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Izvlecek:

Ze od nekdaj se ljudje sprasujemo, od kje izvirajo razli¢na abnormalna stanja ¢loveskega
zdravja. Mednje sodijo tudi dusevne motnje, ki so za obravnavo S$e posebej zanimiva, Saj
njihovega izvora ne gre pripisovati samo okoljskim in genetskim dejavnikom, temve¢ je
potrebno upostevati interakcijo obeh dejavnikov. Slednje dobro zdruzuje ter opisuje
epigenetika, katere definicija je: veda, ki preucuje dedne spremembe v delovanju genov, Ki
niso rezultat spremenjene DNK sekvence. Obstajajo moznosti, da bi s tak$no vrsto
sprememb razlagali tudi razvoj bipolarne motnje razpolozenja (BMR). V nalogi je
navedenih nekaj raziskav, ki so podprle vpliv interakcije okolja in genetske variacije na
razvoj BMR. Raziskovalci so porocali o razlicnih metilacijskih spremembah na enakih
kandidatnih genih pri razli¢nih tipih bolezni, kar bi lahko nakazovalo na njen epigenetski
izvor, epigenetsko izrazanje genov pa bi lahko vplivalo na tip motnje. Opisane so tudi
ugotovitve raziskav, ki niso potrdile vpliva DNK metilacije. Vendar pa klju¢na vprasanja
na tej ravni ostajajo, zaradi premajhnega Stevila raziskav in dvoma o vzro¢nosti
spremenjenih metilacijskih vzorcev. Odgovori na tak$na vpraSanja bi verjetno pripomogli
k poglobljenemu poznavanju mehanizmov nastanka BMR, kar pa bi zagotovo vplivalo na

zmanjSevanje njene pojavnosti in u€inkovitejSem zdravljenju simptomov.




Albreht L. Vpliv epigenetskih sprememb na razvoj bipolarne motnje razpolozenja.

Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2016 Il

Key words documentation

Name and SURNAME: Laura ALBREHT
Title of the final project paper: The influence of epigenetic modifications in development

of bipolar disorder

Place: Koper

Year: 2016

Number of pages: 28 Number of figures: 2
Number of references: 33

Mentor: Assoc. Prof. Elena Buzan, PhD

Keywords: epigenetic, DNA methylation, epigenetic modification, bipolar disorder

Abstract: Since acient times people are asking themselves where does different abnormal
states of human health have origin from. The mental disorders are also included and are
especially attractive to discuss because their origin is not only contributed to the
environmental and genetic factors, but also by their interaction. Epigenetic combines these
two factors. It is defined as the study of heritable modifications in gene functions and are
not the result of altered DNA sequences. There is a possibility that with this kind of
changes we could explain the development of bipolar disorder. This paper sets out some
research that reveal such changes. Researchers have reported aberrant methylation statuses
on the same candidate genes in different subtypes of this disease, which could indicate its
epigenetic origin. Also, epigenetic gene expression could affect the subtype of the disorder.
Here are also descirbed some research findings that have not found an aberrant DNA
methylation. At this point the key questions remian due to a small number of research and
because there is still doubt about causality of aberrant methylation patterns. Answers to
such questions are likely to contribute to a deeper knowledge of the mechanisms of the
formation of bipolar mood disorder which would certainly reduce its impact on the
incidence and treatment of symptoms.
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1 UvOD

Na podlagi dosedanjih spoznanj na razvoj motenj razpolozenja vpliva ve¢ dejavnikov. Med
njimi gre v prvi vrsti izpostaviti genetske in okoljske dejavnike. Z nedavnim razvojem
molekularno bioloskih metod pa se je pricela doba poizkusov razumevanja aditivnih in
kombinatornih ué¢inkov genov in okolja na molekularnem nivoju (Mill in Petronis, 2007).
Prepletanje genoma, kot relativno stabilne enote ter pogosto spremenljivega okolja, se
odraza v epigenetskih faktorjih (McGovan in Kato, 2008), ki naj bi bili eni izmed
dejavnikov, ki vplivajo na razvoj doloCenega fenotipa. Primer takSnega fenotipa je tudi
bipolarna motnja razpolozenja (BMR), ki v danasnjem svetu glede na pogostost pojavnosti
(Baek idr., 2011 v Franges in Dernovsek, 2013) predstavlja kot oblika nihanja razpolozenja
resne tezave. Vpliva namre¢ na kvaliteto zivljenja in na splo$no poslabsa delovanje bolnika
(Labrie, Pai in Petronis, 2012), poleg tega pa je tveganje za samomor med depresivno
epizodo pomembno visje, kot pri ostalih boleznih (Collins idr., 2011). BMR je ena izmed
multifaktorskih dusevnih boleznih, pri kateri pojasnjevanje dedovanja samo z
mendlovskim dedovanjem ni mozZno. Da pa bi jo kljub temu poizkusili dodobra razumeti,
smo razvili metode, s katerimi zelimo razkriti skrivnosti pojavnosti in dedovanja BMR in
njenih podtipov. Hitro naras¢ajoce Stevilo genetskih raziskav na temo BMR (in tudi drugih
dusevnih motenj) je v najvecji meri epigenetske narave, kar bo tudi osrednja tema moje

zakljuéne naloge. Postavila sem si dve raziskovalni vprasanji:

1) Na razvoj bipolarne motnje razpoloZenja vplivajo epigenetski mehanizmi.

