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SAZETAK

UTJECAJ OKOLISA NA EPIGENOM U TRUDNOCI

Antonija Antolovié

Fetalno razdoblje kljuéni je period za oblikovanje obrazaca DNA metilacije i genske ekspresije. Ono
predstavlja kriti€nu to¢ku u razvoju posto epigenetske modifikacije nastale tada mogu perzistirati
kasnije u zivotu i predstavljati rizi¢ni faktor za razvoj bolesti kasnije u zivotu. Najces¢a epigenetska
modifikacija je metilacija DNA, a slijede ju modifikacija histona te posredovanje nekodiraju¢ih RNA.
Te promjene igraju kljuénu ulogu u regulaciji genskih funkcija, ali ne mijenjaju DNA sekvencu i nastaju
pod utjecajem okoli$nih ¢imbenika kojima je izloZzena majka te njenih navika u trudnoéi (na primjer
konzumacija alkohola, izloZzenost duhanskom dimu, uzimanje lijekova tokom trudnoée itd.). lako u
trudno¢i dolazi do globalnog brisanja metilacijskih obrazaca (demetilacije) u spolnim stanicama, znamo
da je moguce nasljedivanje epigenetskih modifikacija. U potomaka F1 i F2 generacije radi se zapravo o
posrednoj izlozenosti okoli§nim ¢imbenicima, a u ovom preglednom radu razmatra se moguénost
transgeneracijskog nasljedivanja u pravom smislu, tj. moguénost da potomak koji nije izlozen nekom

okolisnom ¢imbeniku naslijedi epigenetske promjene koje nastaju u jedinki izloZenih istome.

KLJUCNE RIJECI: epigenetika, epigenetski mehanizmi, demetilacija, remetilacija, okolisni

¢imbenici, transgeneracijsko nasljedivanje



SUMMARY

ENVIRONMENTAL EFFECTS ON THE EPIGENOME IN PREGNANCY
Antonija Antolovic¢

DNA methylation patterns and gene expression are formed during fetal development therefore making
this period the crucial point for epigenetic modifications to occur and persist through life and later on
lead to development of disease. Epigenetic modifications are enzyme-mediated chemical modifications
of DNA which play key roles in regulating gene functions without altering the primary DNA sequence.
The most common one is DNA methylation followed by histone modification and non-coding RNAs
which occur whilst the mother being exposed to environmental factors and due to her habits during
pregnancy (for example alcohol abuse, exposure to tobacco smoke, taking medications during
pregnancy, etc). Although global demethylation in leads to loss of methylation patterns, inheritance of
epigenetic modifications remains possible due to indirect exposure to environmental factors of the F1
and F2 generation. The following thesis contemplates the possibility of transgenerational inheritance of

epigenetic changes from indirectly exposed to the non-exposed offspring.

KEYWORDS: epigenetics, epigenetic mechanisms, demethylation, remethylation, environmental

factors, transgenerational inheritance



1. UVOD

Sposobnost reprodukcije temeljno je obiljezje svih zivih bifa. Svi organizmi nasljeduju geneticku
informaciju od svojih roditelja te upravo ona odreduje njihovu strukturu i funkciju. Molekula DNA

nositelj je te genetiCke informacije (1).

Pojam ,,epigenetika® (gr¢. epigenesis —,,iznad gena“) skovao je 1942. godine Conrad Waddington kako
bi ukazao na ,,granu biologije koja proucava uzro¢ne interakcije izmedu gena i njihovih produkata koje
dovode fenotip u bivanje” (2). Biologija definira epigenetiku kao granu koja proucava mitoti¢ki ili
mejoticki nasljedne promjene genske ekspresije ili stani¢nog fenotipa (3). Definicija koju je napisao
Waddington upotrijebljena je za opisivanje kako se stanice koje sadrzavaju isti geneti¢ki materijal mogu
razviti u razli¢ite tipove stanica (razli¢ite fenotipove) tijekom razvoja organizma (4). Naime, svaka
stanica u jednom oganizmu ima isti genom, nosi istu genetiCku informaciju kodiranu DNA
nukleotidima, ali te stanice imaju razliite funkcije i nije neophodno da, za normalno funkcioniranje
organizma, svaka od njih eksprimira sve gene. Zbog toga mozemo reéi da u organizmu imamo jednu
DNA, tj. jedan genom, ali u razli¢itim stanicama imamo razli¢ito modeliranu tu istu DNA koju tada

nazivamo epigenomom (Slika 1.).

Fetalno je razdoblje vremenski okvir u kojemu se uspostavljaju kljuéni obrasci DNA metilacije i genske
ekspresije te stoga predstavlja kritinu to¢ku u razvoju s obzirom da se smatra kako epigeneticke
modifikacije u tom razdoblju diferenciranja brojnih stanica i tkiva mogu perzistirati kasnije u odrasloj
dobi i utjecati na susceptibilnost za bolest te biti temeljem samog razvoja razli¢itih bolesti, od raka do
neurorazvojnih bolesti. Dokazi da izlaganja tijekom prenatalnog perioda mogu rezultirati epigenetskim
alteracijama podrZavaju teoriju razvojnog podrijetla zdravlja i bolesti (eng. DOHaD-Developmental
Origins of Health and Disease) (5). Ovu hipotezu originalno je predloZio epidemiolog David Barker
(Barkerova hipoteza, hipoteza o Stedljivom fenotipu) 1990. godine. On u hipotezi navodi kako su
intrauterini zastoj rasta (eng. intrauterine growth restriction, TUGR), niska porodajna masa i prematuritet
uzro¢no-posljedicno povezani s hipertenzijom, koronarnom boles¢u srca i dijabetesom tipa 2 koji se
razvijaju u srednjim godinama. Barkerova je hipoteza izvedena iz povijesne kohortne studije koja je
pokazala znaCajnu povezanost pojavnosti hipertenzije i koronarne bolesti u odrasloj dobi s

prematuritetom ili niskom rodnom masom (6).

Epigenetika uvjetovana okoliSem proizlazi iz ideje da okoli$ i epigenom mogu promijeniti fenotip 1 biti
povezane sa susceptibilno$¢u za bolest, a najvaznije je da se mogu prenositi kroz generacije (7). Zna se
da je mogu¢ intergeneracijski prijenos epigenetskih promjena, no pitanje koje nam se namece je: Postoji

li moguénost za transgeneracijski prijenos epigenetskih promjena?



Brisanje genomskih utisaka
(imprinta) i inicijacija
stvaranja novih

Linija mati¢nih
stanica

Pluripotentna stanica
(+genomskKi utisci)

Diferencirane

stanice
Pluripotentna stanica

Slika 1. Sve stanice u tijelu sadrze isti set gena, no njihov fenotip varira ovisno o ekspresiji pojedinih i
represiji drugih, za funkcioniranje pojedine stanice nepotrebnih, gena. Alteracije u genskoj ekspresiji

bez promjene DNA sekvence nazivaju se epigenetskim promjenama. Prema: Surani, Figure 1 (8).



2. EPIGENETSKI MEHANIZMI

Epigenetski markeri kemijske su promjene DNA i njoj pridruzenih histona, a upravljane su od strane
enzima. Te promjene igraju klju¢nu ulogu u regulaciji genskih funkcija, ali ne mijenjaju primarnu DNA
sekvencu te se vjerno prenose kroz mnoge generacije stanica utje€uci na transkripciju te mnoge druge
funkcijske aspekte kromatina (9). Induciraju¢i promjene u genskoj ekspresiji bez promjene DNA

sekvence, epigenetski mehanizmi utjecu na stani¢ni fenotip (10).

Tri su glavna mehanizma koja sudjeluju u epigenetskim modifikacijama: DNA metilacija, histonska
modifikacija te posttranskripcijska regulacija genske ekspresije pomoc¢u nekodiraju¢ih RNA molekula
(ncRNA) (4). Ove modifikacije mogu medusobno utjecati jedna na drugu. Rezultati znanstvenih studija
predlazu da postoji veza izmedu DNA metilacije i histonske modifikacije i to u mjestu njihova
djelovanja (11). Zajedno ovi epigeneti¢ki regulatori kontroliraju kada i koliko ¢e se pojedini geni

eksprimirati, a samim time kontroliraju i stani¢ne i fizioloske funkcije (5).

2.1. DNA METILACIJA

Kao prva otkrivena, DNA metilacija postala je jedan od najvi$e proucavanih (9) te stoga i najbolje znanih
epigenetskih mehanizama u sisavaca. Ona je zapravo jedan od glavnih epigenetskih dogadaja u
humanom genomu (7) te promjena obrazaca metilacije DNA u klju¢nim elementima gena poput
promotora i poja¢ivaca moze imati bitan utjecaj na samu funkciju pojedinog gena (9). 1z toga proizlazi
da je metilacija jako bitan regulator transkripcijske aktivnosti, genomskog imprintinga, razvoja i

tumorigeneze (7).

DNA metilacija tradicionalno se smatrala relativno stabilnom modifikacijom, ali zapravo se radi o
veoma dinami¢noj modifikaciji reguliranoj metiltransferazama i iterativnim demetilirajuéim enzimima
(iterativni enzimi kataliziraju brojne reakcije na razli¢itim mjestima supstrata (12)) (4). Metilacija se
sastoji od dodavanja metilne skupine na ugljikov atom na polozaju 5 u citozinskom prstenu kako bi
nastao 5-metilcitozin (5mC). To je postreplikacijska modifikacija koja se pojavljuje neuniformno u
humanom genomu (7). Metilacija predominantno nastaje na citozinskim nukleotidima koji prethode
gvaninima u lancu DNA, to jest u CpG dinukleotidima (1) te je u kraljesnjaka 70-80% CpG dinukleotida
metilirano, posebno u transkripcijski inaktivnom (represiranom) heterokromatinu te repetitivnim
sekvencama poput retrotranspozona. Ti su dinukleotidi asimetri¢no podijeljeni u CpG-siromasne te
CpG-bogate regije (7). Regije bogate CpG dinukleotidima takoder se nazivaju CpG otocima i smjestene
su u blizini promotora. Metiliranjem tih otoka dolazi do inhibicije transkripcije gena jer metilacija
interferira s vezanjem nekih transkripcijskih aktivatora (1) te promovira vezanje proteina Koji vezu
metilnu skupinu (eng. methyl binding proteins, MBPsS) i posljedicno dovodi do regrutiranja

transkripcijskih represora (7) koji se specifi¢no vezu na metiliranu DNA (1).



Metilacija moze biti katalizirana pomocu dvije skupine DNA metiltransferaza (DNMT).
U prvu skupinu spada DNMT]1 koja ima esencijalnu ulogu u proliferaciji stanica posto osigurava
odrzavanje DNA-metilacijskih obrazaca tijekom replikacije DNA. Druga skupina obuhva¢a DNMT3A
i DNMT3B koji su potrebni za de novo metilaciju i formaciju novih metilacijskih obrazaca u ranih
embrija i tijekom razvoja. Njihova je aktivnost takoder potrebna u odrzavanju metilacijskih obrazaca u
somatskih stanica (7). Kofaktor DNMT3L (eng. DNA methyltransferase 3 like), koji regrutira DNMT3A
i B, takoder je potreban za de novo metilaciju u spolnih stanica (13). U novije vrijeme identificirana je
jos jedna metiltransferaza, DNMT3C, koja vr$i ulogu medijatora za metilaciju transpozona u muskim

mati¢nim stanicama (14).

