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Vpliv epigenetskih modifikacij na razvoj
in funkcijo moske gamete

Effects of Epigenetic Modifications on Male Gamete Development
and Function
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Epigenetske modifikacije DNA so del genomske regulacije. So oznake, ki spremenijo vzorec
izraZanja genov in tako na nivoju celotnega genoma vzpostavijo celi¢no-specifi¢ni profil izra-
Zanja genov. Klju¢ne so med razvojem, ko sprva poskrbijo za pluripotenost predimplantacijskega
zarodka, kasneje pa za celi¢no diferenciacijo. Ker so te oznake dinamicne, lahko omogocijo
razvoj spolnih celic. V tem ¢lanku opisujemo metilacijo DNA, histonske modifikacije in inter-
ferenco z RNA in njihovo morebitno vlogo med razvojem moskih gamet. Predstavljamo tudi
nekatere nove dokaze, kako nepravilnosti v epigenetskih oznakah vplivajo na funkcijo moske
gamete — spermija.

ABSTRACT
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Epigenetic DNA modifications participate in genome regulation. These marks modulate the
gene expression pattern and, on the whole genome scale, provide a cell-specific expression
profile. They are pivotal to development, as they first enable preimplantation embryo pluripo-
tency and, later on, cell differentiation. Because these marks are dynamic, they allow for the
development of germ cell. In this review, DNA methylation, histone modifications and RNA
interference are presented and their possible role in male germ cell development is discussed.
Some early evidence linking erroneous epigenetic marks to male gamete (spermatozoon) dys-
function is also presented.
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Z desifriranjem ¢loveskega genoma se odpira
kopica vprasanj o regulaciji ekspresije genov.
Izkazalo se je, da genomska regulacija poteka
tudi s pomocjo oznak v nivoju nad genomom,
s t. 1. epigenetskimi oznakami. »Epigenome«je
kriti¢na komponenta genomske regulacije, saj
omogoca prostorsko in ¢asovno selektivno
izrazanje genov (1).

Epigenetika preucuje nacine za spremem-
bo fenotipa, ki ne nastanejo zaradi mutacije
zapisa DNA, ampak sprememb v nivoju nad
njim - v strukturi kromatina (2). Epige-
netske modifikacije so pravzaprav skupina
mehanizmov znotraj zapletenega nadzorne-
ga sistema za rast in diferenciacijo celic (3).
Botrujejo temu, da se Zenski in moski alel iste-
ga gena izraZata razlino in so osnova za nasta-
janje razlik med razvojem tkiv in organov.
Delujejo kot kompleksne $ablone za branje
genoma, saj Sirijo informacijski potencial osnov-
nega zapisa DNA in zato omogocajo diferen-
cialno izraZanje genov med razlicnimi vrstami
celic. Njihov vzorec se lahko deduje, unikatno
obliko pa dobi med razvojem spolnih celic.

Ponavadi med epigenetske oznake Steje-
mo kovalentne spremembe DNA in histonov,
v zadnjem casu pa tudi regulatorna kratka
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zaporedja RNA - t.1. kratko nekodirajoco RNA
(angl. snRNA - short non-coding RNA) (1).
Laboratorijske metode, ki so omogocile studije
epigenetskih mehanizmov genomske regula-
cije, so pregledno predstavili drugje (4, 5).
Neplodnost prizadene 10 do 15 % mladih
parov. Moska neplodnost je enako pogosta kot
Zenska. Nastane zaradi motenj delovanja
reproduktivnega trakta ali motenj nastajanja
in dozorevanja spolnih celic. Veliko vzrokov
za mosko neplodnost ostane nepojasnjenih,
zato bi epigenetske raziskave lahko dodatno
razloZile nekatere izmed nerazjasnjenih pri-
merov, napovedale potek bolezni in ponudile
nove moznosti za njihovo zdravljenje. Ne pre-
seneca torej intenzivnost epigenetskih raziskav,
zlasti na podro¢ju molekularne reprodukcije.

VRSTE EPIGENETSKIH OZNAK
Metilacija DNA

Metilacija DNA je ena najbolj raziskanih oznak
za uravnavo izraZanja genov (slika 1). Omo-
gocajo jo encimi iz druZine metiltransferaz
DNA, ki metilirajo citozin (1). Metiliran cito-
zin ve¢inoma najdemo tik ob gvaninu v dinu-
kleotidnem zaporedju citozin-gvanin (CpG)
in le manjsi del izven CpG - kar oznac¢ujemo
kot CpN. Pari CpG se pogosto pojavljajo
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Slika 1. Epigenetske oznake. RNAi — interferenca z RNA.
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v skupinah, t.i. »otockih CpG« (angl. CpG
islands). Otocki CpG so izredno pomembni
v uravnavanju izraZanja genov, vec¢inoma se
nahajajo blizu promotorjev konstitutivnih
(stalno aktivnih) genov in so se med evolu-
cijo izredno malo spreminjali.

