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SAZETAK

U zadnjih 15 godina doslo je do razvoja novog nacina analize utjecaja gena na
proizvodna svojstva svinja. Intenzivni uvjeti proizvodnje doveli su do iskoriStavanja
genetskog potencijala svinja u pogledu pobolj$anja njihovih proizvodnih i reproduk-
tivnih svojstava. Razvoj novih metoda analize genoma omogucuje ostvarenje po-
stavljenih ciljeva. Definiciju epigenetike postavio je Waddington 1940. godine. Poj-
mom ,epigenetika“ objasnjava se kontrola ,iznad“ gena, odnosno utjecaj okolisnih
¢imbenika na regulaciju genske ekspresije. Ona se temelji na izu¢avanju nasljednih
varijacija ekspresije gena koje se odvijaju bez promjene DNA sekvence. Imprinti-
rani geni nastaju kao posljedica epigenetskih modifikacija koje uklju¢uju metilaci-
ju DNA ili posttranslacijske modifikacije histona. Kemijski dodaci na molekuli DNA
koji mijenjaju molekulu DNA stvaraju epigenom. Promjene epigenoma mogu se
dogoditi zbog utjecaja okolisa ili mutacija. lako su prisutna oba alela nekog gena,
samo je jedan od njih izrazen, dok je drugi neaktivan. Do sada je identificirano 120
imprintiranih gena kod €ovjeka i misa, 10 kod ovaca, 7 kod goveda i 22 kod svinja.
Zastupljenost imprintiranih gena u genomu je teSko utvrditi zbog specifiCnosti tkiva i
stadija razvoja. Prvi otkriveni imprintirani gen je IGF2. To je gen izraZzen preko oca, a
njegov utjecaj kod svinja ogleda se u svojstvima miSi¢ne mase i odlaganja masnog
tkiva. Genetski imprinting ima utjecaj na proizvodna svojstva. Debljina ledne slani-
ne, tjelesna masa i rast svojstva su pod utjecajem imprintiranih gena. Imprintirani
geni najvedi utjecaj imaju na prenatalni i neonatalni rast. Razumijevanje aktivnosti
imprintiranih gena koje nosi svinja bit ¢e mogucée tek razvojem metoda njihove ana-
lize.
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uvoD

Epigenetika je svoj znaajniji razvoj doZivjela
tijekom zadnjih 10 do 15 godina. Definiciju epige-
netike postavio je Waddington 1940. godine, koji
je proucavao odnos embrionalnog razvoja i epige-
netike (Vrana, 2007.). Pojam epigenetika oznaCava
kontrolu ,iznad“ gena, odnosno utjecaj okoliSnih
¢imbenika na regulaciju genske ekspresije. Ona se
temelji na izu¢avanju nasljednih varijacija ekspresije
gena koje se odvijaju bez promjene DNA sekvence
(Vrana, 2007.; Gonzalez-Recio, 2012.). Epigenetske
modifikacije su reverzibilne promjene genoma koje

upravljaju ekspresijom gena. Na taj nacin moguce
je objasniti utjecaj okoliSa na ekspresiju gena bez
utjecaja na geneticki kod (Fowden i sur., 2011.).

Epigenetske modifikacije koje se mogu do-
goditi uklju€uju metilaciju DNA i posttranslacijske
modifikacije histona (Lester i sur., 2011.). Metilacija
citozina jedina je poznata modifikacija DNA u euka-
riota (Weber i Schubeler, 2007.). Imprinting je pro-
ces koji se dogada tijekom razvija zametnih stanica
u spermije, odnosno u jajne stanice (Reik i Walter,
2001.). Zastupljenost imprintiranih gena u genomu
je teSko utvrditi zbog specificnosti tkiva i stadija ra-
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Graf 1. Graficki prikaz odnosa brojnosti imprintiranih gena (Geneimprint, 2012.)

Graph 1. Graphical illustration of the relationship between the numbers of imprinted genes (Geneimprint, 2012)

zvoja. Ukoliko se analiza radi tijekom odredene faze
razvoja i u pogreSnom tkivu, moze se zakljuciti da
je gen imprintiran iako to nije njegov stvarni status
(Spencer, 2009.).