Genetskom analizom raznin DNMT-a ustanovljeno je da je metilacija DNA kljuéna za razvoj
kraljesnjaka. Gubitak metilacije rezultira apoptozom u embrija i fibroblasta, ali ne u embrijskih mati¢nih
stanica niti stanica raka te dovodi do smanjenja ekspresije gena i transkripcijske aktivacije transpozona
(15).

2.2. HISTONSKA MODIFIKACIJA

U eukariota DNA i histoni stvaraju kompleks koji se naziva kromatin. Strukturalne jedinice kromatina
su nukleosomi koji se sastoje od 147 parova baza (pb) DNA zavinute oko oktamera histonskih proteina.
Taj oktamer se sastoji od po dva od svakog histonskog proteina (H2A, H2B, H3, H4) (9), a dva su
nukleosoma povezana histonskim proteinom H1 koji doprinosi stabilnosti strukture. Kromatin je potom
kondenziran namotovanjem u spiralnu strukturu viseg reda koja se organizira u petlje DNA (1). Razlike
u stupnju kondenzacije odreduju strukturu kromatina i na osnovi toga moze se diferencirati u dva
funkcionalna stanja: eukromatin i heterokromatin, to jest transkripcijski aktivnu i inaktivhu formu
kromatina (7). Za transkripcijski aktivni kromatin karakteristi¢cne su modifikacije histona koje
predstavljaju jos jedan dobro prouceni epigenetski mehanizam takoder ukljucen u fetalno programiranje
(16). Te su modifikacije posttranslacijske (eng. posttranslational modification, PTMSs) i reverzibilne te
su obi¢no smjestene na N-kraju histonskih proteina (7). One utjeu na kromatinski okolis acetilacijom,
metilacijom, fosforilacijom, ubikvitinizacijom i ADP-ribozilacijom (16). Kada se te modifikacije
iskombiniraju na razli¢ite nacine, one tvore ,.histonski kod* koji regulira dinamiku kromatina utjecuci
na vezivanje drugih regulatornih proteina na DNA i samim time djeluju na transkripciju DNA. Bitnu

ulogu ostvaruju i u popravku DNA, njenoj replikaciji i kompakciji kromatina (7).

Modifikacije histona upravljane su i mogu se odrzZavati raznim enzimima ¢ije razine ekspresije variraju
ovisno o vanjskim faktorima okoli$a (npr.nedostatak nutrijenata) tijekom kriti¢nih razvojnih razdoblja
(16). Histonske acetilaze (HAT) i deacetilaze (HDAC) ukljucene su u acetilaciju, a metiltransferaze
(HMT) kataliziraju dodavanje tri metilne skupine na lizin ili arginin na histonu (dominantno na H3 i

H4). Upravo su acetilacija i metilacija lizina na histonskim krajevima naj¢e$c¢e histonske modifikacije i
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utjeCu na transkripcijsku aktivnost, acetilacija povecavajuci ekspresiju, a metilacija ili povecavajuéi ili
smanjujuci ekspresiju gena ovisno o tome na koji kraj histona djeluje; na primjer H3K4me3 i

H3K36me3 su aktivni markeri, a H3K27me3 i H3K9me3 su povezani s genskom represijom (7).

Histonske modifikacije mogu ponekad biti posljedica okoli$nih ¢imbenika te mogu igrati vaznu ulogu
u razvoju normalnih, ali isto tako i patoloskih procesa (7). Karcinogeneza je jedan od tih patoloskih
procesa za koji je otkriveno da su pojedine histonske modifikacije poput gubitka metilacije Lys16 i
trimetilacije Lys20 na histonu H4 povezane s nastankom neoplasti¢nih procesa (17). Daljnja saznanja
na podrucju tumorigeneze, ali i ostalih bolesti 1 patoloskih stanja vezanih uz modifikacije histona, to jest

uz enzime zasluzne za tu modifikaciju, mogli bi predstavljati metu za nove terapijske metode (18,19).

2.3. NEKODIRAJUCE RNA

Iako nisu toliko dobro proucene poput DNA metilacije i histonske modifikacije, nekodirajuce
regulatorne RNA (ncRNA) imaju bitnu ulogu u normalnom razvoju i funkciji stanica, ali i bolesti.
NcRNA mogu se podijeliti na kratke (eng. small non-coding RNAs, sncRNA), intermedijarne (eng.
intermediate sized non-coding RNAs, is-ncRNA) te heterogenu grupu dugih RNA (eng. long non-
coding RNAs, IncRNA) (7). Svoje djelovanje mogu ostvariti na mnoge nacine, a jedan od njih je
inhibicija translacije RNA pomocu interferencije — kratke dvolancane RNA vezu se na homolognu
glasnicku RNA (eng. messenger RNA, mRNA) nakon djelovanja ribonukleaze te induciraju njezinu
degradaciju (1).

2.3.1. Mikro RNA

Najproucavanije medu nekodiraju¢éim RNA su mikroRNA (miRNA), molekule koje su evolucijski
ostale oCuvane, a smjeStene su ve¢inom (70%) u intronima i egzonima gena te manjim dijelom (30%) u
intergenskim regijama (9). MiRNA su kratke, nekodiraju¢e RNA molekule duzine 20-25 nukleotida
(16) i tvore strukture nalik ukosnicama (20). Svoju funkciju eliminacije genske ekspresije (7) ostvaruju
direktnom translacijskom represijom, destabilizacijom mRNA ili kombinacijom toga dvoje (21-23).
Posto se moze vezati za komplementarnu mRNA djelomi¢no homologne sekvence, logicno je da
pojedina miRNA moZe imati mnoga ciljna mjesta u genomu te iz toga isto slijedi da pojedini transkript

mRNA moze biti cilj mnogih miRNA (24).

2.3.2. LncRNA

Duge nekodiraju¢e molekule RNA (IncRNA) jos su jedna vrsta nekodiraju¢e RNA koja ima regulacijsko
djelovanje (7). LncRNA duza je 8-10 puta od miRNA te broji vie od 200 nukleotida u duljini (25).
Eksperimentalna detekcija humanog genoma identificirala je otprilike pedeset tisu¢a razli¢itih IncRNA,

dok je miRNA identificirano oko 25 puta manje, dakle otprilike dvije tisuce (25).
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Ovisno o0 poziciji IncRNA u genomu, razlikujemo transkripcijske jedinice koje ,,stoje same® (eng. stand-
alone), one koje su prepisane iz pojacivaca (eng. enhancer, eRNA), promotora (TSSa-RNA, ua-RNA,
pas-RNA, PROMPT) ili introna pojedinih gena te one iz pseudogena (26).

LncRNA, poput miRNA, regulator je bioloskih procesa na razini posttranskripcije i represije gena koji
kodiraju proteine (25). Specifi¢nije, IncRNA ima bitnu ulogu u regulaciji alelne ekspresije, posebno u
inaktivaciji X kromosoma i genomskom imprintingu (26). Ono $to razlikuje INcRNA od miRNA je
¢injenica da se duge nekodirajuée RNA molekule mogu ponaSati poput ,,molekularne spuzve* koja

reducira regulatorni utjecaj mikro RNA na glasnicku RNA (25).

2.3.3. Kruzna RNA

Kruzna RNA (eng. circular RNA, circRNA) pripada obitelji nekodiraju¢ih RNA molekula (27) i to dugih
nekodiraju¢ih RNA (28), a istice se po svome nelinearnom obliku koji nastaje kovalentnim vezanjem 3'
i 5" krajeva (29). CircRNA vecinom se formiraju alternativnim prekrajanjem pre-mRNA (29) u kojemu
se uzvodni akceptor prikraja nizvodnom donoru u procesu nelinearnog ,backsplicinga™ (28).
CircRNA ima razli¢ite potencijalne funkcije, a neke od njih su sudjelovanje u transkripcijskom i
posttranskripcijskom reguliranju gena, uloga ,,spuzve” za miRNA te genska regulacija mehanizmom

kompeticije s linearnim prekrajanjem mRNA (29).

2.3.4. Spermalna RNA

Na kraju spermatogeneze vecina se citoplazme i RNA molekula izbaci iz spermija te u spermiju
preostaju samo pojedini fragmenti MRNA i male nekodiraju¢e RNA (sncRNA) koje bi mogle

predstavljati osnovu prijenosa epigenetickih informacija na embrio tokom fertilizacije (30).

Glavne klase sncRNA pronadene u spermija bile su mikro RNA (miRNA), endogene male
interferiraju¢e RNA (eng. endogenous small interfering RNA, endo-siRNA) te piwi interaktivne RNA
(eng. piwi-interacting RNA, piRNA). MiRNA i endo-siRNA kratke su nekodiraju¢e RNA koje imaju
ulogu u RNA induciranom utiavaju¢em kompleksu (eng. RNA-induced silencing complex, RISC) koji
ima ulogu u utisavanju gena (30). PIRNA takoder su kratke nekodiraju¢e RNA duge 26-31 nukleotida
te interagiraju s MIWI, MIWI2 i MILI, proteinima iz PIWI obitelji i imaju ulogu u utiSavanju i DNA

metilaciji transpozona (30).

Novija istraZivanja otkrila su da je veéina sncRNA u spermijima zapravo mala spermalna RNA iz
transportne RNA (eng sperm transfer RNA derived small RNAs, tSRNAs) (30). TSRNA vecinom su
fragmenti 5 kraja tRNA i variraju u duzini od 29 do 34 nukleotida (30). lako su detalji njihova djelovanja
jos uvijek nepoznati, postoji moguénost da imaju ulogu u transgeneracijskom nasljedivanju o ¢emu ce

biti govora kasnije.



3. EPIGENETICKI DOGAPAJI U TRUDNOCI

3.1. VAZNOST EPIGENETIKE U NASTANKU | RAZVOJU ZAMETKA

Epigenetika je iznimno vazna za nastanak i razvoj zamentka jer ona omogucéava da jedan genotip vodi
ka razli¢itim fenotipovima ovisno o ,.epigenetskom stanju” jednog ili vise genskih lokusa (31). U
humanoj genetici najbolje znani epigeneticki dogadaji jesu inaktivacija X kromosoma i parentalni

imprinting.
3.2. INAKTIVACIJA X KROMOSOMA

Razvojem tehnologije za proucavanje kromosoma uocilo se da je u Zenki miSeva jedan X kromosom
drugacije kondenziran od svih drugih kromosoma (31). Zato je dr. Mary Lyon 1961. predlozila teoriju
da je taj kromosom inaktiviran, a kao dokaz su sluzili njezini nalazi mozai¢nog uzorka misjeg krzna u
onih miSeva za koje se znalo da su heterozigoti za X-vezane gene koji kodiraju za boju misjeg krzna u
kombinaciji s tadasnjim saznanjima da je zenka miSa koja ima samo jedan X kromosom vijabilna (32).
Njezina je hipoteza potvrdena te je inaktivacija X kromosoma (eng. X-chromosome inactivation, XCI)

njoj u Cast nazvana lionizacija (31).