Poznamo ve¢ metiltransferaz DNA (Dnmt).
Med seboj se razlikujejo glede na funkcijo, saj
je npr. Dnmt3a sposobna (hemi)metilirati
poprej neoznacene odseke DNA, medtem
ko Dnmt1 metilira izklju¢no Ze prej hemime-
tilirane odseke DNA (tabela 1) (6). Za metil-
no oznako na CpG je namrec znacilno, da se
lahko deduje. Pri podvajanju se oznaka ohra-
ni na eni strani héerinske vijatnice DNA,
hemimetilirano DNA pa prepozna Dnmt1 in
metilira tudi njen komplementarni del. Meni-
jo, da metilacija DNA lahko predstavlja nov
mehanizem nemendelevskega dedovanja (7).

Metilacijo DNA klasi¢no razumemo v po-
vezavi z represijo prepisovanja v ciljnem od-
seku DNA (7). Metilacija otocka CpG prepreci
vezavo regulatorskih beljakovin (npr. insula-
torjev) in tako onemogodi izraZanje gena. Poleg
zagotavljanja utiSanja monoalelne ekspresi-
je ima metilacija vlogo tudi v uti$anju ve¢jih
delov genoma, $e zlasti transpozonskih zapo-
redij, in s tem omogoca stabilnost genoma (8).
Domnevajo, da naj bi bilo pri ¢loveku kar 60%
promotorskih mest blizu otocka CpG, pa tudi
sicer stopnja izrazanja gena veCinoma ustre-
za metilacijskem statusu prileznih odsekov
DNA (3). Kriteriji za dolocitev otoc¢ka CpG se
med raziskavami razlikujejo, zato raje govo-
rimo o odsekih z visoko oz. nizko vsebnostjo
dinukleotidov CpG (angl. HCP - high CpG con-
tent oz. LCP - low CpG content). Odseki HCP
so pogosto hipometilirani in nosijo zapise za
Lkonstitutivne, evolucijsko gledano izredno kon-
zervativne gene. V odsekih LCP pa prevladuje
hipermetilacija, povezana s tkivno-specifi¢ni-

Tabela 1. Kfjuce metiliransferaze DNA in njihove vloge v mefilaciji
DNA.

Beljakovina Naloga

Dnmtl Vzdrzevalna metilacija
Dnmt3a Metilacija de novo
Dnmt3L Regulator Dnmi3a

mi geni. Ze dolgo vemo, da so Dnmt pomemb-
ni tudi za embrionalni razvoj, saj npr. delecija
gena Dnmt1 povzrodi smrt zarodka (9). V zad-
njih letih pa nova spoznanja kaZejo, da ima
metilacija DNA osrednje mesto v diferencia-
ciji celi¢nih linij in reprodukciji (10).

Glede na razli¢no povprecno metiliranost
posameznega otocka CpG med primerjanimi
tkivi so vpeljali izraz diferencialno metilira-
na domena (DMD). Opazovana DMD je lahko
v nekaterih tkivih hipo-, v drugih pa hiperme-
tilirana in pogosto kaZe na specialno funkcijo
nekega tkiva. Nedavno so sicer odkrili, da je
metilacija DNA na promotorju ciklicna, in da
imajo metiltransferaze Dnmt pri tem dvojno
vlogo: metilacijsko in deaminacijsko (torej
lahko tudi odstranijo metilno oznako) (11).
Morda dvojna vloga metiltransferaz pojasnju-
je, zakaj $e niso odkrili beljakovine za aktivno
demetilacijo.

Modifikacije histonov

Obstaja vec kot sto posttranslacijskih kovalent-
nih modifikacij histonskih repov - N. Modi-
fikacije omogocajo kompleksi za remodelacijo
kromatina (ang. chromatin remodeling comple-
xes), najbolj znani pa so proteini skupine Trit-
horax in Polycomb (12). Po pomenu izstopata
acetilacija (ac) in metilacija (me) lizina na histo-
nih. Histonske modifikacije razli¢no sovpadajo

Tabela 2. Pogostejse histonske oznake in njihov pomen. Ac — acefijacija, me — metilacia.

Histonska oznaka Povezava

Lokacije, kier se pojavljajo

H3K4ac aktivno prepisovanje
H3K4me akfivno prepisovanje
H3K27me represija transkripcije
H3K9me Inaktivacija
H3K20me Inaktivacija
H3K36me Elongacija

Globalno

Promotorji

Promotorii

vtisnjeni geni, heterokromatin
LINE, heterokromatin

THII
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Slika 2. Modifikaciie histonov in njihova povezava s transkripcijsko aktivnostjo. +— aktivio prepisovanje gena, —— represija prepiso-

vanja gena, H — histon, K — lizin, me — metilacija, ac — acetilacija.

s prepisovanjem prileznih genov (slika 2,
tabela 2).