Razumijevanje epigenetskih procesa ima utje-
caj na razvoj i primjenu transgene tehnologije te
stvaranje transgenih svinja koje je moguce Koristiti
u proizvodniji. Najveci problem koji se javlja pri im-
plementaciji epigenetike u uzgoju zivotinja je prace-
nje informacija koje se mijenjaju u svakoj generaciji.
Mutacije i modifikacija genoma nisu jednoznacan
pojam zato Sto se modifikacija moze ponistiti u ne-
koj od sljedecih generacija, dok su mutacije trajnije
promjene. Promjene epigenoma mogu se dogoditi
zbog utjecaja okolisa ili mutacija. Zbog haploidnog
stanja imprintiranih gena, oni su podlozniji djelova-
nju mutacija koje mogu dovesti do pojave tumora,
poremecaja u razvoju i ponasanju (Jirtle i Weidman,
2007.; Fowden i sur., 2011.; Gonzéalez-Recio, 2012.).

Sangerova dideoksi metoda sekvenciranja DNA
pripada skupini metoda prve generacije dok nove
metode sekvenciranja pripadaju skupinama druge
i treCe generacije. Primjena ovih metoda u uzlazu
je od 2005. godine i danas su od velike vaznosti pri
analizi DNA. NGS ili next gene sequencing tehno-
logija ukljuCuje sekvenciranje kratkih fragmenata.
Sekvenciranje uklju€uje umnazanje DNA uzroka za-
tim sekvenciranje fragmenata i u konacnici spajanje
fragmenata racunalnim algoritmom. Duljina sekven-

ciranih fragmenata kre¢e se od 600 do 700 baznih
parova (Metzker M.L., 2010.).

IMPRINTIRANI GENI | EPIGENETSKE
MODIFIKACIJE

Prvi imprintirani geni otkriveni su 1991. godine
(Barlow i sur., 1991.; Bartolomei i sur., 1991.). Razvo-
jem metoda procjene brojnost imprintiranih gena se
povecavala. Tako je Barlow 1995. godine procijenio
novih 100-200 imprintiranih gena temeljem zastu-
pljenosti lokusa u genomu misa koji su pokazivali
ocinski utjecaj. Kod miSa je detektirano oko 80 im-
printiranih gena, dok je kod €ovjeka pronadeno njih
40. Ne zna se joS to¢an broj, no pretpostavlja se da
kod miSa postoji od 600 do 800 imprintiranih gena
(Schultz i sur., 2006.). Od ukupno 25 000 gena koji
se nalaze u zivotinjskom genomu njih 2000 je po-
trebno za funkcioniranje somatskih stanica (Houde-
bine i sur., 2008.).

Imprintirani geni su posljedica epigenetskih
modifikacija. Epigenetske modifikacije koje se do-
gadaju ukljuéuju post translacijske aktivnosti histo-
na i metilaciju DNA. Kemijski dodaci na molekuli
DNA stvaraju epigenom (Gonzalez-Recio, 2012.).
Genetski imprinting je epigenetska modifikacija
kojom se deaktivira jedan od alela naslijedenih od
majke ili od oca. lako su prisutna oba alela nekog
gena, samo je jedan od njih izrazen, dok je drugi
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neaktivan (Fowden i sur., 2011.). Ekspresija gena
se iz zadanog bialelnog stanja okre¢e prema mo-
noalelnom. Ekspresija gena je potisnuta, no to sta-
nje nije potpuno za sve gene koji su pod utjecajem
imprintinga. Literaturno se govori o ocinski ekspri-
miranim genima, no Morison i sur. (2005.) navode
da bi to¢niji izraz bio ,majcinski potisnuti“ geni. Ge-
netskim imprintingom povecava se evolucijski fitnes
gena (Bischoff i sur., 2009.). Moor i Haig (1991.)
predlozili su hipotezu roditeljskog konflikta kojom
se objasnjava mehanizam genetskog imprintinga.
Geni koji su izrazeni preko oca djeluju na posteljicu
kako bi poboljsali razvoj i fitnes potomaka na Stetu
majke, dok geni koji su izrazeni preko majke djeluju
ograniCavaju¢e na rast kako bi dugoro¢no ocuvali
resurse za reproduktivnu sposobnost.

lako su detektirani na autosomima, imprintirani
geni ne podlijezu Mendelovom nacinu nasljediva-
nja. Nalaze se u klasterima gdje su izrazeni majéin-
ski i oCevi geni. U imprintiranim domenama mogu
se pronaci regije u kojima se roditeljski aleli razli-
kuju u postotku metilacija. Izmedu roditeljskih gena
(izrazenih preko oca i majke) postoji antagonisticki
ucinak. Neki od imprintiranih gena ne kodiraju za
proteine (Vrana, 2007.).

