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SAZETAK

U prvoj polovici dvadesetog stolje¢a, razvojna biologija i genetika bile su odvojene discipline.
Rije¢ epigenetika prvi put je upotrijebio C. Waddington kao jedan od mogucée vise spojnih neksusa
genotipa i fenotipa. Epigenetika u svom fokusu ima regulaciju aktivnosti gena, za razliku od polja
genetike koje se bavi anatomijom samih gena, odnosno slijedom dusSi¢nih baza koje oznacavaju
genetski kod, ali koja samostalno ne moze objasniti sve bioloske aspekte ljudskog razvoja. Regulacija
aktivnosti gena odnosi se na nacine na koje genetska informacija moze biti suprimirana ili aktivirana u
razli¢itim razvojnim linijjama stanica ili prenesena dalje na potomstvo. Prvo desetlje¢e 21. stoljeca
obiljezeno je velikim porastom interesa biomedicinskih istrazivanja za polje epigenetike. U raznim
istrazivanjima pokazane su pozitivne korelacije izmedu epigenetskih abnormalnosti i psihijatrijskih

bolesti, a ovdje se specificno obraduju depresija, shizofrenija i bipolarni poremeca;.

Kljuéne rije¢i: razvojna biologija; epigenetika; genotip; fenotip; depresija; shizofrenija;

bipolarni poremecaj

SUMMARY

In the first half of the twentieth century, developmental biology and genetics were considered
separate disciplines. Word epigenetics was first used by C. Waddington as a possible nexus between
the genotype and phenotype. The focus of epigenetics is the regulation of gene activity, in contrast to
the field of genetics, which deals with the anatomy of genes themselves, or the sequence of nitrogen-
containing nucleobases that make the genetic code, but which cannot explain all biological aspects of
human development on its own. Regulation of gene refers to the ways in which genetic information
can be suppressed or activated in different evolutionary cell lineages or transferred further to an
offspring. The first decade of the 21st century was marked by an increased interest of biomedical
research in the field of epigenetics. Various studies have shown positive correlations between
epigenetic abnormalities and psychiatric diseases, and here the focus is specifically on depression,

schizophrenia and bipolar disorder.

Keywords: developmental biology; epigenetics; genotype, phenotype; depression;

schizophrenia; bipolar disorder
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1.UvOD

Nazivi "epigeneza" i "epigenetika" se Cesto koriste, ali u razli¢itom kontekstu. Epigeneza
etimoloski proistjeCe od rijeci -epi — iznad, i -geneza — razvoj, a oznac¢ava sve ono $to ima
utjecaj na razvoj organizma. Siri koncept od epigenetike, epigeneza ne pokriva samo
somatski, ve¢ i mentalni razvoj (Van Speybroeck 2002). Oznacava diferenciranje organizma
kroz interakciju sa svim ¢imbenicima izvan samog genotipa, za razliku od arhai¢ne
preformacijske teorije, koja je postulirala da je potpuna mikroslika razvijenog organizma

unaprijed zapisana ve¢ u zigoti.

Koncept novijeg datuma je termin epigenetika i zauzima uzi i fokusiraniji raspon znacenja, a
odnosi se na tzv. regulaciju aktivnosti gena, za razliku od polja genetike koje se bavi
anatomijom samih gena, odnosno slijedom dusi¢nih baza koje oznacavaju genetski kod, ali
koja ipak samostalno ne moze objasniti sve bioloske aspekte ljudskog razvoja. Pod
fiziologijom, odnosno patofiziologijom gena mislim na nacine na koje genetska informacija
moze biti suprimirana ili aktivirana u razli¢itim razvojnim linijama stanica ili prenesena dalje

na potomstvo.

U prvoj polovici dvadesetog stoljeca, razvojna biologija i genetika bile su odvojene discipline.
Rije¢ epigenetika prvi put je upotrijebio Conrad Waddington da bi povezao ta dva polja.
(Choudhuri 2011) Epigenetika je suma svih mehanizama potrebnih da se genetski program
razlozi s ciljem razvijanja. Waddington je ve¢ 1947. pokrenuo osnivanje odjela za genetiku u
Edinburghu. Za samo deset godina geneticka istrazivanja u ovom institutu postala su
prepoznatljiva po vrhunskoj kvaliteti, a sam odjel bio je viSe nego uspjesan i postao je jedan
od najvecih odjela genetike u svijetu. Tijekom tih godina, Waddington je planirao stvaranje
laboratorija za epigenetiku. U svojoj je namjeri uspio 1965., kad je 1 sluzbeno osnovana
Grupa za epigeneticka istrazivanja. Svjestan znacaja genetike u razvoju, ili, jo$ preciznije,
znacaja aktivnosti materijala jezgre (gena) za dogadanja u citoplazmi, Waddington je postavio
hipotezu o mogucoj nadopunjivosti epigeneze i preformacije, tvrdeci da “...su sve osobitosti

odraslog organizma prisutne u oplodenoj jajnoj stanici, ali se trebaju 'odmotati' irazviti...”.



Razvoj je smatrao epigenetickim dogadajem: ““...moglo bi se reci da epigenetsku gradu ili
epigenotip ¢ini niz dogadaja kroz koje odredeno tkivo prolazi tijekom razvoja; znaci —
odredeni organ nastaje zbog osobitih medudjelovanja genotipa, epigenotipa i vanjskih

¢imbenika”. Njegove ideje ponovno otkrivamo u epigenomici novog doba.

Njegove ideje se svakako mogu smatrati vizionarskima utoliko §to su nastajale u vrijeme
kada ih tehni¢ki nije mogao potvrditi — bez protutijela, bez tehnologije rekombinantne DNA,
bez ikakvih saznanja o tome kako su geni gradeni i na koji bi na¢in njihova aktivnost uopce
mogla biti regulirana (Troselj et al 2009; Waddington C. 1942).

Waddington je prije svega prepoznao epigenetiku kao jedan od moguce vise spojnih neksusa
genotipa i fenotipa. Njegova teorija se nekoliko desetljeca kasnije translatirala u polje

molekularne biologije.

Tek nekoliko desetlje¢a nakon Waddingtona predlozeni su specificni mehanizmi preko kojih
se informacija superponira na DNA slijed, kao naprimjer hipoteza da 5-metilcitozin ima ulogu
u kontroli ekspresije gena, i takoder da je uzorak metilacije nasljedan, da ima ulogu u razvoju,
ali da je on 1 stohasticka pojava koja se javlja pri starenju. Modifikacije bez alteracije
sekvence pomazu pri aktivaciji odnosno suprimiranju potrebnih gena u razli¢itim stadijima
razvoja, ali isto tako te modifikacije mogu biti patoloske i uzrokovati ili biti kolateralna
promjena i posljedica bolesti. Maligne bolesti su primjer bolesti s dokazanom epigenetskom

podlogom.

Ove hipoteze su naknadno podrzane mnogim eksperimentalnim dokazima koji pokazuju da je
metilacija snazno povezana s utiSavanjem gena u razli¢itim bioloSkim procesima. Danas
postoje 1 mnogobrojni dokazi epigenetskog nasljedivanja preko linije germinativnih stanica.
Takoder, postoje 1 dokazi za razliCite epigenetske mehanizme koji uklju¢uju modifikacije

kromatina 1 histona kao 1 Sirece polje regulatornih RNA.

Prvo desetljece 21. stoljeca obiljezeno je velikim porastom interesa biomedicinskih

istraZivanja za polje epigenetike.

Kako je moguce da su preko dvjesto tipova stanica u tijelu koje obavljaju vrlo razlicite
funkcije geneticki homogene, ali strukturno i1 funkcionalno tako heterogene? Zasto

monozigotni blizanci imaju nekonkordantnu pojavu nemendelski nasljednih bolesti? Na koji



nacin je fenotip mejotski i mitotski nasljedan, a bez promjene genetskog koda? Jesmo li
genetski predeterminirani, ili okoli§ i mi sami imamo utjecaj na to ho¢emo li oboljeti od neke

bolesti?

Ova i sli¢na pitanja intrigiraju mnoge znanstvenike, a epigenetika je polje koje potencijalno

nudi odgovore.

Svakodnevno se otkrivaju nove uloge epigenetskih mehanizama, kao Sto su: supresija
retroelemenata u genomu, instigacija inaktivacije X kromosoma u Zena, brojne funkcije u

mejotskoj i mitotskoj rekombinaciji i kromosomskoj regulaciji i mnoge druge.

U ovom radu, specifi¢no se stavlja naglasak na novija istrazivanja iz polja tzv. bihevioralne
epigenetike, odnosno epigenetike u kontekstu mentalnih bolesti. U ovom polju se postavljaju
pitanja poput: Sto je to normalni epigenom mozga? Koja je uloga mejotskog naslijeda kod
psihijatrijskih bolesti? Koju ulogu moze imati prehrana majke tijekom gestacije na kasnije

mentalno zdravlje djeteta?

U raznim istraZivanjima pokazane su pozitivne korelacije izmedu epigenetskih anomalija 1
postojanja psihijatrijskih bolesti, a ovdje se specificno obraduju depresija, shizofrenija i

bipolarni poremeca;.