2) Epigenetsko izraZzanje genov vpliva na tip bipolarne motnje.
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2 OD MENDLA DO KLONIRANJA

Vstop v dvajseto stoletje je znanost na podrocju dednosti zaznamovalo odkritje zapisov
Gregorja Mendla. Leta 1866 je izSlo njegovo delo o hibridizaciji rastlin (Mendel, 1866 v
Gayon, 2016), ki so jo leta 1900 ponovno neodvisno odkrili trije botaniki. Menih iz
Awvstrije je s svojimi poizkusi na vrtnem grahu izvedel set poizkusov, s katerimi je nakazal
obstoj bioloskih elementov, ki jim danes pravimo geni (Griffiths idr., 2005), ter obenem
podal izhodisce za kasneje oblikovane osnovne mehanizme dedovanja. V letu 1910 se je na
podlagi Mendlove genetike pricela razvijati teorija o kromosomskem dedovanju, znotraj
katere je bil gen opredeljen kot sinhrono osnovna enota funkcije, prenosa, mutacije in
rekombinacije (Gayon, 2016). Fuzija Mendlove genetike in kromosomskega nacina
dedovanja se je najbolje odrazala pri poizkusih Thomasa Hunta Morgana, ki je s
preucevanjem dedovanja barve oces in dolzine kril na testnem organizmu svinski musici
(Drosophila melanogaster), potrdil vpliv spolnih kromosomov (Griffiths idr., 2005). S
pojavom teorije o kromosomskem dedovanju so se pri¢ele odpirati moznosti za razlago
pojma genskih mutacij. Ta se je leta 1927 po odkritju moznosti induciranja mutacij z
rentgenskimi zarki, definirala kot lokalna sprememba na kromosomu; struktura DNK
vijacnice je bila namre¢ v tistem casu Se nepoznana (Gayon, 2016). Z uvedbo novih
sredstev za eksperimentalno analizo se je s ¢asom priCela vecati potreba po kemijskem
modelu za razlago koncepta gena in mutacij (Auerbach, 1976). Velik prelom, ki je
pomagal razumeti ozadje teoretskih pristopov na podrocju genetike in dedovanja se je
zgodil leta 1953, ko sta Watson in Crick odkrila molekularno strukturo DNK - dvojno
vija¢nico (Watson in Crick, 1953). Pojem dednost se je vse bolj pricel razumeti kot
enosmerni proces, pri katerem se DNK prepiSe v RNK, ki je nato prevedena v proteine.
Osrednja dogma je predpostavljala enosmerni determinizem fenotipa (sklop vidnih
znaCilnosti organizma, na primer morfologija, fiziologija, vedenje), ki je pogojen z
genotipom (alelni obliki gena, ki vplivata na lastnost). Pricela se je doba genetskega
fundamentalizma, s katerim naj bi bila domnevno v popolnosti pojasnjena ¢loveska narava
(Pardo in Alvarez, 2013). Pred Projektom Cloveski genom (angl. Human Genome Project),
ki je potekal med letoma 1990 in 2003, so znanstveniki v pricakovanju mislili, da bodo z
dolocitvijo sekvenc genov in njihovo lokacijo na DNK verigi lahko razvozlali "jezik
zivljenja" in dobili klju¢ do razlage Stevilnih bolezni. Prepricani so bili, da bodo nasli ve¢
kot 20 000 genov, poleg tega tudi niso pricakovali da je le 1,5 % DNK neposredno
vpletenega v sintezo proteinov in da je preostali del nekodirajoca DNK, ki je brez
kakrsnekoli vloge (Collins, 2011, v Pardo in Alvarez, 2013). Posledica takSnega odkritja je
bila potreba po razlagi procesov, ki segajo nad genetiko, kajti opiranje samo na gene ni
bilo ve¢ zadostno za dolocitev "jezika Zivljenja". Danes je znano, da ima tudi nekodirajoci
del DNK vlogo uravnavanja funkcij kodirajocega dela, kar je kot odkritje pricelo
spreminjati na§ koncept protein kodirajo¢ih genov kot fundamentalnih enot genoma,
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odgovornega za dedne bioloske znalilnosti (Stamatoyannopoulos, 2012, v Pardo in
Alvarez, 2013). K neutemeljenosti centralne dogme molekularne biologije danes
pripomorejo opazanja na primer enojajénih dvojckov, katerih genotip naj bi bil popolnoma
enak, vendar se kljub temu zelo razlikujejo v morfoloSkih in psiholoskih znacilnostih,
obenem pa so razli¢no dovzetni za bolezni, ki se pojavijo tekom njihovega zivljenja (Fraga
idr., 2010, v Pardo in Alvarez, 2013). Tako kot kloniranje ne more narediti dveh identi¢nih
organizmov, saj geneza posameznika ni odvisna le od njegove DNK sekvence, temvec tudi
od celi¢nega in tkivnega okolja, organizma samega in okolja, v katerem se razvija. Vse to
nakazuje na ugotovitev, da vecina dogodkov, ki dejansko vplivajo na ziveCi organizem
presega samo genetiko (Pardo in Alvarez, 2013).
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3 EPIGENETIKA

Ceprav epigenetika spada med novejie vede, je sam izraz star, njegov pomen pa se je skozi
Cas drasti¢no spremenjal. Izraz "epigenetika" je v moderno biologijo leta 1942 prvi vpeljal
embriolog Conrad Waddington. Beseda izhaja iz besede "epigeneza". lzraz epi (gr.)
pomeni nad in genesis lahko prevedemo kot izvor (Deichmann, 2016). Waddington (1942)
je epigenetiko definiral kot "celoten kompleks razvojnih procesov", ki se nahajajo znotraj
"genotipa in fenotipa".

Zgodovina epigenetike se tesno prepleta z raziskavami evolucije in razvoja. V zadnjih
petdesetih letih pa je izraz "epigenetika" presel evolucijo, zaradi drasti¢nega vzpona v
poznavanju molekularnin mehanizmov kot podlage za razumevanje regulacije genskega
izrazanja pri evkariontih. Danasnja definicija epigenetike jasno razkriva trenutno
razumevanje tega, da cCeprav je komplement DNK v glavnem enak v vseh somatskih
celicah dolocenega organizma, se vzorci genske ekspresije v veliki meri razlikujejo med
posameznimi celi¢nimi tipi (Felsenfeld, 2014). To je vodilo v zadnjo definicijo
epigenetike, ki je v uporabi danes: "podrocje, ki obravnava dedne mitotske in/ali mejotske
spremembe v funkciji gena, ki jih ne moremo razlagati s spremembami na sekvenci DNK"
(Riggs idr., 1996; Riggs in Porter, 1996, v Felsenfeld, 2014, str. 2).