Metilacija lizina je razlicno povezana
s transkripcijsko aktivnostjo. Nad promotor-
ji se pojavlja oznaka histona 3 na lizinu na
mestu 4 (H3K4me), nad elongacijskimi zapo-
redji pa H3K36me. Ne preseneca torej, da
oznako H3K4me pogosto najdemo blizu otoc-
kov CpG. Menijo, da ti dve oznaki skupaj omo-
gocdata prepoznavanje $e neznanih promo-
torskih mest (13). Sledi, da bi v genomu ta hip
$e neodkrite (kandidatne) gene lahko prepoz-
navali kar iz histonskih oznak nad njimi.

H3K27me je represivna oznaka, ki jo
posreduje pomembna skupina beljakovin
Polycomb. Ravno tako sta pomembni repre-
sivni oznaki H3K9me in H3K20me, ki se
pojavljata nad heterokromatinskimi predeli.
Obcasno se lahko nad DNA skupaj pojavita
antagonisti¢ni oznaki, npr. H3K4me in
H3K27me. Vecina tak$nih bivalentnih oznak
kasneje prevzame aktivno oznako H3K4me.
Bivalentna oznaka zato oznacuje sekvence, ki
¢akajo na zacetek transkripcije (14).

Acetilacija histonov omogoca bolj$i dostop
do kromatina in zato vecje izraZanje genov.
Zaradi acetilacije lizina se nevtralizira histon-
ski naboj in se DNA lahko sprosti iz nukleo-
soma. Acetilni ostanek prepoznajo beljako-
vine, ki imajo poseben odsek, sposoben pre-
poznave, t.i. bromodomeno (angl. bromodo-

main). Beljakovine z bromodomeno imajo
sposobnost remodelacije kromatina in njegove
aktivacije.

Menijo, da so ravno histonske oznake tiste,
ki vzdrzujejo epigenetski spomin, ko tran-
skripcija ne poteka — in to ob odsotnosti
metilacije. Nedavno so se dogovorili za enot-
no poimenovanje beljakovinskih kompleksov
za remodelacijo kromatina (16).

Interferenca z RNA

Analize globalne transkripcije RNA so odkri-
le Stevilne nekodirajo¢e RNA (angl. ncRNA -
non-coding RNA). Slednje se ne prevajajo
v beljakovine, udeleZene pa so v regulaciji eks-
presije genov bodisi na nivoju transkripcije
bodisi na posttranskripcijskem nivoju (17).
V prvem primeru se v regulacijo vpletajo prek
organiziranja kromatina (obdajanje tar¢nega
zaporedja), v drugem pa vplivajo na stabilnost
mRNA in s tem pogojujejo sintezo protei-
nov (18). Mehanizem regulacije z ncRNA ime-
nujemo interferenca z RNA (angl. RNAi -
RNA interference) in potrebuje udelezbo pro-
teinov druZine argonavtov (angl. Argonau-
te) (19).

Med spermatogenezo je pomembna sku-
pina kratkih zaporedij RNA, ki se povezujejo
z MIWI, beljakovinami argonavtske poddru-
zine PIWI. Poimenovali so jih piRNA (angl.
PIWTI-related inhibitory RNA) (20). MIWI se
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nahaja v spermatocitah in spermatidah ter je
klju¢na za zacetek spermiogeneze, piRNA pa
se nahaja v spermatidah in je pomebna za
kontrolo translacije (21). Menijo, da je RNA
udeleZena pri t.i. »paramutacijah, kjer gre za
prenos fenotipske lastnosti brez spremembe
DNA, tudi pri sesalcih. Dedovanje s spermal-
no RNA so dokazali nedavno (22).

Genomsko vtisnjenje

Genomsko vtisnjenje (angl. imprinting) je
poseben vzorec ekspresije doloc¢enih genov,
pri katerem poteka ekspresija izklju¢no
monoalelno, pri ¢emer je klju¢no, ali izvira
alel od matere ali od oceta. Geni za vtisnje-
nje vsebujejo v t.i. odseku za nadzor vtisnje-
nja (angl. ICR —imprinting control region) vecje
Stevilo dinukleotidov CpG, le-ti pa so na
enem alelu metilirani. Tak$na metilirana
ICR (tudi ustreza definiciji DMD) se nato
vpleta v ekspresijo prileZnih genov tako, da
fizi¢no ovira vezavo posebnih regulatornih
beljakovin - insulatorjev, ki sicer preprecu-
jejo ekspresijo gena. V mehanizmu vtisnjenja
torej metiliran odsek ICR z oviranjem names-
Canja insulatorjev omogodi ekspresijo prilez-
nega gena.

Vecina vtisnjenih genov je materinega
porekla (6). Genomsko vtisnjenje (angl. imprin-
ting) se kot mehanizem za ekskluzivno monoa-
lelno ekspresijo pojavlja le pri sesalcih, njen
evolucijski pomen pa je verjetno v preprece-
vanju partenogeneze (t.j. razvoju oocita, kjer
sta oba haploidna genoma prispela od istega
spola, in izvira genom bodisi od dveh ocetov
bodisi dveh mater). Vtisnjenje je potemtakem
mehanizem za epigenetsko preverjanje raz-
nospolnega porekla dolocenih alelov in s tem
potrditev raznospolnosti genoma (23).