Molekularni ,.kvantni* skok u epigenetskim istrazivanjima omogucio je razvoj novih
tehnologija kao $to su visokoproto¢ni genetski mikro¢ipovi (engl. high-throughoutput
genomic microarray), sekvenciranje nove generacije (engl. next generation sequencing) i
kromatinska imunoprecipitacija (engl. chromatin immunoprecipitation, ChIP), bez kojih
najnovija saznanja ne bi bila moguca zbog same slozenosti epigenoma i epigenetskih
promjena koje najcesce ne rade izolirano ve¢ u medusobnim kombinacijama dovode do

regulacije ekspresije gena.

Internacionalni angazman znanstvene zajednice rezultirao je sekvenciranjem cjelokupnog
humanog genoma §to je omogucilo bolje razumijevanje klasicnih genetskih bolesti. Ipak, 1
drugi pristupi su potrebni da bi se razumjela priroda nemendelskih bolesti i bolesti s
kompleksnim nasljedivanjem, koje su najvjerojatnije uzrokovane kombinacijom genetskih 1

epigenetskih promjena (Ptak and Petronis, 2008).



Sli¢no asocijacijskim studijama cijeloga genoma (engl. genome-wide association study,
GWAS) Nacionalni institut za zdravlje (engl. National Institutes of Health, NIH) i Europska
znanstvena fondacija te mnoge druge organizacije sve vise sredstava ulazu u epigenetska
istrazivanja. Unato¢ tomu §to se ova grana smatra relativnim novitetom, drzim opravdanim
takav optimisti¢an stav i financijska ulaganja, ponajvise zbog Cinjenice da je jedna od
najbitnijih znacajki epigenetskih abnormalnosti njihova reverzibilnost, $to otvara brojne
mogucnosti terapije. Tako danas imamo primjere HDAC inhibitora, vorinostata i
romidepsina, dva lijeka s epigenetskim mehanizmom djelovanja koje je odobrila FDA za
lijecenje T stani¢nog limfoma, ali isto tako otkrivamo i ,,nove* ucinke efikasnih starih
lijekova, kao $to su poznati antidepresivi fluoksetin ili imipramin, za koje se utvrduju i

epigenetski mehanizmi djelovanja (Holliday R. 2006).



2. MOLEKULARNO BIOLOSKA POZADINA

2.1 STRUKTURA NUKLEOSOMA

Nukleosom je osnovna jedinica pakiranja DNA molekule u eukariota, koja sadrzi DNA
sekvencu od oko 200-tinjak nukleotida omotanu oko osam histonskih proteina (H2A, H2B,
H3 i H4) (Reece J., Campbell N. 2006).

Postoji jo$ peta vrsta histonskih proteina — H1. Linker histoni H1 i njihove izoforme su
ukljuceni u kompaktiranje kromatina i nalaze se na bazi nukleosoma u blizini ulaza i izlaza
[DNA], izvan same nukleosomske jezgre. Taj 'linker' dio DNA zauzima jos otprilike 80
parova baza, ali nije dio nukleosoma. Zahvaljuju¢i mehanizmu pakiranja DNA molekule oko
histonskih proteina omogucena je pohrana ovako dugacke strukture u jezgru (Hu, Q.,

Rosenfeld, M. G. 2012).

Nukleosomi su nadalje organizirani u gusto pakirana vlakna pomocu nehistonskih proteina, i
na koncu su pakirani u kromosome. N-terminalna domena svakog od osam histona izlazi iz

jezgre nukleosoma (Davey, C.A., et al. 2002).

Ove regije histona su podvrgnute posttranslacijskim modifikacijama (PTM), $to sluzi kao
vazan signal u epigenetskoj regulaciji transkripcije, unato¢ tome §to su u proslosti histoni
smatrani stati¢énim proteinskim kompleksima. PTM su brojne, medusobno interaktivne i
recipro¢no suraduju u postizanju krajnjeg cilja, a to je modifikacija topologije kromatina Sto

utjeCe na aktivaciju odnosno suprimiranje ekspresije odredenog gena (Bartova E. et al 2008).

Mete, odnosno aminokiselinski ostatci koji su podloZzni PTM nalaze se predominantno na

repovima histona koji protrudiraju iz jezgre nukleosoma.

PTM modifikacije nukleosoma su bitne za razli€ite stani¢ne procese kao Sto su DNA

replikacija, transkripcija 1 stani¢na diferencijacija (Campos, E. and Reinberg, D. 2009).



2.2 EPIGENETSKI MEHANIZMI

Pojam epigenetika je vrlo diskutabilan i potrebno je prvo osvrnuti se na ono §to se danas
smatra striktno epigenetikom, a §to je iz tog pojma definicijom iskljuceno, no ipak se vrlo
Cesto koristi u nedostatku prikladnijeg termina. Kamen spoticanja medu znanstvenicima je
ukljucuje li definicija epigenetike i one promjene koje nisu nasljedne, ali utjecu na funkcije

gena, ili se treba drzati striktno definicije po kojoj taj mehanizam mora biti nasljedan.

Ovdje bih ponudio nekoliko definicija epigenetike u uzem i Sirem smislu koje ¢e rasvijetliti

semanticke probleme pri upotrebi tog termina.

Pojam epigenetski odnosi se na stani¢ne ili fizioloSke varijacije u osobinama uzrokovane
eksternim, odnosno okolisnim faktorima koje poticu ili suprimiraju transkripciju i translaciju i
utjecu na to kako stanice Citaju gene, a da te varijacije nisu uzrokovane slijedom baza u
genskoj sekvenci (Akbarian et al. 2015). Dakle, epigenetska istrazivanja nastoje opisati

dinamicke promjene tranksripcijskog potencijala stanice.

Te promjene, sudeci po ovoj definiciji, mogu i ne moraju biti nasljedne, unato¢ tomu Sto je
takva Sira definicija epigenetike kontroverzna, kao §to je iznio Ledford u ¢lanku objavljenom
u ¢asopisu Nature gdje je ponudio neka suprostavljena misljenja raznih znanstvenika u tom

polju (Ledford H 2008).
U spomenutom ¢lanku, imamo ponudene sljedece definicije:

»Epigenetska promjena oznacava strukturnu adaptaciju kromosomskih regija koje mogu

registrirati, signalizirati ili perpetuirati promijenjena stanja aktivnosti gena“-. (Bird A. 2007).
Suprotstavljeno misljenje je ono Ptashnea koji preferira klasi¢nu definiciju:

»Epigenetika je promjena stanja ekspresije gena koja ne ukljucuje mutaciju, ali je svejedno

nasljedna 1 bez prisutnosti signala ili dogadaja koji je inicirao promjenu* (Ptashne 2007).
Recentnija definicija glasi:

»Epigenetika je grana znanosti koja proucava mitotski i/ili mejotski nasljedne promjene

funkcija gena koje ne mogu biti obja$njene promjenom slijeda DNA* (Riggs AD et al 1996).



Danas se uobicajeno koristi termin epigenetski i pri ozna¢avanju kemijske modifikacije
histona, a za koje trenutno nema dokaza da su nasljedne i to stvara otpor znanstvenika koji se
protive takvoj uporabi jer u fokus stavlja istrazivanja koja nominalno ne spadaju u polje
epigenetike, jer kao Sto znamo, genetika pa i epigenetika su u svojoj srzi uvijek zahtijevale

moguénosti nasljedivanja.

Zbog prakti¢nosti postoje pokusaji da se termin epigenetika redefinira u Sirem smislu $to bi
izbjeglo okvire i ograni¢enja koja postavlja mogucnost nasljedivanja. NIH je za potrebe

»Roadmap Epigenomics Project* iz 2013. dao definiciju koja glasi:

,»-..epigenetika se odnosi na nasljedne promjene aktivnosti gena i njihove ekspresije (i u
potomstvu stanice ili pojedinaca), ali takoder i na stabilne, dugotrajne promjene u
transkripcijskom potencijalu stanice koje nisu nuzno nasljedne." "Overview". NIH Roadmap

Epigenomics Project

U ovom radu pod pojmom epigenetski mehanizam uvrstit ¢u i histonske modifikacije, za koje,

barem zasad, nije utvrdeno da su nasljedne kroz generacije.

Ipak, broj radova i signifikantnost rezultata za psihijatrijske i druge bolesti, zahtijevaju
poseban osvrt na takve promjene, i stoga su uvrstene u poglavlje koje obraduje epigenetske

mehanizme.

PREGLED NAJBITNIJIH EPIGENETSKIH MEHANIZAMA

Teoretski, prijenos epigenetskih informacija moze biti posredovan bilo kojom
makromolekulom prisuthom unutar stanice, bilo to DNA (izvan samog njenog slijeda), RNA

ili proteinima, a moguce je da ¢e u buducnosti biti otkriveni i mnogi drugi, kao naprimjer

.....



EPIGENETSKE PROMJENE HISTONA

Posttranslacijske promjene histona su kovalentne modifikacije na histonima u obliku
fosforilacije na serinskim ili treoninskim ostatcima, metilacija na lizinu ili argininu,
acetilacija, deacetilacija, ubikvitinacija i sumotilacija lizina na N-terminalnim domenama
repova histona koji protrudiraju iz nukleosoma i najpristupacnije su regije ovih peptida (Pratt
2006). Djeluju na strukturu i funkciju kromosoma, primjerice tijekom transkripcije i procesa
remodeliranja kromatina. Glavna im je zadaca da kreiraju nova mjesta za regrutiranje
specificnih faktora ili da modificiraju postojeca mjesta s ciljem poniStavanja prethodnih
interakcija. Danas se smatra da postoji oko 150 enzima odgovornih za opisane modifikacije
(Bartové E 2008).