3.1Epigenetski mehanizmi

3.1.1 DNK metilacija

DNK je sestavljena iz S§tirith baz: adenina, citozina, gvanina in timina. Najbolj pogosta
modifikacija DNK pri zivalih in rastlinah je adicija metilne skupine na peto pozicijo
obroca citozinskega ostanka s kovalentno vezjo. Posledica tega je nastanek 5-metilcitozina,
ki mu lahko pravimo tudi peta baza DNK (slika 1). Kljub spremenjeni strukturi baze se
metilna skupina pripenja na DNK na nacin, da ne spreminja glavnega Zleba DNK
vijacnice. Posledi¢no se lahko metilirani citozin Se vedno pari z gvaninskim ostankom na
nasprotni verigi, zaradi ¢esar zmogljivost kodiranja DNK ni spremenjena; metilirani geni
kodirajo enake proteine kot nemetilirani (Tweedie, 2001).
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metilna skupina

citozin t-metilcitozin

Slika 1: Prikaz pretvorbe citozina v 5-metilcitozin s pomocjo encima metiltransferaze in donorja
metilne skupine S-adenozil metionina

Metilne skupine so na citozinske ostanke dodane s pomocjo encima metiltransferaza, ki je
usmerjen v zariS¢e podvojevanja (Leonhardt idr., 1992, v Tweedie, 2001). Temeljna
struktura teh encimov je med vrstami zelo podobna; vsak ima deset ohranjenih domen, Ki
so odgovorne za katalitske reakcije ter variabilne regije, ki dolocajo, katera DNK sekvenca
bo metilirana (Posfai idr., 1989, v Tweedie, 2001).

Pri Zivalih DNK metilacijo najdemo le na citozinskem ostanku, ki se nahaja pred
gvaninskim ostankom - CpG (pri sekvenci CpG p predstavlja fosfatno skupino). Ker se
citozin pari z gvaninom, ta sekvenca bere CpG sekvenco na drugi strani, kar ima za
posledico simetrijo metilacijskih vzorcev pri dvojni vijacnici, kar je za njihovo delovanje
zelo pomembno (Tweedie, 2001).

DNK metilacija ni nevtralna. Cetudi ne spreminja glavne strukture DNK sekvence, lahko
vpliva na (ne)aktivnost te iste sekvence. Torej se lahko dve enaki sekvenci "obnasata"
drugace, ¢e je ena izmed njiju metilirana in druga ne. Metilirana sekvenca je namrec¢
utiSana na nacin, da ne proizvaja RNK (Tweedie, 2001).

Primarna vloga DNK metilacije pri evkariontih naj bi bila zaviranje transkripcije, posledica
katere je utiSanje gena. Pojav so proucevali s poizkusi, v katerith so metilirane in
nemetilirane DNK sekvence vstavili v gojene celice in nato z merjenjem koli¢ine RNK
preverjali njihovo transkripcijsko aktivnost. Rezultati taks$nih raziskav so pokazali, da je
bila v primeru metilirane DNK transkripcija zmanjSana ali izniena, medtem ko je pri
nemetilirani DNK ostala nespremenjena (Stein idr., 1982; Vardimon idr., 1982, v Tweedie,
2001).

Obstajata dva parametra, ki vplivata na utiSanje gena z metilacijo: gostota metilacije in
jakost promotorja (Boyes in Bird, 1992; Hsieh, 1994, v Tweedie, 2001). Promotorji so
regije DNK, pozicionirane na zaCetku gena in vsebujejo vezavna mesta za proteine, ki jim

pravimo transkripcijski faktorji, saj dolocajo ali bo gen v celici vklopljen ali izklopljen.
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Med sabo se razlikujejo; moc¢ni promotorji omogocajo, da gen proizvaja vecje koliCine
RNK, Sibki promotorji pa manjSe koli¢ine. Nizka gostota metilacije (1 na 100 baz) je
zadostna za zaviranje transkripcije Sibkega promotorja, na drugi strani pa je za utiSanje
moc¢nega promotorja potrebna visoka gostota metilacije (1 na 10 baz) (Tweedie, 2001).
CpG otocki — nemetilirani del vretencarske DNK: 2% genoma vretencarjev je zaradi
spremenjene strukture DNK nemetiliranega. Ta del predstavljajo CpG otocki, ki so svoje
ime pridobili zaradi visoko ponavljajoCega in kontinuiranega zaporedja CpG (Bird idr.,
1985, v Tweedie, 2001). Ker je ta predel DNK vedno nemetiliran, transkripcija na teh
predelih v vecini primerov potecCe in geni so utiSani. V povprecju so dolgi tiso¢ baznih
parov in so povezani s promotorji 50% genov pri vretencarjih (Larsen idr., 1992;
Antequera in Bird, 1993, v Tweedie, 2001). Ker so to edine regije vretencarskega genoma,
ki niso metilirane, lahko sklepamo, da je metilacija privzeto stanje takSnega genoma, saj so
CpG otocki zasciteni pred mehanizmom, ki potemtakem obstaja (Tweedie, 2001).

Ne glede na izvor CpG otockov, je njihovo nemetilirano stanje zelo pomembno, saj se
lahko z visoko gostoto CpGjev utiSa tudi najmocnejSe promotorje. To je znan pojav pri
tkivnih kulturah celic, kjer so bili geni, ki vsebujejo otocke utiSani z metilacijo (Antequera
idr., 1990; Jones idr., 1990, v Tweedie, 2001).

Danes je znano, da metilacija igra pomembno vlogo pri razvoju sesalcev. V seriji
eksperimentov na misih, kjer so zmanjsali ali izni¢ili aktivnost metiltransferaze s ciljnim
utiSanjem (angl. targeted disruption) (Li idr., 1992; Lie idr., 1996, v Tweedie, 2001), so
dobili nedvoumne razlike. Homozigotni zarodki misi z utiSanim genom za metiltransferazo
so sredi brejosti poginili. To nakazuje da je (vsaj pri miSih) metilacija nujno potreben
faktor za uspeSno zakljucen razvoj (Tweedie, 2001). UtiSanje genov pri sesalcih igra
pomembno vlogo pri regulaciji rasti zarodka in pri diferenciaciji (Griffiths idr., 2005), saj
je veliko Stevilo utiSanih genov izraZzenih med embrionalnim razvojem. Obenem igrajo
vlogo tudi pri regulaciji funkcije posteljice in celi¢ne rasti (Weaver in Bartolomei, 2013).

