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1. Sazetak

Epigenetska osnova genomskog imprintinga: Prader-Willi i Angelman

Helena Tomac

Genomski imprinting je epigenetski fenomen u kojem aktivnost gena ovisi o roditeljskom
podrijetlu. Imprintirani gen je eksprimiran samo s jednog roditeljskog alela, dok je alel
naslijeden od drugog roditelja utiSan (inaktiviran). Ova monoalela ekspresija je u suprotnosti
sa klasi¢nim mendelovskim nasljedivanjem u kojem oba alela jednako doprinose fenotipu.
Genomski imprinting se ostvaruje epigenetskim modifikacijama koje se dogadaju tijekom
gametogeneze i ranog embrionalnog razvoja te ukljucuju kemijske modifikacije DNA, bez
promjena u slijedu nukleotida. Tri glavne i medusobno povezane epigenetske modifikacije su:
metilacija CpG dinukleotida, kovalentne modifikacije histona i RNA interferencija.
Imprintirani geni su grupirani u domene koje su bogate CpG otocima. Prvi i najbolje opisani
genetski poremecaji ljudi, povezani s genomskim imprintingom, su Prader-Willi sindrom i
Angelman sindrom. Svaki od ovih sindroma ima karakteristiCan fenotip sa neurorazvojnim
abnormalnostima i poremecajima ponasanja i funkcioniranja. lako su klinicki potpuno
razli¢ita dva poremecaja, Prader-Willi i Angelman sindromi su uzrokovani delecijom iste
regije na proksimalnom dugom kraku kromosoma 15 (gq11-q13). Razlika je u roditeljskom
podrijetlu zahvacenog kromosoma: funkcionalni gubitak paternalno eksprimiranih gena
uzrokovat ¢e Prader-Willi sindrom, a gubitak maternalno eksprimiranog UBE3A gena u
mozgu vodit ¢e u Angelman sindrom. Imprintirana ekspresija gena u 15q11-913 regiji
regulirana je PWS/AS imprinting centrom (IC), koji sadrzi dvije funkcionalne regije: PWS-
SO i AS-SRO. Maternalni obrazac je povezan s metilacijom PWS-SRO i nemetiliranim AS-
SRO, dok je paternalni obrazac Kkarakteriziran nedostatkom metilacije PWS-SRO i
metiliranim AS-SRO.

Kljuéne rijeci: epigenetika, DNA metilacija, genomski imprinting, 15q11-13, Prader-Willi

sindrom, Angelman sindrom



2. Summary

Epigenetic basis of genomic imprinting: Prader-Willi and Angelman

Helena Tomac

Genomic imprinting is epigenetic phenomenon where gene activity is regulated according to
parent of origin. Imprinted gene is expressed from only one allele, while the allele inherited
from the other parent is silenced (inactivated). This monoallelic expression is in contrast to
classical Mendelian inheritance where both alleles contribute to phenotype equally. Genomic
imprinting is maintained by epigenetic modifications that occur during gametogenesis and
early embryonic developement and include chemical modifications to the DNA, with no
alterations in the base sequence. Three main and interconnected epigenetic mechanisms are:
methylation of CpG dinucleotides, covalent modifications of histones, and RNA interference.
Imprinted genes are clustered into domains, rich in CpG islands. The first and best described
human genetic disorders associated with genomic imprinting are Prader-Willi syndrome and
Angelman syndrome. Each of these syndromes has its characteristic phenotype with
neurodevelopmental abnormalities and behavioral and functional difficulties. Although
clinically two distinct disorders, Prader-Willi and Angelman syndromes are caused by the
deletion of the same region on the proximal long arm of chromosome 15 (q11-q13). The
difference is the parental origin of the affected chromosome: functional loss of paternally
expressed genes will cause Prader-Willi syndrome, and loss of maternal UBE3A expression
in the brain will lead to Angelman syndrome. Imprinted expression of the genes in 15911-gq13
region is controled by PWS/AS imprinting center (IC), comprising two functional regions: the
PWS-SRO and the AS-SRO. The maternal state is associated with methylation of the PWS-
SRO and unmethylated AS-SRO, while the paternal state is characterized with lack of
methylation of the PWS-SRO and methylated AS-SRO.

Key words: epigenetics, DNA methylation, genomic imprinting, 15q11-13, Prader-Willi

syndrome, Angelman syndrome



3. Uvod

Covjek nasljeduje po jedan od para homolognih kromosoma od svakog roditelja. Kod veéine
autosomnih gena fenotip je rezultat ekspresije oba alela. Medutim, postoji mala skupina gena
koja odstupa od Mendelovih nacela klasicne genetike i1 sadrzi gene eksprimirane samo s
jednog alela, ovisno o tome od kojeg roditelja je naslijeden, dok je alel naslijeden od drugog
roditelja utisan (Mann and Bartolomei, 1999). Proces obiljezevanja gena tijekom
gametogeneze koji omogucéuje kasnije u odraslom organizmu razlikovanje koji alel je
maj¢inog podrijetla, a koji oCevog i sukladno tome monoalelnu ekspresiju, naziva se
genomski imprinting (Nakao and Sasaki, 1996). Zbog razli¢itog obiljezavanja, genom majke i
genom oca nisu funkcionalno jednaki te su oba genoma potrebna za normalan embrionalni

razvoj, a $to je i dokazano embrioloskim manipulacijama na miSevima (Ferguson-Smith,

2011).

Genomski imprinting ostvaruje se epigenetskim modifikacijama. Epigenetske modifikacije su
nasljedne kemijske promjene koje nemaju utjecaj na slijed nukleotida genomske DNA,
uspostavljaju se tijekom gametogeneze i preimplantacijskog embrionalnog razdoblja, a
najvaznija od njih je diferencijalna metilacija DNA. Budu¢i da su imprintirani geni podlozni
ne samo mutacijama primarne strukture DNA, ve¢ i poremecajima epigenetske regulacije, a
njihova vulnerabilnost je jo$ viSe potencirana monoalelnom ekspresijom, oni su ukljuceni u
niz sindroma, poremecaja embrionalnog razvoja pa ¢ak i karcinogenezu. Prvi genetski
poremecaji ljudi za koje je ustanovljeno da ukljucuju imprintirane gene su Prader-Willi
sindrom i Angelman sindrom. Analize pacijenata s ova dva sindroma su omogudile
identificiranje genske osnove te bolje razumijevanje regulacije imprintiranih gena, sto je od
izuzetne vaznosti radi bolje i ranije dijagnostike, genetskog savjetovanja i potencijalne genske

terapije.

Cilj ovog preglednog rada je opisati epigenetski fenomen genomskog imprintinga kod ljudi, s
posebnom paznjom na epigenetske modifikacije i molekularne mehanizme kojima one
ostvaruju regulaciju ekspresije gena, ukljucujuci i imprintiranih, te prikazati ove procese na
konkretnim primjerima dva najbolje proucena i okarakterizirana poremecaja imprintinga -

Prader-Willi i Angelman sindromu.



4. Epigenetski mehanizmi regulacije genske ekspresije

Epigenetika je podrucje genetike 1 molekularne biologije koje se bavi istrazivanjem procesa
koji mijenjaju ekspresiju gena, bez utjecaja na slijed nukleotida u molekuli DNA i pod
uvjetom da se nastala promjena nasljeduje na stanice kéeri tijekom mitoze i mejoze (Wu and
Morris, 2001). Naziv epigenetika (epi- gr¢. iznad ili preko) je skovao britanski embriolog
Conrad Waddington 1942. godine proucavaju¢i diferencijaciju i odrzavanje specijaliziranih

funkcija stanica nakon dijeljenja.

Svaka stanica tijela covjeka sadrzi identicnu genomsku DNA informaciju, no stanice se ipak
medusobno izrazito razlikuju svojom strukturom i funkcijom zahvaljujuéi ekspresiji razlicitih
gena u razli¢itim stanicama. Regulacija koji ¢e geni u pojedinoj stanici biti eksprimirani, a
koji inaktivni moze se okvirno podijeliti na dva nacdina. Prvi, temeljni nacin pripada
tradicionalnom Mendelovom modelu nasljedivanja i centralnoj dogmi molekularne biologije
(Crick, 1970), a odnosi se na regulaciju transkripcije DNA putem transkripcijskih aktivatora i
represora, te regulaciju stabilnosti glasnicke RNA molekule (MRNA, eng. messenger RNA).
Ovaj nacin regulacije je odreden slijedom nukleotida u genomu i promjenama u tome slijedu,

kao Sto su polimorfizni 1 mutacije DNA.

Drugi, dodatni nacin regulacije genske ekspresije su epigenetske modifikacije. To su
kovalentne kemijske reakcije koje mijenjaju molekulu DNA i njezinu kondenzaciju u
kromatin, bez promjene primarne strukture odnosno slijeda nukleotida. Budu¢i da je zgusnuti,
visoko kondenzirani kromatin (tzv. heterokromatin) transkripcijski inaktivan, a slabo
kondenzirani, rasprSeni kromatin (tzv. eukromatin) transkripcijski aktivan, mijenjanjem
stupnja kondenzacije, ove modifikacije odreduju koji geni ¢e se prepisivati, a koji ne. Glavne
epigenetske modifikacije su metilacija CpG dinukleotidnih sekvenci DNA, posttranslacijske
modifikacije histonskih N-terminalnih krajeva i proces RNA interferencije. Uspostavljeni
obrasci epigenetskih modifikacija se nasljeduju nakon diobe na stanice kceri. Medutim, za
razliku od DNA sekvence koja u svim stanicama kcerima ostaje ista, epigenetski obrasci su
podlozni promjenama i smatraju se glavnim nac¢inom na koji vanjski, okoli$ni ¢imbenici, kao

Sto su primjerice puSenje, prehrana i stres, mijenjaju aktivnost gena. Nastale promjene



nasljeduju se nakon mitoze na stanice kceri, tijekom mejoze s roditelja na potomke, a izgleda i

transgeneracijski na sljedece generacije potomaka (Trerotola et al., 2015).