Neke od brojnih uloga PTM su demarkacija eukromatinskih i heterokromatinskih regija,
transkripcijska regulacija Hox gena bitnih u embrionalnom razvoju, kontrola stani¢nog
ciklusa i brojne druge. Prisutnost ili odsutstvo odredenih PTM je glavno obiljezje pojedinih

tipova raka (Kouzarides 2007).

Ove modifikacije djeluju preko kompleksnih medusobnih kombinacija, odnosno preko tzv.
histonskog koda. Zbog broja, meduovisnosti i kompleksnosti histonskih modifikacija (14
razli¢itih modifikacija na otprilike 100 mjesta na proteinu) predlozen je model u kojem
razlic¢iti uzorci 1 kombinacije epigenetskih mnodifikacija dovode do odredenih

transkripcijskih i epigenomskih stanja (Jenuwein and Allis, 2001).

Najbitnije 1 najviSe istraZzivane PTM histona u psihijatrijskim bolestima su acetilacija i

metilacija.

ACETILACIA

Acetilacija repova histona dogada se na lizinskim ostatcima, uglavnom na mjestima aktivne

transkripcije.

Dogada se uz pomo¢ enzima skupine HATs, odnosno histonskih acetiltransferaza. Ovi enzimi
se uglavnom vezu na mjesta genskih promotora (Campos 2009). Uz to, HAT mogu takoder 1

osloboditi DNA od histona 1 time te slijedove uciniti dostupnim transkripciji.



Obrnuto, DNA se deacetilira uz pomo¢ enzima HDAC, odnosno histonskih deacetilaza.

MBP (engl. methyl-CpG binding domains) takoder mogu iskoristiti HDAC i time deacetilirati

susjedne promotore.

HAT su klasificirane u tip A i tip B na osnovi njihove funkcionalne lokalizacije u jezgri ili
citoplazmi (Selvi and Kundu, 2009), a tip A je dalje podijeljen u pet podskupina, ovisno o
strukturnim i funkcionalnim razlikama. Funkcija ovih enzima je acetilacija lizinskih ostataka
na histonima, $to neutralizira njihov pozitivni naboj i time smanjuje jaku interakciju histona i
DNA. Smatra se da acetilacija oslabljuje veze izmedu pojedinih nukleosome i sluzi kao
mjesto interakcije s drugim proteinima koji se udruzuju s DNA. Takva promjena mijenja
strukturu kromatina i pogoduje pretvorbi heterokromatina u eukromatin, transkripcijski
aktivan oblik. Sposobnost HAT da manipuliraju strukturom kromatina i time utjecu na gensku

ekspresiju ih ¢ini nuznim za odrzavanje i prezivljenje stanice (Grant and Berger, 1999).

HDAC se Kklasificirane u etiri podskupine (Hildmann et al, 2007; Selvi and Kundu, 2009).

Skupina 1: Uklju¢uje HDAC 1-3 and 8. One su lokalizirane u jezgri i uglavnom su vezane uz

epigenetsku regulaciju.

Skupina 2: U nju spadaju HDAC4-7, 9 1 10. Ove HDAC sadrze domene koje im dopustaju
tranziciju izmedu jezgre 1 citoplazme, 1 deacetiliraju ne samo histone, vec¢ 1 proteine

citoplazme.

Skupina 3: Poznate i kao sirtuini, specifi¢ne su po ovisnosti o NAD-u (nikotinamind adenin
dinukleotid) i vazni su regulatori metabolizma i transkripcije putem deacetilacije histona 1

mnogih nehistonskih supstrata (Schwer and Verdin, 2008).

Skupina 4: u ovu skupinu svrstavamo HDAC11 o kojoj je vrlo malo poznato (Gao et al,
2002).

Postoji odredena specificnost aminokiselinskih ostataka za HAT i HDAC enzime, iako
individualni lizinski ostatci mogu sluZiti kao supstrati razlicitim HAT 1 HDAC, a pojedini od
tih enzima moze djelovati na razli¢ite AMK ostatke, za razliku od metilacije koja je
specifi¢nija (Khan and Khan, 2010; Selvi and Kundu, 2009).
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METILACIJA

Obavlja se uz pomo¢ HMT enzima, tj. histonskih metiltransferaza, a demetilacija uz pomo¢

HDMT, histonskih demetilaza.

Histoni mogu biti metilirani na svojim lizinskim (K) i argininskim (R) ostatcima, $to moze
dovesti bilo do aktivacije bilo represije gena, ovisno o njihovu polozaju unutar nukleosoma,

ali i o stupnju metilacije (Sharma et al 2010).

Na mjestu K, mogu biti dodane do tri metilne skupine. K trimetilacija ima bioloski
najznacajniji u¢inak na kromatin, neovisno je li rije¢ o eukromatinu ili heterokromatinu.
Metilacija lizinskih ostataka je do sad jedina modifikacija histona povezana s

patofiziologijom depresije (Berger, 2007).

Tri metilacijska mjesta na histonu H3 se dovode u vezu s poticanjem aktivne transkripcije:
H4K4, H3K36 i H3K79.

Tri razli¢ita K metilacijska mjesta su isto tako povezana sa suprimiranjem transkripcije:
H3K9, H3K20 i H3K27. Metilacija pojedinih mjesta moZze dovesti do vezanja suprimirajucih
kromatinskih modifikatora poput HDAC. Medutim, ne moZe se nuzno pretpostaviti da u svim
slu¢ajevima dolazi do smanjenja transkripcije Sto ¢ini situaciju sloZenijom. Pokazane su i
iznimke od pravila da metilirani H3K9 dovodi do supresije transkripcije jer se dokazalo da u
nekim sluc¢ajevima potice elongacijsku fazu transkripcije, a pretpostavlja se da je to zato Sto
H3K9 u metiliranom obliku moze vezati HDAC, koje posljedi¢no, zbijajuc¢i kromatin,
skrivaju tzv. kripticne promotore, odnosno promotore gena koji dovode do stvaranja nonsense
RNA koje onemogucuju ispravnu trankripciju. Dakle, metilacija H3K9 u pojedinim
slucajevima ne mora nuzno dovesti do suprimiranja transkripcije, ve¢ upravno suprotno,
onemoguciti stvaranje nonsense RNA 1 upravo time u konacnici rezultirati izvrSenjem genske

naredbe i stvaranjem proteina (Kouzarides 2007).

To isto tako pokazuje i da stvaranje heterokromatina, odnosno kompaktnijeg oblika

kromatina, ne dovodi nuzno do utiSavanja gena.
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Stoga to, a i mnogobrojne druge iznimke, ¢ini epigeneticke mehanizme tako slozenim za
proucavanje. Uz to, sam broj metilaza i demetilaza je velik i njihove su interakcije vrlo
slozene, a to je stoga Sto oni najceSc¢e ne rade izolirano, ve¢ je konacna ekspresija ili

utiSavanje gena rezultat njihova medudjelovanja.

Metilacija argininskih R ostataka na pojedinom histonu takoder moze dovesti bilo do
utiSavanja bilo do ekspresije gena, s opet ne potpuno predvidljivim kona¢nim u¢inkom na

neki genski produkt.

Posttranslacijske promjene na histonima imaju dvojaku svrhu. Ponekad pucanjem veza
izmedu pojedinih nukleosoma dovode do labavljenja kromatina §to dovodi do poticanja
transkripcije, a nekad dovode do regrutiranja nehistonskih proteina koji imaju visok afinitet
samo za pojedine modifikacije histona, a oni sami imaju razlicite, ¢esto i kompetitivne,
mehanizme regulacije gena. Kovalentne posttranslacijske modifikacije histona kontroliraju
arhitekturu kromatina, time i mnogobrojne aspekte razvoja organizma, od jednostavne
ekspresije gena pa do determinacije stani¢ne loze, diferencijacije, a u nekim sluéajevima i

pojave bolesti (Pedersen and Helin 2010).

EPIGENETSKE PROMJENE DNA

Metilacija DNA je proces pri kojem se metilne skupine kovalentno dodaju na poziciji 5
dusSi¢ne baze citozin koja se u sekvenci nalazi uz dusi¢nu bazu gvanin, a takvo mjesto u DNA
sekvenci se naziva CpG dinukletiod, odnosno CpG mjesto. Takva kemijska promjena je

relativno stabilna, a obavljaju je DNMT, odnosno DNA metiltransferaze.

Utjecaj na gensku ekspresiju je nepredvidiljiv, naime moze dovesti do poticanja ili
suprimiranja transkripcije, a 1 sto tako njen status moze ostati nepromijenjen (Klengel et al.

2014).

CpG dinukleotidi su relativno rijetki u genomu, a mjesta s neuobicajeno ucestalijim CpG
lokusima se nazivaju CpG otoci, koji ¢ine 1-2% cjelokupnog genoma, a sadrze 30 do 200

CpG dinukletioda po kilobazi.