3.1.2 Remodeliranje kromatina

Evkariontski kromosomi so organizirani v kromatin, ki je sestavljen iz DNK in proteinov -
v najvecji meri iz histonov. Glavna enota kromatina je nukleosom, ki vsebuje priblizno 150
baznih parov DNK, ki je dvakrat zavita okoli histonskega oktamera. Histoni se lahko
organizirajo v strukture visjega reda, ki nato kondenzirajo DNK. Kromatin ni enoten na
vseh kromosomih; poznamo visoko kondenziran kromatin, ki mu pravimo heterokromatin
in manj kondenziran kromatin ali eukromatin. Gosto pakirani nukleosomi heterokromatina
naj bi tvorili zaprte strukture, ki niso dostopne regulatornim proteinom in posledi¢no
neprikladne za gensko aktivnost. Na drugi strani pa eukromatin s svojo strukturo, ki ima na
Siroko pozicionirane nukleosome, prevzame odprto strukturo, ki omogoca transkripcijo.
Struktura kromatina je torej lahko spremenjena in tako vpliva na aktivnost genov v zajetih
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regijah, ne da bi zraven vplivala na zgradbo DNK zaporedja. Odziva se lahko na
spremembe v celicnem metabolizmu ali v dolo¢enih fazah embrionalnega razvoja, katere
uravnava s kondenziranjem in dekondenziranjem, ter s tem prispeva k vklapljanju in
izklapljanju genov (Griffiths idr., 2005). Proteinski kompleksi, ki remodelirajo kromatin z
repozicioniranjem nukleosomov, so del mehanizma, potrebnega za organiziranje
kromatina. Ker so lahko identicne DNK sekvence zapakirane v razli¢ne oblike kromatina
je nekako jasno, da so spremembe proteinov v kromatinu tiste, ki dolo¢ajo, ali ima neka
regija DNK nukleosome pozicionirane $iroko ali skupaj. Ceprav kromatin sestoji iz obilice
razli¢nih proteinov, so histoni tisti, ki igrajo glavno vlogo pri spreminjanju kromatinske
strukture (Griffiths idr., 2005).

Glede na strukturo nukleosoma je razvidno, da so histoni sestavljeni iz jedrnega oktamera,
iz katerega Strlijo N-terminalni konci ali histonski repi. Na lizinske ostanke na histonskih
repih se lahko kovalentno vezejo acetilne ali metilne skupine. Taksne reakcije se lahko
zgodijo tudi po translaciji histonskega proteina, ter tudi po tem, ko je histon Ze vgrajen v
nukleosom. S 44 lizinskimi ostanki na histonih, ki imajo sposobnost sprejeti acetilne
skupine, se lahko s prisotnostjo ali odsotnostjo teh skupin hrani velika koli¢ina informacij,
ki se lahko prenaSajo iz ene generacije celic v drugo. To je razlog, da kovalentnim
spremembam na histonskih repih pravimo histonski kod (Griffiths, 2005).

Ac Ac Ac

”»”»”B}’%? ~9
Ageul CoA /J‘— \/L S/c— \
o 9 9

Slika 2: Prikaz acetilacije histonskih repov, ki jo katalizira encim histonska acetil transferaza
(HAT), donor acetilne skupine je acetil koencim A

Histonska acetilacija in genska ekspresija: Obstaja veliko dokazov, da imajo histoni, ki so
povezani z nukleosomi aktivnih genov veliko acetilnih skupin (so hiperacetilirani),
medtem ko jih imajo neaktivni geni manj (so hipoacetilirani). Encim (Griffiths, 2005), ki je
odgovoren za dodajanje acetilnih skupin na histonske repe je histonska acetiltransferaza.
Specifi¢ni histonski kod lahko prepoznavajo proteini, ki jim pravimo transkripcijski
faktorji. Tako lahko acetilirani histoni aktivirajo komplekse za remodeliranje, ki
dekondenzirajo kromatin in deacetilirani histoni aktivirajo druge proteinske komplekse, ki
ga kondenzirajo. Tako DNK sekvenca, kot tudi struktura kromatina pa se lahko med
podvojevanjem preneseta v naslednjo generacijo (Griffiths idr., 2005).
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3.2 Epigenetski pojavi

Epigenetske oznake sluzijo kot spomin za vklopljeno ali izklopljeno stanje gena in s tem
vzdrzujejo identiteto celic skozi njihovo delitev (Hemberger, Dean in Reik, 2009; Barrero,
Boué in Izpisua Belmonte, 2010, v Payer, 2016). NajpomembnejSa in najbolj raziskana
pojava, ki vkljuCujeta omenjene spremembe sta gensko vtisnjenje in inaktivacija X
kromosoma.

3.2.1 Inaktivacija X kromosoma pri samicah sesalcev

Na X kromosomih sesalcev se dogaja primer epigenetske regulacije, ki lahko preklaplja
med aktivnim in neaktivnim stanjem, kar vpliva na gene celotnega kromosoma, z izjemo
nekaj genov, ki se temu izognejo (Deng, Berletch, Nguyen in Disteche, 2014, v Payer,
2016). Stevilo transkriptov, ki jih proizvede gen, je navadno proporcionalno $tevilu kopij
tega gena v celici. Sesalci so diploidni, zato imajo na avtosomnih kromosomih po dve
kopiji vsakega gena. Stevilo X in Y spolnih kromosomov pa se med spoloma razlikuje;
samica ima dva X kromosoma in samec en X in en Y kromosom. Samice imajo torej
dvakrat toliko kopij genov, vezanih na X kromosom in bi zato morale proizvajati dvakrat
ve¢ transkripta od moskih. Ekvivalenca je dosezena z mehanizmom kompenzacije doz, pri
¢emer gre za izenacCevanje genske produkcije z nakljucno inaktivacijo enega od dveh
kromosomov v vsaki celici v obdobju zgodnjega razvoja. MozZnosti za inaktivacijo X
kromosoma, ki izhaja iz Zenske ali moskega je enaka, saj je v Casu izbire, ki se pojavi v
zgodnji embriogenezi, videti, da je kon¢no razmerje med inaktiviranimi X kromosomi
enako (1:1) (Vacca, Della Ragione, Scalabri in D'Esposito, 2016). Z vidika uravnavanja
genskega izraZzanja na podlagi spremembe kromatina sta pomembni dve lastnosti
inaktivacije X kromosoma. Prvi: na inaktiviranem X kromosomu je sklopljena oziroma
utiSana veéina genov. Pri organizmih, pri katerih je ta pojav bolje opisan, je sprememba
kromatinske strukture tega kromosoma povzrocila utiSanje prej aktivnih genov. Drugi: geni
na inaktiviranem kromosomu ene celice ostanejo inaktivirani tudi pri potomkah te celice.
(Griffiths idr., 2005). Sprememba se torej prenasa z mitozo, saj vsaka celica vsebuje tako
aktiven, kot tudi neaktiven X kromosom (Vacca, Della Ragione, Scalabri in D'Esposito,
2016).

