mlijekom te oponasa djelovanje estrogena iako je njegov afinitet za vezanje na
estrogenske receptore slab (8). Rezultati istraZivanja obesogenog djelovanja BPA u dje¢joj dobi
su oprecni. Dvije studije pokazuju da je prenatalna izlozenost bisfenolu A povezana s
povecanim opsegom struka, povecanim indeksom tjelesne mase 1 povecanim rizikom za
pretilost. Studija na reprezentativnom uzorku americke djece odredivala je izloZenost bisfenolu
A prema koncentraciji metabolita u urinu. Rezultati te studije pokazali su da djeca s ve¢im
koncentracijama bisfenola A u urinu imaju 25% veci rizik za pretilost u usporedbi s djecom s
manjim koncentracijama bisfenola A u urinu. S druge strane, neke studije pokazuju da je veca
prenatalna izlozenost bisfenolu A povezana s manjim indeksom tjelesne mase ili da uopée nema

povezanosti izmedu bisfenola A i indeksa tjelesne mase (24).

Ftalati takoder imaju Siroki spektar primjene u proizvodima za osobnu njegu, lijekovima i
industriji plastike. Njihov utjecaj u organizmu interferira s djelovanjem androgenih, tiroidnih i

glukokortikoidnih hormona (24). Najrasprostranjeniji je dietilheksil ftalat (engl. di-2-ethylhexyl
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phthalate, DEHP) koji se u organizmu metabolizira u monoetilheksil ftalat i pojacava ekspresiju
PPARy receptora vaznih za diferencijaciju adipocita te na taj nacin vjerojatno pridonosi razvoju
pretilosti i povezanih metabolickih bolesti (8). Studija na Stakorima pokazala je da postoji i
transgeneracijski epigenetski uc¢inak ftalata. Kod potomaka F1 generacije (F1 generacija je bila
izlozena ftalatima) zabiljezena je hipermetilacija GLUT4 gena te posljedi¢no smanjena
ekspresija GLUTA4, transportera za glukozu ovisnog o inzulinu koji je vazan za ulazak glukoze
u adipocite i skeletne misice. Taj je transporter vazan za razvoj metaboli¢kih bolesti, no tocan

mehanizam joS$ treba istraziti (8).

Diklorodifeniltrikloroetan (DDT) jedan je od najpoznatijih insekticida. U Siroku uporabu dolazi
50-ih godina proslog stolje¢a kada je koristen za eradikaciju malarije u podrucjima s umjerenom
klimom. U SAD-u je zabranjen od 1972., a 2001. UN je skoro u potpunosti zabranio uporabu
DDT-a. Od tada raste broj dokaza o povezanosti DDT-a i pretilosti. Studija na $takorima
pokazala je transgeneracijski epigenetski u¢inak DDT-a. F1, izlozena generacija, poveéano je
obolijevala od pretilosti zbog izravnih u¢inaka DDT-a. U F2 generaciji nije zabiljezen povecani
pobol od pretilosti. Kod F3 generacije zabiljezena je povecana visceralna adipoznosti i1 kod
manjih i kod vi$ih doza DDT-a. | visoka i niska doza smatrane su bezopasnima za ljude i okolis.
Takoder, 50% zenki i muzjaka Stakora koji su bili izlozeni niskoj dozi DDT-a razvilo je
pretilosti, a 75% muZjaka Stakora (ne 1 Zenki) koji su bili izloZeni viSoj dozi razvilo je pretilost.
Diferencijalno metilirane DNA regije za TUBB3, SLC4A4 i CARM1 gene pronadene su u
sjemenoj tekuéini F3 generacije. Smatra se kako se transgeneracijski u¢inak DDT-a prenosti
metilacijom CpG otoka, koji su u ovom slu¢aju bili hipometilirani. Ipak, potrebna su daljnja

istrazivanja kako bi se utvrdio to¢an mehanizam.