11



Oni pokazuju zanimljive karakteristike Sto se tice epigenetske kontrole ekspresije gena.
Naime, povezani su s ¢ak 70% poznatih genskih promotora, tj. regulatornih, nekodiraju¢ih
dijelova gena koji imaju ulogu u kontroli transkripcije, a u odnosu na izolirane CpG lokuse,

vec¢inom su hipometilirani (Illingworth and Bird 2009).

Metilacija citozina je posebno ucestala u sekvencama izmedu gena, ali rijetka na CpG
otocima. Generalno, moze se re¢i da je metilacija izdvojenih CpG dinukleotida cesta, a CpG
otoka sa sadrzanim promotorima rijetka. Uglavnom nemetilirani CpG otoci bivaju metilirani u
procesima genskog imprintinga, naprimjer metilacija je prisutna na inaktivnom X kromosomu
u zena (Sharp 2011).

Spoznaja da je status metilacije intergenic¢nih regija razlicit od tkiva do tkiva govori nam o
mogucnosti da takve karakteristicne promjene kontroliraju udaljene regulatorne elemente, kao

naprimjer distalne izolatore ili ncRNA (engl. non coding RNA) (Wan LB 2008).

Metilacija u podrucju genskog promotora i samog gena pokazuje obrnute ucinke na gensku
ekspresiju. Dok je metilacija promotora asocirana s inhibicijom, metilacija gena je asocirana s

povecanjem transkripcije (Kass, Landsberger and Wolffe, 1997).

Ipak, u tu tvrdnju se ne mozemo uvijek pouzdati, s obzirom da je to generalizacija koja se
odnosi na cjelokupni genom, dok u pojedinom genu, odnosno genskom promotoru, to ne mora
nuzno biti tako, ve¢ metilacija gena ili promotora mogu biti povezane bilo s inhibicijom bilo s

aktivacijom transkripcije, ili ne imati uc¢inak uopée (Lam, Emberly, Fraser et al 2012).

Tijekom razvoja zigote, metilacija pokazuje varijacije koje slijede odedena pravila. No, ipak,
iznimke ovih pravila pokazuju nacin kako se metilacijske promjene mogu prenositi

generacijama.

DNA metilacija se znacajno mijenja tijekom embrionalnoga razvoja. Epigenetsko
reprogramiranje, odnosno globalne metilacijske promjene dolaze u dva vala tijekom razvoja
ploda (Hajkova et al 2002). Neposredno pred implantaciju, dolazi do globalne demetilacije,
moguce da bi se oslobodio pluripotentni potencijal svih gena koji su u gametama, spermiju i
jajnoj stanici, pred stvaranje zigote metilirani i time inhibirani. Ipak, postoje iznimke od te
globalne hipometilacije koje dokazuju mogucenost nasljedivanja odredenih roditeljskih
promjena. To su genetski imprinting, odnosno odrzana metilacija i inhibicija X kromosoma,

ali i IAP elementi (engl. Intra-cisternal A-type particle) koji predstavljaju retrotranspozone i
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samo su djelomi¢no demetilirani tijekom ovog prvog vala epigenetskog reprogramiranja

(Hajkova et al 2002).

Ova aktivna demetilacija koja se odvija u prvom valu epigenetskog reprogramiranja slabo je
poznata, ali poznati su nam enzimi koji vrSe metilaciju i na kojima se temelji drugi val
epigenetskog reprogramiranja, a usmjeravaju stanice u njihove pojedine loze, tkiva i organe.
To su DNMT1, DNMT3A i DNMT3B. Nakon prvog vala demetilacije, DNMT3A i
DNMT3B uspostavljaju de novo uzorke metilacije koji zatim budu odrzavani aktivno$éu
DNMTT1 koja ima poseban afinitet za hemimetiliranu DNA, §to pri replikaciji dovodi do
sukcesivnog metiliranja kopije DNA pri replikaciji 1 time odrzava epigenetsku stabilnost
stanica organizma (Okano 1998). Istrazivanja su pokazala da knock-out misevi za gen
Dnmt3L umiru u ranoj fazi razvoja zigote i da taj enzim igra vrlo vaznu ulogu u ranom razvoj,
dok je enzim DNMT3a ukljucen u imprinting gena tijekom gametogeneze (Boure'His D

2004).

Dakle, epigenetsko programiranje je slozen razvojni proces koji koordinira razvoj organizma,

od pluripotentne matic¢ne stanice do metiliranih stanica usmjerenih u svoje pojedinacne loze.

Ovo pokazuje da je metilacija osnova ontoloske stabilnosti tijekom diferenciranja stanica jer
je rezultiraju¢a promjena veéinom trajna i jednosmjerna, sprjecavajuci stanicu da regredira u

mati¢nu stanicu ili njenu pretvorbu u drugi oblik.

No, s druge strane, upravo ono §to pruza ontolo§ku stabilnost stanice je u isto vrijeme
odgovorno za promjenjive 1 dinami¢ne odgovore genoma na stimuluse okoli$a od trenutka do
trenutka, Sto stvara tzv. epigeneticki paradoks. Poznato je da primjerice stres uzrokuje
specificne obrasce metilacije, Sto kratkotrajne S§to dugotrajne, 1 upravo takav nacin odgovora
genoma oznacava potencijal variranja metilacije genoma sukladno okoli§nim faktorima

(Meaney 2005).
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OSTALI EPIGENETSKI MEHANIZMI

EPIGENETSKE PROMJENE POSREDOVANE RNA

U kontekstu epigenetike najviSe su proucavane male, nekodiraju¢e RNA sekvence zvane
mikroRNA (miRNA). MiRNA su 20-23 nukleotida duge jednolan¢ane molekule koje
isklju¢ivo suprimiraju gensku ekspresiju. Pretpostavlja se da je cak 60% ljudskog gena koji

kodiraju proteine regulirano tim molekulama (Friedman 2009).

Zbog svog kratkog slijeda nukleotida, miRNA mogu djelovati na mnogobrojne ciljne gene i

transkripcijske faktore i time inducirati posttranskripcijsko utiSavanje gena (Sharma et al

2010).

One to ¢ine tako da se vezu na 3’ kraj mRNA, $to dovodi do degradacije mRNA ili inhibicije
translacije (He, L. et al. 2004).

MiRNA utjecu na razne bioloske procese, ukljucujuéi stani¢nu diferencijaciju, apopotozu i

proliferaciju (Friedman 2009).

MiRNA nisu samo efektori epigenetske regulacije, ve¢ su i one same njene mete, Sto dodatno

ukazuje na kompleksnost ovog sustava regulacije ekspresije gena (Handel et al. 2009).

Uz ove funkcije, zadnjih godina dolazi do otkri¢a povezanosti RNA s ispoljavanjem razlicitih
bolesti, kao $to su depresija (Gurevich et al. 2002) i shizofrenija (Sodhi et al., 2001), u kojima

je poremecéeno RNA uredivanje genskih transkripata.
Ove studije ukazuju na klinicku vaznost i ovog mehanizma epigenetske regulacije.

Mnogobrojni drugi epigenetski mehanizmi se svakodnevno rasvjetljavaju, no za sad se ne

drze dokazano relevantnima za temu ovog rada pa su iskljucene iz ovog uvoda.
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3. EPIGENETSKE PROMJENE U PSIHIJATRIJSKIM BOLESTIMA

3.1 EPIGENETSKE PROMJENE U DEPRESIJI
uvoD

Depresija, u uzem smislu veliki depresivni poremecaj (engl. Major Depressive Disorder,
MDD) je bihevioralni poremecaj koji uzrokuje dugotrajan osjecaj tuge i gubitak interesa za

uobicajene aktivnosti.

Prema podatcima Svjetske zdravstvene organizacije iz 2001. godine, ona je jedan od vec¢ih

uzroka morbiditeta Sirom svijeta.

Vjeruje se da trenutno od nje boluje otprilike 298 milijuna ljudi, odnosno 4.3% sveukupne

svjetske populacije (Vos T et al. 2010).

Prevalencija tijekom Zivota varira, od samo 3% populacije Japana pa do ¢ak 17% stanovnika
SAD-a. Globalno gledaju¢i, postotak ljudi koji ¢e oboljeti od depresije tijekom zivota je 8-
12% (Andrade et al. 2003).

U Sjevernoj Americi, postotak muSkaraca kod kojih ¢e se razviti 1 biti dijagnosticirana
depresija tijekom zivota iznosi 3-5% , dok kod Zena taj postotak iznosi 8-10% (Kessler et
al.2005).

Populacijske studije konzistentno pokazuju da je MDD otprilike dvaput ¢e$¢a u Zena nego u
muskaraca, iako je nejasno zasto je to tako, i pridonose li tomu 1 neki drugi faktori koji do sad

nisu bili uzeti u obzir (Kuehner 2003).

Moguc¢i uzroci ukljucuju psiholoske, psihosocijalne, nasljedne, evolucijske 1 bioloske faktore

od kojih su oni epigenetski ovdje obradeni.