Lionizacija se dogada oko 15. dana trudnoce kada se embrio sastoji od otprilike 5000 stanica. Bilo koji
od X kromosoma moze biti inaktiviran. Epigeneticki proces diferencijalne metilacije kodiran je XIST
(eng. X inactivation specific transcript) genom koji se eksprimira samo s inaktivnog X kromosoma i
producira RNA koja Siri inaktivacijski signal metilacije uzduz istog X kromosoma, ostavljajuci gene u
pseudoautosomalnoj regiji na vrhu kratkog kraka aktivnima uz jo$ neke lokuse na dugom i kratkom
kraku. To se dogada zato $to bi, kad bi se inaktivirao cijeli X kromosom, svaka Zena imala klinicku sliku

Turnerova sindroma, a svaki muskarac i Zena s jednim X kromosomom viska imali bi normalan fenotip

(31).
3.3. GENOMSKI UTISAK

Genomski utisak ili genomski imprinting (eng. genomic imprinting) epigenetic¢ki je fenomen koji
uzrokuje ekspresiju gena ovisnu o tome od kojeg je roditelja gen naslijeden (31). Glavni mehanizam
kojim je ekspresija regulirana je metilacija DNA (33). Dakle, gen od jednog roditelja ,,utisa“ se
metilacijom ili na majcinu ili ocevu nasljednom materijalu pa ekspresija alela utisnutog gena ovisi o
tome je li naslijeden od majke ili oca. Alelna ekspresija (maternalna ili paternalna) moze varirati medu
stanicama, specifi¢nim tkivima ili fazama razvoja (34). Za sada je poznato vise od 80 utisnutih gena u
ljudi i regije u kojima se nalaze nazivaju se diferencijalno metilirane regije (eng. differentially
methylated regions, DMRs) i one ukljucuju kontrolne regije za genomski utisak (eng. imprinting control

regions, ICRs) koje kontroliraju ekspresiju utisnutih gena (31).



Razvojem tehnologije nuklearnog transfera doSlo je do velikog pomaka u proucavanju genomskog
imprintinga u sisavaca jer se tom metodom istrazivala mogucnost generiranja diploidnog uniparentalnog
embrija (35). McGrath i Solter transplantirali su pronukleuse embrija iz jednostani¢ne faze kako bi
konstruirali diploidne mi§je embrije s dva zenska pronukleusa (ginogenetski embrij) ili dva muska
pronukleusa (androgenetski embrij) i usporedili sposobnost ta dva embrija da se razviju u terminu u
usporedbi s embrijima koji su imali transplantiran izoparentalni pronukleus (36). Rezultati su pokazali
kako ginogenetski i androgenetski embriji ne mogu dovrsiti normalnu embriogenezu, dok ju je kontrolni
embrio uspio dovrsiti. 1z toga su zakljucili da maternalni i paternalni doprinos embrionalnom genomu u
sisavaca nije jednak: StoviSe, ginognetski je embrij u vrijeme smrti imao defektna ekstraembrionalna
tkiva, dok je androgenetski embrij imao defekte u embrionalnom tkivu. Ti su nalazi doveli do razvoja
hipoteze da embrionalni razvoj zahtijeva utisnute gene eksprimirane iz maj¢ina genoma, a paternalni

genom eksprimira utisnute gene potrebne za razvoj ekstraembrionalnih tkiva (35).

Utisnuti geni predstavljaju susceptibilne mete za nastanak brojnih patoloskih stanja zbog toga Sto se
nalaze u funkcionalnom haploidnom stanju $to znaCi da je dovoljna jedna mutacija, genska ili
epimutacija, koja ¢e dovesti do disregulacije njihove funkcije i shodno tome do potencijalno Stetnih
posljedica po zdravlje (34). Kada se anomalije u genomskom imprintingu dogode tijekom ranog razvoja,
najcesce se manifestiraju kao razvojni i neuroloski poremecaji poput Angelmanova i Prader-Willijeva

sindroma, a kada se dogode kasnije u zivotu, manifestiraju se ve¢inom kao tumori.

Angelmanov sindrom (AS) prezentira se kao neuroloski poremecaj; oboljeli imaju usporen razvoj,
eplepsiju, ataksi¢an hod i govorne teskoce (31). Genska osnova AS najcesce je delecija regije 15q11-
g13 na maj¢inom kromosomu. Fenotip AS nastaje zbog gubitka gena UBE3A (jedan od ubikvitinskih
gena) koji se preferencijalno eksprimira s maternalnog kromosoma 15 u mozgu (31) dok je paternalni

gen utiSan imprintingom i ne moze nadoknaditi gubitak majc¢inog.

Ista regija kromosoma 15 deletirana je u Prader-Willijevu sindromu (PWS), samo $to se tu radi 0 deleciji
na o¢evu kromosomu koji je potreban za ekspresiju SNRPN gena (ne eksprimira se s maj¢inog, utiSanog
alela) (31). Sindrom se prezentira niskim rastom, pretilo$¢u, hipogonadizmom, tesko¢ama u uéenju i

hipotonusom.

Kao $to je ve¢ reCeno, anomalije u genskom imprintingu kasnije u Zivotu ¢esto dovode do razvoja
tumora. To se dogada zbog hipometilacije, tj. gubitka utiska (eng. loss of imprinting, LOI) koji moze
dovesti do aktivacije alela koji je obi¢no utiSan i pojacane ekspresije produkta koji pridonose rastu
stanica (31). LOI moze dovesti do aktivacije onkogena i shodno tome do povecanog rizika od nastanka
tumora te je proucavan na IGF2/H19 lokusu na kromosomu 11p15.5. Hipometilacija (LOI) na maj¢inu
alelu rezultira povecanom ekspresijom IGF2 sto je dokazano najces¢i zajednicki dogadaj u mnogih

tumora (pluca, jetra, kolon, jajnici) kao i u Wilmsova tumora u kojeg je prvi put identificiran (31).



3.4. TRUDNOCA

U trudnodi, tocnije tijekom razvoja embrija, zbivaju se valovi demetilacije u kojima se briSu prijasnji
metilacijski obrasci DNA i oni predstavljaju pocetak reprogramiranja spolnih stanica, kao i genoma
spermija i oocite nakon oplodnje, a kasnije se formiraju novi metilacijski obrasci pomo¢u de novo
metilacije (4). Ubrzo nakon oplodnje, to jest u perikoncepcijskom periodu, dolazi do diferencijalne
metilacije oocite i spermija u diferencijalno metiliranim regijama (DMR) gameta Sto ultimativno
rezultira ekspresijom jednog alela. Moguce je da je ba§ u tim periodima razvoja najvjerojatnije da ée
neki endogeni ili egzogeni utjecaji inducirati trajne promjene u metilaciji (9) (de novo metilacija) te

samim time promijeniti obrazac utiskivanja (eng. imprinting) te kasnije i ekspresiju pojedinih gena (37).

3.4.1. Demetilacija u zigoti i PGC

DNA demetilacija je proces gubitka metilacije koji moze biti pasivan, ali i aktivan. Aktivna demetilacija
zbiva se posredovanjem enzima poput TET enzima koji konvertiraju 5-metilcitozin (5mC) u 5-
hidroksimetilcitozin (4), dok pasivna demetilacija oznacava gubitak metilne skupine iz SmC uzrokovan
inhibicijom ili nedostatkom DNMT1 tijekom DNA replikacije (38).

Demetilacija se dogada tijekom dva razvojna perioda — prvi je preimplantacijski period, a drugi je u
primordijalnim mati¢nim stanicama (eng. primordial germ cells, PGC). Posto se taj proces dogada

striktno u tim fazama, one predstavljaju prozore poveéane osjetljivosti (9).

Prije oplodnje gamete su u razli¢itim fazama stani¢nog ciklusa i genomi su im razli¢ito organizirani.
Oocita je zaustavljena u metafazi Il i ima diploidni genom pun histona, a zreli spermij zavr$io je mejozu
i ima haploidni genom ispunjen protaminima (38) koji omogucuju kompakciju DNA potrebnu za
formaciju zrelog spermija (4). Kada spermij ude u zonu pellucidu, dogadaju se trenutaéne promjene u
obje gamete: oocita zavrSi drugu mejozu i izbaci polarno tjeleSce, a protamini u spermiju prepustaju
mjesto histonima (38). Zanimljivo je da nije sva DNA u spermiju vezana protaminima. U malom dijelu
lokusa koji sadrzavaju histone (5-10%) nalazi se zapis za RNA transkripte koji imaju potencijalne uloge
u razli¢itim procesima poput genomskog prepoznavanja, konsolidacije-konfrontacije (teorija
konsolidacije i konfrontacije govori o tome da je spermij strano tijelo oociti i oocita ga treba
,»prepoznati i ,,prihvatiti kako bi doslo do oplodnje (39)), ranog embrionalnog razvoja te epigenetskog
transgeneracijskog nasljedivanja (40). Unutar par sati (4-8) od oplodnje ocev se pronukleus demetilira
u potpunosti (15) i taj proces zavrsava prije prve stani¢ne diobe (38). Naprotiv, maj¢in se genom pasivno
(15) i postupno demetilira tijekom pocetnih stani¢nih dioba (9). Ne zna se tocan uzrok nejednakoj
dinamici demetilacije majcina i oceva pronukleusa, no neka od moguéih objasnjenja su asimeti¢na
depozicija histona H3.3 u DNA spermija, asimetri¢ni obrasci histonskih modfikacija u maj¢inu i o¢evu
pronukleusu te neki nehistonski faktori poput stella proteina (eng. developmental pluripotency-

associated protein 3, DPPA3; PGC7) pri ¢ijem nedostatku dolazi do demetilacije oba pronukleusa (38).



No vazno je re¢i da, kako je dokazao Solter, u procesu globalne demetilacije genoma u zigoti, ste¢eni
utisci (imprinti) ostaju intaktni i ta razlika u imprintu gena s majcinog i o¢evog genoma prisutna u

stanicama embrija omogucuje rast i diferencijaciju (36).

Primordijalne stanice sazrijevaju i zapoc¢inju migriraciju prema spolnom naboru u tre¢em tjednu
embrionalnog razvoja (4), ali prije dolaska dolazi do gubitka DNA metilacijskih obrazaca. To se dogada

u prisutnosti DNMT1 i stoga se smatra kako je taj proces demetilacije DNA aktivan (38).

Aktivna DNA demetilacija takoder se zbiva u somatskim stanicama, ali samo na specifi¢nim genskim
lokusima kao odgovor na odredene signale. Primjeri toga su aktivna demetilacija T-limfocita u regiji
pojacivaca promotora interleukina-2 i to u roku 20 minuta od stimulacije T-limfocita. Hormoni takoder
mogu uzrokovati lokus-specificnu demetilaciju. Naime, pod utjecajem paratiroidnog hormona dolazi do

aktivne demetilacije promotora citokroma p450, podobitelji 27B, polipeptida 1 (CYP27B1) (38).

