
Poljoprivreda 19:2013 (1) 76-80

ISSN 1330-7142
UDK = 636.082.21:636.4

EPIGENETSKE MODIFIKACIJE GENOMA SVINJE

Kristina Budimir, Gordana Kralik, V. Margeta

Stručni članak
Professional paper

SAŽETAK

Epigenetika predstavlja novi način analize genoma, odnosno ekspresije gena koja 
se događa bez promjena DNA sekvence. Promjene koje se odvijaju zovemo epige-
netskim modifikacijama, a uključuju posttranslacijske modifikacije histona i metila-
ciju DNA. Kemijske skupine koje se dodaju tijekom navedenih procesa na molekulu 
DNA dovode do njezine promjene te stvaraju epigenom. Posljedica toga je pojava 
imprintiranih gena u genomu. Genetski imprinting je epigenetska modifikacija 
tijekom koje se inaktivira jedan od naslijeđenih roditeljskih alela. Njegov se utjecaj 
očituje na proizvodnim i reproduktivnim svojstvima. Otkrivanje novih imprintiranih 
gena važno je zbog njihove konzervacije i razumijevanja njihove funkcije.

Ključne riječi: epigenetika, posttranslacijska modifikacija histona, metilacija DNA, 
imprintirani geni    

UVOD

Početak epigenetskih istraživanja seže u razdoblje 
1950. godine. André Lwoff, Jacques Monod i François 
Jacob provodili su istraživanja regulatornoga mehanizma 
mikroorganizama, tzv. model operona. U razdoblju od 
1960. do 1970. godine objavljeno je samo tri članka koja 
su se odnosila na pojam epigenetike, dok je u razdoblju 
od 1993. do 1995. godine objavljeno njih 130 (Morange, 
2002.).  Primjeri epigenetskih modifikacija koje se 
događaju tijekom razdoblja razvoja gameta i embrija su 
genetski imprinting, inaktivacija X kromosoma, inaktiva-
cija tkivno specifičnih promotora i promjena stabilnosti 
kromatina (Archer i sur., 2003.). Pojmom „epigenetika“ 
objašnjava se utjecaj okolišnih čimbenika na regulaciju 
genske ekspresije. Izučavaju se nasljedne varijacije 
ekspresije gena koje se odvijaju bez promjene DNA 
sekvence. Utjecaj okolišnih faktora na genotip može se 
vidjeti i do tri generacije unutar populacije. Najvažnije 
remodeliranje kromatina uključuje metilaciju DNA i 
acetilaciju histona (Yin i sur., 2012.). Govoreći o epi-
genetskim informacijama obično se govori o kemijskim 
modifikacijama citozina i hitonskih proteina. Regulirajući 
strukturu kromatina i dostupnost DNA, utjecaj tih modi-
fikacija očituje se preko razvojnih faza kroz koje životinja 
prolazi te pojave bolesti koje se mogu javiti tijekom 
života jedinke (Bernstein i sur., 2007.). 

Prvi imprintirani geni otkriveni su tijekom 1991. 
godine, a do danas je detektirano njih 22 u genomu 
svinje (Geneimprint, 2012.). Cilj je rada prikazati i obja-

sniti najvažnije epigenetske modifikacije molekule DNA 
te utjecaj imprintiranih gena u genomu svinje, koji se 
javljaju kao posljedica navedenih promjena.

EPIGENETSKE MODIFIKACIJE DNA I HISTONA

DNA metilacija i modifikacija histona promjene su 
DNA kojima se mogu detektirati eksprimirani i skriveni 
učinci alela. Primjerice, metilacijom histona 3 dolazi 
do inaktivacije gena, dok  je acetilirani oblik histona 
3 povezan s aktiviranim regijama kromatina (Vrana, 
2007.). Metilacija DNA jajnih stanica i spermija razlikuje 
se od onih u zametnim linijama. Ukoliko se epigenetske 
modifikacije dogode postnatalno, dovode do produ-
ženih učinaka na transkripciju gena (Jammes i sur., 
2011.). Archer i sur. (2003.) navode istraživanje koje 
govori o epigenetskim varijacijama kod kloniranih svinja. 
Transferom jezgara somatskih stanica te stvaranjem 
transgenih svinja može doći do unošenja epigenetskih 
obilježja koja će rezultirati razvojem abnormalnosti kod 
nove generacije životinja. 