Depresija moZe biti uzrokovana interakcijom okoli$nih i genetskih ¢imbenika. Kroz studije na
blizancima gdje su ispitivani monozigotni i dizigotni blizanci, utvdeno je da depresija ima
nasljednost od otprilike 40-50%, §to je nisko usporedujuéi s drugim psihijatrijskim bolestima,

i upucéuje na to da genetika nije sama odgovorna za nastanak bolesti.
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Moguce objasnjenje ovako niske konkordantnosti monozigotnih blizanaca je akumulacija
razlika u epigenomu, vjerojatno zbog razli¢itih Zivotnih iskustava, ali 1 stohastickih dogadaja

tijekom razvoja (Fraga et al, 2005).

Takvi ¢imbenici mogu stvoriti pojedince posebno osjetljive, odnosno otporne na razvoj
pojedine bolesti. Kompleksne genetske varijacije mogu imati razli¢itu penetrantnost i biti
moderirane okolisnim ¢imbenicima i time dovesti do rezistentnosti ili osjetljivosti organizma,
Sto je utvrdeno u pokusima na zivotinjama, gdje su isti stresori imali razli¢ite u¢inke na gradu

i fiziologiju mozdanih struktura (Kendler, 1998; Lesch, 2011; Vialou et al, 2012).

Nije vjerojatno da je pojedina¢ni gen uzrok depresije, ve¢ kombinacija gena koja moze
pojedinca uciniti podloznim razvijanju bolesti. Niska nasljednost i visoka incidencija govore
da moraju postojati i drugi faktori koji mogu generirati depresiju. Okoli$ni ¢imbenici, od
kojih neki dovode do epigenetskih promjena, su moguc¢i faktori koji doprinose razvoju
bolesti. Tako epidemioloski dokazi povezuju okolisne ¢imbenike, osobito izlozenost stresnim
dogadajima, s povec¢anim rizikom za razvijanje depresije (Hammen 2005;). Zlostavljanje u
dje¢joj dobi je povezano s ve¢om stopom incidencije u djece, ali i u odrasloj dobi (Kessler
1997). Mnoge studije su koristile induciranje stresa da bi simulirali ponasanje nalik depresiji i
utvrdeno je da kroni¢ni stres, kao jedan od najbitnijih okoli$nih ¢imbenika u etiologiji
depresije u ljudi, moze dovesti do ispoljavanja depresivnog ponasanja u laboratorijskih

Zivotinja (Krishnan 2011).

Zbog niza simptoma prisutnih u depresiji, bilo je zahtjevno razviti prikladne zivotinjske
modele na kojima bi objektivno mogli proucavati anhedoniju i druge simptome u glodavaca i
time zakljucivati o mogucim korelacijama promjena u neuralnim krugovima i neuroloskim

adaptacijama miseva i onih kod ljudi.

Zivotinjski modeli koristeni za proudavanje depresije mogu se podijeliti na dvije kategorije:
oni koje su koristile akutne stresore i oni koje su izazivale kroni¢an stres. Samo su paradigme
kroni¢nog stresa dovele do razvoja anhedonije, karakterizirane smanjenim aktivnostima
vezane uz trazenje nagrada kao Sto je preferiranje Secera ili hrane bogate mastima 1 socijalna
interakcija (Berton et al 2006). Utvrdeno je i da je anhedonija, koja je rezultat samo
kroni¢nog stresa, reverzibilna pomocu terapije antidepresivima, no ona mora biti dugotrajna

(Wallace et al 2009).
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Studije koje su implementirale paradigme kroni¢nog, ali i akutnog stresa su pruzile uvid u
odredene aspekte depresije. Kronic¢an stres je omogucio proucavanje anhedonije i druge
simptomatologije, dok su studije utjecaja akutnog stresa na organizam zivotinja omogucile

uvid u neuronske adaptacije koje reguliraju odgovor na stresne dogadaje (Bagot 2014).

Brojne studije na zZivotinjama pokazale su da stres u ranom zivotu moze ostaviti trajne
epigenetske promjene u genomu i ponaSanju odraslog organizma (McGowan et al, 2009,
2011; Murgatroyd et al, 2009; Weaver et al, 2004). Osim toga, nedavna istraZivanja su
dokazala da i potentni antidepresivi u ¢estoj uporabi, a ¢iji mehanizmi djelovanja nisu u
potpunosti rasvijetljeni, isto tako posjeduju i u¢inak na epigenom. Tako naprimjer inhibitori
MAO (IMAO) su ujedno i inhibitori histonske demetilaze LSD1 (engl. Lysine-specific
histone demethylase 1A), a valproat, antikonvulziv koji se koristi i kao stabilizator
raspoloZenja, je ujedno i inhibitor histonskih deacetilaza (HDAC:s), §to sluzi kao potvrda
vaznosti proucavanja epigenetskih mehanizama u patofiziologiji depresije (Harwood 2003;
Lee et al 2006); iako jos$ nije s apsolutnom sigurno$c¢u utvrdeno da promjene strukture

kromatina mogu do kraja objasniti klinicki u€inak ovih lijekova.

Najbitniji epigenetski ¢imbenici za koje je do sad utvrdeno da imaju ulogu u etiologiji

depresije su oni povezani s:

- histonskim deacetilazama (HDAC)

- histonskim metiltransferazama (HMT)

- molekulom BDNF (engl. Brain-Derived Neurotrophic Factor)

- osovinom hipotalamus—hipofiza-nadbubrezna Zlijezda (HPA)

- molekulom GDNF (engl. Glial Cell Line-derived Neurotrophic Factor)

- glukokortikoidnim receptorom (GR)

Studije postmortalnih uzoraka pacijenata oboljelih od depresije pokazale su da depresija

utjece na nekoliko regija u mozgu, $to je razlog kompleksne simptomatologije. Fukcionalne
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promjene su prisutne u podrucjima zaduzenim za kogniciju (prefrontalni korteks — PFC |
hipokampalna regija), emocije (amigdala), centar za nagradu (nucleus accumbens — NAC) i
regijama za homeostazu i stresni odgovor (HPA — osovina hipotalamus, hipofiza,
nadbubrezna Zlijezda) (Epstein 2006; Fu 2004; Harrison 2002).

Primjeri tog utjecaja su:
1. Smanjenje volumena sive tvari u PFC i volumenu hipokampusa (Drevets 2011).

Studije na ljudskim postmortalnim uzorcima su otkrile smanjenje BDNF-a koji ima najjaci
utjecaj na diferencijaciju i rast neurona u hipokampusu (Dwivedi et al, 2003) §to bi moglo
pridonijeti primje¢enom smanjenju volume sive tvari te regije. To smanjenje BDNF-a je
potvrdeno u studijama akutnog (Barrientos et al, 2003) i kroni¢nog stresa u Zivotinja (Nibuya

et al 1995).

Kroni¢an stres smanjuje razinu BDNF u PFC (Fumagalli et al, 2004) i, sli¢no kao u

hipokampusu, nakon terapije antidepresivima razina mu se povecava (Balu et al, 2009).

Dokazi da terapija antidepresivima u ljudi i Zivotinja uzrokuje povecanje razine
hipokampalnog BDNF-a, i da se uéinci antidepresiva gube u BDNF knockout modelu, govore
da je ovakva molekularna adaptacija bitna za dio simptomatologije depresije (Coppell et al,
2003; Nibuya et al, 1995; Shimizu et al, 2003). Vrijedi napomenuti da je slican hipokampalni
profil evidentiran i za neke druge faktore rasta, kao naprimjer VGF, VEGF (engl. vascular
endothelial growth factor) i njegov receptor (VEGF tipa2), u laboratorijskih Zivotinja
izlozenih kroni¢nom stresu (Heine et al, 2005; Thakker et al, 2007).

2. Hipermetabolizam u podru¢ju amigdale i frontalnim regijama korteksa (Drevets, 2003,
2007; Drevets et al, 2008; Fu et al, 2004).

I u primjeru amigdale vidljivo je da se stani¢ne adaptacije ne dogadaju na globalnoj razini,
ve¢ su regionalno i tipno specificne. Tako ovdje, suprotno situaciji u PFC-u, vidimo porast
razine NR2A (eng. N-methyl D-aspartate receptor podtip 2A) i PSD-95 (eng. postsynaptic
density protein 95) (Karolewicz et al 2009).

3. Smanjenje aktivnosti odgovora NAc (lat. Nucleus accumbens) na nagradne stimuluse
(Epstein et al 2006).
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Za NAc, najpoznatijim po tome $to sluzi kao sustav za procesuiranja informacije o nagradi, se
pretpostavlja da stoji u podlozi anhedonije u pacijenta oboljelih od depresije (Nestler and
Carlezon 2006) Vecina onog $to je poznato o molekularnim adaptacijama ove regije dolazi od
istrazivanja na zivotinjama izloZenim kroni¢nom stresu, a ve¢ina nalaza je potvrdena
usporedbom s ljudskim uzorcima NAc-a. Jedna od prednosti ovakvih istrazivackih paradigmi
u kojima se uporabljaju kroni¢ni stresori je u tome $to miSevi pokazuju vrlo razlicite
odgovore. Dok neke Zivotinje pokazuju izrazitu osjetljivost, druge pokazuju otpornost
(Krishnan et al 2007). Taj fenomen bi se mogao translatirati i na razlike u osjetljivosti u ljudi.
Tako je uoceno i da su razine BDNF-a povecane u NAc-u osjetljivih Zivotinja, aline i u

njihovim otpornim pandanima (Berton et al 2006; Krishnan et al 2007).
4. Hiperaktivnost HPA osovine (Gold and Chrousos 2002).