3.4.2. Remetilacija

Remetilacija je proces koji slijedi nakon demetilacije DNA i pri kojem se stvaraju novi metilacijski
obrasci. Oko i nakon perioda implantacije po¢inje globalna de novo metilacija (9). Ona je prvi put
otkrivena kada je retroviralna DNA transfektirana u preimplantacijski mi§ji embrio u nemetiliranom
stanju koje je kasnije preslo u stabilno metilirano stanje u stanicama miseva, ali samo kada se infekcija
dogodila u ranijoj fazi gastrulacije (33). To je upuéivalo na to da se de novo metilacija dogada u
pluripotentnim stanicama ranih embrija. Daljnja testiranja bila su na stanicama embrionalnog karcinoma
i embrionalnim mati¢nim stanicama (eng. embryonic stem cells, ES cells). U tim stanicama inficiranim
retrovirusima u potpunosti je metilirana virusna RNA c¢ak i kada je deletiran Dnmtl gen $to govori u
prilog postojanju drugih DNA metiltransferaza. Daljnjim istrazivanjima ustanovljeno je kako u de novo
metilaciji bitnu regulatornu ulogu imaju DNA metiltransferaze 3A i 3B (DNMT3A i DNMT3B) te
kofaktor DNMT3L (eng. DNA methyltransferase 3 like) (33).

DNMT3 obitelj sudjeluje u oblikovanju novih metilacijskih obrazaca u embrionalnim somatskim
stanicama u stadiju epiblasta (4) koji u miSeva nastupa oko 6. dana embrionalnog razvoja (E6,5), a u
ljudskog zametka krajem drugog tjedna embrionalnog razvoja (13.-14. dan). Nakon te remetilacijske

faze embrij poc€inje ubrzano rasti i diferencirati se te pocinje organogeneza (4).

Nakon determinacije spola embrija, oblikuju se novi metilacijski obrasci spolnih stanica, razliciti za
muski i Zenski embrij. U muskih fetusa de novo metilacija pocinje prije mejoze u mitoticki zako¢enim
stanicama (G1 faza, prospermatogonije) te zavrava prije rodenja (41). U zenskih fetusa primarne oocite
zapoCinju mejozu te bivaju zakocene u profazi I (diploten) i ostaju u dormantnom stanju, ve¢inom
nemetilirane te njihova de novo metilacija uslijedi tijekom postnatalne faze rasta oocita (41). Najvece
razlike u metilaciji muskih i Zenskih spolnih stanica nadene su u CpG otocima (eng. CpG island, CGI)

(41). Analizom genoma otkriveno je 900 specificno metiliranih CGI u zrelih oocita i 60 specifi¢no
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metiliranih u spermiju; u tim su CGI takoder nadene neke od spolno diferencijalno metiliranih regija

utisnutih gena (eng. germline differentially methylated regions of imprinted genes, gDMRS) (41).
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Slika 2. Promjene u metilaciji DNA tijekom razvojnog epigenetskog reprogramiranja. Metilacijski
obrasci primordijalnih spolnih stanica (eng. primordial germ cells, PGCs) globalno se brisu tokom
njihova putovanja prema spolnom naboru (crna linija). Kako dolazi do determinacije spola, tako se
stvaraju novi metilacijski obrasci (plava linija-muski embrij, crvena linija-Zenski). Nakon oplodnje
dolazi do demetilacije parentalnih genoma - prvo o¢evog (plava linija), a maj¢inog kasnije, nesto sporije
(crvena linija). Ta postfertilizacijska demetilacija ne obuhvaca utisnute gene (imprinte) u diferencijalno

metiliranim regijama (gDMR) (zelena tockasta linija). Prema: Smallwood i Kelsey, Figure 1 (41).
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4. FAKTORI KOJI MIJENJAJU EPIGENOM

Kao $to je ve¢ receno, fetalno je razdoblje vremenski okvir u kojemu se ustanovljuju kljuéni obrasci
DNA metilacije i genske ekspresije te stoga predstavlja kriticnu to¢ku u razvoju posto se smatra kako
epigeneticke modifikacije mogu perzistirati kasnije u odrasloj dobi i utjecati na susceptibilnost za razvoj
bolesti. Epigeneticke modifikacije, posebno CpG metilacija, reagiraju na ekstrinzi¢ne ¢imbenike
dopustajuci im da ostave ,,0kolisne otiske* na DNA (5). U tekstu koji slijedi bit ¢e poblize prikazani

neki od njih.
4.1. NAVIKE

4.1.1. PuSenje

Izlozenost majke duhanskom dimu (eng. maternal tobacco smoke exposure, MTSE) tokom trudnoce
povezano je sa znac¢ajnim morbiditetom i mortalitetom novorodencadi i moZe utjecati na kasniji razvoj

mnogih bolesti (42) poput astme, karcinoma, pretilosti i dijabetesa tipa 2 (7).

Pusenje utjeCe i na razvoj posteljice negativnim utjecajem na ekstravilozne stanice trofoblasta koje sluze
za migraciju i invaziju trofoblasta u stijenku maternice $to dovodi do poveéanog rizika za nastanak
placente previje i placentalne abrupcije (43). Poremeéen razvoj posteljice utjeCe na rast fetusa zbog
naruSene opskrbe fetusa hranjivim tvarima i kisikom, izmjene plinova i otpadnih tvari te proizvodnje

hormona potrebnih za normalan razvoj fetusa (43).

Napravljeno je viSe metaanaliza povezanosti pusenja majke i pretilosti u djetinjstvu (44). Jedna je
istrazivala povezanost doza-ucinak izmedu broja cigareta koje majka konzumira tokom trudnoce i
pretilosti potomka (44,45). Rezultati su pokazali kako postoji pozitivna korelacija izmedu rizika za
pretilost potomaka i broja dnevno konzumiranih cigareta u trudno¢i. Ta povezanost najizraZenija je u
djece od 5 do 8 godina Sto je u skladu s prijasnjim dokazima da djeca predskolske dobi, ¢ije su majke

pusile tokom trudnoce, imaju visi BMI nego djeca onih majki koje nisu pusile (46).

Projekt Viva kohorta povezala je prenatalnu izlozenost pusenju sa smanjenom koncentracijom IGF-1 u
krvi pupkovine u odnosu na koncentraciju IGF-1 u krvi pupkovine novorodencadi ¢ije majke nisu pusile
za vrijeme trudnoce (47). Smanjena koncentracija IGF-1 povezana je s manjom porodajnom masom i
duzinom pri rodenju u opcoj populaciji (47) te bi mogla predstavljati predispoziciju kasnijim
metabolickim i kardiovaskularnim bolestima u potomka. U ljudi, mutacije u IGF-1 vode ka smanjenju
sekrecije inzulina i visokom riziku obolijevanja od dijabetesa tipa 2, a in vitro modeli ukazuju da

snizenje IGF-1 utjece na poremecenu formaciju pankreati¢nih B-stanica (47).

U Avon longitudinalnoj studiji roditelja i djece (eng. Avon Longitudinal Study of Parents and Children,
ALSPAC) istrazivana je povezanost prenatalne izloZenosti maj¢inu pusenju i metilacija DNA potomaka

u oko 800 parova majka-dijete (48). Petnaest CpG metilacijskih obrazaca na sedam genskih regija
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povezano je s maternalnim pusenjem i to ovisno o dozi i trajanju pusenja. Prema uzorcima uzetim 7 i
17 godina nakon, neka CpG mjesta pokazala su reverzibilnost metilacije (GFI1, KLF13 i ATP9A), a
drugi su metilacijski obrasci perzistirali (AHRR, MYO1G, CYP1Al i CNTNAP2). Usporedba
maternalnog i paternalnog pusenja i metilacije u potomka pokazala je kako je jaca povezanost metilacije

i maternalnog pusenja (48).

Jedno od prvih istrazivanja (49) povezanosti metilacije krvi iz pupkovine s maternalnim pusenjem
identificiralo je diferencijalnu metilaciju u AHRR, CYP1Al i GFI1 (49). AHRR i CYP1Al imaju kljué¢nu
ulogu u detoksifikaciji duhanskog dima. Mnogi od identificiranih gena povezani su s razvojem rascjepa
usne i nepca, karcinoma i astme, ali jo§ uvijek se ne zna jesu li utvrdene metilacijske promjene uzro¢no-

posljedi¢no povezane s razvojem tih bolesti ili su samo pouzdan biomarker za iste (49).

4.1.2. Alkohol

Poznato je kako opsezno konzumiranje alkohola tokom trudno¢e moze uzrokovati Sirok fetalni alkoholni
spektar poremecaja (eng. Fetal Alcohol Spectrum Disorders, FASD), od strukturnih do neurorazvojnih,
s fetalnim alkoholnim sindromom (FAS) kao najozbiljnijim (50). Tezina FASD-a ovisi ponajvise o
vremenu izloZenosti, dozi i frekvenciji izlozenosti alkoholu, a opsezna izlozenost u drugoj polovici

prvog trimestra povezuje se s najgorim ishodima (50).

Danas jo$ nije u potpunosti poznato koji su ucinci slabe do umjerene konzumacije alkohola tokom
trudnoce, ali epigenetske modifikacije predloZene su kao potencijalni mehanizam kao §to je sluc¢aj kod

pusenja (48,51).

Jedno istrazivanje na Stakorima pokazalo je da je perinatalna izloZenost alkoholu uzrokovala smanjenje
ekspresije gena za metil-CpG-vezujuéi protein 2 (eng. methyl CpG binding protein 2, MeCP2) te DNA
metiltransferaze 1 i 3a (DNMT1 i DNMT3a) u usporedbi s onima koji nisu bili izlozeni alkoholu (52).
Takoder je pronadena povecana aktivnost DNA metiltransferaza u hipokampusu i prefrontalnom
korteksu Stakora izlozenih etanolu nakon $to ve¢ neko vrijeme nisu bili izloZeni (vrijeme ekvivalentno
svim trima trimestrima u ljudi). To ukazuje na dugotrajne promjene u regulaciji epigenoma u mozgu $to
bi moglo objasniti dugotrajne bihevioralne deficite videne nakon izlozenosti alkoholu i u zivotinjskih

modela FASD-a i u ljudi (52).

Sharp i suradnici (50) napravili su metaanalizu $est kohorti kako bi istrazili metilacijske obrasce DNA
uzoraka krvi iz pupkovine novorodencadi koja je bila izloZena alkoholu in utero. Takoder su usporedili
rezultate s onima iz istrazivanja diferencijalne metilacije DNA bukalnih stanica u djece s FASD u
usporedbi s kontrolama (53) i diferencijalne DNA metilacije pune krvi u odraslih iz opée populacije koji
piju blago do umjereno u usporedbi s onima koji ne konzumiraju alkohol (54). Rezultati metaanalize
nisu pokazali jake dokaze koji bi potvrdili povezanost prenatalne izloZenosti alkoholu i metilacije DNA

krvi iz pupkovine (50). Tri su interpretacije njihovih pronalazaka: prva je da blaga do umjerena
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izloZenost alkoholu nema ucdinka na metilaciju DNA, druga je da nisu uspjeli detektirati uc¢inak na
metilaciju u krvi iz pupkovine i da su za to potrebna specifi¢na tkiva te treca koja govori o metodoloskim

ograni¢enjima zbog kojih nije uspjesno pronadena diferencijalna metilacija DNA (50).