Akumuliranje razli¢ith epigenetskih promjena utjeCe na kompleksne fenotipske karakteristike
kao §to su visina, tjelesna kompozicija, brzina metaboliziranja hrane, plodnost, starenje itd.
Takoder je ukljuceno u razvoj razli¢itih multifaktorskih bolesti povezanih sa nasljedem kao
Sto su pojedini karcinomi, dijabetes tipa 2, pretilost, pluéne i kardiovaskularne bolesti,
metaboli¢ki poremecaji i neuroloska oboljenja. Razli¢iti epigenetski obrasci odgovorni su za
razlike u fenotipu jednojajcanih blizanaca koje nastaju tijekom njihovog Zivota (Fraga et al.,
2005). Naime, oni nasljeduju identiénu DNA informaciju od roditelja i na pocetku zivota
njihovi metilacijski obrasci su jednaki, no ako su izlozeni razli¢itim okolisnim uvjetima,
akumuliraju razliCite epigenetske modifikacije, koje zatim utjeCu na ekspresiju gena i

ispoljavanje razli¢itih fenotipskih karakteristika.

4.1. Metilacija DNA

Metilacija DNA je glavni i najbolje prouceni epigenetski mehanizam, koji ima klju¢nu ulogu
u genomskom imprintingu, inaktivaciji X kromosoma i tkivno specifi¢noj ekspresiji gena za
vrijeme razvitka organizma (Moore et al., 2013). To je proces inaktivacije (utiSavanja, eng.
silencing) gena kovalentnim dodavanjem metilne (CH3) skupine na 5. ugljikov atom citozina,
pri ¢emu nastaje baza 5-metil citozin (5mC). Ciljno mjesto je citozin koji se nalazi u
dijelovima DNA u kojima iza citozina slijedi guanin, tzv. CpG dinukleotidnim sekvencama
(od eng. cytosine-phosphate-guanine) (Shiota, 2004). Oko 80% CpG dinukleotida u ljudskom
genomu je metilirano (Ziller et al., 2013). Podru¢ja DNA izrazito bogata CpG sekvencama
nazivaju se CpG otocima, a definirana su duljinom vec¢om od 500 parova baza te sadrzajem
nukleotida C+G vec¢im od 55% (Waggoner, 2007). CpG otoci se najceS¢e nalaze na 5’ kraju

aktivnih gena, unutar promotorske regije i u nemetiliranom su stanju.

Mehanizmi kojim metilacija CpG sekvenci koc¢i ekspresiju gena su izravno sprjeCavanje
vezanja transkripcijskih faktora, ili privlacenje drugih proteina sa visokom afinitetom za 5mC
koji ¢e potom interferirati sa vezanjem transkripcijskih faktora. Proteini koji se vezu na SmC

su tzv. MBD proteini, UHFR proteini i proteini s motivom cinkovih prstiju (eng. zinc-finger



proteins). MBD proteini sadrze domenu za vezanje CpG sekvenci po ¢emu su i dobili ime
(MBD, eng. methyl-CpG binding domain), a ¢lanovi ove proteinske obitelji su: MeCP1,
MeCP2, MBD1, MBD2 i MBD3 (Hendrich and Bird, 1998). MBD proteini selektivno
prepoznaju 1 reorganiziraju simetricno metilirane CpG sekvence, a jedan od nacina na koji
zaustavljaju transkripciju je preko modifikacija histona privlacenjem histonskih deacetilaza
(Fuks et al., 2003). UHFR proteinska obitelj (od eng. ubiquitin-like, containing PHD and
RING finger domain) obuhva¢a UHFR1 i UHFR2 (Moore et al., 2013), ¢ija je primarna uloga
zapravo vezanje na enzim Dnmtl tijekom odrzavanja obrasca metilacije nakon replikacije
DNA.

Donor metilne skupine je S-adenozil-L-metionin, a njen prijenos na DNA se odvija pomocu
dvije obitelji DNA metilstransferaza (Dnmt): DNA metiltransferaze za odrzavanje metilacije
(Dnmtl obitelj) i de novo DNA metiltransferaze (Dnmt3 obitelj). U proslosti je obitelji DNA
metiltransferaza pripisavana i Dnmt2, no pokazalo se da ona nema kataliticku aktivnost, a

otkrivena je njezina uloga u metilaciji transportne RNA (Dong et al., 2001, Goll et al., 2006).

Dnmtl katalizira proces odrzavanja istog metilacijskog obrasca u stanicama kcéerima nakon
semikonzervativne replikacije DNA. Naime, novosintetizirani lanac, koji je nastao prema
,kalupu® starog, metiliranog lanca, je nemetiliran i njegova metilacija se dogada naknadno,
odmah nakon transkripcije. Dnmtl je prisutna u visokim koncentracijama u stanicama koje se
dijele, i to prvenstveno u replikacijskim rasljama, gdje specificno prepoznaje hemimetilirane

CpG sekvence zahvaljujuéi interakciji s UHRF1 proteinom.

Dnmt3 obitelj sadrzi dva aktivna de novo enzima, Dnmt3a i Dnmt3Db, te jedan regulacijski
faktor, Dnmt3L (Hashimoto et al., 2010). Dnmt3a i 3b nemaju afinitet prema hemimetiliranim
sekvencama, ve¢ Kkataliziraju uspostavljanje novih metilacijskih obrazaca tijekom

gametogeneze i postimplantacijskog perioda embrionalnog razvitka.

Da bi se uspostavili novi metilacijskih obrasci potrebno je obrisati stare obrasce roditeljskih
genoma. Tijekom stavaranja gameta odvija se prvi val demetilacije kojim se metilacijski
obrasci briSu u ¢itavom genomu kako bi se uspostavili novi koji odrazavaju spol potomka.
Drugi val globalne demetilacije se dogada nakon oplodnje, tijekom ranih mitotskih dioba prije

implantacije, a pretpostvlja se da mu je svrha omogucavanje uspostavljanja totipotentnosti



zigote (Serman et al., 2006). Medutim, ovaj val demetilacije zaobilazi imprintirane gene, &iji
roditeljski obrasci ostaju sacuvani (Adalsteinsson and Ferguson-Smith, 2014). Nakon sto su
stari obrasci obrisani, u vrijeme implantacije blastociste, Dnmt3 enzimi zapoc¢inju de novo
metilaciju, a novi obrazac se vjerno prenosi na stanice kéeri tijekom somatskih dioba rastuceg

organizma pomoc¢u Dnmt1 enzima.

Brisanje obrazaca metilacije DNA, odnosno demetilacija, moze se odvijati aktivno i pasivno.
Do sada nije otkriven jedan enzim (demetilaza) koji bi direktno prekidao vezu izmedu dva
ugljika citozina i metilne skupine, ali je identificiran slijed reakcija kojima se demetilacija
odvija. Aktivna demetilacija dogada se neovisno o replikaciji i podrazumijeva uklanjanje 5-
metil citozina (5mC) pomocu ezimske obitelji TET (od eng. ten-eleven translocation) metil-
citozin dioksigenaza, ¢ime nastaje 5-hidroksimetil citozin (5ShmC) (Trerotola et al., 2015).
Zatim se 5hmC, takoder pomo¢u TET enzima, konvertira u 5-formil citozin (5fC) i 5-
karboksil citozin (5caC). 5fC i 5caC se izrezuju pomocu timin-DNA-glikozilaze (TDG) i
zatim popravkom DNA, postupkom izrezivanja nukleotida bez baze, ponovno nastaje citozin
(Kohli and Zhang, 2013). 5mC i 5hmC su podlozni spontanoj deaminaciji u timidin odnosno
hidroksi-metil uracil, koji takoder nakon popravka DNA izrezivanjem daju citozin
(Messerschmidt et al., 2014). Pasivna demetilacija DNA odnosi se na postupan gubitak 5mC
na novosintetiziranom lancu tijekom sukcesivnih replikacija DNA, zbog nedostatka ili
destabilizacije enzima za odrzavanje metilacije, Dnmtl. U muskom pronukleusu odvija se
aktivna demetilacija i zavrSena je ve¢ prije prve replikacije DNA zigote, dok se u zenskom

pronukleusu odvija sporija, pasivna demetilacija ovisna o replikaciji DNA (Dean et al., 2003).

Uspostavljanje i brisanje obrazaca metilacije DNA u zametnim je stanicama kao i u ranom
embriju podlozno utjecajima iz okolisa, Cije se posljedice transgeneracijski nasljeduju. Naime,
istrazivanja su pokazala da faktori okoline kao $to su endokrini disruptori ili prehrana trudne
majke siromasna folatima, ako djeluju u kriti¢cnom razdoblju reprogramiranja, mogu izazvati

poremecaje koji se mogu prenositi i na nekoliko slijede¢ih generacija (Serman et al., 2006).



4.2. Modifikacije histona

Sljedeca  epigenetska modifikacija su kovalentne posttranslacijske  modifikacije
aminokiselinskih ostataka na N-terminalnim krajevima histona. Histoni su globularni bazi¢ni
proteini oko kojih je molekula DNA namotana i kondenzirana u nukleosome. Srz svakog
nukleosoma je histonski oktamer, kojeg ¢ine cetiri histonska proteina (H2A, H2B, H3 i H4),
svaki zastupljen po dva puta. Oko histonskog oktamera je namotano 147 parova baza
dvolanc¢ane DNA. Nukleosomi su ponavljajuée strukturne jedinice kromatina, Kkoje
omogucuju zbijanje dugacke molekule DNA u visoko kondenzirani kromatin odnosno
kromosome. Kao $to smo ve¢ spomenuli, o stupnju kondenzacije kromatina ovisi dostupnost

gena transkripcijskim faktorima i njihova ekspresija.

Histonski kod predstavlja jedinstvenu kombinaciju razli¢itih posttranslacijskih kovalentnih
modifikacija histona koje se dogadaju u slijedu ili u kombinaciji, na jednom ili vise histonskih
repova, i tako dovode do to¢no odredenog bioloskog ucinka, npr. transkripcije (Strahl and
Allis, 2000). Posttranslacijske modifikacije histonskih proteina su brojne i ukljucuju
acetilaciju lizina, metilaciju lizina i arginina, fosforilaciju serina, treonina i tirozina;
ubikvinaciju lizina, sumoilaciju lizina, citrulinaciju arginina, izomerizaciju prolina i druge.
Ove reakcije se dogadaju prvenstveno na N-terminalnim krajevima (repovima, eng. tails)

histona izlozenima na povrsini nukleosoma.