1zlu¢ivanje CRH (engl. corticotropin releasing hormone) je pojacano tijkom stresnih dogadaja
posredovanjem simpatickog ziv€anog sustava, a posljedi¢no tome i oslobadanje ACTH i
kortizola. U ljudi oboljelih od depresije pronadene su povecane razine CRH, prvenstveno u
cerebrospinalnoj tekucini i hipotalamusu, a u potomstvu miseva izloZenih stresu tijekom
gestacije nadena je smanjena metilacija promotora gena za CRH, $to dovodi do poveéanja

ekspresije gena (Murgatroyd 2011).
5. Glukokortikoidni receptor (GR)

Promotor za GR ima sekvencu koja omoguéava vezanje NGFI-A (engl. nerve growth factor
induced protein A), a to vezanje je jaCe ¢ime je 1 razina mRNA 1 samog proteina GR vec¢a u
eksperimentalnih Zivotinja s ve¢om otpornos$¢u na depresiju, 0sobito u hipokampusu. Ovo je
vezano uz pojacanu acetilaciju H3K9 na promotoru, dok je pojacana metilacija CpG otoka na
promotoru gena za GR vezana uz smanjenje ekspresije. Metilacija, osim §to smanjuje vezanje
NGFI-A, takoder smanjuje vezivanje CBP (engl. CREB binding protein) koji ima
acetiltransferaznu aktivnost, Sto dovodi do smanjenja acetilacije histona, a upravo ovo je

modifikacija nadena u pojedinaca manje podloznih depresiji (Weaver 2007).

Jedna od efikasnih terapija depresije je elektrokonvulzivna terapija (EKT), koja
depolarizirajuéi stanicu, potom posredstvom molekula cAMP-a, dovodi do pojacanog vezanja
NGFI-A i vece ekspresije GR. Istrazivanjem je pronadeno da i antidepresivi tranilcipromin i

imipramin djeluju na bioloski identic¢an nacin.
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Pojacana ekspresija CRH posljedi¢no dovodi do jace negativne povratne sprege Ciji je
izvrsitelj kortizol, koji ima dvojak u¢inak vezuéi se u hipotalamusu i hipofizi te do

poboljsanja simptoma (Morinobu 1997).

ACETILACUA | METILACIJA HISTONA U DEPRESUJI

Kako je prethodno ve¢ bilo receno, svi epigenetski mehanizmi imaju vrlo razli¢ite funkcije u
pojedinim regijama tijela, pojedinim tkivima pa i u pojedinim dijelovima istog tkiva, kao $to
je naprimjer mozak i to vidimo i na primjerima ovdje navedenih istrazivanja gdje je vidljivo
da je ekspresija identi¢nih HDAC povezana s povecanom otpornoscu, ali i osjetljivoséu na
depresiju, ovisno ve¢ u kojem dijelu mozga je enzim eksprimiran. Takvu situaciju imamo
zbog neselektivnosti HDAC za pojedine promotore, ali i zbog medudjelovanja s drugim
epigenetskim mehanizmima kao §to je DNA metilacija, histonska metilacija i ¢injenice da

razliciti transkripcijski faktori mogu regrutirati isti HDAC enzim.

HDAC | HDACi U NAc

HDAC2: U ovom podru¢ju mozga utvrdeno je da nakon kroni¢nog stresa dolazi do smanjenja
acetilacije H3K 14 Sto dovodi do razvoja depresivnih simptoma u glodavaca. Nakon nekog
vremena, acetilacija se opet pocne povecavati Sto korelira sa smanjenjem produkcije HDAC2

1 mehanizam je obrane organizma 1 pokuSaj odrzavanja homeostaze (Covington 2009).

To je dodatno koroborirano dokazom da dodavanje HDAC2i dovodi do poboljSanja klinicke
slike depresije u zivotinjskih modela (Sun et al 2012).

HDACS5 (HDAC klase 11):

Zanimljivo je da ova histonska deacetilaza pokazuje sasvim drugaciji trend u NAc.
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Smanjenje razine HDACS5 ima prodepresivni ucinak, sto govori da njene ciljne molekule
imaju antidepresivni u¢inak u Nac. Dakle, HDACS djeluje protektivno, a mogucéi razlog tome
je Sto kao i sve deacetilaze klase II, i HDACS moze acetilirati ne samo histone i proteine

jezgre, vec i citoplazme.

Utvrdeno je da terapija antidepresivom imipraminom dovodi do povecanja razine HDACS,
dok uvjeti kroni¢nog stresa u zivotinjsih modela uzrokuju smanjenje ekspresije HDACS
(Krishnan 2007).

MS275 (inhibitor HDAC klase I):

Utvrdeno je da infuzija ove molekule direktno u Nac dovodi do poboljsanja simptoma §to
implicira da je stanje acetilacije svojevrstan fizioloski obrambeni odgovor na stresne

stimuluse (Covington et al 2009).

Posljedi¢no tome, lijekovi iz skupine HDAC inhibitora pokazuju dobre rezultate u lijecCenju
depresije, time $to poticu acetilaciju, poboljSavaju pristup RNA polimeraza i pojacavaju

transkripciju neurotrofnih faktora u hipokampusu i prefrontalnom korteksu.

HDAC | HDACi U HIPOKAMPUSU
HDACS5 (HDAC klase 11):

Suprotno situaciji u NAc, povecana razina HDACS u hipokampusu dovodi do razvoja
depresivne simptomatologije, Sto govori da je ta molekula u ovoj regiji ukljuc¢ena u druge

stani¢ne puteve (Tsankova 2004).
HDACS:

I u hipokampusu postoji sli¢na situacija kao u NAc, barem $to se tice stanja acetilacije histona
H3K14 1 H4K 12 1 razvoja depresije. Tako je utvrdeno da smanjenje acetilacije ovih histona
dovodi do razvoja depresivnih simptoma, a isto tako je pokazano da je razina HDAC3 manja
kod pojedinaca otpornih na depresiju (Covington 2011).

VaZnost ovih otkri¢a je u tome $to mogu dovesti do razvoja potencijalnih biomarkera za

depresiju u leukocitima periferne krvi koje pokazuju dobru korelaciju s epigenetskim
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obiljezjima neurona, a ti biomarkeri mogu biti i pojedine histonske deacetilaze (Hobara
2010).

DEPRESIA | METILACIJA HISTONA

I ovdje postoje mnogobrojne studije koje su ukljucivale veliki broj histonskih metiltransferaza

(HMT) i susljedne promjene histona.

Generalno je utvrdeno da stres dovodi do smanjenja u metilaciji histona, kao i do smanjenja

aktivnosti HMT.

Veci broj HMT, kao naprimjer HMTG9a, smanjen je u podloznih miSeva za razliku od onih

otpornih na depresiju (Ferland 2010).

Sto se ti¢e pojedinih histona, utvdene su naredne korelacije s poveéanjem depresivnih

simptomatologije:

- smanjena metilacija H3K9, H3K27 u Nac, smanjena trimetilacija H3K27 (HrK27me3)
u hipokampusu (Covington et al 2011)

- kao i za sad jedina studija koja je utvrdila poveéanu trimetilaciju H3K9 i H3K4 kao
odgovor na akutni stres, ali i njihovo smanjenje kao patoloski odgovor na kroni¢ni
stres (Hunter 2009).

BDNF

Jedan je od neurofaktora bitnih za u€enje, pamcenje 1 viSe kognitivne funkcije, ima ulogu u
rastu i prezivljenju neurona tijekom razvoja. Kod ljudi koji boluju od depresije i velikog
depresivnog poremecaja pronadene su nize razine BDNF-a u plazmi, §to moze sluZiti i kao

dijagnosticki pokazatelj (Covington et al 2009).

Gen za BDNF ima vise promotora, 1 svaki od njih mozZe biti pod utjecajem razli¢itih

epigenetskih mehanizama.
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Otkriveno je da stresni ¢cimbenici uzrokuju metilaciju na BDNF promotoru IV, §to uzrokuje

vezanje MeCP2 (eng. methyl CpG binding protein 2), koji se jedino veze na metiliranu CpG

regiju promotora Sto dovodi do utiSavanja gena i smanjene proizvodnje BDNF-a. MeCP2 na

drugim mjestima ima ulogu aktivacije gena, $to je bitno u patofiziologiji sindroma Rett,

jednog od naj¢es¢ih uzroka mentalne retardacije u djevojcica.

Na sasvim drugom promotoru za BDNF, REST (eng. RE1-Silencing Transcription factor)
igra ulogu u izazivanju istog efekta, odnosno smanjenja transkripcije BDNF-a, ali potpuno

drugim epigenetskim mehanizmom.

MeCP2 i REST su samo primjeri kompleksnosti epigeneticke regulacije koja se odvija na

razli¢itim BDNF promotorima i to dvama razli¢itim proteinima.