Revijalna studija Mandala i suradnika (10) objedinila je mnostvo istrazivanja (in vitro i in vivo) u kojima
su istrazivane histonske modifikacije nastale djelovanjem alkohola tijekom fetalnog razvoja. Poznato je
da alkohol utjece na brojne signalne puteve, stanice i molekularne mehanizme, ali jo§ nije poznato o
kojim se to¢no epigenetickim mehanizmima radi. U tablici 3.1. prikazan je dio pronalazaka objavljenih
u Mandalovoj studiji, ali jo$ uvijek se ne zna koja je tocna povezanost izmedu specificnih modifikacija

histona i FASD fenotipova (10).
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Tablica 3.1. Sazetak istraZzivanja histonskih modifikacija nastalih djelovanjjem alkohola in utero. Prema

Mandal i sur., Table 1. (10)

Nacin izloZenosti alkoholu

4 h/dan inhalacije etanolskih
para

etanol kao teku¢ina

200 mM in vitro (na stani¢noj
liniji deriviranoj od fetalnog

srca)

25% etanol (3,75 g/kg)

1,0ili 2,5 g/kg (supkutane

injekcije)

2,5 g/kg (supkutane injekcije)

6 g/kg/dan (56%) intragastri¢no

2,5 g/kg (supkutane injekcije)

Uzorak

STAKOR

mozak (cerebelum, P8)

Mozak (P60-P80 od
F1, F2 i F3 generacije)

HO9c2 stani¢na linija

MIS

plu¢a (E13.5)

mozak (P7)

mozak (P7)

fetalno srce (E14.5)

mozak (P7)

Modifikacija histona

Redukcija H3 i H4 acetilacije.
Reduciran nivo H3K?23ac.

Redukcija H3K4me2, H3K4me3 i
H3K9ac oznaka, indukcija H3K9me2

oznaka.

Indukcija H3 acetilacije.

Indukcija H3K9/18ac.

Elevacija G9a mRNA aktivnosti,
indukcija H3K9me2 i H3K27me2.

Elevacija H4K8ac i redukcija
H3K9me2 na egzonu 1 CB1R gena

Elevacija H3K14ac oznaka i
ekspresije DHAND i EHAND gena.

Redukcija H3K9me2 oznaka.

E-embrionalni dan, P-postnatalni dan, ac-acetilacija, me2-dimetilacija, me3-trimetilacija
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4,1.3. Stres

Istrazivanja pokazuju kako su potomci traumatiziranih roditelja pod povecanim rizikom od razvoja
mentalnih i fizickih bolesti (55). Dokaz tome su potomci ljudi koji su preZivjeli holokaust. Podatci
istraZivanja utjecaja holokausta na potomke generacije njemu izloZzene (56) pokazali su da su potomci,
iako nisu dozivjeli viSe traumatskih iskustava, imali ve¢u prevalenciju obolijevanja od posttraumatskog

stresnog poremecaja nego demografski sli¢ni ispitanici s kojima su usporedivani.

Projekt ledena oluja (Project Ice Storm) (57) je istrazivanje koje je provedeno na potomcima majki
izlozenih ledenoj oluji u Quebecu 1998. Trinaest godina nakon proucavali su profil metilacije DNA T-
limfocita potomaka i usporedivali ga s rezultatima koje su dobili od uzoraka sline iste djece, ali pet
godina ranije te su pronasli prvi dokaz da prenatalni stres majki (eng. prenatal maternal stress, PNMS)
rezultira trajnom, Siroko obuhvatnom i funkcionalno organiziranom metilacijom DNA u veéem broju

tkiva potomaka.

Sto se ti¢e epigenetskih promjena, pronadena je veza izmedu ranog izlaganja stresu i aberantne
metilacije DNA gena poput gena za glukokortikoidni receptor i serotonin 1A receptor (7). Stres takoder
utjee na promjene u histonima poput povecanja razine H3K4me3 i smanjenja razine H3K9me3 u

dentatnom girusu (7).

4.1.4. Fiziéka aktivnost

Istrazivanja fizicke aktivnosti i bolesti potomaka pokazala su varijabilne rezultate. Naime, neki rezultati
pokazuju pozitivan i protektivan ucinak vjezbanja (uz odrzanje i povecanje vitalnosti), a drugi pak
negativan. Istrazivanja na mi$jem modelu pokazala su kako fizicka aktivnost o¢eva moze poboljsati
fenotip potomaka (4). Dijeta i vjeZbanje tokom 8 tjedana u miSeva hranjenih velikim koli¢inama
masnoc¢a (eng. high fat diet, HFD) normalizirali su veliku koli¢inu X-vezanih miRNA u sjemenoj
tekucini i prevenirali metabolicke poremecaje u zenskih potomaka (58). Druga je pak studija pokazala
da dugotrajna tjelovjezba u muzjaka misa predisponira intoleranciju na glukozu i rezistenciju na inzulin
u njihovih muskih potomaka (59). Mogu¢ mehanizam nastanka je oksidativni stres zbog izrazenije

tjelovjezbe te sukladno tome nastanak epimutacija i promjena na miRNA u sjemenoj tekucini (4).

4.15. Prehrana

Vitamin B9, poznat kao folna kiselina, potreban je za sintezu tetrahidrofolata i moramo ga unositi
prehranom posto se ne moze de novo sintetizirati u tijelu. On sluzi kao kofaktor u sintezi 5-
metiltetrahidrofolata (donor metilne skupine za remetilaciju homocisteina u S-adenozilmetionin) i kao
donor metilne skupine za DNA i histone §to je potrebno za odrzavanje razina metilacije (7). Donori
metilne skupine mogu utjecati na epigenom na globalni nacin i na lokus-specifi¢ni na¢in, a manjak folne

kiseline doprinosi nastanku tumora u animalnih modela (7). Primjer tomu je utjecaj maternalne prehrane

16



na mis§ji Agouti gen — gen odgovoran za odredivanje hoce li mi§je krzno biti prugasto (Agouti) ili
jednobojno (non-Agouti) i reguliran metilacijom DNA retrotranspozona smjestenog u promotorskoj
regiji Agouti gena (60). Kad je retrotranspozon metiliran, mi$je je krzno jednobojno, ali kad je
nemetiliran, ono je isprugano ili Zuto i mi§ ¢e imati povecéan rizik od razvoja dijabetesa i tumora (7).
Dostupnost metilnih donora prije i tijekom trudnoc¢e dovela je do poveéane metilacije u Agouti genu
buducéih potomaka (7).

Stetna izlaganja majke tokom trudnoée-ukljutujuéi prekomjernu i preslabu prehranu, pretilost,
rezistenciju na inzulin ili dijabetes-promoviraju alteracije u metabolizmu i zdravlju potomka (4). Majka
koja boluje od dijabetesa (gestacijskog ili od prije poznatog) moze imati povecane koncentracije glukoze
u krvi koje prolaze fetoplacentalnu barijeru i dovode do povecana lucenja inzulina u fetusa Sto je
povezano s povecanim rastom potomka, poveéanim rizikom od pretilosti i disregulacije hipotalamusa
(4). Djeca majki koje su i$le na barijatrijsku operaciju i tako reducirale svoju tezinu imaju smanjen rizik
od razvoja metabolickih bolesti kasnije u zivotu u usporedbi s njihovom bra¢om i sestrama rodenim
prije majéinog gubitka na tezini (4). Te su fenotipske razlike medu potomcima povezane s

diferencijalnom metilacijom gena koji reguliraju inzulinsku rezistenciju (4).

Dogadaji poput ratova te ekonomskih i politi¢kih kriza, koji su za ljude predstavljali velike katastrofe,
omogucili su proucavanje utjecaja manjkave prehrane na ljudske populacije jer su posluzili kao dobra
oshova za retrospektivne kohortne studije (4). Primjer takve retrospektivne studije jest studija u kojoj su
sudjelovali ispitanici koji su prenatalno bili izloZeni nizozemskoj gladnoj zimi od 1944. do 1945. tokom
Drugog svjetskog rata. Ti su ispitanici Sest desetljeCa nakon izlozenosti gladovanju imali manju

metilaciju IGF2 gena nego njihovi neizloZeni braca i sestre (61).

4.1.6. Lijekovi

Mnogi lijekovi mogu imati teratogeni ucinak i taj se uc¢inak Cesto otkrije mnogo prije nego njegova

molekularna osnova te teratogenosti.

Valproat se koristi kao terapija za epilepsiju, bipolarni poremecaj, tesku depresiju, migrenu te
shizofreniju (7). IzloZenost valproatu in utero povezana je s pove¢anom incidencijom defekata neuralne
cijevi. Rezultati istrazivanja Tung i Winn (62) na miSevima izlozenim valproatu tokom trudnoce
pokazalo je povecanje metilacije H3K4 i smanjenje metilacije H3K9 $to bi moglo predstavljati

molekularnu oshovu teratogenosti valproata.

Kod pacijenata lijecenih temozolomidom, kemoterapeutikom koji se koristi kao terapija glioma,

pronadeni su aberantni DNA metilacijski uzorci u sjemenoj tekuéini (7).
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4.2. OKOLISNI CIMBENICI

4.2.1. Endokrini disruptori

Endokrini disruptori (eng. endocrine-disrupting chemicals, EDC) egzogene su kemikalije koje mijenjaju
normalnu funkciju hormona (63). U predgovoru dokumenta kojeg je izdala Svjetska zdravstvena
organizacija (SZO, eng. WHO - World Health Organization) u sklopu Internacionalnog programa za
kemijsku sigurnost (eng. International Programme on Chemical Safety, IPCS), endokrini disruptori
definirani su kao: ,, ...kemikalije koje imaju potencijal za interferenciju s endokrinim sustavom.*; dok
je u prvom poglavlju navedena ova definicija: ,, ...egzogena supstanca ili mjesavina koja mijenja
funkcije endokrinog sustava i dovodi do $tetnih posljedica po zdravlje u intaktnom organizmu, njegovu
potomstvu ili (sub) populaciji. Potencijalni endokrini disruptor je ona egzogena supstanca ili mjesavina
koja posjeduje osobine koje od kojih bi se moglo ocekivati da dovode do endokrine disrupcije u

netaknuta organizma, njegova potomstva ili (sub) populacije.* (64).