Posttranslacijske modifikacije histona dvojako utjeu na strukturu kromatina - fizikalnim i
kemijskim reakcijama. Fizikalni utjecaj ostvaruju kroz elektrostatske interakcije i promjene
raspodjele elektronskog naboja Sto mijenja konformaciju kromatina. Primjerice, acetilacija
histona dovodi do neutralizacije pozitivnog naboja, a fosforilacija do dodavanja negativnog
naboja, te budu¢i da je DNA negativno nabijena, dolazi do medusobnog odbijanja zbog
istoimenih naboja i time do dekondenzacije kromatina (Roth and Allis, 1992). Kemijski
utjecaj ostvaruju interakcijama izmedu histona i efektorskih proteina. Naime, kombinacija
modifikacija na pojedinom histonu potice ili inhibira vezivanje specificnih nehistonskih
proteina i proteinskih kompleksa, a oni imaju svoju enzimatsku aktivnost (npr. remodelirajuce

ATP-aze) koja dovodi do daljnjeg remodeliranja kromatina (Kouzarides, 2007).



Najucestalije i najbolje istrazene modifikacije su acetilacija, fosforilacija i metilacija.
Acetilacija histona se odvija na N-terminalnim krajevima lizinskih ostataka i povezana je s
aktivacijom transkripcije gena. Proces acetilacije reguliraju dvije enzimske obitelji suprotnog
djelovanja, histonske acetiltransferaze (HAT, eng. histone acetyltransferase) i histonske
deacetilaze (HDAC, eng. histon deacetylase). Acetilacija N-terminalnih krajeva lizina
neutralizira njegov pozitivni naboj, sto smanjuje elektrostatsko privlacenje izmedu histonskih
repova i negativno nabijene DNA, te time dolazi do rasprSivanja kromatina (nastaje
eukromatin) i DNA na tom podru¢ju postaje dostupna transkripcijskim faktorima i RNA
polimerazi. Analogno tome, histonske deacetilaze ¢e uklanjanjem acetilnih grupa sa lizinskih
ostataka dovesti do jaceg privlacanja i nastanka kondenziranog, transkripcijski inaktivnog

heterokromatina.

Sljedeca modifikacija histona je fosforilacija, reakcija katalizirana enzimima kinazama i
fosfatazama. Najcesce se odvija na serinskim, treoninskim i tirozinskim proteinskim ostacima.
Kinaze prenose fosfatnu skupinu sa molekule ATP-a na hidroksilnu skupinu ciljne
aminokiseline, dodaju¢i na taj nacin negativan naboj histonskim repovima, zbog ¢ega dolazi
do kondenzacije kromatina. Osim u regulaciji transkripcije gena, fosforilacija histona ima i
vaznu ulogu u kondenzaciji kromosoma tijekom stani¢ne diobe (Koshland and Strunnikov,
1996).

Metilacija histona se najéesce odvija na lizinu i argininu. Lizin moze biti mono-, di- i tri-
metiliran, a arginin mono- i (simetricno ili asimetricno) di-metiliran (Bannister and
Kouzarides, 2011). Za razliku od acetilacije koja je povezana s transkripcijski aktivnim
kromatinom, metilacija moze dovesti i do aktivacije i do represije transkripcije, ovisno na
kojem lizinskom ostatku se odvija. Tako je metilacija lizina 4 na histonu H3 (H3K4) i lizina
36 na histonu H3 (H3K36) povezana s transkripcijski aktivnim kromatinom, a metilacija
H3K9, H3K27 i H4K20 ima suprotan ucinak i povezana je s visoko kondenziranim

kromatinom (Bernstein et al., 2007).

Mehanizmi kojima se obrasci posttranslacijskih kovalentnih modifikacija histona nasljeduju
na stanice kéeri i prenose transgeneracijski nisu do kraja razjasnjeni, ali poznato je da imaju
indirektan utjecaj preko metilacije CpG sekvenci (Rose and Klose, 2014). Primjerice,
nemetilirani lizin 4 na H3 histonu (H3K4) sluzi kao mjesto spajanja enzima Dnmt3a



(Trerotola et al., 2015) za kojeg smo spomenuli da katalizira de novo metilaciju ciljnih
nukleotida. Nadalje, dimetilirani histon H3K9 ulazi u interakciju s Dppa3 proteinom (eng.
developmental pluripotency-associated protein 3) i tako blokira aktivnost TET enzima, §to

sprjecava proces aktivne demetilacije.

4.3. Nekodirajuc¢e RNA i RNA interferencija

Nekodiraju¢e RNA molekule (ncRNA, eng. non-coding RNA) su RNA koje se prepisuju, ali
ne prolaze translaciju u proteine. lako se prije smatralo da je fenotip definiran isklju¢ivo DNA
sekvencom koja kodira za proteine, a da je ostala DNA ,,smeée” nakupljeno u genomu
tijekom evolucije, danas je jasna funkcija ncRNA u regulaciji transkripcije, translaciji,

izrezivanju (eng. splicing) i genskoj ekspresiji.

Epigenetski vazne ncRNA se mogu podijeliti u dvije skupine: male ncRNA (veli¢ine od 20 do
30 nukleotida) koje sudjeluju u RNA interferenciji, i duge ncRNA (sastoje se od vise od 200

nukleotida) koje su dio imprintiranih domena.

Najvaznije male dvolancane NCRNA molekule su: miRNA (eng. micro RNA), siRNA (eng.
short interfering RNA) i piRNA (eng. Piwi-interacting RNA). Mehanizam kojim utjeu na
gensku ekspresiju se naziva RNA interferencija. To je proces posttranskripcijskog utiSavanja
ciljnih gena cijepanjem ili razgradnjom komplementarne jednolancane mMRNA (Deng et al.,
2014). Male ncRNA molekule se vezu na tzv. RISC proteinski kompleks (eng. RNA-induced
silencing complex) unutar kojeg se dva lanca razdvoje kako bi jedan sluzio kao vodi¢ RISC-a
prema komplementarnom mRNA lancu (Du and Zamore, 2005). Zatim protein Argonaute,
koji je aktivni dio RISC kompleksa, djeluje kao endonukleaza i cijepa mRNA te na taj nacin
zaustavlja ekspresiju odgovarajuc¢eg gena. Clanovi Argonaute proteinske obitelji su Ago
proteini i Piwi proteini. Ago proteini su ubikvitarni i vezu siRNA i miRNA, a Piwi proteini se

nalaze pretezno u gametama i vezu piRNA (Hock and Meister, 2008).

Duge ncRNA sudjeluju u novaéenju enzima koji modificiraju kromatin, u regulaciji
transkripcije, posttranskripcijskoj regulaciji te sluze kao prekursori siRNA. Najbolje istrazeni

primjeri djelovanja dugih ncRNA molekula su njihova uloga u inaktivaciji X kromosoma i u



genomskom imprintingu. Dvije duge ncRNA molekule, Xist i Tsix, sudjeluju u procesu
inaktivacije nasumi¢no odabranog X kromosoma kod Zena tijekom ranog razvoja. Xist oblaze
budu¢i inaktivni X kromosom na kojem poti¢e metilaciju lizina na H3 histonu i time
formiranje transkripcijski inaktivnog kromatina; dok njegova antisense RNA, Tsix, na
budu¢em aktivnom X kromosomu poti¢e metilaciju DNA na promotorskoj regiji Xist RNA,
sprjeCavajuéi na taj nacin aktivnost Xist na tom kromosomu i omogucéujuci ekspresiju X-

vezanih gena (Mohammad et al., 2009).

Duge ncRNA nalaze se u velikom broju i u imprintiranim regijama genoma. Imprintirani geni
najéescée dolaze u nakupinama (klasterima, eng. clusters) u genomu i iako se ve¢inom sastoje
od mRNA Kkoje kodiraju za proteine, svaki klaster ima bar po jednu ncRNA. Imprintirane
NncRNA su eksprimirane sa suprotnog alela od onog na kojem su eksprimirane mRNA u tom
klasteru (O'Neill, 2005). Dakle, ako se u imprintiranoj domeni nasljedenoj od oca nCRNA
prepisuje, preostale mRNA u toj domeni ¢e biti inaktivne, a istovremeno na kromosomu
nasljedenom od majke ncRNA se ne prepisuje, dok su mMRNA eksprimirane. Zbog ovakvog
obrasca ekspresije se pretpostavlja da prepisana imprintirana NCRNA dovodi do utiSavanja

susjednih gena koji kodiraju za proteine (Wan and Bartolomei, 2008).



5. Genomski imprinting

Covjek nasljeduje po jedan od para homolognih, autosomnih kromosoma od svakog roditelja
te se pojedini gen sastoji od jednog alela majcinog i jednog alela oéevog podrijetla. Genomski
imprinting je epigenetski reguliran proces utiSavanja jednog od alela, u ovisnosti o tome je li
nasljeden od majke ili oca, $to dovodi do monoalelne ekspresije toga gena bez promjene u
slijedu DNA. Time odstupa od Mendelovih nacela klasi¢ne genetike prema kojima oba alela
jednako utje¢u na fenotip. Postojanje genomskog imprintinga dokazano je embrionalnim i
genetskim manipulacijama s misjim zametcima. lako je manji dio ljudskih gena imprintiran,
oni su presudni za normalan rast i razvoj, a mutacije imprintiranih gena su odgovorne za razna
patoloska stanja i sindrome. Prve bolesti ljudi za koje je nadena povezanost s imprintingom
bile su Prader-Willi sindrom i Angelman sindrom. Imprintirani geni se u genomu grupiraju u
domene, a svaka domena je pod kontrolom imprinting centra koji je reguliran epigenetskim
modifikacijama. Imprinting centri su bogati CpG dinukleotidima i razli¢ito su metilirani na
o¢evom 1 majéinom kromosomu. Obrasci metilacije uspostavljaju se u majéinim i o¢evim
gametama, odrZavaju se za vrijeme embriogeneze 1 u somatskim stanicama, a u vlastitim
gametama se brisu i uspostavljaju se novi. Mnoga epigenetska nacela i vaznost epigenetskih
modifikacija u ranom rastu i razvoju otkrivena su upravo zahvaljujuéi istrazivanjima

genomskog imprintinga.