Povecane razine BDNF-a utvrdene su nakon dugotrajne terapije antidepresivima, a to rade
smanjujuc¢i metilaciju promotora BDNF-a. Takoder, utvrdena je obrnuta korelacija izmedu

razine metilacije H3K27me3 i ekspresije BDNF-a (Menke and Binder 2014).
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3.2 SHIZOFRENIJA I BIPOLARNI AFEKTIVNI POREMECAJ
UuvOoD

Shizofrenija (SZ) 1 bipolarni afektivni poremecaj (BAP) su kompleksne psihijatrijske bolesti.
Sli¢no raku i dijabetesu, ovi neuropsihijatrijski poremecaji su agregirani u obiteljima ali ne
slijede Mendelova pravila nasljedivanja (Labrie 2012). Posljednjih desetlje¢a mnogobrojne su
studije pokazale povezanost odredenih gena i rasvijetlile molekularne puteve asocirane s
shizofrenijom i bipolarnim poremecajem (Craddock et al. 2005; Kushima et al. 2010). Ipak,
ogranicena replikacija rezultata i identifikacija rizi¢nih alela koji nisu jako povezani s
ispoljavanjem bolesti sugerira da nisu samo genetski faktori uzrok bolesti (Pidsley 2011).
Odnedavno se sve veéi naglasak stavlja na potencijalne uloge epigenetskih mehanizama u
etiopatogenezi ovih poremecaja. DNA metilacija kao kljucni epigenetski mehanizam u
razvojnoj regulaciji vazna je u nekoliko neurobioloskih i kognitivnih procesa, kao $to su
neurogeneza i razvoj mozga (Costello 2003), aktivnost neurona (Guo 2011) sinapti¢ka
plasti¢nost i pamcenje u odraslom mozgu (Levenson et al. 2006). Sudeéi po ovim
saznanjima, postoji moguénost da je aberantna DNA metilacija, implicirana u brojnim
vrstama raka, takoder doprinoseci ¢cimbenik u psihijatrijskim bolestima, ukljuc¢ujuéi SZ i BP

(Kato 2009).

Shizofrenija je teski, debilitirajuci i stigmatizirani poremecaj koji zahvaca 1% populacije u
svijetu. Patologija koja se primjecuje u pacijenata ukljucuje tri glavne skupine simptoma: 1)
pozitivne simptome (halucinacije, deluzije) 2) negativne simptome (apatija, siromasan govor)
1 3) kognitivnu disfunkciju (poremecaj radne memorije i konceptualna dezorganizacija).
Cinjenica da antipsihotici mogu samo umanjiti simptome ove bolesti ukazuje na potrebu

boljeg razumijevanja patofiziologije ove teske bolesti radi moguceg efikasnijeg lijeCenja.

Nasljedivanje shizofrenije je multifaktorijalno. Postoji viSe genetskih 1 drugih faktora, kao
naprimjer konzumacija marihuane 1 opstetricke komplikacije, koji u kombinaciji mogu
dovesti do poremecaja, iako je razina povezanosti ve¢ine do sad poznatih ¢imbenika relativno
slaba. Pokusaji da se razmotri 1 uloga interakcija gena i okoliSa u uzrokovanju shizofrenije
doveli su do utvrdivanja cetiri gena kandidata koji dovode do povecane osjetljivosti mozga

djece nosioca na efekte opstetrickih komplikacija, mogucée posredstvom epigenetskih
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mehanizama, $to kasnije u zivotu moze rezultirati veCom incidencijom shizofrenije. Ti geni su
AKT1, BDNF, GRM3 (eng. metabotropic glutamate receptor 3) i DTNBP1 (eng. dystrobrevin
binding protein-1) (Nicodemus 2008).

Epidemioloski podatci pokazuju i obiteljsku nasljednost shizofrenije, za koju je rizik u prvom
koljenu devet puta veéi nego u opcoj populaciji. Ukoliko jedan od monozigotnih blizanaca
razvije shizofreniju, rizik za drugog je 53%. Ukoliko se radi o dvojaj¢anim blizancima, rizik
iznosi 15% (Sham 1996). Nepotpuna konkordantnost u monozigotnih blizanaca objasnjava se
nepotpunom penetrantno$¢u gena, s obzirom da je utvrdeno da postoji povecan rizik od
obolijevanja u djece zdravog blizanca, ali je moguc¢ i utjecaj faktora okolisa na takvu

pojavnost bolesti (Oh and Petronis 2008).

Istrazivanja na posvojenoj djeci su takoder dala zanimljive rezultate. Naime, djeca shizofrenih
roditelja koja su dana na posvajanje imala su kasniju incidenciju bolesti od 18.8%, dok su
djeca zdravih bioloskih roditelja koja su takoder dana na posvajanje, ali su posvojitelji
naknadno oboljeli od shizofrenije, imala incidenciju od ¢ak 10.7%, $to je daleko viSe od
normalne pojavnosti te bolesti u populaciji (Wender 1974). Ovi rezultati govore u prilog i
okolisnom utjecaju, iako on ima manji u¢inak od genetickog. Najjaca povezanost je utvrdena
za opstetricke komplikacije, primjerice preeklampsiju i perinatalno oSte¢enje mozga, dok su
Rh faktor, malnutricija majke, neZeljena trudnoca i drugi takoder disruptivni, ali je

povezanost manja.

Prediktivni faktori za razvoj shizofrenije koji se mogu primjetiti na djetetu su smetnje govora,

problemi u $koli, socijalna anksioznost, preferiranje samostalne igre i sl. (Helgeland 2005).

Bipolarni afektivni poremecaj (BAP) je psihoza za koju je nekad bio uvrijeZen izraz mani¢na
depresija ili mani¢no-depresivna psihoza. Oko 1% opce populacije boluje od ovog
poremecaja. Bipolarni poremecaj karakteriziran je rekurentnim epizodama manije i depresije.
Sve je viSe dokaza, pogotovo u vidu istraZivanja blizanaca, koji govore u prilog genetskim
uzrocima bolesti. Ipak, nepotpuna konkordantnost u monozigotnih blizanaca, klinic¢ke razlike
izmedu muSkaraca 1 Zena, i znacajne fluktuacije u tijeku bolesti govore u prilog 1 drugim

mogucim etiopatogenetskim ¢imbenicima (Petronis 2003).

Ovdje ¢u navesti najbitnije rezultate epigenetickih istrazivanja koji dovode u vezu DNA

metilaciju i modifikaciju histona, koji daju doprinos regulaciji aktivnosti gena u SZS-u.
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EPIGENETSKE PROMJENE GABAERGICKOG SUSTAVA

Sve je vise dokaza da DNA metilacija ima ulogu u disfunkciji GABA-ergickih neurona kod
shizofrenije. Interneuroni ovog sustava eksprimiraju proteine GAD67, kodiran genom GAD1,
i reelin, kodiran genom RELN. Najbitniji rezultati istrazivanja se dovode u vezu sa
smanjenom ekspresijom gena GAD1 i RELN u korteksu i hipokampusu postmortalnih uzoraka
oboljelih, i to proteina i mMRNA (Guidotti 2000).

Uloga Dnmtl je ustanovljena u pokusima s antisense oligunukleotidima dodanim u stanice
korteksa, nakon Cega je utvrdena poveéana ekspresija mRNA GADG67 i reelina. Naime,
Dnmtl metilira CpG otoke u promotorima gena za ove proteine, a njegova inhibicija antisense
oligonukleotidima posljedi¢no tome dovodi do povecanja transkricpije (Noh et al 2005). 1
druge studije su pokazale negativnu korelaciju izmedu razine mRNA Dnmtl i mRNA enzima
GADG67 i proteina reelina, specifi¢no u PFC i1 hipokampusu (Veldic et al 2004). Jos jedna
studija koja je potvrdila povezanost Dnmtl s problemima radne memorije i drugim
osobitostima shizofrenije je utvrdila da davanjem 1-metionina miSevima dovodi do
ispoljavanja simptoma nalik shizofreniji, a ta je supstanca prekursor potreban za aktivnost
aktivnost DNMT-a (Gavin and Sharma 2010).

Sto se ti¢e samih gena koji su posljedi¢no suprimirani posredstvom Dnmt1, njihove funkcije

su sljedece:

RELN kodira reelin, protein izvanstanicnog matriksa bitnog za integritet sinapse, neuralni
razvoj, ali i dugoro¢nu plasti¢nost odraslog mozga (Costa et al 2002), dok GAD1 kodira
protein GAD67 — enzim za dekarboksilaciju glutamata u GABU koja, izmedu ostalog,
inhibira dendrite, tijela ili aksone piramidalnih neurona. Smanjenje ekspresije gena RELN
negativno utjece na ekspresiju GAD1, $to dovodi do smanjene razine mRNA GAD67
utvrdene u transgeni¢nih miseva haploinsuficijentnih za RELN. Posljedica toga je smanjenje
dendritickih trnova piramidalnih neurona sloja III u FPC te regije CA1 u hipokampusu (Liu et
al 2001). Ovi rezultati su zanimljivi zbog toga Sto su nalazi uzoraka takvih transgeni¢nih
miSeva sli¢ni nalazima postmortalnih uzoraka oboljelih od psihoze, ali i bipolarnog

poremecaja (Glenn 2014).
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Jos jedna zanimljivost je ¢injenica da ¢ak 80% oboljelih od shizofrenije pusi ili koristi nikotin
u nekom drugom obliku (Kelly 2000). Pokazano je da nikotin smanjuje DNMT1 u
gabergi¢kim neuronima mi$a, metilira DNA i smanjuje ekspresiju GAD67 (Satta 2008).