Uc¢inke endokrinih disruptora na Zive organizme i ljudsko zdravlje prvi je puta zabiljezila biologinja
Rachel Carson 1962. godine (64) u svojoj knjizi Tiho proljece: ,,Te prskalice i zapraSivaci se danas
primjenjuju gotovo na svakoj farmi, vrtu, Sumi i kuc¢i — neprovjerene kemikalije koje mogu ubiti svakog
kukca, bez obzira bio on koristan ili ne; one su utiSale pjev ptica i skakutanje riba u brzacima, prekrivsi
lis¢e sa smrtnim slojem i pomjeSavsi se sa zemljom — samo zbog malo kukaca i korova. Ne mogu
vjerovati da je moguce prekriti povrsinu Zemlje sa tolikom koli¢inom otrova bez da se razmislja da li je
to dobro za cjelokupan Zivot. Ne bi se trebali zvati insekticidi ili ubojice kukaca, ve¢ biocidi ili ubojice

zivota.“ (65).

Izlozenost endokrinim disruptorima rano u Zivotu zabrinjavajuca je zbog njihove sveprisutnosti u
okolisu (5) i rezultati epidemioloSkih studija ukazuju da izloZenost in utero utje¢e na prevalenciju

bolesti, posebno metabolickih, kasnije u Zivotu (63).

4.2.1.1. Obesogeni

Pretilost, koja je u posljednje vrijeme poprimila pandemijske razmjere, doprinosi povecanoj incidenciji
raznih bolesti te je ve¢inom vezujemo uz povecani kalorijski unos (63). Unatrag petnaestak godina u
literaturi se spominju obesogeni, podskupina endokrinih disruptora koja se vezuje uz epidemiju pretilosti
(37) zbog sposobnosti tih spojeva da promoviraju pretilost alteriranjem adipogeneze, povecavanjem
skladistenja energije u obliku masnog tkiva te interferencijom s neuroendokrinom kontrolom gladi i
sitosti (66). Baille-Hamilton napisala je 2002. godine ¢lanak u kojemu je prvi put povezan utjecaj
kemijskih tvari s epidemijom pretilosti (67), a Griin i Blumberg 2006. su godine prvi definirali
obesogene iznijevsi svoju hipotezu o obesogenima (68). Hipoteza o obesogenima istaknula je dvije bitne
stavke. Prva je da se susceptibilnost za debljinu formira tijekom in utero razvoja i u prvih par godina

zZivota, a druga je da ta susceptibilnost nastaje djelovanjem podgrupe EDC-a, obesogena (69).

18



42.1.2. Bisfenol-A

Bisfenol-A (BPA) je monomer koji se koristi u proizvodnji polikarbonatne plastike i moze se naci u
brojnim ambalazama hrane i pi¢a te u medicinskim pomagalima. BPA ima znacajne estrogenske uc¢inke
(5) koje ostvaruje vezivanjem na estrogenske receptore ERa i ERP te se prenosi transplacentalno i

tijekom laktacije s majke na fetus, tj. na dojence (37).

In utero izlozenost Stakora ,,sigurnim“ dozama BPA (50 pg/kg/dan) povezano je s pove¢anom razinom
metilacije DNA S§to rezultira poremecenom regulacijom inzulina i kontrolom glukoze (70). Poslije
direktne FO izlozenosti Stakora BPA-u tijekom gestacije i laktacije, potomci F1 generacije nisu pokazali
znac¢ajne promjene U toleranciji na glukozu/inzulin u 3. tjednu poslije rodenja, ali u 21. tjednu pronadene
su povecane koncentracije inzulina u krvi te rezistencija na inzulin. Takoder je pronadena znacajna
hipermetilacija promotorske regije Gck gena u jetri F1 generacije u tjednu 3 i 21 u usporedbi s
kontrolnom skupinom koja nije bila izloZena BPA-u (71). Gck gen je kljuéan za regulaciju iskoriStavanja
glukoze u hepatocitima posto on kodira za enzim glukokinazu, a njegovom hipermetilacijom dolazi do
smanjene proizvodnje tog enzima nuznog za fosforilaciju glukoze. Mutacije u Gek genu povezane su
dijabetesom tipa 2 te dijabetesom mladih (eng. maturity-onset diabetes of the young, MODY) (37) i

stoga ga smatramo genom za susceptibilnost za dijabetes.

Utjecaj BPA na pretilost u ljudi proucavala se kroz sedam prospektivnih kohortnih studija (72). Tri su
studije ukazale da je visoka prenatalna izloZzenost BPA-u povezana sa smanjenim indeksom tjelesne
mase (eng. body mass index, BMI) i to izrazenije u djevojCica, druge dvije povezale su prenatalnu
izlozenost s pove¢anim opsegom struka, BMI-jem i rizikom za pretilost dok preostale dvije kohorte nisu
na$le poveznica izmedu prenatalne izloZzenosti bisfenolu-A i mjerila djecje pretilosti. Tako te kohorte
nisu pokazale jednozna¢nu povezanost BPA i pretilosti u ljudi, presje¢na istraZivanja (73,74) ukazuju
da je izloZzenost BPA-u u pozitivnoj korelaciji s pretiloscu, ali iz presjecnih istrazivanja ne mozemo
donositi zakljucke o uzrocno-posljedi¢énim povezanostima pa je potrebno provesti jo§ kohortnih studija

kako bismo uspjeli do¢i do jednoznacnih zakljucaka.

4.2.1.3. Diklor-difenil-trikloretan

Diklor-difenil-trikloretan (DDT) jedan je od najpoznatijih insekticida koji se poceo koristiti 40-ih godina
proslog stoljeca te je UN zabranio njegovu upotrebu 2001. Stokholmskom konvencijom o perzistentnim

vvvvv

razvoja globalne trgovine, jo§ uvijek se u slobodnoj prodaji mogu pronaéi namirnice kontaminirane

DDT-om (37).

U istrazivanju utjecaja DDT-a na F1 i F3 generaciju, Skinner i suradnici (76) izlagali su trudne Stakore
(FO) nizim (25 mg/kg/dan) i vi§im dozama (50 mg/kg/dan) DDT-a. U F2 generacije nije bilo razvoja

petilosti, no doslo je do razvoja bolesti testisa, bubrega i jajnika te razvoja karcinoma u odrasloj dobi. U
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F3 generaciji 50% muzjaka i Zenki razvilo je pretilost u skupini s nizom izlozenos¢u te 75% muzjaka u
skupini s viSom razinom izloZenosti. Takoder, pronadene su diferencijalno metilirane regije (DMR) u
Tubb3, Slc4ad i Carml genima u spermija F3 generacije. U F1 generacije razvoj pretilosti nastupio je

zbog direktne izloZenosti fetalnih somatskih stanica DDT-u.

Diklor-difenil-dikloretilen (DDE) je razgradni produkt DDT-a koji se formira u okolisu ili tijelu i esto
se mjeri uz DDT posto se takoder povezuje uz Stetne uéinke na zdravlje (5). lako i DDT i DDE imaju
duge poluzivote, DDE je predominantno naden u trudnih zena koje su sudjelovale u studiji koja je

ispitivala nacionalno zdravlje i prehranu (National Health and Nutrition Examination Survey) (5).

Prenatalna izloZzenost DDT-u i DDE-u povezana je s nizom ranih i kasnih ucinaka na zdravlje,
ukljucujuéi utjecaj na fetalne mjere rasta, neurorazvoj adolescenata, reproduktivnu funkciju Zena te
funkciju pluca (5). Kada se ispitivala povezanost DDT-a, DDE-a i globalne metilacije fetalnog
epigenoma, rezultati studije CHAMACOS (Center for Health Assessment of Mothers and Children of
Salinas) ukazali su da je razina tih tvari u maj¢inom serumu recipro¢no povezana s Alu metilacijom u
krvi iz pupkovine, iako dodatna istrazivanja u toj kohorti nisu pronasla vezu izmedu placentalnih razina
DDE i globalne metilacije (5). Ta inkonzistencija unutar iste kohorte mogla bi ukazivati da DDT ima

tkivno-specifi¢ne uéinke na fetalni epigenom.

4.2.1.4. Ftalati

Ftalati su kemijski spojevi koji se koriste u plasti¢noj (37) i kozmeti¢koj (5) industriji. Ftalati se mogu
inhalirati, ingestirati te apsorbirati kroz kozu. Kao indikator izlozenosti ftalatima najc¢esce se koristi
mjerenje metabolita izlu¢enih u urinu (5). Velik broj ftalata koristi se u industriji, ali pojedini se ¢e$ée
detektiraju pa se stoga koriste u epidemioloskim istrazivanjima - oni ukljuc¢uju di(2-etilheksil) ftalat
(DEHP), dietil ftalat i dibutil ftalat (5). DEHP je ftalat koji se koristi kao plastifikator u proizvodima za
svakodnevno koriStenje. Pronaden je u humanoj amnionskoj tekucini, krvi iz pupkovine, mlijeku,

sjemenoj tekudini i slini (37).

Izlaganje DEHP-u povezano je s disbalansom energije i metabolickim poremecajima (37). Razna
ispitivanja u S$takora pokazala su da DEHP smanjuje utilizaciju glukoze iz krvi i hepatalnu
glukoneogenezu u ispitivanih §takora (77). DEHP-u izloZeni Stakori takoder imaju reduciran transport
glukoze i laktata u miSi¢ima, smanjenje miSi¢ne heksokinaze te hepatalne glukokinaze i sinteze

glikogena (78), kao i poremec¢enu homeostazu glukoze na razini gusterace, ali i cijelog tijela (79).

CHAMACOS studija koristila je parove majka-novorodence te su mjerene razine metabolita ftalata
niske molekularne mase (eng. low molecular weight, LWM) u urinu te je pronadena negativna korelacija
monoetil ftalata s Alu metilacijom u krvi pupkovine (80). Globalna hipometilacija nastala zbog
izlozenosti ftalatima takoder je potvrdena u jednoj kineskoj kohorti trudnih Zena (81) u kojoj su razine

DEHP u urinu bile povezane s hipometilacijom LINE1 u placenti. Genski specifiéna hipometilacija
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pronadena je u studiji u kojoj su mjerene razine ftalata u urinu majke u prvom trimestru i CpG metilacija

H19 i IGF2 (82). Ti rezultati ukazuju na mogucu disregulaciju tih gena nuznih za razvoj.

4.2.1.5. Smjese

[zloZenost smjesama EDC-a ¢es¢a je nego izlozenost pojedinacnim EDC-ima, no istrazivanja ve¢inom
proucavaju utjecaj pojedinacnih kemijskih tvari na organizam i zbog toga nemamo potpune spoznaje o
individualnim, interaktivnim i kumulativnim u¢incima smjesa endokrinih disruptora (69). Zbog velikog
broja okolisnih ¢imbenika kojima smo izlozeni svakodnevno, postoji potreba za identifikacijom onih
koji su povezani sa Stetnim ucincima na zdravlje, posebno zato $to moze do¢i do sinergistickog

djelovanja pri izloZenosti smjesama endokrinih disruptora (69).