Svaki pojedini endokrini disruptor ima obesogeni u¢inak ovisan o dozi i vremenu u kojem je
organizam izloZen, no u prirodi smo najcesce izloZzeni djelovanju viSe endokrinih disruptora
zajedno. Da bi se utvrdilo to¢no sinergi¢no djelovanje razli¢itih endokrinih disruptora na ljudski
organizam potrebni su podaci ne samo iz Zivotinjskih studija, ve¢ i iz epidemioloskih studija te

genomskih baza podataka.
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3. JAVNOZDRASTVENO ZNACENJE PRACENJA
POVEZANOSTI EPIGENETIKE | PRETILOSTI

Povecanje masnog tkiva kod pretilih osoba ima i sistemski u¢inak u vidu upale niskog stupnja
i povecanja slobodnih kisikovih radikala (5), stoga ne iznenaduje da pretilost ima utjecaj na
razvoj bolesti mnogih organa. To su bolesti poput diabetes mellitus tip 2, tumora te
kardiovaskularne bolesti i nalaze se na vrhu ljestvice javnozdravstvenih problema u razvijenim

zemljama (25).

3.1. Pretilost i javnozdravstvene posljedice

Jo$ pocetkom tisucljeca pretilost je prepoznata kao rizi¢ni ¢imbenik za kroni¢ne nezarazne
bolesti poput diabetes mellitus tip 2 te razlicitih oblika tumora (26), no mehanizmi koji bi
objasnjavali povezanost do danas ostaju nepoznati. Mnogobrojne studije, ipak, sugeriraju da bi

zapravo epigenetika mogla objasniti povezanost pretilosti i navedenih bolesti (5,27-29).

Pretpostavlja se da kod pretilih osoba dolazi do epigenetskih modifikacija gena u stanicama
organa koji je zahvacen bolesc¢u (27,28), ali modifikacije gena nalaze se i u organima na koje

djeluju produkti oboljelih organa (5,27), kao i u tkivima koja okruzuju oboljeli organ (29).

3.1.1. Diabetes mellitus tip 2 i epigenetski mehanizmi povezane pretilosti

Diabetes mellitus tip 2 sloZena je metabolicka bolest kojoj je glavni nalaz kroni¢no poviSena
razina glukoze u krvi uzrokovana inzulinskom rezistencijom ciljnih tkiva (na primjer skeletni
misic¢) te disregulacijom inzulina iz B-stanica Langerhansovih otoci¢a gusterace (30). Toc¢an
mehanizam bolesti jo§ uvijek je nepoznat, no smatra se kako nastaje medudjelovanjem
genetickih i okoli$nih ¢imbenika (5). No, uloga genetskih ¢imbenika je mala, samo 10-15%
(27), a ¢ak 60 do 90% ljudi oboljelih od diabetes mellitus tip 2 je pretilo (5). Stoga autori
Dobosz et al.(27) daju pregled studija koje istrazuju epigenetski ucinak pretilosti na nastanak

diabetes mellitus tip 2.

Istrazivanje na [-stanicama pankreasa DIO miSeva (engl. diet induced obesity, pretilost

uzrokovana dijetom) pokazalo je drugaciju ekspresiju gena ukljucenih u stani¢ni ciklus i
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proliferaciju stanice, signalne putove te metabolizam mitohondrija i kolesterola (3). Istrazivanja
na ljudima takoder su pokazala drugaciju metilaciju kod pretilih sudionika oboljelih od diabetes
mellitus tipa 2 i zdravih sudionika. Naime, promotori gena za koje se zna kako su ukljuceni u
metabolizam f-stanica pankreasa (INS — kodira inzulin, PDX1 — kodira transkriptorski faktor
vazan za razvoj i sazrijevanje B-stanica gdje regulira inzulinsku ekspresiju, GLP1R — kodira
receptor koji stimulira inzulinsku sekreciju i PPARGC1A — kodira PGCla koji je koaktivator
PPARY) pokazuju drugaciji obrazac metilacije — hipermetilaciju kod sudionika oboljelih od
diabetes mellitus tipa 2 (27).

Istrazivanja su takoder proucavala metilacijski obrazac skeletnih miSic¢a, najvaznijeg tkiva za
iskoriStavanje glukoze, kod pretilih osoba oboljelih od diabetes mellitus tipa 2 i zdravih osoba.
Vezanje inzulina za inzulinski receptor na skeletnom misi¢u pokrece kaskadu kojoj je

posljedica premjestanje GLUT4 na membranu i ulazak glukoze u misi¢ (27).