Modifikacijama dolazi do nastanka različitoga 
genetskoga materijala nego što je to kod spermija ili 
jajne stanice. Uslijed transfera jezgre, stanica mora 
prepoznati novu jezgru kao funkcionalan genom te 
stvoriti specifične uvjete potrebne za diferencijaciju 
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i razvoj staničnih linija. Na obrasce metilacije kod 
kloniranih životinja utjecaj imaju epigenetsko stanje 
jezgre donora i procesi reprogramiranja. González-Recio 
(2012.) navodi istraživanje Jablonke i Raza (2009.), koji 
transgeneracijsku epigenetsku konzervaciju objašnja-
vaju gubitkom epigenetske memorije tijekom procesa 
mejoze. Konzervirana područja može se pronaći na samo 
nekoliko specifičnih lokusa u genomu. Utjecaj na fenotip 
očituje se zbog njihove manje transkripcijske aktivnosti 
(González-Recio, 2012.).

METILACIJA DNA

Najučestalija modifikacija je metilacija DNA, kojom 
se citozin konvertira u 5-metilcitozin (González-Recio, 
2012.). Taj proces uključuje prijenos metilne grupe od 
S-adenozin-L-metionina do citozina i adenina pomoću 
DNA metiltransferaze. Metilacijom DNA dodaje se 
metilna grupa na peti ugljikov autom citozina. Proces 
se događa na mjestima gdje se parovi gvanina i 
citozna nalaze u velikome broju. Takva područja nazi-
vamo CG otocima. CpG otoci najčešće su locirani na 
mjestima promotora. Razina metilacije i acetilacije u 
promotorskim regijama može poslužiti kao indikator 
genetske aktivnosti. Metilacija CpG otoka povezana je s 
genetskim imprintingom i deaktivacijom X kromosoma. 
Područje CpG otoka definirano je kao regija koja sadrži 
najmanje 200 baznih parova s 50% gvanina i citozina uz 
promatranu i očekivanu CpG frekvenciju od 0,6 (Bird, 
2002., Bernstein i sur., 2007., Jang i sur., 2011., Lester 
i sur., 2011., Yin i sur., 2012.). Taj se proces gotovo 
isključivo događa na CpG mjestima u genomu. Samo 
je mali postotak metilacije utvrđen na mjestima koja 
ne sadržavaju citozin i guanin. Metilacija ostalih baza 
zabilježena je samo u genomu biljaka (Bernstein i sur., 
2007.). Metilacija može na proces transkripcije djelovati 
izravno tako što će ometati vezanje transkripcijskih 
faktora i DNA, a može imati i neizravan utjecaj, kada će 
izazvati promjenu strukture kromatina i tako spriječiti 
daljnji tijek transkripcije (Pfeifer, 2000., Bernstein i sur., 
2007.). Proces je povezan s genetskom ekspresijom, 
genetskim imprintingom, inaktivacijom X kromosoma, 
razvojem tumora i bolesti te određivanjem kromosom-
ske strukture (Jang i sur., 2011.). Rasprostranjena je u 
intergenskim i ponavljajućim regijama. Regije u kojima 
je izražena metilacija ne pokazuju transkripcijsku aktiv-
nost. U svim ispitanim imprintiranim domenama detek-
tirane su male regije DNA, u kojima jedan od roditeljskih 
alela pokazuje veći postotak metilacije DNA u odnosu na 
drugi alel (Vrana, 2007.). 