Imprintirani geni prisutni su u fetalnom i placen-
tarnom tkivu te su nuzni za normalan placentarni
razvoj. Njihovo je djelovanje izrazeno u placenti i
mozgu te su u skladu s time uklju¢eni u razvoj ra-
sta i ponaSanja. Najveci utjecaj imaju na prenatalni i
neonatalni rast. Uloga imprintiranih gena ocituje se
u regulaciji fetalnog razvoja, funkciji placente i pos-
tnatalnog ponasSanja. Djelovanje imprintiranih gena
moze se odraziti na fetus tako da izaziva apoptozu i
utje€e na fetalni rast ograni¢avanjem protoka hraniji-

vih tvari kroz posteljicu (Moor i Haig, 1991.; Cheng i
sur., 2007.; Vrana, 2007.).

Otkrivanje novih imprintiranih gena vazno je
zbog njihove konzervacije i razumijevanja funkcije
(Cheng i sur., 2007.; Fawden i sur., 2011.). Potpuni
popis imprintiranih gena moze se pronaci u katalogu
imprintiranih gena i roditeljskih efekata (,, Catalogue
of imprinted genes and parent-of-origin effects®).

DJELOVANJE | EKSPRESIJA
IMPRINTIRANIH GENA

Razumijevanje aktivnosti imprintiranih gena
koje nosi svinja bit ¢e moguce tek razvojem meto-
da njihove analize (Bischoff i sur., 2009.). Nekoliko
provedenih istrazivanja ukazuje na postojanje im-
printiranih gena kod svinja. Do sada je identificirano
120 imprintiranih gena kod ¢ovjeka i miSa, 10 kod
ovaca, 7 kod goveda i 22 kod svinja (Cheng i sur.,
2007.).

Vaznost epigenetike u uzgoju Zivotinja ogleda
se u razja$njavanju nepoznanica nasljedivanja svoj-
stava i bolesti koje se mogu javiti (Gonzalez-Recio,
2012.). Primjena transgene tehnologije moze se vi-
djeti u podrucjima proizvodnje proteina, ekspresije
gena i stvaranja modela koji se koriste u istraZivaniji-
ma i prevenciji nastanka bolesti (Yin i sur., 2012.).

Genetski imprinting ima utjecaj na proizvodna
svojstva. Ekonomski vazna svojstva koja su pod
utjecajem imprintiranih gena su debljina ledne slani-
ne, tielesna masa i rast. Osim toga, oni su povezani
s ostalim svojstvima koja se odnose na koli¢inu mli-
jeka te njegovu kvalitetu.

Tablica 1. Prikaz brojnosti imprintiranih gena kod misa, ¢ovjeka i domacih zivotinja (Geneimprint, 2012.)

Table 1. Number of imprinted genes in mouse, human and domestic animals (Geneimprint, 2012)

Domaca Zivotinja Ocev alel Majcin alel Ukupno
Livestock Father’s allele Mother’s allele Total
Mis-Mouse 45 59 104
Covjek-Human 47 26 73
Svinja-Pig 14 6 20
Govedo-Cattle 12 7 19
Ovca-Sheep 6 7 13
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Dana$nja svinjogojska proizvodnja usmijerena
je prema poboljSanju reproduktivnih svojstava, kva-
litete mesa i rasta. Primjena genetskog imprintinga
i QTL-a X kromosoma mogu imati veliki utjecaj na
uzgoj i komercijalnu svinjogojsku proizvodnju koja
ukljuuje krizanje razli¢itih tipova svinja. De Koning
(2001.) navodi primjenu nekoliko imprintiranih gena
i jednog QTL-a X kromosoma pri krizanju svinja ra-
ma. Geni koji se nalaze na X kromosomu mogu se
inaktivirati epigenetskim procesima. QTL za debljinu
ledne slanine nalazi se na tom kromosomu. Osim
toga, na X kromosomu pronaden je lokus koji utje-
¢e na sadrzaj intramuskularne masti kod oba spola
(Herlizius i sur., 2000.).

Intenzivna proizvodnja i selekcija na proizvod-
na svojstva doveli su do iskoriStavanja genetskog
potencijala zivotinja. Posljedica toga su Zivotinje
osjetljivije na stres, uz vedi rizik od pojave bolesti te
negativan utjecaj na dobrobit Zivotinja (Gonzalez-
Recio, 2012.). Svinjogojska proizvodnja danas je
usmijerena na majcinske linije kada su u pitanju
reprodukcijska svojstva i maj€inski instinkt te oCe-
ve linije kada selekcija ide u smjeru proizvodnje i
svojstava kvalitete mesa. Izmedu nekih proizvodnih
svojstava i plodnosti postoji negativha korelacija i
stoga je njihov genetski potencijal smanjen zbog
majcinih alela koji se nasljeduju.