Domnevajo, da je bilo genomsko vtisnje-
nje pomembno tudi med evolucijo vrst. Vtis-
njeni geni so pogosto povezani z rastjo plodu
oz. razvojem placente. Vloga ocetovsko vtis-
njenih genov (angl. paternal imprinted genes)
naj bi bila v ¢im vedji rasti plodu, vloga mate-
rinsko vtisnjenih genov (angl. maternal imprin-
ted genes) pa v zadostnem Crpanju virov iz
okolja (kar se odraza v kakovosti placente).
Napake v vtisnjenju océetovsko vtisnjenih
genov zato vodijo v mikrosomijo (¢rpanje virov
oz. rast je nezadostna), napake pri materin-
sko vtisnjenih genih pa v makrosomijo plodu

(¢rpanje je prekomerno). Monoalelna ekspre-
sija zato predstavlja ravnoteZje med teZnjo po
¢im vec in ¢im vedjih potomcih, ki naj bi jo
genetsko posredoval samec, in razpoloZljivimi
naravnimi viri, ki jih bo zagotavljala samica.

Moska in Zenska zrela spolna celica se raz-
likujeta v statusu metilacije nad vtisnjenim
alelom. Med razvojem spolnih celic mora
obvezno priti do izbrisa oznak nad vtisnjeni-
mi geni, da bi se glede na spol organizma
lahko vzpostavil nov zarodku lasten, bodisi
moski bodisi Zenski, spolno-specifi¢ni epige-
netski vzorec.

PREUREJANJE EPIGENETSKIH
OZNAK MED RAZVOJEM
ORGANIZMA

Demetilacija v zigoti in metilacija
v veéceliénem zarodku

Metilacijska oznaka je dinamic¢na, saj se njen
profil med razvojem organizma spreminja
(slika 3). Epigenetsko preurejanje namrec
zagotavlja prehod dednine iz dveh visoko
specializiranih celic v novo totipotentno celi-
co (24). V zadnjih letih so precej pozornosti
namenili epigenetskim vidikom zgodnjega
embrionalnega razvoja, saj verjetno pred-
stavljajo kontrolni nivo pluripotentnosti.

V trenutku oploditve se ofetov in mate-
rin genom epigenetsko razlikujeta. Materin
genom je namrec zaustavljen v metafazi II,
potemtakem $e vedno diploiden in vsebuje
histone, oCetov genom pa je haploiden in gosto
pakiran s protamini, ne histoni. Po oploditvi
se ocetovi protamini zamenjajo za materine
histone, jajéna celica pa dokonca mejozo.
Kljub temu se ohranja epigenetska asimetri-
ja, saj so ocetovi histoni bolj acetilirani in manj
metilirani kot homologni materini histo-
ni (24).

Tik za tem pride do obseZnega preureja-
nja epigenetskih oznak (slika 1). Potece hitra
demetilacija ocetove DNA, ki se zakljudi Se
pred zacetkom prve replikacije. Proces naj bi
bil aktiven, ¢eprav ni jasno povsem, kako
poteka. Verjetno so pri demetilaciji udeleZeni
mehanizmi za popravo DNA (angl. mismatch
repair). Ocetov pronukleus je pred zacetkom
prve replikacije praviloma hipometiliran gle-
de na materinega.
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Slika 3. Metilacijia DNA med razvojem spreminja svoj profil. Debelina cite oznacuje nivo mefilacije, naklon pa njeno dinamiko. PGC —
primordialne zarodne celice (spolne). Moska spolna celica je v primerjavi z Zensko precej bolj hipometilirana.

Hitra demetilacija ni popolna, saj ne obse-
ga nekaterih »strukturnih« regij, kot so hete-
rokromatin, pericentromerni odseki in retro-
transpozoni IAP, e zlasti pa ne ocetovskih
vtisnjenih genov. To ohranjanje specifi¢ne
metilacije verjetno prispeva k stabilnosti kro-
mosomske zgradbe, utiSanju retrotranspozo-
nov in pravilnem vtisnjenju. Transpozoni se
morajo utidati, da se ne bi prosto premikali
po genomu in iztirili ekspresije genov. Zato
so te sekvence pogosto hipermetilirane in obe-
nem oznacene z represivnimi histonskimi
oznakami, kot je H3K9me. Varovanje pred
hitro demetilacijo naj bi zagotavljal protein
stella (25).