3.2.2 Gensko utiSanje (angl. imprinitng)
Je genetski mehanizem, ki se glede na paternalno ali maternalno dedovanje dolocenega

gena odraza v (ne)izrazanju tega gena (Pickard in Reik, 2001, v Griffiths idr., 2005).
Diploidni organizmi, ki se razmnoZujejo spolno, podedujejo od vsakega starSa en set
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kromosomov, ter posledicno dobijo dve kopiji vsakega avtosomalnega gena. Ali bosta
izrazena oba alela za posamezni gen ali ne, je odvisno od tipa celice. Obstajajo pa tudi geni
za katere pravimo, da so gensko utiSani. Izrazeni so monoalelno, pri ¢emer je odvisno, od
katerega starSa je bil alel podedovan (Williamson idr., 2012, v Weaver in Bartolomei,
2013). Pri primeru maternalnega imprintinga je inaktivirana kopija gena tista, ki je
podedovana po materini strani; ¢e je ista kopija podedovana od oceta, je gen izrazen. V
primeru paternalnega imprintinga pa je ravno obratno. Posledica starSevskega imprintinga
je, da so utiSani geni izrazeni na nacin, kot da je v celici prisotna le ena kopija gena
(hemizigotnost), ¢eprav sta v resnici prisotni dve. Edina opazena sprememba na utiSanih
genih je prisotnost dodatnih metilnih skupin. Glede na mehanizem vtisnjenih genov lahko
sklepamo, da je za razvoj sesalca potreben genski prispevek obeh starSev, saj prispevka k
genomu zarodka nista enaka (McGrath in Solter, 1984). Pri vecini celic zarodka sta namre¢
izrazeni obe kopiji gena, nekateri geni pa so specificno "vtisnjeni” tako, da je aktivna le
kopija enega starSa. Tako zarodek prejme enak genetski prispevek od obeh starSev
(Kaneda, 2011).
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4 VEDENJSKA EPIGENETIKA

Zadnje Case se polje preucevanja epigenetskih sprememb iz prenatalnega obdobja pomika
tudi k pomembnosti razvijanja razli¢nih vedenjskih znacilnosti tekom zivljenja. Povecano
Stevilo raziskav na tem podro¢ju je vodilo k oblikovanju nove vede - vedenjske
epigenetike. Lester idr., (2011) so jo definirali kot "uporaba nacel epigenetike za
preucevanje fizioloskih, genetskih, okoljskih in razvojnih mehanizmov vedenja pri ljudeh
in zivalih; raziskave tega podrocja pa se navadno osredotoCajo na kemicno raven
sprememb, izraZzanje genov in bioloske procese, ki so osnova za (ne)normalno vedenje (str.
14)."

Zaradi velike raziskovalne dejavnosti na tem podroc¢ju in pomembnosti odkritega, se je
zdela vzpostavitev vedenjske genetike kot vede, kot ze receno, smiselna. Do sedaj so nasli
neposredne povezave nekaterih nevroloSkih genetskih motenj (sindrom krhkega X
kromosoma, Rettov sindrom, Angelmanov sindrom, Prader-Willijev sindrom..) z
epigenetskimi mehanizmi. Z abnormalnim kromatinom in DNK metilacijo je povezanih
tudi veliko vrst raka (Pardo in Alvarez, 2013).

Ze nekaj ¢asa je znano, da so nevronske celice edini tip celic, ki se po genezi ne deli ved.
Vendar pa se kljub temu lahko pri njih lahko pojavijo epigenetske regulacije. Te se lahko
pojavijo pri post-mitotskih, Ze diferenciranih nevronih in so ravno zato klju¢ni mehanizem,
ki leZi za spremembami v ekspresiji genov v tako normalnih moZganskih procesih, kot tudi
pri duSevnih motnjah (odvisnost, depresija, anskioznost, motnje v hranjenju, shizofrenija..)
(Pardo in Alvarez, 2012), med katere spada tudi BMR.
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5 BIPOLARNA MOTNJA RAZPOLOZENJA

BMR spada med motnje razpolozenja. Mednje uvr§¢amo skupino klini¢nih stanj, za katere
je znacilna izguba dozivljanja Sirokega spektra Custev v normalnih ¢asovnih okvirjih, ter
izguba kontrole nad dozivljanjem lastnih ¢ustev (Sadock in Sadock, 2007).

5.1Kako jo prepoznati

Diagnozo BMR se postavi osebi, ki je imela najmanj dve epizodi motnje razpolozenja in je
bila od tega vsaj ena manicna ali hipomani¢na. Ni torej nujno, da oseba dozivlja le
mani¢ne in depresivne epizode, saj lahko kot bipolarno oznac¢imo tudi obliko, kjer se

ponavljajo samo manicne ali hipomani¢ne epizode.

Simptomi depresivne epizode se odrazajo v sploSnem padcu Zivljenjske energije, znizanem
razpolozenju, dejavnosti, manj$i sposobnosti za uzivanje, obenem pa upadejo interesi,
zanimanje in koncentracija. Hitro se ob manjsih naporih pojavi utrujenost, motnje spanja in
apetita. Bolniki so porocali tudi upad samospostovanja in zaupanja vase, obcutke krivde in
lastne nicvrednosti. Znacilna je tudi psihomotoricna upocasnjenost, tesnoba,
vznemirjenost. Custvene simptome pa velikokrat spremljajo telesni simptomi, najveckrat v
obliki bolecine (na primer glavoboli, bole¢ine v krizu) (Tav¢ar, 2013).