5.1. Otkric¢e imprintinga

Proces genomskog imprintinga dokazan je kod sisavaca ranih 1980-ih godina eksperimentima
kojima su laboratorijski napravljene misje zigote od dva Zenska ili dva muska pronukleusa,
Sto je rezultiralo abnormalnim razvitkom i spontanim pobac¢ajem odmah nakon implantacije
(McGrath and Solter, 1984, Surani et al., 1984). Time je dokazano da su i majcin i ocev
genom neophodni za uredan embrionalni razvitak te da njihova funkcija nije jednaka. Na
razli¢itu ulogu roditeljskih genoma upucuju i abnormalne oplodnje kod ljudi, tzv. kompletna i
parcijalna hidatiformna mola, kao i teratomi jajnika. Kompletna hidatiformna mola je
karakterizirana diploidnim kariotipom u kojem su svi kromosomi paternalnog podrijetla, a
nastaje oplodnjom jajne stanice koja je izgubila svoju DNA, spermijem koji tada udvostruci

svoje kromosome. Rezultat je stvaranje nakupine ekstraembrionalnog tkiva bez razvijenog
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embrija. Nadalje, diploidne stanice sa oba seta kromosoma maternalnog podrijetla nalaze se u
teratomima jajnika u kojima dolazi do razvoja embrionalnih tkiva (endoderma, mezoderma i
ektoderma), ali bez razvoja placente. Poznati su i ljudski triploidni zameci, koji redovito
zavrSavaju ranim spontanim pobacajem. AKko su triploidni zameci sacinjeni od dva seta
paternalnih kromosoma i jednog seta maternalnih (androidi), rezultiraju stvaranjem velike
cisticno promijenjene placente (parcijalna hidatiformna mola), a ako su prisutna dva seta
majcinih i jedan set o¢evih kromosoma (ginoidi), prisutna je mala nerazvijena placenta (Hall,
1990). Iz ovih opazanja slijedi zalju¢ak da je maternalni genom neophodan za rast i razvoj
embrija odnosno fetusa, ali nije sposoban proizvesti ekstraembrionalna tkiva, dok je genom
o¢evog podrijetla odgovoran za rast placente i fetalnih membrana (Clarke, 1990).

Osim na razini kompletnog genoma, dokazano je da se monoalelna ekspresija gena ovisha o
roditeljskom podrijetlu, manifestira i na kromosomskoj i subkromosomskoj razini, te
naposlijetku i na razini pojedinog gena. Na razini kromosoma genomski imprinting je prvo
dokazan pokusima na miSevima u kojima su parenjem miseva s balansiranim translokacijama
dobiveni potomci s uniparentalnom disomijom cijelog jednog kromosoma (Robertsonove
translokacije) ili dijela kraka kromosoma (recipro¢ne translokacije) (Cattanach and Kirk,
1985, Searle and Beechey, 1990). Uniparentalna disomija je pojava nasljedivanja oba
kromosoma istog homolognog para od samo jednog roditelja. Ova pojava na pojedinim
kromosomima nije proizvela nikakav zapazeni ucinak, dok je prisutna na drugim
kromosomima utjecala na fenotip ili ¢ak bila letalna. Time su identificirane i konkretne regije
koje dovode do razli¢itog ucinka ovisno o tome jesu li oba kromosoma nasljedena od oca ili

majke. Ovi pokusi su jasno pokazali da se proces imprintinga ne odnosi na ¢itav genom.

Prvi imprintirani gen koji je identificiran je gen za Igf2r (eng. insulin-like growth factor 2
receptor) kod miseva 1991. godine (Barlow et al., 1991), a otkri¢e prvog imprintiranog gena
kod ljudi, H19, uslijedilo je godinu dana kasnije (Zhang and Tycko, 1992). Od tada je

identificiran Citav niz imprintiranih gena i kod miseva i kod ljudi.
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5.2. Karakteristike imprintiranih gena

Od ukupno danas pretpostavljeninh 20.000 gena koji ¢ine ljudski genom, procjenjuje se da
postoji oko 150 imprintiranih gena (Luedi et al., 2007). lako imprintirani geni prema tome
¢ine tek 0,75% ljudskog genoma, ustanovljeno je da su od iznimne vaznosti za normalan
fetalni rast i razvoj, a genetske i epigenetske promjene njihove strukture povezane su s raznim

bolestima i poremecajima.

Imprintirani geni pokazuju tendenciju grupiranja u specificnim regijama genoma, tzv.
klasterima, koji mogu zauzimati i nekoliko megabaza DNA (Girardot et al., 2013). Pojedini
Klaster imprintiranih gena je pod zajednickim nadzorom cis-regulacijske sekvence koja se
naziva diferencijalno metilirana domena (DMD, od eng. differentially methylated domain) ili
imprinting centar (IC) ili ponekad, kontrolna regija imprintinga (ICR, od eng. imprinting
control region). Diferencijalno metilirane domene su velike nekoliko kilobaza i vrlo su bogate
CpG dinukleotidima. Budu¢i da dva alela imprintiranog gena sadrze istu DNA sekvencu
(iznimka su individualni polimorfizmi), diferencijalno metilirane domene sluze kao
epigenetski biljezi po kojima se dva alela razlikuju jedan od drugog i ,,pamte“ jesu li
maternalnog ili paternalnog podrijetla. Unutar ovih domena jedan roditeljski alel je visoko
metiliran na veéini CpG dinukleotida, dok je alel naslijeden od drugog roditelja nemetiliran ili
metiliran na malom broju CpG dinukleotida (Reinhart et al., 2002). Obrasci metilacije
diferencijalno metiliranih domena uspostavljaju se tijekom oogeneze i spermatogeneze, ne
podlijezu valu globalne demetilacije tijekom ranih mitotskih dioba preimplantacijskog
embrija i odrzavaju se tijekom razvoja u somatskim stanicama. Da je diferencijalna metilacija
CpG nukleotida neophodna za genomski imprinting pokazali su pokusi na misevima kojima je
mutiran gen za enzim za odrzavanje metilacije, Dnmtl, §to je dovelo da promjene ekspresije

imprintiranih gena (Li et al., 1993).

Jos jedna karakteristika imprintiranih gena je asinkrona replikacija dva alela tijekom S faze
stanicnog ciklusa. Istrazivanjem imprintiranih gena metodom fluorescentne in situ
hibridizacije (FISH) pokazalo se da se vec¢ina alela paternalnog podrijetla replicira ranije od
maternalnih alela, neovisno o tome koji alel je eksprimiran a koji utisan (Kitsberg et al.,
1993), sto odstupa od pravila primje¢enog kod neimprintiranih gena da se eksprimirani geni

repliciraju ranije. Nekoordinirano vrijeme replikacije uspostavlja se u gametama roditelja i
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odrzava tijekom embrionalnog razvoja $to upucuje na ¢injenicu da i asinkrona replikacija,
neovisno o metilaciji DNA, sluzi kao epigenetski biljeg za razlikovanje roditeljskih alela
(Simon et al., 1999).

5.3. Ciklus imprintinga tijekom Zivota

lako se genomski imprinting ostvaruje djelovanjem vise epigenetskih mehanizama,
ukljucujuéi metilaciju DNA, modifikacije histona, asinkronu replikaciju i djelovanje dugih
NncDNA, pokazalo se da je klju¢na sastavnica ovog procesa metilacija DNA (Brannan and
Bartolomei, 1999). Budu¢i da je metilacija pogodnija za istrazivanja i mjerenja od
modifikacija histona, najveéi broj studija imprintinga opisuje upravo promjene obrazaca
metilacije DNA u imprintiranim domenama tijekom kriti¢nih razdoblja u razvoju organizma

(Horsthemke, 2010).

Ciklus imprintinga, odnosno ciklus metilacije DNA u imprintiranim domenama, tijekom
Zivota se sastoji od slijedecih faza (slika 1):
e brisanje starih obrazaca metilacije u spolnim prastanicama i uspostavljanje novih u
kasnijim fazama gametogeneze
e nakon oplodnje odrzavanje obrasca za vrijeme embriogeneze i u odraslim somatskim
stanicama

e brisanje i uspostavljanje novog obrasca u vlastitim gametama.

U spolnim prastanicama embrija dolazi do brisanja metilacijskih obrazaca u imprinting
centrima (IC) ili diferencijalno metiliranim domenama (DMD). Metilacijski obrasci
nasljedeni od roditelja moraju se obrisati kako bi se u gametama buduceg organizma
uspostavili novi, koji odrazavaju spol embrija. Kao §to je opisano u poglavlju 4.1., novi
obrasci uspostavljaju se pomocu enzimske obitelji de novo DNA metiltransferaza, Dnmt3, u
kojoj je kljucan enzim Dnmt3a i njegov regulacijski faktor Dnmt3L. Kod muskaraca de novo
metilacija u spolnim prastanicama zapocinje prije rodenja, u kasnom fetalnom razdoblju
(Ferguson-Smith, 2011), za razliku od Zena kod kojih zapocinje nakon rodenja i nastavlja se u
rastu¢im oocitama tijekom reproduktivnog razdoblja zivota (Ishida and Moore, 2013). Jos

uvijek nije do kraja jasno na koji na¢in Dnmt3a i Dnmt3L prepoznaju koje imprinting centre
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treba metilirati u Zenskim, a koje u muskima spolnim stanicama, ali novija istrazivanja
pokazuju da je kljucan proces transkripcija u imprinting centru (Henckel et al., 2012) i
postranslacijske modifikacije histona povezanih s IC-om, posebice metilacija lizina 4 na
histonu H3 koja odreduje hoce li Dnmt3a i Dnmt3L imati pristup IC-u (Sanli and Feil, 2015).

Zrela jajna stanica i zreli spermij pokazuju visoki stupanj metilacije, a svoje obrasce prenose

na potomke.
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Slika 1. Stupnjevi metilacije DNA tijekom gametogeneze i ranog embrionalnog razvoja. Ruziasta boja
prikazuje maj¢ine kromosome, a plava oceve. Bijeli kvadrati¢i predstavljaju nemetilirani alel, a crni metilirani.
Crne strelice simboliziraju ekspesiju nemetiliranog alela. Puna crta na slici B prikazuje stupanj metilacije
ukupnog genoma, a isprekidana crta metilaciju diferencijalno metiliranih domena (imprinting centara). ICM

(eng. inner cell mass) - masa fetusa; TE (eng. trophectoderm) - masa placente. Prema Ishida i Moore (2013).
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Nakon oplodnje zrele jajne stanice zrelim spermijem, naslijedeni obrasci metilacije se stabilno
odrzavaju kroz diobe somatskih stanica tijekom rasta i razvoja. Naslijedeni obrasci metilacije
su otporni na globalnu demetilaciju koja se dogada u muskom i Zenskom pronukleusu odmah
nakon oplodnje, kao i na globalnu remetilaciju u stadiju blastociste. Jedan od potencijalnih
mehanizama koji $titi imprinting centre od demetilacije je Dppa3 (nazvan joS i Stella ili
PGC7) protein, prisutan u visokim koncentracijama u oocitama i ranom embriju, na nacin da
inhibira konverziju 5mC-a u 5hmC u zigoti (Sanli and Feil, 2015). Ovaj protein prepoznaje i
veze se na dimetiliran lizin 9 na H3 histonu (H3K9me2) koji je prisutan na kromatinu
metiliranog alela imprinting centra (Nakamura et al., 2012). Obrasci metilacije se vjerno
nasljeduju na stanice kéeri tijekom replikacija DNA i mitoza, djelovanjem Dnmtl enzima u
sprezi s proteinom ZFP57 (eng. zing finger protein 57). Istovremeno sa odrZavanjem
metilacije u somatskim stanicama, u spolnim prastanicama dolazi do brisanja ovih obrazaca i

uspostavljanja novih, te se time ciklus imprintinga zatvara.