Po valu hitre demetilacije oetovega geno-
ma se obenem z delitvijo zigote zacne pocasna
splosna demetilacija. Verjetno zaradi izklju-

¢itve Dnmt1 iz nukleusa vzdrZevalna meti-
lacija med delitvijo celic ni ve¢ zadostna za
ohranjanje poprej$njega profila. Posledi¢no
imajo embrionalne celice niZjo stopnjo meti-
liranosti in hkrati posedujejo pluripotentne
lastnosti. Namen dveh valov demetilacije je
zagotoviti izenacen epigenetski profil obeh
genomov, obenem pa tudi izniciti represivni
ucinek metilacije na nekatere klju¢ne belja-
kovine pluripotentnosti. Mesti Nanog in Oct4
(za beljakovini »pluripotentosti«) sta npr.
v spermiju $e metilirani in se morata po oplo-
ditvi obvezno demetilirati (26). Dva valova
demetilacije zato pomenita kljucni regulacijski
dogodek za vzpostavitev pluripotenosti zigo-
te (25). Zato je to zelo ob&utljivo obdobje, ko
je v postopku zunajtelesne oploditve zelo
pomembno, v kak$nem gojiscu in ob kaks$nih
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biofizikalnih pogojih gojimo humani zarodek,
da morebiti ne pride do epigenetskih nepra-
vilnosti.

Kasneje z nadaljnjo delitvijo v celicah
zarodka napreduje diferenciacija celic v em-
brionalne celi¢ne linije, ki jih spremlja vse ve¢-
ja metilacija, zaCens$i z geni za pluripotenost.
Do diferenciacije celic prihaja na razvojni
stopnji kasne morule oziroma blastociste. Bolj
diferencirane celi¢ne linije imajo svoj speci-
fi¢ni epigenetski profil, ki je bolj metiliran in
nosi drugacen histonski kod.

Obseina demetilacija
v primordialnih spolnih
celicah in metilacija

de novo

Ko se v epiblastu pojavijo primordialne zarod-
ne celice (angl. primordial germ cells — PGC),
e vedno nosijo somatski epigenetski vzorec.
PGC morajo zato zaceti z obseznimi spremem-
bami epigenoma, da bi si povrnile pluripote-
nost, vstopile v visoko specializirano diferen-
ciacijo in naposled izdelale edinstven haploid-
ni genom v zreli spolni celici (27). Ce primer-
jamo ekspresijski profil PGC in pluripotentnih
embrionalnih mati¢nih celic, so razlike namre¢
minimalne (28).

Z aktivno demetilacijo se izbrise somat-
ski vzorec v PGC, zniZuje se globalni nivo
H3K4me in zvisuje H3K27me2 (29).V casu
migracije na urogenitalni greben se v PGC
izrazajo znacilni dejavniki pluripotentnosti,
kot sta Oct4 in Nanog, zatem pa dejavniki, zna-
¢ilni za zarodne celice (Blimp1, fragilis) (27).
Pri deklicah se reaktivira utiSani kromosom X.
Popolnoma se izbriSejo oznake nad geni za
vtisnjenje in se vzpostavi nov, od spola odvi-
sen vzorec. Vrstni red izginjanja somatskih in
pridobivanja zarodnih oznak je znacilen: izgi-
nejo oznake H3K9me (prek zmanjsanja aktiv-
nosti histonske metiltransferaze GLP), zavre
se transkripcija s Pol IT, nato se poveca nivo
H3K27me in konc¢no reaktivira transkripcija
s Pol IT (29, 30).

Ob prihodu na urogenitalni greben v PGC
potece metilacija de novo, specificna za vsak
spol (31). Njen namen je vzpostavitev oznak
nad DMD in s tem vtisnjenje genov, kasneje
pomembno za razvoj novega organizma po
oploditvi.

EPIGENETSKE OZNAKE
MED SPERMATOGENEZO

Metilacija DNA med misjo
spermaiogenezo

Ceravno se genom v spermijih hkrati z dife-
renciacijo dodatno metilira, je spermalni epi-
genetski profil drugacen od ostalih diferen-
ciranih tkiv (tabela 3). Nivo metilacije DNA
v migjih testisih je znacilno niZji od vrednosti
za ostala tkiva in vsebuje kar 8 x ve¢ hipome-
tiliranih lokusov glede na somatska tkiva (32).
Hipometilirana podrocja se presenetljivo
pojavljajo dale¢ od neponavljajocih se zapo-
redij in otockov CpG oz. promotorjev »hi$nih«
genov. To hipometilacijo LCP si razlagamo
z obsezno tkivno-specifi¢no ekspresijo genov
med gametogenezo, ki v somatskih tkivih ne
poteka in je potemtakem »zaklenjena« z me-
tilacijo. Nekaj satelitskih zaporedij, presenet-
Jjivo hipometiliranih v testisih, pa ima morda
regulatorno vlogo kasneje med embrionalnim
razvojem.

Se bolj presenetljiva pa je ugotovitev, da
v metilacijskem statusu med embrionalnimi
mati¢nimi celicami (angl. embryonic stem
cells = ESC), embrionalnimi zarodnimi celica-
mi (angl. embryonic germ cells - EGC) in
spermiji globalno gledano ni razlik - vsako-
krat gre za hipometilirane genome. Vendar
obstaja kljub globalno izenaceni metilaciji
pomembna razlika med ESC, EGC in bolj zre-
limi oblikami gamete — v spermijih je namrec
klju¢ni dejavnik pluripotence, gen Nanog,
metiliran (26).