Manikkam i suradnici (83) proucavali su smjesu BPA, DEHP i dibutil ftalata (DBP, plastifikator koji se
koristi u lateks adhezivima, kozmetici, celuloznoj plastici i kao otopalo za boje (37)). Te su tri tvari
pronadene u ljudskom organizmu i sve su derivirane iz razli¢itih plasti¢nih proizvoda (37). U
spomenutom istrazivanju trudne zenke Stakora bile su izloZzene smjesi BPA, DEHP i DBP-u sli¢ne
koncentracije poput onih u istraZivanjima izloZenosti pojedinim EDC-ima. Rezultati su pokazali

povecéanu incidenciju pretilosti u F3 generaciji u muzjaka i Zenki, ali ne i u F1 generaciji potomaka (83).

4.2.2. Metali

Poznato je da izlozenost mnogim metalima poput arsena, olova i zive ima negativan utjecaj na ljudsko
zdravlje. Recentne studije ukazuju da bi promjene u epigenetskim mehanizmima mogle igrati klju¢nu

ulogu u molekularnim mehanizmima uklju¢enim u nastanak bolesti povezanih s izlozeno$¢u metalu (7).

4.2.2.1. Arsen

Arsen (As) se normalno pojavljuje u okoliSu kao element zemljine kore. Kada se poveze s drugim
elementima poput kisika, klora ili sumpora, arsen postaje anorganska smjesa (iAs) koja u povec¢anim
koncentracijama (odredena radna mjesta, nesanirana odlagali§ta otpada, podrucja s prirodno visokim
koncentracijama iAs) mozZe dovesti do razvoja brojnih kroni¢nih stanja poput dijabetesa tipa 2,
kardiovaskularnih bolesti, neuroloskih bolesti te brojnih karcinoma (84). Izlozenost arsenu tijekom
prenatalnog razdoblja povezana je s promjenama u obrascima metilacije DNA krvi iz pupkovine te s

genski specificnim promjenama DNA metilacije u placenti i leukocitima majke i fetusa (7).

422.2. Olovo

Olovo (Pb) je teski metal koji se moze naci u brojnim proizvodima poput baterija, keramike, igracaka i
cijevi (84). Cak i pri vrlo malim koncentracijama, prenatalna izloZenost olovu rezultira neurorazvojnim
poteskocama i reduciranom inteligencijom djeteta te dovodi do spolno ovisnih promjena u metilaciji
DNA krvi iz pupkovine (7).
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4.2.2.3. Ziva

Ziva (Hg) je reaktivni metal koji se moZe naéi u baterijama, fluorescentnim Zaruljama, termometrima i
termostatima, no ljudi ve¢inom bivaju izlozeni konzumiranjem ribe i $koljaka kontaminiranih zivom
(7). In vivo istrazivanja na Stakorima pokazala su da prenatalna izlozenost Zivi dovodi do smanjenja
proliferacije neuralnih stanica $to je povezano s hipometilacijom DNA (7). In utero izloZenost u ljudi
takoder je dovela do promjene u metilaciji DNA te se pretpostavlja kako te promjene mogu utjecati na

proporciju imunosnih stanica u krvi pupkovine (7).

4.2.3. lonizirajucée zracenje

Ionizirajuce zracenje inducira nestabilnost genoma spolnih stanica i moglo bi imati Stetne ucinke na
potomke (85). Jedan nerijeseni epidemioloski dogadaj nazvan Sellafield slu¢aj povezao je paternalnu
izloZenost zraCenju i povecan rizik za nastanak leukemije i ostalih malignih bolesti u potomaka (85).
Naime, godine 1980. primjeceno je da velik broj djece koja zive u blizini nuklearne elektrane Sellafield
obolijeva od malignih bolesti. Daljnjim istrazivanjem otkriveno je da je u djece koja su rodena u
Seascaleu (selo blizu nuklearne elektrane) povecan rizik razvoja maligniteta, ali ne i u djece koja su se
doselila u Seascale nakon rodenja. Takoder je dokazano da su djeca Ciji su ocevi radili u elektrani u
vrijeme zac¢eca imala tri puta veci rizik od razvoja leukemije i non-Hodgkinova limfoma prije dobi od
25 godina. Ta su otkri¢a dovela do razvoja ,,Gardnerove hipoteze™ koja predlaze uzro¢no posljedi¢nu
povezanost izmedu paternalne izloZenosti ioniziraju¢em zracenju i povec¢anog rizika nastanka malignih
bolesti u potomka (85). Gardnerova je hipoteza odbaéena poslije usporedbe s ostalim studijama poput
one provedene na prezivjelima nakon pada atomske bombe u Japanu (u potomaka izloZenih o¢eva nije
pronaden povecani rizik od razvoja maligniteta) (85). Jo$ uvijek nisu pronadena to¢na epigeneti¢ka

objasnjenja za dogadaje u Seascaleu.
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5. TRANSGENERACIJSKI OBRAZAC EPIGENETSKOG
NASLJEDIVANJA

Studije u humanih i animalnih modela pokazale su kako izlaganja okolisnim ¢imbenicima koja su
iskusili roditelji tijekom svoga intrauterinog i postnatalnog Zivota mogu utjecati ne samo na njihovo
zdravlje, veé i na zdravlje njihovih potomaka te mogu pokrenuti ciklus povec¢anog rizika za bolest kroz
generacije Cak i bez daljnje prisutnosti tih okoliSnih stresora. Dakle, zdravlje roditelja i direktno
izlaganje okoliSnim stresorima koje su dozivjele spolne stanice mogu doprinijeti razvojnom

programiranju potomka i povecanju njihova rizika za bolest (4).

Obrazac nasljedivanja moze biti intergeneracijski (tj. multigeneracijski (37)) te transgeneracijski.
Parentalno (F0) izlaganje tijekom trudnoée moze utjecati na zdravlje potomka F1 i potomka F2
generacije —ti intergeneracijski efekti mogli bi biti posljedica direktnog djelovanja stresora na somatske
stanice fetusa F1 generacije utjeuéi na proliferaciju, diferencijaciju i razvoj pojedinih organa (4). Posto
se germinativne stanice fetusa F1 generacije razvijaju tijekom gestacije, unuci (F2) isto su direktno
izlozeni. Kada bi se posljedice vidjele na F3 generaciji, koja nije bila direktno izloZzena tim ¢imbenicima,
obrazac nasljedivanja bio bi transgeneracijski. Ukoliko je prvotno izlaganje bilo preko oca (F0),
transgeneracijske posljedice bile bi one u F2 generaciji posto je samo F1 potomak bio direktno izloZen
(37) (Slika 3).

Epigenetsko pamcenje osnova je za razvoj vijabilnog potomka, ali isto tako igra bitnu ulogu i u razvoju
bolesti. Transgeneracijsko epigenetsko nasljedivanje moze rezultirati boles¢u zbog epimutacija koje se

prenose na potomke (86).

Zna se da je ucestalost genetskih i epigenetskih mutacija povecana u starijih individua. Jedan primjer
epigenetickog, medugeneracijskog ucinka je utjecaj oCinske dobi na sposobnost potomstva, Cesto
nazvana Lansingovim ucinkom (87). Lansingov uéinak povezuje smanjenje zivotnog ,.fitnessa“
potomaka s pove¢anom oc¢inskom dobi (87). Transgeneracijske posljedice Lansingovog uc¢inka mogu
utjecati na stopu genetskih i fenotipskih promjena populacije, $to pak utjeCe na sposobnost populacije
da se prilagodi i odrzi (87). Ipak, unato¢ drustvenoj vaznosti za nase razumijevanje evolucije starenja i
dugovjecnosti, mehanisticke osnove Lansingova ucinka jo§ uvijek nisu poznate. On je identificiran u
raznolikom rasponu vrsta, ukljucujuci ptice, te je prikazan u divljih vrabaca (Passer domesticus). Doista,
u prirodnoj populaciji, utvrdeno je da su stari vrap€i¢i imali potomstvo s niZzom zivotnom sposobnoscu
(87). Utjecaj ovog efekta mogao bi se odraziti i u humanoj populaciji, u kojoj u danasnje doba dolazi do

pomicanja dobne granice za stvaranje potomstva.

Mehanizmi nasljedivanja epigenetskih obrazaca jo$ nisu u potpunosti otkriveni, ali ono §to se zna je da
je tokom demetilacije DNA dio parentalnih epigenetskih promjena poput utisnutih gena zasti¢en od

reprogramiranja tijekom razvojnih stadija. Okolisno inducirane alteracije procesom DNA metilacije
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nazvane diferencijalno metilirane regije (DMR) prisutne u spolnim stanicama ponaSaju se poput
utisnutih gena u smislu da njihovi metilacijski obrasci perzistiraju (88). Diferencijalno metilirana mjesta
povezana s transgeneracijskim nasljedivanjem nazivaju se nalik-utisnutim (eng. imprinted-like) (89).
Prijenos epigenetskih informacija na buduée generacije putem spolnih Stanica moze promijeniti
epigenom embrijskih mati¢nih stanica §to bi posljedi¢no dovelo do promjene epigenetskog i
transkriptomskog programiranja svih deriviranih somatskih stanica. One stanice koje su osjetljive na te
promjene u epigenomu i transkriptomu mogle bi pokazati poveéanu susceptibilnost za razvoj bolesti
(88).

Nasljedivanje preko majke Nasljedivanje preko oca

Intergeneracijsko
F2 F1  (direktna izloZenost) F1

................... I......nr.nr.............4..'...4“.“n...“......'-..“.....“....n...“

F3 Transgeneracijsko F2

® O @ (ncmaizloZenosti)

Slika 3. Shematski prikaz intergeneracijskog i transgeneracijskog nasljedivanja uslijed izlaganja

okoli$nim ¢imbenicima; Prema: Feroe, Broene, Albuquerque i Ruiz, Figure 2. (37)

5.1. DOKAZI

5.1.1. Metaboli¢ke bolesti

Dogadaji poput ratova te ekonomskih i politi¢kih kriza, koji su za ljude predstavljali velike katastrofe,
omogucili su proucavanje utjecaja manjkave prehrane na ljudske populacije. Retrospektivne kohortne
studije pruzaju dokaze koji podrzavaju teoriju intergeneracijskih efekata (u ovom slu¢aju manjkave
prehrane tokom prenatalnog i ranog postnatalnog razvoja). Studije o nizozemskoj gladnoj zimi, periodu

nestaSice hrane i gladi za vrijeme njemacke blokade Nizozemske krajem Drugog svjetskog rata (1944.-

24



1945.) pruzile su brojne informacije o utjecaju gladi na sljedece generacije. Naime, nedovoljna prehrana
majki za vrijeme trudnoCe povezana je s poveCanom koliCinom masnog tkiva, hipertenzijom,
intolerancijom na glukozu te psihijatrijskim poremecajima u njihove djece tokom odrasla zivota. Sli¢ni
su pronalasci videni za razli¢ite populacije diljem svijeta (4). Velika kineska oskudica (1959.-1961.)
bila je najveca oskudica u povijesti Covjecanstva i rezultirala je s otprilike 30 milijuna ljudskih smrti i
otprilike jednako mnogo pobacaja. Pojedinci rodeni odmah nakon tog perioda imali su veéi rizik
obolijevanja od hipertenzije u odrasloj dobi (90), zene su imale ve¢i BMI i masu kasnije u Zivotu (91)
te su bile vece stope dijabetesa tipa 2 ili hiperglikemije (4). Ukrajinska glad (1932.-1933.) takoder je
pokazala povezanost rane gestacijske restrikcije nutrijenata s razvojem dijabetesa tipa 2 u odrasloj dobi.
Glad tijekom Nigerijskog gradanskog rata (1967.-1970.) rezultirala je pothranjenos¢u tijekom gestacije

i djetinjstva i takoder je povezana s o$te¢enom tolerancijom na glukozu u odraslom Zivotu (4).