Razli¢ita metilacija promotorske regije za gen PPARGC1A ustanovljena je kod pretilih osoba
oboljelih od diabetes mellitus tipa 2 i zdravih osoba. Kod oboljelih, promotorska regija je
hipermetilirana, a rezultat je slabija ekspresija proteina PGCla, jednog od najvaznijih

metabolic¢kih regulatora u skeletnom misicu (27).

Metilacija jo§ jednog gena uklju¢enog u normalno funkcioniranje skeletnih misi¢a bila je
promijenjena kod pretilih osoba oboljelih od diabetes mellitus tipa 2. Gen PDK4, koji kodira
piruvat dehidrogenazu 4 (dio kompleksa piruvat dehidrogenaze, enzima zaduzenog za prvu fazu
u procesu stani¢nog disanja — oksidaciju piruvata u acetil-CoA) bio je hipometiliran u oboljelih.
To je negativno koreliralo s ekspresijom gena, a pozitivno koreliralo s indeksom tjelesne mase
(ITM) (27).

Masno tkivo, osim $to sluzi za pohranu energije u ljudskom organizmu, ima i ulogu endokrinog
organa koji izlucuje hormone, citokine i slobodne masne kiseline (5). Jedan od hormona koje
izlucuje masno tkivo je i adiponektin, hormon koji senzibilizira ostala tkiva na inzulin (31).
Istrazivanja su pokazala da je kod pretilih sudionika oboljelih od diabetes mellitus tip 2
hipermetilirana promotorska regija za gen ADIPOQ koji kodira adiponektin te da je usto i

smanjena ekspresija tog gena (27).

Stoga, moze se zakljuciti da su epigenetski procesi znaCajan Cimbenik u procesu nastanka
diabetes mellitus tip 2, no to¢an redoslijed uzroka i posljedica, ba§ kao i sam molekularni

mehanizam nastanka bolesti jo§ uvijek je nepoznat.
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3.1.2. Karcinom dojke i epigenetski mehanizmi povezane pretilosti

Karcinom dojke najéeséi je tumor kod zena. Prema Registru za rak Republike Hrvatske (32)
jednu Cetvrtinu svih tumora kod zena ¢ini karcinom dojke. Incidencija karcinoma dojke u 2015.
godini bila je 126,3/100000, a mortalitet od karcinoma dojke 47,7/100000. Ti podaci upuc¢uju

na veli¢inu problema koju predstavlja ovaj karcinom (32).

Tradicionalna patohistoloska podjela dijeli vec¢inu karcinoma dojke (80%) na dvije skupine:
duktalni ili lobularni, ovisno o tome jesu li nastali od epitelnih stanica duktusa ili lobusa

mlije¢nih Zlijezda dojke.

U novije vrijeme, osim patohistoloSke, vazna je i molekularna podjela karcinoma dojke jer
takva podjela govori kakav ¢e biti odgovor karcinoma na terapiju. Imunohistokemijskim
bojanjem odreduje se postoje li steroidni receptori (estrogenski, ER i1 progesteronski, PR
receptori) te receptori za ¢imbenike rasta (engl. human epidermal growth factor receptor 2,
HER2) i s obzirom na prisutnost ili odsutnost tih receptora postoji nekoliko podtipova
karcinoma dojke, od kojih najlo$iju prognozu i odgovor na terapiju ima karcinom u kojem su

odsutna sva tri receptora — trostruko negativni karcinom dojke (33).

Istrazivanje koje su proveli Teslow et al. (28) trazi odgovor na pitanje zasto trostruko negativni
karcinom dojke ima najlosiju prognozu i odgovor na terapiju. To istrazivanje povezuje upravo
pretilost, odnosno upalu niskog stupnja i povec¢anu koncentraciju kisikovih radikala koju
uzrokuje pretilost, s loSom prognozom i odgovorom na terapiju trostruko negativnog karcinoma

dojke.