Znotraj mani¢nih epizod poznamo mani¢ne in hipomanicne simptome. Prvi zajemajo
izrazito privzdignjeno razpoloZenje do nenadzorovane vznesenosti in vznemerjenosti, kar
je izrazito neskladno s socialnimi okoli$¢inami. Oboleli je pretirano dejaven, pojavijo se
nespecnost, odkrenljivost, pretirana samozavest in grandioznost, ter siljenje h govoru.
Znacilno je, da se oseba finan¢no ali tudi Zivljenjsko ogroza, ob odtegnitvi njene
dejavnosti, pa lahko oseba postane tudi nasilna. Pri maniji s psihoti¢nimi simptomi se ob
vseh zgoraj navedenih simptomih pojavljajo tudi halucinacije in blodnje. Clovek v
hipomani¢ni epizodi ima daljSi ¢as blago do zmerno zviSano oziroma privzdignjeno
razpoloZenje. Zdi se sam sebi izjemno telesno in dusevno ucinkovit in ima zmanjSano
potrebo po spanju. Povecani sta raven energije in dejavnosti, pocutje pa je odlicno. Pogosta
je tudi pretirana zaupljivost, navezovanje socialnih stikov in spolna aktivnost, ki lahko vodi
v promiskuitetnost. Custvenim simptomom se pridruzuje razdrazljivost, motena pa je lahko
tudi poklicna dejavnost.

5.2 Delitev na razli¢ne tipe

Tradicionalno bipolarno motnjo delimo na tip I in tip II. Za tip I je znacilno ponavljanje
mani¢nih in depresivnih epizod, pri tipu II pa lahko prepoznamo hipomani¢ne in
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depresivne epizode. Poznamo tudi mesano epizodo, pri kateri oboleli v dolo¢enem obdobju
dozivlja simptome manije in depresije, ter hitrokrozno obliko, za katero je znacilno hitro
menjavanje faz (Tavcar, 2013).

5.3Epidemiologija

Danes se epidemioloskim raziskavam BMR posveca ve¢ pozornosti kot neko¢. Glede na
starejSe podatke naj bi v povprecju za BMR tipa I zbolel priblizno 1% celotne populacije
(Sadock, Sadock in Ruiz, 2009, v Franges in Dernovsek 2013), medtem ko naj bi bila
pojavnost obolenja tipa Il precej vecja zaradi teZavnega diagnosticiranja. Skupno naj bi za
obema tipoma zbolelo 5% celotne populacije (Baek, Park in Choi, 2011, v Frange§ in
Dernovsek, 2013). Obicajno se bolezen pojavi med 20. in 40. letom starosti, pri ¢emer je
najbolj kritiéno obdobje pozne adolescence. Zenske naj bi veckrat najprej zbolele za
depresivno epizodo, zanje je zato bolj znacilna BMR tipa II, medtem ko moski tipi¢no
najprej zbolijo za mani¢no epizodo, ki jo imajo v povprecju 4-5 let bolj zgodaj kot zenske
(Franges in Dernovsek, 2013). RazSirjenost je primerljiva med razliénimi etni¢nimi
skupinami, kot celotna pa je motnja enako pogosta pri moskih in Zenskah. Zaradi pogosto
napacnih diagnoz, ki so najveckrat posledica velike verjetnosti pridruzenih dusevnih
motenj (socialna fobija, motnje osebnosti, zloraba psihoaktivnih snovi, pani¢ne motnje..),
naj bi bila ocena pogostosti BMR precej manjsa kot je v resnici (Tavcar, 2013).

5.4Etiologija

Se nekaj let nazaj so dednost motenj razpoloZenja preucevale Stevilne druZinske,
posvojitvene Studije in Studije dvojckov. Glavni cilj taksnih $tudij je bil poiskati specifi¢ne
kandidatne gene z uporabo molekularnogenetskih metod (Sadock in Sadock, 2007). Nato
so kasneje preko raziskav odkrili §tevilne bioloske faktorje, ki naj bi bili povezani z
obolevnostjo za razpoloZenjskimi motnjami. V zadnjem Casu se raziskovalci osredotocajo
predvsem na preuCevanje nevrovedenjskih sistemov, nevronskih mrez (angl. neural
circuits) in bolj zapletene nevroregulatorne mehanizme. Poudarek je na preucevanju
nevromodulatornih sistemov, za katere ostaja odprta moZznost, da so lahko vzrok za
patogenezo ali pa se pojavijo poleg motnje oziroma/ali so njena posledica (Sadock in
Sadock, 2007).

Vendar pa je potrebno pri nastanku BMR razmisljati v SirSem kontekstu, saj je
najverjetneje vzrok za nastanek skrit v prekrivanju med genetskimi, nevrobioloskimi in
okoljskimi dejavniki (FrangeS in Dernovsek, 2013). Bolezen je torej multifaktorsko
pogojena in zaradi tega jo najlaze razlagamo preko procesov epigenetskih regulacij.
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6 DOSEDANJE EPIGENETSKE RAZISKAVE BIPOLARNE MOTNJE

Cilj raziskave D'Addaria in drugih (2012) je bil raziskati stopnjo metilacije promotorske
regije gena BDNF, ki je eden izmed glavnih kandidatnih genov povezanih s psihozo. Ob
pregledu znanstvenih ¢lankov lahko opazimo, da je BDNF v $tevilnih raziskavah osrednji
preiskovani gen, saj je nemalokrat osrednja tema raziskav o patofiziologiji motenj
razpoloZenja. Povezan naj bi bil s procesi adaptacije nevronov (njihov razvoj, proliferacija
in prezivetje ter sinapti¢na plasti¢nost). Glede na njegov vpliv sklepamo, da mora biti gen
BDNF pod velikim vplivom epigenetskih regulacij (Dell'Osso idr., 2014). Rezultati
raziskave D'Addaria in drugih so pokazali znizano raven izrazanja gena pri bipolarni
motnji tipa Il v primerjavi s kontrolno skupino. Na promotorski regiji je bila prisotna
hipermetilacija, Cesar pri tipu I ni bilo opaziti.

Epigenetske spremembe gena BDNF so v podobni raziskavi preucevali tudi Dell'Osso idr.,
(2014). Zanimale so jih razlike DNK metilacije med obolelimi za depresijo in bipolarno
motnjo razpolozenja. Ugotovili so visoke ravni metilacije na promotorju gena BDNF pri
obolelih za depresijo in bipolarno motnjo tipa Il, v primerjavi z obolelimi za bipolarno
motnjo tipa .