Niska porodajna masa, neovisno o prehrambenim faktorima, povecava rizik od metabolickih bolesti
kasnije u zivotu. David Barker prvi je otkrio povezanost porodajne mase i kasnijeg razvoja
kardiovaskularnih i ostalih metaboli¢kih bolesti u odraslom Zivotu (92). Kasnije studije diljem svijeta,
ukljuéujuci i Helsinsku kohortnu studiju (93) te Kinesku studiju o rodnoj masi (94) potvrdile su tu

povezanost.

Nekolicina studija istrazivala je ulogu malih nekodiraju¢ih RNA u transgeneracijskom nasljedivanju te
je otkriveno da sncRNA derivirane iz spermija (uklju¢uju¢i miRNA i tsRNA) imaju potencijal za
utjecanje na embrionalni razvoj i vode ka transgeneracijskom nasljedivanju (30). Jedan od primjera je
utjecaj prehrambenog stresa (poput prehrane bogate mastima, HFD) na kasniji razvoj metabolickih
poremecaja u potomaka (30). U 2016. godini dva su odvojena istrazivanja (30) pokazala da je prehrana
bogata mastima ili prehrana siromasna proteinima u muzjaka miSeva povezana s povec¢anim razinama
tSRNA u spermija §to je kasnije povezano s metabolickom bole$¢u u njihovih potomaka. U tim su
istrazivanjima takoder unijeli dijetom inducirane tsSRNA u oocite oplodene spermijima muzjaka koji su
se normalno hranili §to je dovelo do razvoja metabolickih poremec¢aja u potomaka F1 generacije te
poremecene ekspresije gena metabolickih puteva. Time je dokazano da su dijetom inducirane tSRNA

odgovorne za fenotip potomaka.

5.1.2. Stres

Vecina istrazivanja intergeneracijskog nasljedivanja stresa je posvecena proucavanju disfunkcije osi
hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlijezda (eng. hypothalamic-pituitary-adrenal, HPA) u potomaka
roditelja izlozenih stresu. Novija istrazivanja posvetila su se proucavanju epigenetskih modifikacija i
neuroanatomskih promjena u potomaka. Otkrivene su mnoge bioloske poveznice, ali jos se ne zna tocan

mehanizam transfera stresa. Kortizol je jedan od potencijalnih faktora odgovornih za to nasljedivanje,
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posto dokazi sugeriraju da cirkulirajuéi kortizol dospijeva do gameta i fetusa. Takoder kortizol, kao dio
glukokortikoidnog receptorskog kompleksa, utjece na transkripciju gena i mogao bi krajnje dovesti do
alteracije fetalnog epigenoma (55). Recentni pronalasci ukazuju da bi miRNA, za koju postoji
moguénost da je regulirana kortizolom i dokazano je da je regulirana stresom, mogla imati ulogu u
nasljedivanju (55,95,96). Neka su istrazivanja pokazala da je injiciranje spermalne miRNA
traumatiziranih muzjaka u oplodene oocite povezano s bihevioralnim i metabolickim poremecajima u

potomaka, sliénim onima koji nastaju kod rane separacije od majke (30).

5.1.3. Endokrini disruptori

Znacajni primjeri transgeneracijskog nasljedivanja osobina koje se ne prenose genima jest izlozenost
endokrinim disruptorima (4). Kao §to je navedeno prije u tekstu, endokrini disruptori grupa su spojeva
koji oponasaju, blokiraju ili interferiraju s proizvodnjom, metabolizmom i djelovanjem hormona u tijelu
(97). Mehanizam za koji se trenuta¢no smatra da uzrokuje transgeneracijsko nasljedivanje promijenjene
metilacije DNA jest taj da EDC-i sprjecavaju demetilaciju odredenih regija DNA tijekom embrionalnog
razvoja (66). Razni enzimi odgovorni su za globalnu demetilaciju, a EDC-i bi mogli represivno djelovati
na ekspresiju gena koji ih kodiraju (66). Tretiranje trudnih miseva vinklozinom (antiandrogenom koji
se koristi kao fungicid) povecalo je rizik od neplodnosti, tumorsku formaciju, bolest bubrega, imunosne

abnormalnosti te anksiozna ponaSanja kroz Cetiri generacije (98,99).

Endokrini disruptori su spojevi sveprisutni u okoliu te u hrani i vodi koju konzumiramo i sve vise se
povezuju s epidemijom pretilosti (37). Kao §to je ve¢ navedeno prije, obesogeni su definirani kao spojevi
(prirodni, farmaceutski, ksenobiotski) koji promoviraju pretilost pove¢anjem broja masnih stanica ili
pohranjivanjem masti u ve¢ postoje¢e masne stanice. Takoder mogu djelovati indirektno na adipocite
mijenjanjem brzine bazalnog metabolizma, pomicanjem energetske ravnoteZze prema skladistenju

kalorija te mijenjanjem hormonalne kontrole apetita i sitosti (100).

Izlozenost obesogenima u misjih je modela pokazala poveéan rizik za pretilost te obolijevanje od
dijabetesa tipa 2 (4). DDT je povijesno jedan od najkoristenijih insekticida. Izlozenost DDT-u tijekom
kriticnog perioda razvoja germinativnih stanica promovira epigeneti¢ko transgeneracijsko nasljedivanje
pretilosti do F3 generacije Stakora (37). TBT, aditiv, uzrokovao je pove¢ano odlaganje masnog tkiva u
F2 i F3 generaciji, miSevi su imali ve¢i volumen 1 broj adipocita i sve to unato¢ kontroliranom

kalorijskom unosu (37).
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5.1.4. Obogaéeni okoliSi

Mnoge animalne studije potvrdile su da su glodavci razvijani u okoliSima ispunjenim s pregrst
senzornih, motornih, socijalnih i kognitivnih stimulansa imali bolje kognitivne performanse od onih
odgajanih u standardnim okolis§ima. Epigeneticki mehanizmi imaju ulogu u dugoro¢nim kognitivnim
efektima uzrokovanim takvim stimulansima. Naime, ukupne razine H3 i H4 acetilacije i metilacije je
povecan u hipokampusu i korteksu stimuliranih miSeva i taj kognitivni porast moze se oponasati

injekcijama inhibitora histonskih deacetilaza (98,101).

U jednoj studiji na miSevima nadeno je nasljedivanje boljeg pamc¢enja i povecane sinapticke plasticnosti
na potomke i to preko majke. Bitno je napomenuti kako to nije ovisilo o majéinoj skrbi posto je
obogacenje perzistiralo i nakon ,,udomljavanja®“ (102). Iako se jo$ ne zna puni mehanizam toga
nasljedivanja, moguce je da se radi o mehanizmima slicnim nasljedivanju stresom uzrokovanih
epigenetskih promjena. Ukoliko je to tako, otvorila bi se nova vrata za bihevioralne intervencije koje bi

mogle kompenzirati negativna Zivotna iskustva (98).
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6. ZAKLJUCAK

Uzevsi u obzir da brojni okoli$ni ¢imbenici mogu dovesti do epigenetskih modifikacija, oni predstavljaju
veoma bitno podrudje interesa za buduca znanstvena istraZivanja koja ¢e voditi k novim saznanjima o
nastanku bolesti u odraslih sa zacetkom jo$ u fetalnom razdoblju. NajvisSe utjecaja na fetalni epigenom
imaju endokrini disruptori zbog svoje Siroke rasprostranjenosti u okoliSu i prisutnosti u proizvodima
koji se nalaze u svakodnevnoj uporabi. Zbog toga predstavljaju podrucje interesa brojnih znanstvenika
te su mnoga istrazivanja ve¢ provedena, a vjerojatno ¢e jo§ mnoga tek biti kako bi se utvrdio cjelokupni
obujam njihova utjecaja na nastanak epigenetskih modifikacija te kako bi se objasnilo samo znacenje
tih modifikacija i njihov utjecaj na zdravlje i bolest. Drugo veliko interesno podrucje za istrazitelje
predstavlja mogucnost transgeneracijskog nasljedivanja. U ovom su radu ponudeni neki od ,,dokaza“
koji govore u prilog prenosenju epigenetskih modifikacija kroz generacije i do onih koje ni na koji na¢in
nisu bile izloZene, ni direktno ni indirektno, utjecaju okolisnih ¢imbenika. Unato¢ tome, znamo da
nakon oplodnje dolazi do brisanja otprije uspostavljenih metilacijskih obrazaca $to se protivi teoriji
transgeneracijskog nasljedivanja posto DNA metilacija predstavlja najvazniji epigenetski mehanizam.
Stoga se namece pitanje je li transgeneracijski prijenos epigenetskih modifikacija uopée mogué i ako
jest koji je toéno mehanizam njihova prijenosa, odnosno koji su posrednici tog prenosenja? To pitanje
za sada jo$ uvijek ostaje otvoreno i ukoliko je odgovor na njega potvrdan, otkri¢e posttranskripcijskih
mehanizama (poput malih RNA molekula koje se prenose tijekom oplodnje, na $to upucuju novija
istrazivanja) otvorilo bi nove prilike za klinicku primjenu tih saznanja i potencijalno napravilo revoluciju
u klini¢koj praksi. Sama pomisao da bi se bolest buducih generacija mogla sprijeciti djelovanjem ovdje
i sada, predstavlja veoma privlacan, ali i vazan koncept koji bi otvorio vrata k novim moguénostima

prevencije bolesti, ali i same promocije zdravlja u ljudi.
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2017.-2019. ¢lan studentske pedijatrijske sekcije

2018./2019. ¢lan studentske ginekoloske sekcije

CERTIFIKATI | PRIZNANJA

2015. BLS/AED certifikat

2016. pasivni sudionik 12. ,,Croatian student summit* (CROSS 12)
2017. pasivni sudionik 13. ,,Croatian student summit* (CROSS 13)
2018. pasivni sudionik 14. ,,Croatian student summit* (CROSS 14)
2019. pasivni sudionik 15. ,,Croatian student summit® (CROSS 15)

POSEBNA ZNANJA I VJESTINE

Aktivno koristenje engleskog jezika u govoru i pisanju (C1)
Osnovno koriStenje njemackog jezika u govoru i pisanju (A2)
Osnovno koristenje talijanskog jezika u govoru i pisanju (A1)
Osnovno koristenje Spanjolskog jezika u govoru i pisanju (A1)

Poznavanje rada na racunalu (MS Office, Internet)
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