Prethodna istrazivanja pokazala su da kisikovi radikali povecavaju ekspresiju MBD2_v2 (engl.
methyl-CpG-binding domain 2, v2 oznacava njegovu varijantu 2, nastalu nakon obrade
mRNA). MBD2 v2 vazan je za ekspresiju 1 odrZavanje stanica slicnih mati¢nim stanicama
(engl. stem cell-like cells, CSC). CSC su subpopulacija tumorskih stanica koje iniciraju maligna

zbivanja. Njihova prisutnost povecava otpornost tumora na lijeCenje te pojavu tumorskih
metastaza (Slika 1.)(28).
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Slika 1. Kaskada koju uzrokuju poviseni kisikovi radikali

Hipoteza tog istrazivanja je da upala niskog stupnja i povecana koncentracija slobodnih
kisikovih radikala kod pretilih osoba uzrokuje povec¢anu ekspresiju MBD2_v2, proteina koji je
promotor nastanka podtipa tumorskih stanica (CSC) u trostruko negativnom karcinomu dojke
in vivo te da zbog prisutnosti CSC stanica trostruko negativni karcinom dojke ima losu

prognozu i otporan je na lijecenje (28).

Da bi uopc¢e imalo smisla postaviti tu hipotezu, treba odrediti ima li razina MBD2_v2 kod
bolesnika uopc¢e veze s prezivljavanjem i indeksom tjelesne mase. Zato su istrazivaci koristili
podatke iz baza podataka. Ti podaci pokazali su da je visoka ekspresija MBD2_v2 kod
bolesnika s trostruko negativnim karcinomom dojke povezana s viskom razinom relapsa
tumora, a time i loSijim preZivljenjem. Takoder, podaci su pokazali znacajno poviSenu

ekspresiju MBD2_v2 kod bolesnica s ITM>30 (28).

Istrazivanje je uklju¢ivalo DIO miseve (engl. diet induced obesity, pretilost uzrokovana
dijetom) i miSeve normalne tjelesne mase. U obje skupine miSeva inokulirane su dvije linije
stanica trostruko negativnog karcinoma, jedna linija stanica sadrzavala je viSu koncentraciju
MBD?2 v2, druga nizu koncentraciju. Nasumicno je odabrano da se u neke jedinke inokulira je
linija s viSom koncentracijom MBD2 v2, u druge linija s niZzom koncentracijom. Racunala se

frekvencija nastanka tumora (28).

Rezultati su pokazali vecu frekvenciju nastanka tumora kod DIO miseva. Takoder, u obje

skupine miseva frekvencija nastanka tumora bila je veca kod jedinki u koje su inokulirane
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tumorske stanice s veCom razinom MBD2 v2. Usto, sama ekspresija MBD2 v2 bila je veca

kod DIO miseva (28).

Istrazivaci su takoder izveli eksperiment u kojem su pokazali da povecana ekspresija MBD2_v2
u stanicama trostruko negativnog karcinoma dojke in vivo povecava sposobnost inicijacije
tumora, odnosno ekspanziju CSC, stanica koje dovode do otpornosti na terapiju i loSiju

prognozu bolesti (28).
Na temelju rezultata zakljucci su:

a) Povecana ekspresija MBD2 v2 dovodi do vece frekvencije nastanka tumora.
b) Ekspresija MBD2 v2 povecana je kod DIO miSeva.
c) Povecana ekspresija MBD2 v2 u stanicama trostruko negativnog karcinoma dojke in

Vivo povecava ekspanziju CSC, stanica odgovornih za otpornost tumora na terapiju.

Rezultati ovog istrazivanja, dakle, podupiru tezu da pretilost, zbog niske razine upale i povecane
koncentracije kisikovih radikala koje izaziva, dovodi do slabijih ishoda u terapiji trostruko

negativnog karcinoma dojke. Medutim, to¢an molekularni mehanizam ostaje nepoznat.

3.1.3. Kolorektalni karcinom i epigenetski mehanizmi povezane pretilosti

Pretilost je rizi¢ni ¢imbenik za jo§ jedan tumor od velikog javnozdravstvenog znacenja,
kolorektalni karcinom. To je tre¢i najéesci tumor u svijetu (34). Epidemioloske studije pokazale
su 30-70% ve¢i rizik za obolijevanje od kolorektalnog karcinoma kod pretilih (29), no to¢an
mehanizam kojim pretilost posreduje nastanak kolorektalong karcinoma je nepoznat.