5.4. Bolesti povezane s imprintingom

Zbog ekspresije samo s jednog alela, imprintirani geni su vulnerabilni na genetske i
epigenetske mutacije. Bolesti koje uklju¢uju imprintirane gene su u op¢oj populaciji relativno
rijetke, no Cesto imaju vrlo teske klinicke slike, prvenstveno zahvacajuéi rast i neuroloski
razvoj (Ishida and Moore, 2013). Prva bolest za koju je ustanovljena povezanost s
imprintingom bila je Prader-Willi sindrom (Nicholls et al., 1989), a nedugo poslije isti
mehanizam je ustanovljen i kod Angelman sindroma. Ostale bolesti povezane s imprintingom
su: Beckwith-Wiedemann sindrom, Silver-Russell sindrom, Albrightova hereditarna
osteodistrofija, uniparentalna disomija 14 te prolazni neonatalni dijabetes mellitus tipa 1.
Osim ovih bolesti koje su isklju¢ivo uzrokovane poremecajem u pojedinom imprintiranom
lokusu, postoje odredeni multifaktorski poremecaji za koje se pretpostavlja da poremecaji
imprintinga mogu biti jedan od etioloskih faktora. Neki od tih poremecaja su intrauterino
zaostajanje u rastu, niska porodajna tezina, razni oblici karcinoma, pretilost, dijabetes te
odredeni neuroloski 1 psihijatrijski poremecaji (autizam, shizofrenija 1 bipolarni poremecaj)
(Butler, 2009).

15



Zadnjih godina postoji sve veéi broj studija koje istrazuju povecanu incidenciju poremecaja
imprintinga kod djece koja su zaceta medicinski potpomognutom oplodnjom. Pretpostavlja se
da in vitro manipulacije spolnim stanicama i preimplantacijskim embrijima, koje se odvijaju
upravo tijekom kriti¢énog razdoblja epigenetskog reprogramiranja, mogu uzrokovati pogreske

u metilaciji DNA i imprintingu (Soejima and Higashimoto, 2013, Uyar and Seli, 2014).
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6. Sindromi Prader-Willi i Angelman

Prader-Willi sindrom (PWS; Mendelian Inheritance in Men (MIM): 17620) i Angelman
sindrom (AS; MIM: 105830) su prve bolesti ljudi za koje je ustanovljeno da ukljucuju
imprintirane gene, a posluzili su kao izvrstan model za objasnjavanje potencijalnih
mehanizama i uloge genomskog imprintinga. To su dva klinicki potpuno razliita
neurorazvojna, multisistemska poremecaja uzrokovana delecijom iste regije na dugom kraku
kromosoma 15. Hoée 1i se razviti PWS ili AS ovisi 0 tome je li kromosom zahvacéen
delecijom naslijeden od majke ili oca. PWS je Kkarakteriziran hiperfagijom, prekomjernom
tjelesnom tezinom, lak$im intelektualnim poteskoc¢ama i hipogonadizmom, dok su obiljezja
AS-a tesko intelektualno zaostajanje, veselo ponasanje sa Cestim napadajima smijeha,

atakti¢an hod i problemi s govorom.

6.1. Klini¢ke karakteristike PWS-a

Prader-Willi sindrom je kompleksni, neurorazvojni, multisistemski poremecaj ¢iji su skup
karakteristika prvi opisali $vicarski pedijatri Prader, Labhart i Willi 1956. godine, po kojima
je ovaj sindrom i dobio ime. Prevalencija iznosi izmedu 1 na 15 000 i 1 na 30 000 (Cassidy
and Driscoll, 2009), a podjednako zahvaca oba spola. Glavne karakteristike su neonatalna
hipotonija, hiperfagija, prekomjerna tjelesna tezina, intelektualne poteskoce, hipogonadizam i

druge endokrine insuficijencije.

Hipotonija je prisutna ve¢ intrauterino kada dovodi do smanjenih pokreta fetusa,
polihdramnija te abnormalnog poloZaja pri porodu, kao §to je stav zatkom, zbog ¢ega je Cesto

potrebno instrumentalno dovrSenje poroda ili carski rez (Cassidy and Driscoll, 2009).

Klini¢ka slika u dojenackoj dobi je znatno razli¢ita od one u kasnijem djetinjstvu i odrasloj
dobi. Tijekom prvih mjeseci Zivota, uz hipotoniju, prisutna je letargija, oslabljen refleks
sisanja, tihi pla¢ i nenapredovanje na tezini koje najceSce zahtijeva posebne tehnike hranjenja

kao Sto je postavljanje nazogastricne sonde. Hipotonija je vrlo karakteristican simptom te svu
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djecu s neobjasnjenom hipotonijom u neonatalnom razdoblju treba testirati na Prader-Wili

sindrom (Gunay-Aygun et al., 2001).

S vremenom se tonus mi$i¢a poboljsa 1 uspostavi se normalno hranjenje, no u motorickom
razvoju primjecuje se kasSnjenje; sjedenje nastupa s oko 12 mjeseci, a hodanje s 24 mjeseca.
Nakon toga slijedi druga faza bolesti koju, usprkos dotadasnjim teSkocama s hranjenjem i
nenapredovanjem na tezini, karakterizira upravo suprotno: hiperfagija i nezasitan apetit. Ta
faza najcesce poc€inje izmedu 1. i 6 . godine Zivota. Zbog poremecaja u signaliziranju gladi i
sitosti u hipotalamusu, oboljeli od Prader-Willi sindroma imaju konstantan osjecaj gladi,
unose pretjerane koli¢ine hrane i pokazuju karakteristi¢no, neobi¢no ponasanje vezano uz
hranu u vidu stalne preokupiranosti pronalazenjem hrane, ingestije nejestivih, zamrznutih ili
trulih namirnica, te ¢ak i otpadaka, krade hrane ili novca kako bi si kupili hranu, a ako im
skrbnici uskrate zahtjev za hranom javljaju se ispadi bijesa. Takoder, prag za povraéanje je
vrlo visok. Sve to rezultira brzim i znatnim povecanjem tjelesne tezine i, ako se kalorijski
unos ne ogranii, S vremenom se razvija morbidna pretilost, sa svojim tipicnim
komplikacijama (dijabetes tipa 2, hipertenzija, opstruktivna apneja u snu, kardiorespiratorna

insufucijencija, edemi potkoljenica itd.).

Pacijenti s Prader-Wili sindromom imaju u vecini slu¢ajeva blagi ili umjereni stupanje
intelektualnih poteSkoca (prije poznato pod nazivom mentalna retardacija), a 8% ima grani¢an
ili ¢ak normalan kvocijent inteligencije (Laurier et al., 2015). Verbalne vjestine su najcesce

dobro razvijene, ali moZe biti prisutan loSe artikuliran, nazalan ili nerazgovjetan govor.

Poremecena endokrina funkcija hipotalamusa dovodi do hipogonadizma, insuficijencije
nadbubrezne Zlijezde, manjka hormona rasta i hipotiroidizma. Hipogonadizam se ocituje ve¢
pri rodenju. Kod Zenske novorodencadi prisutna je hipoplazija malih usana 1 klitorisa, a kod
muske kriptorhizam i malo spolovilo. Pubertet kasni, a ukoliko se ne provodi nadomjesna
terapija spolnim hormonima, sekundarne spolne karakteristike se ne razviju u potpunosti te

izostaje 1 pubertetski zamah rasta. I muskarci i zene s Prader-Willi sindromom su infertilni.

Fenotipske karakteristike, uz centralni tip pretilosti i povec¢anu koli¢inu masnog tkiva, su niza

prosjecna visina, manje dismorfije lica (smanjen bifrontalni promjer, vjedni rasporak
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bademastog oblika, tanka gornja usna), male i uske Sake sa ravnim ulanarnim rubom (slika

2.b), mala stopala, koljena u valgusu (slika 2.c¢) te hipopigmentirana koza i kosa.

Slika 2. Dijete s Prader-Willli sindromom. Prema: Cataletto et al. (2011).

Zbog oste¢enog kognitivnog funkcioniranja, kao i potrebe za stalnim nadzorom nad unosom
hrane te prisutnih komorbiditeta, odrasli pacijenti nisu sposobni za samostalan zivot, vec¢ina
zivi u obiteljskoj kuci uz skrb roditelja, dok dio Zivi u institucionalnom smjestaju (Laurier et
al., 2015). Glavni uzrok obolijevanja i smrtnosti je pretilost (Schrander-Stumpel et al., 2004,
Lionti et al., 2012). Ako se tjelesna tezina kontrolira i odrzava §to blize normalnoj, opée
zdravlje moze biti vrlo dobro, a Zivotni vijek produzen. Lijek za ovaj sindrom ne postoji, ali
rana dijagnoza i nadomjesna terapija hormonom rasta poboljSavaju miSi¢no-kostanu tjelesnu

kompoziciju i kvalitetu zivota opcenito (Whitman et al., 2002).
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6.2. Klini¢ke karakteristike AS-a

Angelman sindrom je neurorazvojni poremecaj prvi put opisan 1960-ih godina od strane
engleskog pedijatra Harryja Angelmana koji je ovu djecu nazvao ,.happy puppet children*
(sretne lutke) zbog atakticnih pokreta ruku i nogu te cestih, neizazvanih napadaja smijeha.
Osim karakteristicnog ponaSanja, Angelman je kod ove djece opisao tesko intelektualno
zaostajanje kao i odsustvo govora (1965). Od 1982. godine za ovaj poremecaj upotrebljava se
naziv Angelman sindrom (Williams and Frias, 1982.). Procjenjuje se da prevalencija

Angelman sindroma iznosi oko 1 na 15 000 (Petersen et al., 1995, Buckley et al., 1998.).