Na podlagi finega kartiranja razlik DNK metilacije gena skupine 9 (HCG9) iz gruce genov
humanega limfocitnega antigena HLA pri obolelih za bipolarno motnjo, katere podtipa v
¢lanku ne omenjajo, so Kaminsky in drugi (2012) na razSirjeni regiji HCG9 odkrili
kompleksne povezave med spremenjenimi DNK metilacijskimi vzorci glede na starost,
genotip in vrsto zdravljenja obolelih.

Sugawara in drugi (2011) pa so z analizo epigenoma nasli hipermetilacijo gena za
serotoninski transporter (SLC6A4) pri enem izmed dvoj¢kov obolelim za bipolarno
motnjo, v primerjavi z njegovim zdravim enojajénim bratom dvoj¢kom. V tej raziskavi
tipa BMR niso opredelili.

Vpliv epigenetskih sprememb na razvoj bipolarne motnje so ugotavljali tudi v raziskavi,
kjer so s pomoc¢jo MS-RDA metode preucevali razlikovanje med DNK metilacijo pri
enojajénih dvojckih, ki so se razlikovali v (ne)obolelosti za bipolarno motnjo. Odkrili so
odstopajoc¢e DNK metilacijske vzorce na dveh zgornjih aktivacijskih zaporedjih v regijah
pri osebah, obolelih za bipolarno motnjo, in sicer na genu za spermin sintazo (SMS) in
genu za peptidilprolil izomerazo, E-like (PPIEL). Gen SMS je pokazal pomembno visjo
raven DNK metilacije pri Zenskah, obolelih za bipolarno motnjo v primerjavi s kontrolno
skupino, vendar v tem primeru ni bilo vidnih razlik v izraZzanju sporoc€ilne ribonukleinske

kisline (mRNK). Obenem so nasli visoko inverzno povezanost med genskim izrazanjem in
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ravnijo DNK metilacije gena PPIEL. Raven DNK metilacije je bila pomembno nizja kot
pri kontrolni skupini, raven izraZanja tega gena pa je bila pomembno vi§ja (Kuratomi idr.,
2008), vendar le pri BMR tipa Il, medtem ko pri tipu I tega ni bilo zaslediti.

Tudi Yongshengu in drugim (2014) je v raziskavi, ki je zajemala analizo metilacijskih
vzorcev na ravni celotnega genoma pri shizofreniji in BMR, uspelo odkriti spremembe v

epigenetski regulaciji, vendar si pri tem niso osredotocali na tip BMR.

Za bipolarno motnjo tipa | obolele in njihove prednike so Grigoroiu-Serbanescu in drugi
(1995) testirali s fenotipskimi indikatorji modela genskega utiSanja. Glavna ugotovitev
raziskave je bila, da je oseba zbolela pri nizji starosti, ¢e je bil bolan tudi njihov oce.
Obenem je obolelost oceta pozitivno korelirala tudi z viSjo stopnjo obolelosti za
razpolozenjskimi motnjami pri sorodnikih prve in druge stopnje. Vpliv spola starsa
prenasalca na starost ob pojavu bolezni se je zmanjSeval, vendar je ostal signifikanten pri
preverjanju uc¢inka na starost obolelih med raziskavo. Ugotovitve raziskave so sovpadale s
hipotezo genskega utiSanja saj spol obolelega udelezenca ni imel signifikantnega vpliva na
starost pri pojavu bolezni. Prav tako spol starSa prenaSalca ni imel vpliva na §tevilo epizod
in njihovo letno frekvenco pri obolelih.

Zanimivo pa je raziskava, podobna prej$nji, le z manjSim Stevilom udeleZencev, pri
preiskovanju enakega dobila druga¢ne rezultate. Kumar in drugi (2000) niso dobili
statisticno pomembnih rezultatov pri povezavi med spolom starSa prenasalca in starosti ob
nastopu bolezni pri obolelih. Posledi¢no jim ni uspelo dokazati genskega utiSanja pri
bipolarni motniji tipa I.

Rezultate, ki niso kazali sprememb v DNK metilaciji, so dokazali tudi Bromberg,
Bersudsky, Levine in Agam (2009), ki pri globalni analizi DNK levkocitov niso nasli
sprememb v primerjavi z zdravimi kontrolnimi osebami. Tipa BMR v raziskavi niso
definirali.

Prav tako tudi Carlberg in drugi (2014) niso dobili spremenjenih metilacijskih vzorcev na
DNK pri obolelih za BMR na promotorju gena BDNF. Tudi v tej raziskavi tipa BMR

obravnavanih udelezencev niso opredelili.
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7 ZAKLJUCEK

V uvodu smo dobili vpogled v epigenetiko kot vedo, ter v sosledje dogodkov, ki so do nje
pripeljali. Obenem smo se seznanili z epigenetskimi mehanizmi in pojavi, ki naj bi
regulirali razvoj nekaterih fizicnih in psihi¢nih lastnosti pri sesalcih. Na tej tocki sem
predstavila Se znacilnosti bipolarne motnje razpolozenja, katere pojavnost me je v tem
kontekstu tudi zanimala. Na zac¢etku sem izpostavila dve raziskovalni vprasanji, ki ju bom
v nadaljevanju poizkusila na podlagi prej napisanih izsledkov komentirati.