Jedan od najistrazivanijin imprintiranin gena
kod domacih Zivotinja je IGF2, tj. inzulinu sliCan
faktor rasta 2 gen. Od domacih Zivotinja njegov sta-
tus potvrden je kod ovaca, goveda i svinja. IGF2 je
prvi otkriveni imprintirani gen (Vrana, 2007.; Span-
cer, 2009.). Njegov utjecaj kod svinja ogleda se u
svojstvima misicne mase i odlaganja masnog tkiva
(Nezer i sur., 2002,; Van Laere i sur., 2003.). IGF2 je
izrazen preko oca. IstraZivanje koje su proveli Van
Laere i sur. (2003.) pokazalo je izravnu povezanost
varijacije u DNA sekvenci sa svojstvima rasta i svoj-
stvima polovica. Pronadena je i regulatorna regija
odgovorna za QTL koji utjeCe na misiénu masu i
odlaganje masnog tkiva. Istrazivanja koja su proveli
Vykoukalova i sur. (2006.), Oczkowicz i sur. (2009.),
Hou i sur. (2010.) te Stinckens i sur. (2010.) poka-
zala su povezanost s reproduktivnim svojstvima,
svojstvima polovica i veli¢inom tijela. Hirooka i sur.
(2001.) utvrdili su njegov utjecaj na crnu boju koze
kod svinja. Analiza sekvence IGF2 gena otkrila je vi-
soki stupanj homologije s DNA sekvencom ¢ovjeka

i miSa te organizaciju eksona, introna i regulatornih
elemenata (Petkov i sur., 2009.).

Utjecaj okolisnih ¢imbenika na ekspresiju im-
printiranih gena najviSe je istrazivan na klasteru
IGF2-H19. Promjene se najvise odnose na metilaci-
ju te gubitak imprintinga i bialelne ekspresije gena
(Fowden i sur., 2011.). IGF2 formira klaster s H79.
IGF2-H19 struktura poznata je i pod nazivom dife-
rencijalno metilirana domena. Visoko je konzervira-
na kod razli¢itih vrsta. U domeni je utvrdeno posto-
janje CCCTC vezujucih faktora (CTCF) (Petkov i sur.,
2009.). H19 je majcinski izrazen nekodiraju¢i RNA
gen koji je eksprimiran u fetalnom i embrionalnom
tkivu (Bartolomei, 1991.; Zhang i sur., 2004., Li i sur.,
2008.). Vezanje CTCF i odgovaraju¢ih sekvenci po-
tiCe transkripciju i dovodi do ekspresije H19. Tran-
skripcija IGF2 potaknuta je zbog metilacije CTCF te
sprieCavanja vezanja CTCF proteina. Konzervirana
struktura CTCF vezujuéih mjesta ima vaznu ulogu u
imprintingu IGF2 (Petkov i sur., 2009.).

PwI/PEG3 je ocinski izrazen, imprintirani gen
koji ima utjecaj na ponasanje, ali i na rast. On kodi-
ra veliki protein s 12 Zn-finger domena te pokazuje
ekspresiju u centralnom zivéanom sustavu i mioge-
nim stanicama (Vrana, 2007.). Cheng i sur. (2008.)
izolirali su i analizirali DLX5 gen koji ima utjecaj na
svojstva trupa svinje.

Cheng i sur. (2007.) proveli su istrazivanje kojim
su htjeli pokazati imprintirani status NNAT i DIRAS3
gena. NNAT kodira za proteolipid koji ima ulogu u
regulaciji ionskog kanala, osim toga ovaj gena ima
vaznu ulogu u regulaciji sekrecije inzulina (Dou i
Joseph, 1996.; Chu i Tsai, 2005.). DIRAS3 gen je
tumor supresivni gen koji je maj¢inski imprintiran.
Pokazali su prisutnost NNAT gena u razli¢itim vrsta-
ma tkiva i organa (hipofiza, plu¢a, maternica, jajnici,
srce, jetra, slezena, bubreg, zeludac, tanko crijevo
i masno tkivo). Analiza je pokazala da su oba gena
ocinski izrazena u svim analiziranim tkivima. Zhou
i sur. (2007.) analizirali su GATM i PEG10 gen, t{j.
njihov status imprintinga u placenti tijekom 75. do
90. dana gestacije. GATM gen kodira biosintezu kre-
atina, a uloga mu se o€ituje i za receptor estrogena.
PEG10 je visoko konzerviran gen koji je vazan pri
formiranju placente. Provedena analiza pokazala je
da je GATM gen bialel koji se nalazi u placenti tije-
kom 75. do 90. dana gestacije. PEG10 gen izrazen
je kao monoalel u placenti te je konzerviran izme-
du svinje, miSa i Covjeka. Xu i sur. (2007.) proveli
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Tablica 2. Popis imprintiranih gena detektiranih kod svinja (Geneimprint, 2012.)