Imprinti su u somatskim stanicama promijenjeni 
i održavaju se tijekom razvoja, dok one u spolnim sta-
nicama treba izbrisati i zatim vratiti. Brisanje imprinta 
odnosi se na brisanje već postojećeg obrasca metilacije 
DNA te utiskivanjem novoga, naslijeđenoga od roditelja. 
Iz navedenoga zaključujemo da je ekspresija zavisna o 
naslijeđu, a ne strukturi DNA. Nakon oplodnje, metili-
raju se parovi citozina i gvanina u stanicama, gdje će 
određeni geni biti eksprimirani (Pfeifer, 2000.). Neka 

istraživanja pokazuju da su metilacijski imprinti prisutni 
te funkcionalni i prije brisanja (Reik i Walter, 2001.). U 
slučaju izostanka nekih od navedenih koraka dolazi do 
izostanka imprintinga te razvoja poremećaja. Metilacija 
DNA utječe na inaktivaciju gena. Ti su procesi modi-
fikacije kromatinskih proteina dinamični i reverzibilni 
(Houdebine i sur., 2008.).

Metilacija DNA važna je zbog normalnoga stanič-
noga razvoja i održavanja stanica tijekom diferencijacije. 
Metilirani citozin može imati dvojako djelovanje na 
vezujuće proteine. Ono može spriječiti njihovo vezanje 
na DNA molekulu, kao što je to slučaj s vezanjem CTFC 
na lokusu H19, dok u drugome slučaju može potaknuti 
njihovo vezanje na DNA. Stupanj i brzina metilacije razli-
kuju se ovisno o razvojnome stadiju (Bernstein i sur., 
2007.). Posljedica metilacije je inhibiranje transkripcije 
sprječavanjem vezanja transkripcijskih faktora na DNA 
ili olakšavanje vezanja proteina koji inhibiraju transkrip-
ciju. Formiranje kompaktnoga kromatina tijekom tih 
procesa onemogućuje vezanje transkripcijskih faktora 
i sprječava ekspresiju gena (Lester i sur., 2011., Yin i 
sur., 2012.). Metilacija je u kontrolnim regijama sta-
bilna, no uočena je i varijabilnost toga procesa između 
različitih tipova stanica. Metilacija DNA kod prokariota 
uključuje procese popravka DNA te zaštite od strane 
DNA. Ona se može dogoditi na citozinu i adeninu, dok 
se kod eukariota odvija isključivo na citozinu (Weber i 
Schubeler, 2007.). Jedna od karakteristika metila je u 
tome što se razlikuje kod očevih i majčinih alela. Bird 
(2002.) navodi način na koji se metilacija DNA održava 
između različitih generacija stanica. Održavanje ovisi o 
semikonzervativnoj replikaciji DNA koja je prethodno 
metilirana. Enzimi koji kataliziraju metiliranje CpG otoka 
novoga lanca katalizirat će novu metilaciju na onim 
mjestima koja su u roditeljskim lancima bila metilirana. 
Tim načinom dolazi do prijenosa epigenetskih informa-
cija između različitih generacija stanica. Postoji nekoliko 
metoda kojima se može ispitati metilacija citozina na 
specifičnim lokusima. 

Bernstein i sur. (2007.) navode istraživanje Rakyana 
i sur. (2004.) koji koriste metodu disulfitnoga sekvenci-
ranja. Primjenom metode disulfitnoga sekvenciranja 
otkrivene su razlike metiliranja CpG otoka kod svih do 
sada identificiranih imprintiranih gena. DNA je tretirana 
natrijevim disulfitom kako bi se nemetilirani citozin pre-
veo u uracil. Provedenim sekvenciranjem nemetilirani 
citozin će se čitati kao timin, a metilirni citozin kao cito-
zin. Tom je metodom analizirano 40 000 CpG otoka na 
različitim kromosomima i tkivima. 