Prvo raziskovalno vprasanje se je glasilo: na razvoj bipolarne motnje razpolozenja vplivajo
epigenetski mehanizmi. V uvodu smo BMR opredelili kot stanje, katerega naj bi
povzrocalo ve¢ dejavnikov. Med njimi se je na zacetku v glavnem izpostavljalo gene in
okolje, med znanstveniki pa so potekale debate o delezih vplivnosti enega in drugega. Nato
je pricela na veljavnosti pridobivati epigenetika, ki je z zdruzitvijo enega in drugega odprla
povsem drugacne poglede na razvoj BMR. Definicija epigenetike nam pove, da gre za
spremembe, ki ne vkljucujejo sprememb na sekvenci DNK in se lahko prenasajo iz ene
generacije celic v drugo, kar bi lahko pomenilo epigenetski izvor bolezni. Spremenjeno
epigenetsko stanje pri BMR so Ze poizkuSali dokazati nekateri raziskovalci. 1z prej$njega
poglavja smo lahko razbrali, da je kar nekaj njih v svojem raziksovalnem delu (D'Addario
idr., 2012; Dell'Osso idr., 2014; Kaminsky idr., 2012; Sugawara idr., 2011; Kuratomi idr.,
2008; Yongsheng idr., 2014; Grigoroiu-Serbanescu idr., 1995) dokazalo obstoj sprememb
na metilacijskih vzorcih pri primerjavi zdravih ljudi in obolelimi za BMR. Seveda
obstajajo tudi raziskave, v katerih pricakovanih rezultatov, s katerimi bi lahko potrdili
povezavo med epigentskimi regulacijami in BMR, niso na$li. Tako eni kot drugi
raziskovalci so dobljene rezultate poizkusali obrazloziti tudi s pomanjkljivostmi podatkov
in nadaljnjih zahtevah po raziskovanju problema. Slednje navajajo kot (pre)majhne vzorce
ali pa dejstvo, da obravnavani udeleZenci niso bili enojajéni dvojcki (Broomberg,
Bersudsky, Levine in Agam, 2009). Genoma enojajénih dvojckov sta namre¢ identi¢na in
zaradi tega primerna za raziskovanje, saj lahko razlika v metilacijskih vzorcih predstavlja
vzrok za pojav katere izmed motenj. Vendar pa bi lahko taksni rezultati pomenili tudi, da
so spremembe v delovanju gena posledica same bolezni in ne vzrok zanjo (Kuratomi idr.,
2008). Zapleti so se pojavili tudi pri raziskavah, ki so vkljucevale genomsko vtisnjenje.
Gre namrec za zapleten pojav, ki ga je tezko raziskovati, saj poleg DNK metilacije zajema
tudi modifikacije histonov. Tako izsledki nekaterih raziskav (Grigoroiu-Serbanescu idr.,
1995; Kumar idr., 2011) niso podprti z dokazi na molekularni ravni. Poleg tega obstaja
moznost, da genomsko vtisnjenje spremlja tudi nekatere druge modele dedovanja in
posledi¢no spreminja njihove lastnosti, kar pomeni da ti pojavi vplivajo drug na drugega,
ter sinergi¢no sovplivajo na obravnavani fenotip (Grigoroiu-Serbanescu idr., 1995).
Carlberg in drugi (2014) so dobljene rezultate razlozili z dejstvom, da so se udeleZene

osebe pred raziskavo zdravile ali z antidepresivi ali s stabilizatorji razpoloZenja, kar bi
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lahko vplivalo na rezultate. Obenem so raziskovali samo en CpG otocek, kar je precej manj
glede na druge raziskave. Potrebno je Se omeniti, da so bile uporabljene metodologije v
raziskavah precej razli¢ne. Kljub temu, da bi to lahko pomenilo nekonsistentno pridobljene
rezultate je vidno, da obstajajo dokazi za spremenjene ravni DNK metilacije pri bipolarni
motnji razpolozenja (Teroganova, 2016). Vecina epigenetskih mehanizmov namre¢ ima
trajne ucinke na vedenje, vendar pa ni nujno, da so ti ireverzibilni in dedni (Pardo in
Alvarez, 2013). Torej lahko reéemo, da obstaja povezava med epigenetskimi
spremembami in bipolarno motnjo razpoloZenja, ne moremo pa z gotovostjo trditi, da te
vplivajo na sam razvoj motnje.

Drugo raziskovalno vprasanje se je glasilo: epigenetsko izrazanje genov vpliva na tip
bipolarne motnje. Po pregledu raziskav, ki so vkljucevale tudi razlike med posamezni tipi
BMR lahko vidimo, da sta bila najveckrat obravnavana dva: tip I in tip II. V dveh
raziskavah (D'Addario idr., 2012; Dell'Osso idr., 2014) so pri BMR II nasli drugac¢ne
metilacijske vzorce gena BDNF kot pri BMR I. Tudi Kuratomi in drugi (2008) so pri BMR
IT na genu PPIEL opazili metilacijske vzorce, ki so bili drugacni od tistih pri BMR L.
Raziskavi (Grigoroiu-Serbanescu idr., 1995; Kumar idr., 2011) genskega vtisnjenja sta
zajemali samo udelezence, obolele za BMR 1, ostale raziskave pa tipa motnje v svojem
delu niso omenjale oziroma obravnavale. Glede na rezultate prvih treh raziskav bi lahko
sklepali, da je razlicna metilacija promotorjev istega gena pri razli¢nih tipih BMR vplivala
na izrazanje gena in imela kaj opraviti s tipom BMR. Dosedaj vemo, da lahko epigenetski
mehanizmi kot je metilacija zavirajo ali pospeSujejo prepisovanje gena in posledicno
vplivajo na njegovo aktivnost in izraZanje fenotipa. Obstaja torej moZznost, da epigenetsko
izrazanje genov vpliva na tip BMR, saj so odkrili, da se pri nekaterih genih epigenetsko
izrazanje razlikuje med tipoma BMR. Vendar pa bi v podporo tej trditvi potrebovali Se vec
raziskav, ki bi med sabo primerjale metilacijska stanja razli¢nih tipov te duSevne motnje.

Tako prvega kot tudi drugega raziskovalnega vprasanja ne moremo z gotovostjo potrditi,
saj kljub temu, da raziskave na tem podrocju naras€ajo, njihovo Stevilo ni zadostno. To
velja Se posebej za raziskave o histonskih spremembah (Shinozaki, Hing in Potash, 2014).
Verjetno bo v prihodnosti Stevilo usmerjenih raziskav naraslo, saj se zdi, da je epigenetika
kot sinteza okolja in genov, ki je konec koncev tudi razbila njuno prej mo¢no usidrano
polarizacijo, trenutno eno primernejsih orodij za razlago pojava bolezenskih stanj, kot je
BMR. Razlaga nekaterih motenj razpolozenja s pomocjo epigenetskih modelov namrec
pomeni spremenjeno in poglobljeno razumevanje mehanizmov nastanka bolezni in
posledi¢no moznost k prispevanju razvoja v smeri prepreCevanja ali zdravljenja njenih
simptomov.
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