Spektar klinickih obiljezja Angelman sindroma je vrlo Sirok, a glavna obiljeZja su teske
intelektualne poteskoce, zaostajanje u psihomotornom razvoju, ataksija, veselo i hiperaktivno
ponasanje sa ucestalim, nemotiviranim paroksizmima smijeha, odsustvo verbalnog
izrazavanja, epilepticki napadi sa karakteristicnim EEG nalazom, mikrocefalija i manje
dismorfije lica (Williams et al., 2006). PridruZzena obiljezja mogu biti gastrointestinalni
problemi (GERB, opstipacija), spljosten zatiljak, protruzija jezika, prognatizam, Siroka usta i
Siroko razmaknuti zubi, poremecaji sna, skolioza, hipopigmentacija, povecana osjetljivost na

toplinu, itd.

Djeca sa Angelman sindromom imaju normalan intrauterini rast i razvoj, a ni u
novorodenackom periodu nema prisutnih patoloskih znac¢ajki u fizikalnom statusu, osim blage
hipotonije koja ponekad moze biti prisutna. Problemi se pocinju javljati u dojenackom
razdoblju u obliku slabog sisanja, regurgitacije Zelucanog sadrzaja i gastroezofagealnog
refluksa (Cassidy and Schwartz, 1998). Medutim, problemi sa hranjenjem nisu toliko izrazeni

kao $to je slu¢aj kod djece s Prader-Willi sindromom.

U drugoj polovici prve godine zivota pocinje se zamjecivati zaostajanje u psihomotornom
razvoju; sjedenje, stajanje i hodanje nastupaju kasnije od uobiCajenog vremena. Za ovaj
sindrom nije karakteristi¢na regresija, dakle jednom stecene vjestine se ne gube (Thibert et al.,
2013). Najveéi razvojni nedostatak je govor. Kod vecéine oboljelih verbalno izrazavanje je
potpuno odsutno, komuniciraju eventualno ispustanjem zvukova i gestikuliranjem, a tek manji

dio ima vokabular od nekoliko rije¢i (Andersen et al., 2001). Kod svih oboljelih prisutne su
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teSkoce u intelektualnom funkcioniranju i to naj$ecse teskog i vrlo teskog stupnja, a mentalna
I razvojna dob ostaje na razini 2-godisnjeg djeteta (Brun Gasca et al., 2010). Pocevsi od
dojenacke dobi pa kroz cijeli zivot prisutno je veselo, sretno, hiperaktivno i druzeljubivo
ponasanje sa uCestalim napadajima smijanja koje je pretjerano i neadekvatno s obzirom na

poticaj.

Djeca s Angelman sindromom u dojenatkom razdoblju nemaju upadljivih dismorfija u
tjelesnom izgledu, no s vremenom se razvija tipi¢an fenotip kojeg Cine mikrocefalija,
spljoSten okciput, prognatizam, Siroka usta, Siroko razmaknuti zubi, protruzija jezika i

hipopigmentirana, svijetla koza (slika 3).

Slika 3. Karakteristi¢an fenotip pacijenata s Angelman sindromom.
Prema: Dagli et al. (1993).
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Hod je nesiguran, atakti¢an i na §irokoj osnovi, sa pojacanim tonusom misi¢a nogu (slika 3.d).
Tijekom hodanja dolazi do istovremene aktivacije agonistickih i antagonistickih skupina
miSica, a ruke su podignute i flektirane u laktu uz prisutne brze pokrete pljeskanja i trzanja, od

¢ega i dolazi usporedba sa lutkama (marionetama).

U neuroloskom statusu se nalazi hipotonija trupa i hipertonija distalnih dijelova ekstremiteta
te pojacani refleksi. Od ranog djetinjstva javljaju se generalizirani epilepticki napadaji,
naj¢es$¢e U vidu mioklonih gréeva, atipi¢nog absansa, tonicko-klonic¢kih gréeva te atonickih
napadaja (Thibert et al., 2013), a pojava epilepticnog statusa je vrlo Cesta. Tijekom
adolescencije se ucestalost i intenzitet epileptickih napadaja smanjuju. Karakteristika
Angelman sindroma je i poremecen ciklus budnosti i sna. Vecina oboljele djece ima smanjenu
potrebu za snom i ¢esto se budi po noéi energi¢na i spremna za igru. Poremecaji cirkadijanog

ritma predstavljaju jedan od najvecih problema obitelji i 0sobama koje skrbe o ovoj djeci.

Odrasli sa Angelman sindromom nisu sposobni za samostalan zivot, a dio njih je i vezan za
invalidska kolica, no mogu se samostalno hraniti i uz nadzor obavljati manje kucanske
poslove (Laan et al., 1996). Dobrog su opéeg zdravlja, a o¢ekivani Zivotni vijek ne razlikuje

se znatno od normalnog.
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6.3. Molekularne karakteristike PWS-a i AS-a

lako je iz opisanih klini¢kih karakteristika vidljivo da su Prader-Willi sindrom i Angelman
sindrom potpuno razli¢ita dva poremecaja, oni dijele zajednicku molekularnu osnovu. Oba
sindroma su u vecini slucajeva posljedica delecije iste domene dugog kraka kromosoma 15,
unutar regije q11-g13. Medutim, ako se delecija nalazi na kromosomu nasljedenom od majke,
manifestirat ¢e se Angelman sindromom, a ako je istom delecijom zahvaéen kromosom
nasljeden od oca, fenotip ¢e odgovarati Prader-Willi sindromu (Glenn et al., 1997). Razlog
zaSto identi¢na delecija daje dva razlic¢ita fenotipa nalazi se u postojanju dvije domene
imprintiranih gena, PWS (od Prader-Willi sindrom) i AS (od Angelman sindrom), koje se
nalaze unutar regije 15q11-ql3, a ¢ija ekspresija ovisi 0 tome je li alel nasljeden od oca ili
majke. U zdravoj jedinki alel nasljeden od majke ima aktivne gene unutar AS domene, a gene
unutar PWS domene utiSane; dok je na alelu paternalnog podrijetla obrnuto, regija PWS je
eksprimirana, a AS inaktivna. Kada se dogodi delecija, ovisno o tome koja je domena bila
funkcionalna na izgubljenom alelu, razvit ¢e se klini¢ki sindrom. Ako je izgubljen ocev alel,
nedostajat ¢e aktivna PWS regija i razvit ¢e se Prader-Willi sindrom. Analogno tome, ako je
izgubljen majcin alel, nece postojati aktivna AS domena i1 posljedica ¢e biti Angelman
sindrom. Ekspresija gena u PWS i AS domeni je regulirana dvodijelnim imprinting centrom i

epigentskim modifikacijama kojima on podlijeze.

6.3.1. Genetska etiologija

Postoji vise genetskih i epigenetskih promjena u regiji 15911-q13 koje mogu uzrokovati
gubitak funkcionalnih alela i rezultirati Prader-Willi ili Angelman sindromom.
Prader-Willi sindrom, odnosno, nedostatak funkcionalne oceve kopije regije 15911-13, moze
biti posljedica:

e de novo delecije 15q11-q13 paternalnog podrijetla (u 70% slucajeva)

e maternalne uniparentalne disomije (29%)

e poremecaja imprintinga (ocev kromosom ispoljava maternalni imprint) (1%).
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Angelman sindrom, odnosno, nedostatak funkcionalne maj¢ine kopije regije 15911-13, moze
nastati kao rezultat:

e de novo delecije 15q11-13 maternalnog podrijetla (70%)

e tockaste mutacije UBE3A gena unutar 15q11-q13 (5-10%)

e maj¢inog kromosoma 15 koji ima paternalni imprint (3-5%)

e paternalne uniparentalne disomije (1-2%).

Delecija je najc¢esé¢i uzrok u oba sindroma, a u najveéem broju slucajeva se radi o velikim de-
novo delecijama, veli¢ine 5 do 7 Mb, koje zahvacaju i PWS/AS imprintiranu domenu kao i
niz neimprintiranih gena (Buiting, 2010). Delecije se dogadaju tijekom mejoticke
rekombinacije DNA izmedu dva homologna kromosoma ili izmedu razli¢itih regija istog
kromosoma 15, na specifi¢nim lomnim to¢kama kromosoma (BP, od eng. breakpoints), koje
su karakterizirane blokovima ponavljaju¢ih sekvenci veli¢ine 250-400kb (LCR, od eng. low
copy repeats). Blize centromeri nalaze se dvije glavne proksimalne to¢ke loma, BP1 i BP2, a
blize telomeri se nalazi najée$¢a distalna toc¢ka loma, BP3 (Butler, 2009) (slika 4). U rjedim
slu¢ajevima, moguce su i dodatne distalne to¢ke loma, BP4 i BP5 (Elena et al., 2012). Ovisno
o veli¢ini delecije 1 mjestu na kojem se nalazi to¢ka loma, postoje dvije vrste karakteristicnih
delecija, tip 1 i tip 1l. Delecija tipa | se proteze se od BP1 do BP3 (veli¢ine oko 6 Mb), a
delecija tipa Il od BP2 do BP3 (oko 5,3 Mb). Budu¢i da je delecija tipa | je veca i obuhvaca
dodatna 4 neimprintirana gena, povezana sa ve¢im brojem abnormalnosti i tezom klini¢kom
slikom (Bittel et al., 2006, Williams et al., 2010).

Uniparentalna disomija je drugi genetski poremecaj po ucestalosti koji dovodi do PWS-a, dok
je u AS-u sporadican slucaj. Maternalna uniparentalna disomija u PWS-u je karakterizirana
nasljedivanjem obje kopije homologa 15 od majke, umjesto jedne majcine, a jedne oceve
kopije. Javlja se kao posljedica nerazdvajanja tijekom mejoze | u maj¢inim gametama i zatim
gubitka ocevog kromosoma 15 nakon oplodnje, u tzv. rescue (spasavaju¢em) dogadaju kojim
se izbjegava spontani pobacaj ranog embrija kojeg bi uzrokovala trisomija kromosoma 15
(Angulo et al., 2015). Za razliku od maternalne uniparentalne disomije, koja je u vecini
slu¢ajeva heterodisomicna i posljedica je greske u mejozi u majcinim gametama; paternalana
je u gotovo svim slucajevima izodisomicna, $to znaci da su naslijedene dvije identi¢ne kopije

jednog homolognog kromosoma, a u vecini slucajeva je posljedica duplikacije ocevog
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kromosoma 15 u somatskim stanicama nakon oplodnje; dakle pogreska nastaje u

postzigotnom razdoblju, a ne u gametama (Robinson et al., 2000).