DNA METILTRANSFERAZA

DNA metiltransferaza enzim je prisutan u svim 
zametnim linijama kod oba spola (Vrana, 2007.). 
Otkriveno je četiri različite DNA metiltransferaze 
(DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b). DNMT1 sudje-
luje u replikaciji metiliranoga dijela DNA uzvojnice u 
novo sintetizirani lanac. DNMT3a i DNMT3b odgovorni 
su za de novo sintezu zato što mogu prepoznati neme-
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tilirana CpG mjesta. De novo metilacija DNA vidljiva je 
u ranoj razvojnoj fazi embrija, ali i u spolnim stanicama. 
Taj proces moguć je i u somatskim stanicama tijekom 
kasnije razvojne faze. Metilacija de novo vidljiva je u 
ranoj razvojnoj fazi embrija, što je sukladno i najvećoj 
aktivnosti metiltransferaza DNMT3a i DNMT3b. Također 
sudjeluju u metilacijskim procesima zajedno s DNMT1 
tijekom stanične proliferacije. Nedavno je pokazana 
uloga DNMT2 u procesu metilacije tRNA (Bird, 2002., 
Weber i Schubeler, 2007.). DNMT1 pokazuje dvije 
važne karakteristike, prva je njezina povezanost s repli-
kacijskim rašljama, a druga snažni afinitet prema hemi-
metiliranoj DNA. Navedene karakteristike tog enzima 
ukazuju na činjenicu da jednom metilirana DNA takva 
nastoji ostati i u sljedećim generacijama stanica. Time 
se održava stabilnost imprinta tijekom staničnoga dije-
ljenja i diferencijacije (Pfeifer, 2000.). Sve regije genoma 
nemaju jednaki afinitet prema različitim DNA metiltran-
sferazama. DNMT3B pokazuje afinitet metiliranja regija, 
koja pripadaju heterokromatinu (Bird, 2002.).

MODIFIKACIJE HISTONA

Nukleosomi su osnovne građevne jedinice kroma-
tina. Modifikacije histona dovode do promjene pakira-
nja kromatina. Struktura kromatina razmotava se, čime 
se olakšava početak transkripcije, dok se uklanjanjem 
dodanih grupa geni inhibiraju. Čine ga oktameri histona 
oko kojih je namotana dvolančana DNA. Jezgra 
histona podložna je djelovanju više od 100 različitih 
posttranslacijskih modifikacija (Bernstein i sur., 2007., 
Lester i sur., 2011.). Modifikacije histona nazivamo 
histonskim kodom. Modifikacijama histonskih repova 
nastaju različiti uzorci histonskih modifikacija kojima 
se osigurava stabilni regulatorni kod za transkripcijsku 
aktivnosti kromatina. Modifikacije su najučestalije na 
aminoterminalnim krajevima histona (Vrana, 2007., Yin i 
sur., 2012.). Metilacija lizina 4 histona 3(H3K4) i lizina 36 
histona 3 povezan je s transkribiranim kromatinom, dok 
je metilacija lizina 9 histona 3 (H3K9), lizina 27 histona 3 
(H3K27) i lizina 20 histona 4 (H4K20) povezana s inhibi-
ranjem transkripcije. Metilacija citozina jedina je poznata 
kovalentna modifikacija DNA kod sisavaca. Modifikacije 
histonskih proteina i citozina daju nasljedne informacije 
koje nisu kodirane u genetskim sekvencama (Bernstein 
i sur., 2007.). Ukoliko se dogodi deacetilacija histona H3 
i H4, uslijedit će kondenzacija kromatina zbog nastanka 
interakcija slobodnih lizinskih ogranaka. Posljedica je toga 
procesa sprječavanje ekspresije gena (Yin i sur., 2012.).