Ipak, ne smatra se da samo ove epigenetske promjene dovode do podloznosti osobe
shizofreniji, ve¢ da su ovi geni usporedo zahvaceni u tijeku shizofrenije 1 bipolarnog

poremecaja (Connor and Akbarian 2008).

EPIGENETSKE PROMJENE SEROTONERGICKOG SUSTAVA

Promjene u razini receptora za serotonin nadene su u velikom broju psihijatrijskih bolesti,

ukljucujuéi shizofreniju i bipolarni poremecaj (Gray 2006).

Dokazano je da razliciti genski polimorfizmi ove skupine receptora mogu biti uzrokom
psihoze (Tsuang 2004), ali tek su nedavno pocela istrazivanja uloge epigenetskih alteracija u

etiologiji shizofrenije (Pidsley 2011).

Tako je utvrdena povecana metilacija promotora gena SHTR1A u leukocitima periferne krvi
oboljelih od shizofrenije i bipolarnog poremecaja u odnosu na kontrole. Razlika nije velika,

ali statisticki je znacajna (Carrard 2011).
Ovi rezultati sugeriraju zajednicke etioloSke faktore tih poremecaja (Craddock 2009).

Gen za serotoninski receptor je takoder impliciran u patofiziologiji shizofrenije i bipolarnog
poremecaja. Epigenetska disregulacija SHTR2A je pronadena u postmortalnim uzorcima
¢eonog reznja oboljelih u vidu pojacane metilacije 1 smanjene ekspresije gena, §to je
povezano s ranijim nastupom shizofrenije i bipolarnog poremecaja (Abdolmaleky et al 2011).
Zanimljivost istog istraZivanja je i da je dokazana korelacija ekspresije SHTR2A i ekspresije
RELN, DRD1, DRD2 i MB-COMT.

Jedna od interpretacija ovih rezultata je da metilacija promotora za 5SHTR2A utjece i na
ekspresiju drugih stani¢nih puteva ukljucenih u patogenezu psihoze ili upucuje na to da

postoji zajednicki etioloski faktor koji neovisno utjeCe na ekspresiju vise gena.
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EPIGENETSKE PROMJENE DOPAMINERGICKOG SUSTAVA

Disfunkcija limbickog sustava se smatra primarnim patofizioloskim mehanizmom
shizofrenije. Vazan enzim tog sustava je enzim COMT, kodiran istoimenim genom, koji
degradira katekolamine (dopamin, adrenalin i noradrenalin). Gen COMT je od velikog
interesa jer je lociran u regiji 22q11, njegova delecija dovodi do DiGeorge sindroma, ¢iji
simptom je i psihoza. COMT je odgovoran za metabolizam dopamina u dorzolateralnom
prefrontalnom korteksu, regiji bitnoj za radnu memoriju koja je disfunkcionalna u shizofreniji
(Callicott 2000). Zbog navedenih ¢injenica, COMT se ¢ini kao dobar kandidat za epigenetska
istrazivanja shizofrenije. Za jednu od izoformi COMT-a je utvrdeno da ima izmijenjen
epigenetski profil u postmortalnim uzorcima oboljelih od shizofrenije i bipolarnog
poremecaja. Radi se o izoformi MB-COMT (eng. membrane-bound COMT) ¢iji je promotor
hipometiliran i to za otprilike 50% u odnosu na kontrole (Malaspina 2008). Takoder, utvrdena
je i korelacija takve hipometilacije s hipometilacijom promotora DRD2 (eng.dopamine 2
receptor gene) kod shizofrenije i bipolarnog poremecaja (Abdolmaleky 2006). Medutim, ove
studije nisu specifi¢no mjerile metilaciju unutar dorzolateralnog korteksa, tako da se ne moze
sa sigurno$c¢u tvrditi da je metilacija COMT-a vezana uz smetnje radne memorije oboljelih od
shizofrenije 1 bipolarnog poremecaja. Kao $to je ve¢ receno, okolisni ¢imbenici mogu, u
kombinaciji s genetskom podlogom, dovesti do razvoja bolesti. Primjer koji pokazuje da bi
faktore rizika trebalo razmatrati u kombinaciji s individualnim genotipom je i ¢injenica da je
polimorfizam ovog gena, COMT valin158, prediktor psihoti¢nih simptoma, ali samo u ljudi

koji konzumiraju kanabis (Caspi et al 2005).

Epidemioloske studije su identificirale prenatalno izlaganje gladi kao jedan od rizi¢nih faktora
za razvijanje shizofrenije, a animalni modeli prenatalne malnutricije pokazuju strukturne i
funkcionalne anomalije mozga povezane sa shizofrenijom. Takvi dokazi dolaze od
istrazivanja na zenama koje su bile trudne u doba okupacije Nizozemske u zimu 1944-1945.
kad je doslo do izrazitog pomanjkanja hrane, posebno u gradskim podrué¢jima. Kohorta koja
je bila najizloZenija pokazala je dvostruko povecan rizik za shizofreniju (Susser 1992), dok
slican primjer postoji i u Kini u doba gladi 1959-1961., gdje se rizik za shizofreniju s
uobicajenih 0.84% za tu populaciju 1960. popeo na 2.15%, odnosno 1.81% 1961.godine (St
Clair et al 2005).
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Na temelju ovih €injenica pristupilo se razvijanju animalnog modela za prenatalno izlaganje
gladi, odnosno manjku nutrijenata, pa je razvijen RLP50 model laboratorijskog Stakora koji je
u gestaciji izlozen manjku proteina u prehrani. Manjak proteina u prehrani dovodi do manje
porodajne tezine, a ona sama je jedan od rizi¢nih ¢imbenika za razvoj shizofrenije (Rifkin et
al. 1994). Podmladak ovih stakora je pokazao abnormalnosti sukladne shizofreniji
(abnormalno ponasSanje, razine neurotransmitora u prefrontalnom korteksu, abnormalnu
strukturu i funkciju hipokampusa, vecu osjetljivost na terapiju agonistima dopaminskog
receptora i NMDA antagonistima, probleme s radnom memorijom i sl.) (Susser 2008).
Profiliranje metiloma hipokampusa pokazalo je sistematske epigenetske promjene; u vecini
slucajeva (87%) radilo se o hipermetilaciji. S tim je povezana zanimljiva ¢injenica da je tim
procesom zahvacéen i gen Mecp2 povezan s kognitivnim oste¢enjima. Odnosno, aktivnost
ovog gena je u ovim modelima bila suprimirana (Xu et al. 2014). Funkcija mu je izrazito bitna
u hipotalamusu jer tu regrutira transkripcijski faktor CREB1 i time aktivira mnogobrojne gene
bitne za normalno funkcioniranje neurona (Chahrour et al. 2008), a inace se dovodi u vezu s
vecinom slucajeva Rettovog sindroma (Amir et al. 1999). Bitan je za sazrijevanje stanica i za

formiranje sinapsi (Luikenhuis et al. 2004).

EPIGENETSKE PROMJENE HISTONA

Za sad ne postoji velik broj radova koji dovode u vezu histonske promjene i shizofreniju, ali
postoje radovi koji su pronasli jake asocijacije takvih promjena, iako na malom broju uzoraka.
Prva takva studija je ona Akbariana i suradnika, u kojoj je pronadena ja¢a metilacija histona
H3 na mjestu arginina (H3meR17) povezana s otvorenim kromatinom u neuronima
prefrontalnog korteksa u shizofrenih pacijenata u odnosu na kontrole, 1 to za 30%, Sto je

povezano sa smanjenjem razine Cetiri metabolicka transkripta.

Osim toga, postoji i studija koja jo§ jednom ukazuje na visoku kompleksnost i meduovisnost
epigenetskih mehanizama u klinickom izraZaju simptoma. Naime, u postmortalnim je
uzorcima pronadena povecana razina HDACI koja se dovela u korelaciju s ranije
spomenutom smanjenom ekspresijom GAD67, dakle s manjkom identi¢nog enzima

uzrokovanim razli¢itim epigenetskim mehanizmom (Sharma et al 2008).
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Iako rezultati epigenetskih promjena histona za sad nisu od klinickog znacaja, ukazuju na
potencijal daljnjih istrazivanja na tom i podrucju drugih epigenetskih mehanizama u
potencijalnom razvoju lijekova. Tako je primjerice pozitivan ucinak na kognitivne simptome
primjecen koriStenjem DNMT inhibitora u Stakora modela za ljudske neuropsihijatrijske
poremecaje (Deutsch et al 2008), a u drugom istrazivanju primjecen je slian pozitivan u¢inak

nespecificnih HDAC inhibitora (Fischer et al 2007).

Zakljucno, treba rec¢i da su dodatne studije potrebne da razjasne jesu li promjene histona na
postmortalnim uzorcima reprezentativne za stabilan epigenetski imprint koji postoji dulje

vrijeme, ili Cak prethode dobi pri kojoj su se javili klini¢ki simptomi u zahvaéenog pojedinca.
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