Manji dio slucajeva PWS-a i AS-a je uzrokovan poremecajem imprintinga u uZem smislu. To
je situacija u kojoj dijete ima jedan kromosom 15 od majke i drugi homologni kromosom 15
od oca, ali oni nose krivi obrazac metilacije. Zbog krivog obrasca aktivirani su aleli koji bi
trebali biti utiSani, ili obrnuto, utiSani su aleli koji bi trebali biti aktivni. AKo o¢ev kromosom
nosi maternalni obrazac metilacije odnosno imprintinga, PWS regija ¢e biti metilirana na oba
alela, te ¢e rezultat biti razvoj PWS-a. Ako kromosom maj¢inog podrijetla nosi ocev obrazac
imprintinga, UBE3A gen na tom alelu ¢e biti utiSan; a budu¢i da je i na oéevom alelu
normalno inaktivan, zbog nedostataka aktivne kopije UBE3A razvit ¢e se AS. Poremecaji
imprintinga mogu nastati zbog pogreske u brisanju metilacijskog obrasca u spolnim
prastanicama, pogreSske u uspostavljanju novog metilacijskog obrasca u gametama ili
pogreske u odrzavanju tog metilacijskog obrasca u somatskim stanicama nakon oplodnje
(Horsthemke and Wagstaff, 2008). Ove pogreske mogu biti posljedica primarnih ili
sekundarnih epimutacija. Primarne epimutacije nastaju bez promjene u sekvenci DNA i
predstavljaju uzrok kod velike vecine pacijenata s poremecajima imprintinga, 86% pacijenta s
PWS i 91% s AS (Buiting et al., 2003). U rijedim slu¢ajevima, pogreske mogu biti posljedica
mutacije DNA (sekundarne epimuatcije), najc¢es¢ce u obliku mikrodelecije dijela PWS/AS
imprinting centra (Buiting, 2010, Horsthemke, 2010). Ova mikrodelecija mozZe nastati de
novo u spolnim prastanicama i tada rizik da ¢e sljedece dijete oboljeti od PWS ili AS nije
povecan. Mikrodelecija u PWS/AS-IC-u moze biti naslijedena od roditelja suprotnog spola,
,»tithog® nosioca mutacije, te tada postoji 50%-tni rizik za ponovno radanje bolesnog djeteta.
lako mikrodelecije PWS/AS imprinting centra sudjeluju u etiologiji tek vrlo malog postotka
ovih sindroma, posluzile su za identificiranje njegove strukture i shvacanje mehanizama

regulacije imprintinga.

Za razvoj kompletnog fenotipa Angelman sindroma dovoljna je mutacija samo jednog,
UBE3A, gena (Kishino et al., 1997), za razliku od PWS-a koji se smatra poligenskim
poremecajem. Stoga se uzrocima AS-a pridruzuje i toCkasta mutacija UBE3A gena na
maj¢inom kromosomu. Intrakromosomske mutacije koje su identificirane su insercije,
delecije, nonsense, missense i splice site mutacije, a naj¢esce nastaju de novo. U oko 20%

slu¢ajeva mutaciju nosi majka na alelu koji je nasljedila od oca (Clayton-Smith and Laan,
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2003) te tada postoji 50%-tni rizik da ¢e sljedece dijete takoder nasljediti mutaciju i razviti
AS.

6.3.2. Struktura kromosomske regije 15q11-q13

Kromosomska regija 15911-g13 veli¢ine je 4Mb i unutar nje se nalaze dvije domene
imprintiranih gena pod nazivom PWS (prema Prader-Willi sindromu) i AS (prema Angelman
sindromu) koje se protezu na 2Mb, zatim imprinting centar (IC), te geni eksprimirani s oba
alela (slika 4).
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Slika 4. Shematski prikaz kromosomske regije 15q11-g13. Regija PWS (Prader-Willi sindrom) prikazana je
ljubicastom bojom, a AS regija zelenom. Crvene strelice pokazuju najéesé¢a mjesta delecije, tzv. tocke loma (BP,
od eng. breakpoinst). Naran¢astom bojom prikazani su geni koji su eksprimirani sa oba roditeljska alela. Cen

oznaduje smjer prema centromeri, a tel prema telomeri. Prema: Elena et al. (2012).

PWS regija sadrzi gene eksprimirane samo sa oceve kopije homolognih alela, a to su:
MKRN3 (eng. makorin ring finger protein 3, ¢lan proteinske obitelji koja ima funkciju
ubikvitin ligaze), MAGEL2 (eng. MAGE-like protein 2, MAGE predstavlja tumorski
melanomski antigen), NDN (eng. necdin, supresor rasta eksprimiran u postmitoti¢kim
neuronima), C150rf2 (eng. chromosome 15 open reading frame 2, eksprimiran samo u
testisima i fetalnom mozgu, a daje protein nepoznate funkcije), te zatim SNURF-SNRPN i
veéi broj gena koji se prepisuju u male nukleolarne RNA molekule (snoRNA, od eng. small
nucleolar RNA ili SNORD, one vode metilaciju i pseudouridilaciju rRNA molekula)
(Rabinovitz et al., 2012). SNUFR/SNRPN (SNURF-SNRPN upstream reading frame,
SNRPN-small nuclear ribonucleoprotein N) lokus se prepisuje u veliki bicistronicki
transkript, koji kodira za dva proteina, SNUFR i SNRPN. SNURF je mali polipeptid
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nepoznate funkcije lokaliziran u stani¢noj jezgri, a SNRPN je mali nuklearni
ribonukleoprotein koji sudjeluje u izrezivanju (eng. splicing) mRNA u mozgu (Chamberlain,
2013). Osim RNA koja kodira za ova dva proteina, SNUFR/SNRPN transkript sadrzi i
antisense UBE3A (UBE3A-ATS), zatim duge nekodiraju¢e RNA i snoORNA. Nije pronaden
jedan specifican gen koji bi bio odgovoran za sve fenotipske karakteristike Prader-Willi
sindroma, te se smatra da su one rezultat poremecaja barem nekoliko gena ove regije.
Medutim, pokazalo se da je kljuan lokus, odgovoran za veci dio fenotipa, genski klaster
SNORDI116 koji pripada skupini nekodiraju¢ih sSnoRNA molekula, a nalazi se unutar
SNURF/SNRPN lokusa (Cassidy et al., 2012).

Manja, AS regija, sastoji se od UBE3A (eng. ubiquitin ligase E3A) i ATP10A (eng.
aminophosphoplipid-transporting ATPase) gena. Nedostatak ekspresije maj¢ine kopije
UBE3A gena u mozgu uzrokovat ¢e razvoj Angelman sindroma (Kishino et al., 1997). To je
gen koji kodira za ubikvitin proteinsku ligazu E3A, enzim potreban za degradaciju proteina i
za sinapti¢ko potenciranje u ranom razvoju mozga. Za razliku od paternalno eksprimiranih
gena PWS regije, koji pokazuju imprintirani obrazac ekspresije u svim tkivima (osim C150rf2
gena), UBE3A gen je u vecini tkiva eksprimiran s oba alela, a isklju¢ivo u mozgu je
eksprimiran samo s majcine kopije, dok je ofev alel UBE3A u mozgu utiSan (Bird, 2014).
Predominantna mjesta u mozgu u kojima je UBE3A aktivan su hipokampus i Purkinjeove
stanice malog mozga (Clayton-Smith and Laan, 2003), §to objasnjava simptome Angelman
sindroma. Drugi gen AS regije, ATP10A, kodira za ATPazu koja sudjeluje u transportu
aminofosfolipida i1 takoder je eksprimiran samo s maj¢inog kromosoma u mozgu (Meguro et
al., 2001). Za razvoj Angelman sindroma dovoljna je mutacija samo UBE3A gena (Kishino et
al., 1997), no smatra se da ako uz nju postoji i mutacija ATP10A gena, klinicka slika ¢e biti

nesto teza (Herzing et al., 2001).

Unutar PWS regije, proksimalno od SNURF-SNRPN gena, nalazi se dvodijelni imprinting
centar (PWS-IC/AS-IC), na podrucju velicine oko 100kb. Ovaj imprinting centar
koordinirano regulira cijelu PWS/AS regiju. PWS-IC/AS-IC je otkriven i lokaliziran
proucavaju¢i spomenutu malu skupinu PWS 1 AS pacijenata sa regionalnim poremecajem
imprintinga kao rezultatom mikrodelecije (Brannan and Bartolomei, 1999) (za razliku od
ve¢ine drugih imprintiranih domena koje su otkrivene inZenjeringom tzv. ,knock-out®

miSeva). Sastoji se od dva funkcionalna dijela, PWS-SRO i AS-SRO (od eng. shortest region
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of overlap). To su najkrace regije u kojoj se preklapaju mikrodelecije nadene kod ove skupine
pacijenata. Dakle, u ovoj skupini svi pacijenti sa AS su imali deletiran AS-SRO, a svi
pacijenti s PWS deletiran PWS-SRO.

Kromosomska regija 15011-g13 sadrzi i nekoliko gena koji ne podlijezu imprintingu, a
takoder mogu biti zahvaceni delecijom. Proksimalno od PWS/AS imprintirane regije,
odnosno unutar ili pored proksimalnih to¢aka loma BP1 i BP2, nalaze se neimprintirani geni
GOLGAS8E, TUBGCP5, CYFIP1, NIPA2 i NIPA1 (Chai et al., 2003). Distalno od PWS/AS
regije se nalaze geni za GABA receptore (GABRB3, GABRAS i GABRG3J), zatim gen za
okulokutani albinizam tipa 2 (OCA2), HERC2 gen i GOLGAS8. Ovi geni su eksprimirani sa
oba roditeljska alela (slika 4, narancasto), i iako nisu odgovorni za nastanak PWS i AS, mogu
utjecati na njihove fenotipske karakteristike ili samostalno uzrokovati druge genetske

poremecaje, kao §to je primjerice autizam (Buiting, 2010).

6.3.3. Mehanizmi imprintinga PWS/AS regije

Mehanizmi koji omogucuju genomski imprinting u PWS/AS regiji, odnosno monoalelnu
ekspresiju gena ovisnu o roditeljskom podrijetlu, su kompleksni i nisu do kraja razja$njeni, no
poznato je da ukljuuju zajednicko djelovanje nekoliko epigenetskih modifikacija. Te
modifikacije su diferencijalna metilacija PWS/AS regije tijekom gametogeneze i odrzavanje
tog obrazca u somatskim stanicama, antisense transkripcija, kovalentne modifikacije histona i

asinkrona replikaciju homolognih kromosoma 15 tijekom stani¢nog ciklusa.