MEHANIZAM GENETSKOG IMPRINTINGA 

Mehanizam genetskog imprintinga i ekspresija 
jednog od roditeljskih alela uključuje nekoliko koraka 
(Pfeifer, 2000.). Prvi od njih je markiranje roditelj-
skih kromosoma, koji obuhvaća dva procesa, metila-
ciju DNA i posttranslacijsku modifikaciju histona. Ti 
se procesi događaju tijekom procesa gametogeneze. 
Posttranslacijska modifikacija histona uključuje metila-

ciju, acetilaciju, deacetilaciju i fosforilaciju. Histonska 
transacetilaza katalizira proces acetilacije lizinskih osta-
tana na N terminalnome dijelu histona. Posljedica je 
navedenoga procesa otvorena struktura kromatina i 
lakša transkripcija gena. Metilotransferaza katalizira 
proces metilacije. Proces se događa na lizinskim i argi-
ninskim ostacima. Procesom fosforilacije povećava se 
transkripcijska aktivnost, a taj oblik modifikacije histona 
moguć je samo na ograncima serina. Drugi je čimbenik 
uspješnoga genetskoga imprintinga stabilnost i održi-
vost promjena genetskoga materijala nakon oplodnje. 
Treći faktor uključuje prepoznavanje roditeljske oznake, 
što rezultira monoalelnom ekspresijom gena. Imprinte 
koji su prisutni u zametnim linijama te su se održali 
nakon diferencijacije nužno je moći pročitati. To je 
složeni mehanizam koji uključuje promjenu metilacije ili 
kromatinskih imprinta diferencijalne genske ekspresije. 
Obično su imprintirani geni grupirani u klastere, koji 
uključuju interakcije između susjednih gena i njihovih 
kontrolnih sekvenci. 80% detektiranih imprintiranih gena 
nalazi se u klasterima (Jammes i sur., 2011.). 

Postoji nekoliko nedostataka genetskog imprin-
tinga. On je moguć u samo nekim tkivima i tijekom 
određene faze razvoja. Osim toga, genetski imprinting ne 
mora biti potpun (Vrana, 2007.). Mehanizam genetskog 
imprintinga objašnjen je hipotezom roditeljskoga kon-
flikta. Navedena hipoteza objašnjava način djelovanja 
alela naslijeđenih od oca i majke. Očevi aleli djeluju na 
posteljicu kako bi poboljšali razvoj i fitnes potomaka na 
štetu majke, dok geni koji su izraženi preko majke djeluju 
ograničavajuće na rast, kako bi dugoročno očuvali resur-
se za reproduktivnu sposobnost.  

IMPRINTIRANI GENI I NJIHOVA POJAVA U 
GENOMU SVINJE

Imprintirani geni funkcionalno su haploidi (Fowden 
i sur., 2011.). Nisu podložni Mendelovome načinu 
nasljeđivanja te dolaze u klasterima u kojima su izraženi 
aleli naslijeđeni od oca i majke. Da bi jedan od roditelj-
skih alela bio eksprimiran, nužno je odvijanje tri koraka. 
Prvi je markiranje, odnosno imprintiranje roditeljskih 
kromosoma. Ono se odvija za vrijeme gametogeneze ili 
prije nastanka jezgre, dok su roditeljski kromosomi još 
odvojeni. Drugi korak odnosi se na održivost imprinta 
koji se pojavio. Treći je korak prepoznavanje imprinta, 
što rezultira monoalelnom ekspresijom. Zadnji korak koji 
je specifičan za zametne stanice je brisanje i ponovno 
stavljanje imprinta. U slučaju izostanka jednog od koraka 
javljaju se poremećaji ili bolesti (Pfeifer, 2000.). 