Ceprav specifiéna metilacija v spolnih
celicah ve¢inoma potece, Se preden doseZe-
jo razvojno stopnjo spermatogonija, so ravno
tako dokazali tako metilacijo de novo kot tudi
demetilacijo tudi med spermatogenezo vse do
pahitenske spermatocite, ve¢inoma v zapo-
redjih LCP (33).

Migke mutantke za Dnm¢3L™, ki so neplod-
ne in s $tevilnimi kromosomskimi nepravil-
nostmi, specificnega profila ne vzposta-
vijo (32). Morda ima Dnmt3L nalogo priskr-
beti metilne oznake za tako specifi¢ne dogod-
ke, kakr$na je mejoza. Mutanti Dnmt3L7" so
imeli manj gonocitov in so kasneje vstopali
v mejozo, kar lahko govori tudi za motnjo
mitoze (34). Pri defektu Dnmt3L se aktivirajo
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retrotranspozoni in ovirajo nastanek sinapto-
nemnega kompleksa. Vsekakor pa je Dnmt3L
beljakovina, ki omogoci paternalno vtisnjenje
in metilacijo transpozonov (10). Ekspresija
Dnmt3L omejena na gamete, in o tej belja-
kovini lahko govorimo kot o klju¢nem dejav-
niku plodnosti.

Histonske oznake med misjo
spermatogenezo

Represivna oznaka H3K9me oznacuje hete-
rokromatin in jo posreduje histonska metil-
transferaza G9a (nova nomenklatura: KMT1C,
op.a.). Pogojna, Casovno tempirana mutaci-
ja vodi pri misih v neuspe$no mejozo, kar
kaze, da skrbi G9a za utiSanje genov med tem
dogodkom (tabela 3) (35).

Koncentracija AOF2 (nova nomenklatu-
ra: KDM1, op.a.), lizinske histonske deme-
tilaze, je v testisih znacilno povisana (36).
Ohranja pravilen nivo H3K4me. Povezuje se
s proteinom MBD, ki ima vezavno domeno
za metil-CpG (angl. MBD, methyl-binding
domain) in histonsko deacetilazo HDAC1.
Na zacetku mejoze, v preleptotenu, se povisa
nivo H3K4me, ki se med zigotenom in pahi-
tenom zniza, tej dinamiki pa sledi tudi AOF2.

Razli¢ne epigenetske oznake se nad DMD
ob genih za vtisnjenje pojavljajo v tipi¢nih
kombinacijah. DMD blizu H19, o¢etovskega
gena za vtisnjenje, je v somatskih tkivih na
enem alelu metilirana, na drugem pa ne. Gre
torej za pravilno vtisnjenje z ekskluzivno eks-
presijo enega alela. Zanimivo pa je, da se ob
metilirani DMD pojavita H4K20me3 in
H3K9me3, ob nemetilirani pa H3K4me?2 in
H3ac (37). Preverili so, ali se ta kombinaci-
ja pojavi Ze med spermatogenezo, in ugotovili,
da se nad materinsko vtisnjenimi geni pojav-

Tabela 3. Nekatere epigenetske oznake med misjo spermatogenezo.
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Jjata H3K4me in H3ac, nad ocetovskimi pa sta
odsotni. To pomeni, da nosijo lokusi razli¢-
ne histonske oznake, glede na to pac, ali so
metilirani ali ne.

MikroRNA med misjo
spermatogenezo

V testisih se nahajajo posebno velike kolici-
ne okrog 30 nukleotidov dolge regulatorne
RNA, piRNA, ki se povezuje s proteini vrste
Argonavti — Piwi. Misi, mutanti za Miwi,
misjo podvrsto Piwi, so bile neplodne (20).
Nedavno so dobro opredelili izraZanje miRNA
med gametogenezo in ugotovili, da so se pri
mutantih za Dicer, regulatorni protein za
miRNA, udelezen v mehanizmu RNAi, PGC
in spermatogoniji slabse delili (tabela 3) (21).
Pogojna izkljucitev Dicer1 je pri misih povzro-
¢ila neplodnost, najbrz zato, ker je izostalo
pravilno zorenje (38). V prihodnosti lahko pri-
¢akujemo vec porodil o vlogi kratkih regula-
tornih odsekov RNA med spermatogenezo,
v nastajanju pa so tudi podatkovne zbirke za
misjo miRNA (39).

Epigenetske oznake in
spermatogeneza pri moskem

Ker imajo epigenetske oznake pomembno
mesto med dozorevanjem spolnih celic,
rastoce Stevilo Studij povezuje nepravilnosti
v epigenetskih mehanizmih z zmanj$ano
mosko plodnostjo neznane etiologije. Preu-
cevali so zlasti metilacijo DNA, ostala dva
mehanizma zaenkrat manj (tabela 4).