Svim procesima imprintinga upravlja spomenuti dvodijelni PWS/AS imprinting centar,
sastavljen od dvije funkcionalne komponente, PWS-SRO, odgovorne za odrzavanje
paternalnog epigenetskog obrazca u somatskim stanicama; te AS-SRO, potrebne za

uspostavljanje maternalnog epigenetskog obrasca tijekom oogeneze ili nakon oplodnje.

PWS-SRO regija ¢ini glavni dio PWS-IC-a i obuhvaca promotor i prvi egzon SNURF-
SNRPN gena (Ohta et al., 1999). PWS-SRO sadrzi nakupinu CpG dinukleotidnih sekvenci
koje su na kromosomu oc¢evog podrijetla nemetilirane (aktivne), a na maj¢inom kromosomu

hipermetilirane (utiSane) (Gurrieri and Accadia, 2009). Nemetiliran PWS-SRO u somatskim
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stanicama dvosmjerno kontrolira transkripciju gena paternalnog alela u citavoj PWS/AS
regiji: kontrolira aktivaciju paternalno eksprimiranih gena PWS regije (MKRN3, MAGELZ2,
NDN, SNUFR/SNRPN) i neizravno kontrolira ekspresiju UBE3A gena u AS regiji

aktiviranjem njegove antisense RNA (Rabinovitz et al., 2012).

UBE3A-antisense (UBE3A-ATS) gen se prepisuje u veliki transkript zajedno sa
SNURF/SNRPN i nekoliko snoRNA. UBE3A-ATS se prepisuje u obrnutom (antisense)
smjeru od UBE3A i na ofevom kromosomu u mozgu inaktivira UBE3A iz AS domene,
vjerojatno mehanizmom transkripcijske kolizije dvaju polimeraza (Meng et al., 2013). Dakle,
ekspresija imprintiranog UBE3A gena nije vezana za diferencijalnu metilaciju CpG sekvenci
promotora tog gena, ve¢ je regulirana svojom antisense RNA molekulom kodiranom u PWS
regiji (Rougeulle et al., 1998, Buiting, 2010). Budu¢i da je Angelman sindrom uzrokovan
nedostatkom ekspresije UBE3A gena zbog delecije maj¢inog alela, znanstvenici ve¢ dugo
vremena, zbog potencijalnog terapijskog ucinaka, pokusSavaju pronaéi naine za aktivirati
normalno utiSan UBE3A gen s ocevog alela, a jedan od predlozenih nadina je upravo
zaustavljanje prepisivanja antisense RNA, UBE3A-ATS, s paternalnog alela umetanjem
genske stop kasete nizvodno od tog gena, $to je zasada uspje$no uéinjeno u misevima (Meng
etal., 2013).

AS-SRO regija se nalazi 35kb proksimalnije od SNRPN lokusa, dio je AS-IC-a i aktivna je na
maternalnom alelu gdje je odgovorna za metilaciju PWS-SRO regije u oocitama,
inaktiviraju¢i na taj nacin paternalne gene na buduc¢em maternalnom alelu. Metilaciju CpG
sekvenci PWS-SRO lokusa u maternalnom alelu katalizira de novo metiltransferaza Dnmt3a,
uz pomo¢ regulacijskog faktora Dnmt3L (Chedin et al., 2002). Nije sa sigurnos¢u utvrdeno
dogada 1i se uspostavljanje obrazca metilacije tijekom gametogeneze ili nakon oplodnje,
budu¢i da istrazivanja daju opreCne rezultate. Kao i kod ostalih imprintiranih domena,
odrzavanje ovog obrasca metilacije tijekom stani¢nih dioba odrzava Dnmt1. Metilirana PWS-
SRO regija nuzna je za ekspresiju UBE3A i time izbjegavanje nastanka Angelman sindroma,
jer ne dozvoljava transkripciju UBE3A-ATS (Chamberlain and Lalande, 2010). lako je jasnho
da delecija AS-SRO na maternalnom kromosomu ima za posljedicu gubitak DNA
metilacijskog obrasca u PWS-SRO regiji, jos uvijek nije utvrden precizan mehanizam kojim
AS-SRO ostvaruje svoj utjecaj. Predlozeni potencijalni mehanizmi su: omogucavanje

metilacije CpG sekvenci ili metilacije histona tijekom oogeneze, ili sprjeCavanje brisanja
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metilacijskog obrazaca u toj regiji tijekom preimplantacijskog embrionalnog razvoja. U
svakom sluc¢aju, AS-SRO ima direktan utjecaj na metilaciju i inaktivaciju PWS-SRO regije,
ali ne i obrnuto: PWS-SRO nema utjecaj na metilaciju AS-SRO regije (Perk et al., 2002).

Osim diferencijalno metililanih CpG sekvenci, nekoliko lokusa unutar 15911-q13 regije u
somatskim stanicama pokazuje i razli¢it obrazac kovalentnih histonskih modifikacija u
ovisnosti o roditeljskom podrijetlu. SNRPN promotor unutar PWS-IC regije nasljedene od
majke ima trimetilirani lizin 9 na histonu H3 (H3K9me3) i trimetiliran lizin 20 na histonu H4
(H4K20me3) (Wu et al., 2006), za koje smo na pocetku spomenuli da su obiljezja
kondenziranog, transkripcijski inaktivnog kromatina. Za razliku od toga, u PWS-IC regiji
nasljedenoj od oca SNRPN promotor ima dimetiliran i trimetiliran lizin 4 na histonu H3
(H3K4me2 i me3) i acetilirane histone H3 i H4 (Chamberlain, 2013), dakle karakteristike
aktivnog kromatina. Takoder, metilacija H3K4 je vazna i tijekom uspostavljanja obrazaca
imprintinga u zametnim stanicama. Naime, pretpostavlja se da metiliran H3K4 stiti DNA od
de novo metilacije, $to je utemeljeno na saznanju da Dnmt3a i Dnmt3L imaju nizi afinitet
prema kromatinu koji nosi ovu histonsku modifikaciju (Ooi et al., 2007). Isto tako,
demetilacija H3K4, koja je katalizirana lizinskom demetilazom KDM1B, enzimom visoko
eksprimiranim tijekom kasne faze oogeneze, neophodna je za de novo metilaciju pojedinih
maternalnih diferencijalno metiliranin domena (Ciccone et al., 2009). Ova saznanja su
pokazala da su modifikacije histona vrlo vazna pretec¢a metilacije DNA u zametnim stanicama
te je meduovisnost metilacije DNA 1 histonskih modifikacija dvosmjerna: modifikacije
histona mogu usmjeriti metilaciju DNA, a metilacija DNA moZe sluziti kao predlozak za

pojedine modifikacije histona nakon replikacije DNA (Cedar and Bergman, 2009).

Asinkrona replikacija je jos jedna epigenetska modifikacija koja potencijalno utjece na
imprinting PWS/AS regije (Simon et al., 1999, Perk et al., 2002). Vrijeme replikacije
PWS/AS regije uspostavlja se tijekom gametogeneze na nacin da se alel nasljeden od oca
uvijek u svakoj stanici replicira rano u S fazi stani¢nog ciklusa, a majc¢in alel u kasnoj S fazi.
Jedan od moguc¢ih mehanizama kojim vrijeme replikacije utjeCe na nasljedne promjene
kromatina je djelovanjem preko deacetilacije histona. Naime, enzim Dnmtl, osim §to ima
funkciju odrzavanja obrazaca metilacije CpG dinukleotida, ulazi u interakciju s histonskom
deacetilazom (HDAC2) i to iskljucivo tijekom kasne S faze. Zatim, nakon S$to replikacija
zavrsi, potencira deacetilaciju novosintetiziranih acetiliranih histona (Rountree et al., 2000).
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Kasna replikacija maj¢inog alela PWS/AS regije odgovorna je za deacetilaciju histona PWS-
SRO regije, potpuno neovisno 0 AS-SRO, koji je inace neophodan za metilaciju PWS-SRO
(Perk et al., 2002).

6.3.4. Molekularna dijagnostika

Razlike u metilaciji DNA ovisne o roditeljskom podrijetlu su osnova za potvrdu klini¢ke
dijagnoze PWS-a i AS-a. Analiza metilacije se izvodi pomoc¢u Southern blot-a ili PCR-a
specificnog za metilaciju, na 5° kraju SNURF-SNRPN lokusa, odnosno na promotoru i
prvome egzonu toga gena, dakle PWS-SRO regiji. Zdravi pojedinci imaju prisutna dva alela
za PWS-SRO, majc¢in alel sa metiliranim CpG otocima, i o€ev, nemetilirani alel. Ovom
pretragom se uspjesno dijagnosticira 99% pacijenata s PWS-om (Kalsner and Chamberlain,
2015), kod kojih se detektira samo jedan, metilirani majcin alel. Za razliku od toga, samo 70
do 75% pacijenata sa AS-om se uspje$no detektiraju analizom metilacije, kada se pronalazi
jedan nemetiliran alel ocevog podrijetla (Buiting, 2010). Ako klini¢ka slika upucuje na AS, a
analiza metilacije daje uredan rezultat, potrebno je sekvencionirati UBE3A gen te utvrditi

postoji li mutacija.

Budu¢i da se analizom metilacije ne otkriva koja je molekularna etiologija, potrebne su
daljnje pretrage kako bi se utvrdilo radi li se o deleciji, uniparentalnoj disomiji ili poremecaju
imprintinga u uzem smislu. Delecije se otkrivaju metodom fluorescentne in situ hibridizacije
sa SNURF-SNRPN probom ili sve ¢e$¢e kromosomskom microarray analizom (Kalsner and
Chamberlain, 2015). Ako nije nadena delecija, provodi se analiza polimorfizama na uzorcima
DNA od probanda i njegovih roditelja, s ciljem utvrdivanja uniparentalne disomije. U
specijaliziranim laboratorijima moze se uéiniti sekvencioniranje imprinting centra za mali dio

pacijenata kod kojih je uzrok primarna ili sekundarna epimutacija.

Osim analize metilacije CpG otoka SNUFR-SNRPN lukusa, sve popularnija u prvoj liniji
molekularne dijagnostike je MLPA (eng. multiplex ligation-dependent probe amplification),
Cija je prednost to $to sadrzi 5 proba umjesto samo jedne (1 za NDN i 4 probe za SNRPN) te

moze detektirati delecije i razlikovati ih od uniparentalne disomije (Dawson et al., 2015).
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Molekularnu etiologiju je vazno identificirati radi pouzdanijih informacija o prognozi i radi

genetskog savjetovanja o riziku ponavljanja iste bolesti u obitelji.
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