Osnovu određivanja broja imprintiranih gena pred-
stavlja transkripcijska jedinica. Ona predstavlja grupu 
transkripata iste jezgre gena, koja ne mora nužno odgo-
varati i regijama odgovornima za kodiranje proteina. 
Morison i sur. (2005.) navode nedostatak određivanja 
brojnosti tim načinom. Nedostatak je to što jedna tran-
skripcijska jedinica može uključivati više funkcionalno 
različitih komponenti.
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GNAS kompleks predstavlja jezgru genetskih infor-
macija iz kojih se transkribiraju tri imprintirana proteina 
različitih funkcija. Najveći broj tih jedinica otkriveno je 
u genomu čovjeka i miša. Kod sisavaca je utvrđeno 83 
transkripcijske jedinice, kod čovjeka 41, dok je kod miša 
pronađeno njih 71. Imprintirane jedinice detektirane su u 
27 kromosomskih regija, od kojih je njih 13 u obliku kla-
stera. Čimbenici koji utječu na uvjete prije implantacije 
imaju važnu ulogu u određivanju obrazaca ekspresije 
imprintiranih gena u placenti. To se odnosi na kulturu 
embrija i njihov transfer, superovulaciju, in vitro oplod-
nju i kloniranje uz korištenje somatskih i embrionalnih 
zametnih stanica. Postoji povezanost između čimbenika 
koji određuju uvjete pri ranome embrionalnome razvoju 
i dostupnost nutrijenata i faktora rasta (Fowden i sur., 
2011.). Bischoff i sur. (2009.) navode dva pristupa 
analizi imprintiranih gena, a to su ekspresija i fenotipsko 
profiliranje partenogenih fetusa te analiza imprintinga 
pirosekvenciranjem. Procesom alternativnog izrezivanja 
nastaju različiti funkcionalni proteini, čije sekvence 
mogu biti definirane s više od jednoga gena, što stvara 
problem pri detektiranju imprintiranih gena (Spencer, 
2009.). 

Epigenetski kontrolni mehanizmi i asinkrona DNA 
replikacija povezuju se s imprintiranim genima te mogu 
imati utjecaj na velike regije genoma. Asinkrona replika-
cije DNA može se pronaći u svim slučajevima monoalel-
ne ekspresije gena (Gimelbrant i Chess, 2006.). Pitanja 
na koja treba dati odgovor su koliki je udio metilirane 
DNA u ukupnoj fenotipskoj varijanci te koliko će dugo 
metilirana DNA imati utjecaj na sljedeće generacije 
(González-Recio, 2012.). Aktivnost gena ovisi o prisut-
nosti tzv. indukatora. Proces transkripcije te komuni-
kacija gena i induktora ovisi o konformaciji kromatina. 
Metilacijom i acetilacijom kromatin poprima različite 
konformacije, koje mogu biti otvorene ili zatvorene 
(Houdebine i sur., 2008.). Fowden i sur. (2011.) navode 
da u slučaju smanjenja količine nutrijenata majke dolazi 
do promjene ekspresije imprintiranih gena. Imprintirani 
geni imaju utjecaj na proizvodna i reproduktivna svoj-
stva svinja. To se odnosi na debljinu leđne slanine, rast 
i tjelesnu težinu.  

ZAKLJUČAK

Rad prikazuje najvažnije epigenetske modifikacije 
genoma koje utječu na genotip svinja. Od važnijih epige-
netskih modifikacija su genetski imprinting, inaktivacija 
X kromosoma i tkivno specifičnih promotora te promje-
na stabilnosti kromatina. Modifikacije koje dovode do 
nastanka epigenoma su metilacija DNA i posttransla-
cijska modifikacija histona. Detekcija imprintiranih gena 
pomoću različitih metoda analize koje tek treba razviti 
omogućit će njihovo bolje iskorištavanje i poboljšanje 
poželjnih svojstava svinja.
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EPIGENETIC MODIFICATIONS OF SWINE GENOME

SUMMARY

Epigenetics is represents a new way of genome analysis, respectively gene expression that occurs without 
DNA sequence change. Changes that occur are epigenetic modifications and they include post-translational 
histone modification and DNA methylation. Chemical groups that are added on DNA molecule cause changes 
in DNA and create epigenome. The consequence of that is appearance of imprinted genes in genome. Genetic 
imprinting is epigenetic modification in which one of inherited alleles inactivates. Its influence can be 
seen on productive and reproductive traits. Discovering new imprinted genes is important because of their 
conservation and understanding their function.
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