Prvi poskusi so merili globalni nivo meti-
lacije DNA v spermijih. V njih niso opazili
povezanosti s slabim spermiogramom, obsta-
jala pa je povezava z globalno hipermetilira-
nostjo DNA in delezem zanositev v postopkih

Celokupna mefilacija — podobna pluripotentnim celicam

Nepravilnosti Dnmt3L — neuspesna mejoza

Vloga KMT1C — utiSanje genov med mejozo

Koncentracijo KDM1 med mejozo — znatilen profil
Razlicno viisnjen alel — razlitna histonska oznaka

Metilacija DNA Odseki LCP — relativno hipometilirani
Kljutni geni pluripotence — mefilirani

Histonske oznake

MikroRNA

Mutacija gena Dicer — manj delitev spolnih celic
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Tabela 4. Nekateri epigenetski mehanizmi, ki se pojavijajo v povezavi s slabso spermatogenezo.

Nepravilna epigenetska oznaka

Klini¢ni izvid

Hipometilacija H19 (otetovsko visnjen gen)
Hipermetilacija MEST (materinsko vfisnjen gen)
Motnja izrazanja mefiltransferaz DNA 1 (Dnmt1)

Oligozoospermija
Oligozoospermija
Zaustoj spermatogeneze

zunajtelesne oploditve (IVF) (40). Drugi so
se osredotocili na lokuse genov za vtisnjenje
in ugotavljali, da je pri oligozoospermikih, t.j.
moskih z majhnim $tevilom spermijev, pogo-
stejSa hipometilacija gena H19, ki je pomemb-
nen gen za ocetovsko vtisnjenje (41). Zopet
druga skupina pa, nasprotno, ni potrdila pove-
zanosti med napacno vtisnjenim genom H19
in oligozoospermijo (42). Porocali so, da je bila
pri oligozoospermikih metilacija niza pro-
motorjev za gene, ki se specifi¢no izrazajo
v testisih, povecana, vendar v tej $tudiji niso
opazovali genov za vtisnjenje (43).

Povezavo med oligozoospermijo in spre-
menjenim metilacijskim statusom sedmih
genov za vtisnjenje sta potrdili novejsi Studi-
ji, pri cemer so bili oetovski geni (npr. H19)
praviloma hipo-, materini (npr. MEST) pa
hipermetilirani (44, 48). Trenutno prinasa
najbolj celovito sliko o povezanosti oligozoos-
permije in aberantne metilacije Studija vec sto
lokusov, ki je pokazala, da gre pri oligozoos-
permiji za globalno motnjo metilacije (45).
MEST, maternalno vtisnjen gen, je bil npr.
hipermetiliran, kar govori za nepravilno
demetilacijo moskih gamet med razvojem.
Studija prinasa pomembno spoznanje, da
pri nekaterih oligozoospermikih ne gre za
nepravilno vtisnjenje posameznih genov,
ampak za globalno motnjo metilacije DNA.

Ko so opazovali prisotnost beljakovin, ki
posredujejo epigenetske oznake, sta bila pri
normospermikih signala (signala sta bila
mRNA za Dnmt1 in beljakovina Dnmt1) prisot-
na v celicah vseskozi od stopnje spermatogo-
nijev do stopnje spermatocitov, pri pacientih
z zastojem na nivoju okroglih spermatid pa
je bil njun signal pozitiven zgolj na nivoju
spermatocitov (46). To kaze, da je vzdrzeval-
na metilacija pri nezadostni spermatogenezi
motena, vendar ni jasne povezanosti z mot-
njo demetilacije, ki jo predpostavljajo zgoraj
omenjene Studije.

Pomejotska menjava histonov
za protamin

Menjava poteka v treh stopnjah

V podaljsani spermatidi kromatin nadaljuje
z zgo$¢evanjem. Histone (H) v veliki meri
zamenjajo protamini, ki omogoc¢ijo maksi-
malno kompaktnost kromatina in s tem
ucinkovitejsi transport do jaj¢ne celice. Pro-
taminska kondenzacija zavre ekspresijo genov.
Menjava histonov za protamine potece v ve¢
fazah in z vmesnimi razli¢icami histonov:
H — H1t — tranzicijski proteini 1, 2 — pro-
tamini (H - histon, H1t - za testis specifi¢na
oblika histona 1) (2). Najprej pride do vgra-
jevanja razli¢ic histonov, tipi¢nih za testise.
Za njimi se v kromatin vgrajujejo tranzicijski
proteini, ki jih nazadnje zamenjajo protamini.

Pri ¢loveku naj bi se zamenjalo do 85 %
histonov, preostali pa ostanejo, da bi med
dozorevanjem spermatid ohranili vsaj mini-
malno transkripcijsko aktivnost. Morda sluzijo
tudi kot model za histonske oznake tik po
oploditvi (6, 41). Subtotalna menjava Ze takoj
po oploditvi omogoci takoj$njo transkripcijo,
e preden se veina protaminov zamenja za
histone iz jajéne celice (47). Tak$no tezo pod-
pira tudi ugotovitev, da je moski pronukleus
po oploditvi 2,5-krat vecji od Zenskega in pred-
vidoma transkripcijsko tudi bolj aktiven (6).
To je predpriprava na aktivacijo ocetovega
genoma, ki se vkljuci na razvojni stopnji 4 do
6 celic predimplantacijskega zarodka; ves
razvoj do te stopnje namrec¢ poteka na osno-
vi materinih mRNA.