Podatak da epigenetika ima ulogu u nastanku kolorektalnog karcinoma vec¢ je otprije poznat.
Hipometilacija LINE1 (engl. Long Interspersed Nucleotide Element 1, marker za genomsku
metilaciju) pronadena je u stanicama kolorektalnog karcinoma (35). Takav obrazac metilacije

povezan je i sa slabim prezivljavanjem i losijim klinickih ishodom (35).

Istrazivanje koje su proveli Castellano-Castillo D et al. (29) prouc¢ava postoji li hipometilacija
LINEZX u visceralnokm masnom tkivu bolesnika s kolorektalnim karcinomom i je li to povezano
s pretilos¢u ili nekim drugima varijablama za koje je poznato da imaju epigenetski ucinak,

poput vitamina D (36).

Istrazivanje je ukljucivalo skupinu oboljelih od kolorektalnog karcinoma i kontrolnu skupinu.

Pirosekvenciranjem provedena je analiza metilacije LINE 1 sekvenca u visceralnom masnom
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tkivu oboljelih i kontrolne skupine. LINE1 sekvence smatraju se markerima za metilaciju

cijelog genoma stanice. Koncentracija vitamina D izmjerena je u krvi sudionika (29).

Rezultati su pokazali hipometilaciju LINE1 u visceralnom masnhom tkivu te manju razinu

vitamina D u serumu sudionika oboljelih od kolorektalnog karcinoma (29).

Da bi analizirali povezanost LINE1 metilacije, pretilosti i serumskog vitamina D sudionici su

podijeljeni u 4 grupe:

1. Oboljeli od kolorektalnog karcinoma i pretili.
2. Oboljeli od kolorektalnog karcinoma, normalne tjelesne mase.
3. Zdravi i pretili.
4. Zdravi i normalne tjelesne mase.
U grupi 1 sudionici su imali zna¢ajno nizu razinu LINE1 metilacije u usporedbi s grupom 2.

Rezultati za grupe zdravih sudionika (grupe 3 i 4), kao i za koncentraciju vitamina D u serumu

nisu bili statisticki znacajni (29).

Kod oboljelih od kolorektalnog karcinoma utvrdena je povezanost izmedu LINE1, pretilosti i
koncentracije vitamina D u serumu. Povecanje koncentracije vitamina D u serumu prati
poveéanje razine LINE1 metilacije, a povecanje ITM-a prati smanjenje razine metilacije

LINEL u visceralnom masnom tkivu, odnosno hipometilaciju LINE1 (29).

Medutim, razina LINE1 i koncentracija vitamina D u serumu korelirale su s BMI jedino kod
pacijenata s ITM>30 (29).

Na kraju, logistickom regresijskom analizom ustanovljeno je da veéa razina LINEI1 metilacije
zna¢i manji rizik za razvoj kolorektalnog karcinoma u prilagodenom modelu. No, u tom modelu
niti pretilost niti koncentracija vitamina D ne pridonose riziku za razvoj kolorektalnog

karcinoma (29).

I pretilost i koncentracija vitamina D u serumu svakako imaju epigenteski u¢inak na visceralno
masno tkivo koje moze pridonijeti razvoju kolorektalnog karcinoma, no njihov u¢inak je samo

karika u lancu rizi¢nih ¢imbenika za razvoj kolorektalnog karcinoma.
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3.2. Modulacija epigenetskih ¢imbenika u prevenciji pretilosti

Cinjenica da pretilost utjete na razvoj mnogih javnozdravstvenih problema, poput veé
nabrojenih karcinoma dojke i kolorektalnog karcinoma te diabetesa mellitusa tip 2, svakako

zahtjeva pozornost, ali i djelovanje svih zdravstvenih djelatnika.

Za smanjenje tjelesne mase najvazniji faktori su promjena prehrambenih navika i povecanje
tjelesne aktivnosti (15), stoga svaka javnozdravstvena djelatnost za prevenciju i suzbijanje

pretilosti treba biti usmjerena na ta dva faktora.

Medutim, istrazivanja su pokazala da tjelesna aktivnost i prehrambene navike imaju i

epigenetski ucinak na tkiva najznacajnija za razvoj pretilosti i bolesti povezanih s pretiloscu.