Table 2. A list of imprinted genes detected in pigs (Geneimprint, 2012)

Gen / Gene Lokacija / Location Et:?;glergn;"i%
DLX5 AS Majcin
MAGEL2 1 Ocev
PLAGL1 1 Ocev
NECD 1 Ocev
PHLDA2 2AS Majcin
H19 2 Majcin
IGF2AS 2 Ocev
IGF2 2p AS Ocev
SLC38A4 5 AS Ocev
SLC38A4 5AS Ocev
DIRAS3 6 Bialel
PEG3 6q11-022 Ocev
DLK1 7 Ocev
DIO3 7AS Ocev
MEG3 7 AS Majcin
NAP1L5 8 Ocev
PON2 9 Majcin
SGCE 9AS Ocev
PEG10 9 Ocev
NNAT 17 Ocev
NESP55 179 Majcin
MEST 18 AS Ocev

su analizu MEST gena u placenti tijekom 70. do 90.
dana gestacije. MEST gen je odgovoran za fetalni
i placentarni rast te razvoj materinskog ponasanja
kod odraslih jedinki. Istrazivanjem je utvrden status
imprintinga u placenti svinja i u nekoliko izoliranih
tkiva fetusa. Tsai i sur. (2006.) navode da su DIRAS3,
MEST, NNAT, NDN, SGCE, SRNPN, PEG3, PLAGL1 i
PEG10 geni imprintirani u fibroblastima svinja.

ZAKLJUCAK
Epigenetika predstavlja novi nacin pristupa

istraZivanja odnosa gena i utjecaja okolisa. Modifika-
cije koje se dogadaju na razini DNA su posttransla-

cijska modifikacija histona i metilacija DNA, a time
se objaSnjavaju promjene fenotipa te izrazavanje
novih svojstava. Dosada provedenim istrazivanjima
otkrivena su 22 imprintirana gena u genomu svinja.
Istrazivanja su usmjerena na njihovo iskoriStavanje u
pogledu poboljSavanja proizvodnih i reproduktivnih
svojstava svinja koja su od ekonomskog znacaja.
Za vece iskoriStavanje domacih zivotinja u komerci-
jalnom smislu imprinting gena mogao bi imati zna-
Gaja. Moguénost primjene imprintinga u stoCarstvu
zahtijeva daljnja istraZivanja zato Sto do sada nije
dala odgovore za kona¢nu primjenu. Rezultati do-
biveni primjenom genetskog imprintinga za sada su
vazni samo u znanstvenim istrazivanjima.
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SUMMARY

Over the past 15 years of a new way in analyzing the impact of genes on pro-
duction traits in swine developed. Intensive production conditions have led to the
exploitation of the swine genetic potential in the improvement of their productive
and reproductive traits. The development of new methods for analysing the genome
provides the realization of planned goals. Definition of epigenetics was set by Wad-
dington in 1940. The term “epigenetics” explains control “over the genes” and the
influence of environmental factors on the regulation of gene expression. It is based
on the study of inherited variations in gene expression that occur without changes in
DNA sequence. Imprinted genes occur as a result of epigenetic modifications that
include DNA methylation and histone post-translational modifications. Chemical ad-
ditions on the DNA that alter DNA molecule create epigenom. Changes in epigenom
can occur because of environmental factors impact or mutations. Although both
allele of a gene are present, only one of them is expressed, while the other is inac-
tive. Until now, 120 imprinted genes have been identified in humans and mouse, 10
in sheep, 7 in cattle and 22 in pigs. The presence of imprinted genes in genome is
difficult to determine because of their presence in specific tissues and development
stages. First discovered imprinted gene was IGF2. This gene is expressed through
the father and his influence in swine is reflected on the properties of muscle and
adipose tissue. Genetic imprinting has great influence on production traits. Back fat
thickness, body weight and growth are characteristics affected by imprinted genes.
Imprinted genes have the greatest influence on the prenatal and neonatal growth.
Understanding the activities of imprinted genes will be possible only with the devel-
opment of methods of their analysis.
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