Provedeno je istrazivanje na inace sedentarnim muskarcima i zenama koje je mjerilo razinu
metilacije bioptata skeletnog misica prije i nakon kratke akutne fizi¢ke aktivnosti. Rezultati su
pokazali znatno manju razinu metilacije ¢ak 1 nakon kratke fizicke aktivnosti, a medu
hipometiliranim regijama nakon fizicke aktivnosti bile su i promotorske regije za gene
PPARGCI1A, PDK4 i PPARo koji su ranije bili spomenuti kao geni Cija je metilacija

promijenjena kod pretilih bolesnika s diabetes mellitus tip 2 (37).

IstraZzivanje koje je mjerilo DNA metilaciju skeletnog misSi¢a nakon 6 mjeseci treninga
1zdrzljivosti takoder je pokazalo smanjenje metilacije. Izmedu ostalog, smanjena metilacija, a
pojacana ekspresija uocena je za promotorsku regiju THADA, gena povezanog s diabetes
mellitus tip 2 (38).

IstraZivanja utjecaja tjelovjezbe na metilaciju pokazala su i smanjenje metilacije promotorskih
regija za receptore za adiponektin, hormon masnog tkiva koji senzibilizira tkiva na inzulin

nekon tjelovjezbe (31).

IstraZivanje utjecaja prehrane na metilaciju DNA u ljudskom potkoZznom masnom tkivu
pokazalo je kako bi taj pristup mogao biti epigenetic¢ki pokazatelj hoce li osoba odgovoriti na
kalorijske restrikcije u prehrani. Mjerena je metilacija promotorskih regija za gene za leptin i
TNFa (engl. tumor necrosis factor). Leptin je hormon masnog tkiva koji poti¢e upalu i
prevenira nakupljanje lipida u masnom tkivu, a TNFa citokin ukljucen u akutnu fazu upale, no
takoder ga izlucuju i stanice masnog tkiva. Za oba se smatra kako su ukljuceni u poticanje niske

razine upale kod pretilosti.
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Nakon provedene nisko kalorijske dijete ispitanici su podijeljeni u dvije skupine na temelju
promjene u tezini, lipidnog profila, postotka masnog tkiva i krvnog tlaka. Podijeljeni su u
skupinu onih koji su odgovorili na dijetu i onih koji nisu odgovorili na dijetu (engl. responder
i non-responder). Manja razina metilacije uo¢ena je u promotorskim regijama za leptin i TNFa
prije nisko kalorijske dijete kod onih koji su odgovorili na dijetu (engl. responder) u usporedbi
s onima koji nisu odgovorili na dijetu (engl. non-responder), no te razlike nije bilo nakon
provedbe rezima prehrane. Razina ekspresije gena za leptin i TNFa nije se zna¢ajno razlikovala
izmedu skupina prije provedene dijete, no nakon provedbe dijete uoc¢ena je smanjena ekspresija
leptina kod osoba koje su odgovorile na dijetu (engl. responder).Promjene u ekspresiji TNFa,

nisu uocene (39).
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4. ZAKLJUCAK

Slozena etiologija pretilosti prikazana u ovom radu otkriva da su prevencija i lijeCenje te
epidemije modernog doba u rukama ne samo zdravstvenih djelatnika, ve¢ cijeloga drustva.
Pretilost dakle zahtijeva multidisciplinarni pristup. Vazno je od najranije dobi osvijestiti utjecaj
pravilne prehrane i redovite fizicke aktivnosti na prevenciju pretilosti. Takoder, potrebno je
naglasavati kako pretilost nije samo estetski problem ve¢ bolest sama po sebi te rizicni ¢cimbenik

za razvoj kroniénih nezaraznih bolesti koje predstavljaju veliki javnozdravstveni problem.

Epigenetske promjene kojima okoliSni ¢imbenici dovode do nastanka pretilosti, kao i
epigenetske promjene koje uzrokuje sama pretilost u vecini slu¢ajeva su reverzibilne ako se na
vrijeme krene s prevencijom i lije¢enjem. U tom je pogledu vaznost prevencije pretilosti

znacajna jer se ne odnosi samo na zastitu pojedinca, ve¢ i njegovo potomstvo.
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