Pomen pravilne acetilacije histonov

Za pravilno menjavo histonov za protamin je
pomembna ¢asovno in koli¢insko natan¢na
acetilacija histonov. Le-ta namre¢ spremeni
naboj beljakovine in olaj$a razdruZzitev DNA
od histonskega vretena. Zavrta spermatogeneza
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je povezana s prezgodnjo in reducirano hipe-
racetilacijo H4ac (48).

Za pravilno preureditev kromatina v sper-
matocitah in okroglih spermatidah je pomemb-
na beljakovina z bromodomeno (Brd), ki
prepoznava acetiliran lizin in je sposobna kon-
denzirati acetilirani kromatin. Brdt je abso-
lutni dejavnik za mosko neplodnost: njegova
mutacija prepreci spermatogenezo, saj se
heterokromatin nepravilno oblikuje (49).

Razmerje P1/P2 vpliva na plodnost

Poznamo dve vrsti protaminov, P1 in P2. Poru-
$eno razmerje med njima je povezano z zavrto
spermatogenezo oz. neplodnostjo pri moskih.
Povezano je z vecjo fragmentacijo DNA, kar
kaZe, da protamin varuje DNA pred poskod-
bami. Abnormalne koli¢ine protamina so
posledica previsokih koli¢in transkriptov za
protamin, zaradi motenega nadzora nad eks-
presijo. Menijo, da poruseno razmerje P1/P2
pravzaprav odraZza generalizirano motnjo
v prepisovanju mRNA in so protamini kon-
trolor spermatogeneze (50).

VLOGA EPIGENETIKE
V ASISTIRANI REPRODUKCUI

Novejse tehnike oploditve z biomedicinsko
pomodjo (angl. assisted reproductive techni-
ques — ART), kot je neposredni vnos spermija
v citoplazmo jajéne celice (angl. intracytopla-
smic sperm injection — ICSI), obsegajo tudi
odvzem nezrelih spolnih celic. Zelo tvegani
so bili poskusi v preteklosti, da bi pri moskih
brez spermijev z metodo ICSI v jajéne celice
injicirali spermatide (angl. round spermatid
injection — ROSI). Glede na to, da se epigenet-
ski profil med razvojem moske gamete
dramati¢no spreminja, se hitro pojavi vpra-
$anje, ali obstaja nevarnost prenosa redkih
epigenetskih sindromov ravno zaradi oplodi-
tve jajCne celice z epigenetsko nezrelo mosko
gameto (52-54).

Molekularna logika je preprosta: nedozo-
rela spolna celica bi se na tak nacin izognila
naravni selekciji kljub morebitnim defici-
tarnim epigenetskim mehanizmom. Epigenet-
skega izvora naj bi bila tako $tevilna bolezen-
ska stanja, kot je Angelmanov sindrom, sin-
drom Prader-Wili, retinoblastom in cela paleta
rakavih obolenj (55, Pogosto omenjajo v po-
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vezavi z ART nevarnost povec¢ane pojavnosti
Beckwith-Wiedemannovega sindroma (BWS),
povezanega z nepravilno vtisnjenim HI9.
Ena $tudija je porocala o nepravilnem vtisnje-
nju H19 pri misih, spocetih in vitro, in to pove-
zovala tudi z gojisCem za celice (56). Druga
Studija na misjih zarodkih, spocetih po oplo-
ditvi in vitro (angl. in vitro fertilization - IVF),
je odkrila nepravilno ekspresijo ve¢ genov,
tudi H19 in MEST, ravno tako v povezavi z go-
jis¢em za kulturo embrija. Aberantna ekspre-
sija se je kazala predvsem v celicah placente.
Pomenljivo je to, da je normalno H19 v pla-
centi nemetiliran. Lahko potemtakem motnjo
genomskega vtisnjenja poveZemo z zastojem
fetusa v rasti? Pilotske $tudije nakazujejo, da
povezava morda obstaja (58). Le ena Studi-
ja je epigenetske spremembe v misjih blasto-
cistah potrdila v povezavi z medijem, poleg
tega pa tudi v povezavi s tehniko ART - vec
anomalij kot pri in vivo so ugotavljali pri oplo-
ditvi in vitro (59).

Glede na 30 let pozitivnih izkuSenj s po-
stopki IVF pri ¢loveku lahko pomisleke
o prenosu epigenetskh sindromov zaradi
ART zavrnemo. Tudi kohortne Studije do sedaj
niso potrdile tak$ne povezanosti (60-62).
Bojazen je zanemarljiva, saj so strokovnjaki
ocenili verjetnost prenosa epigenetske bolez-
ni na manj kot 1% (63). Vendar Se vedno
klicejo k previdnosti in pozornem sledenju
pacientom v postopkih ART zaradi dodatnih
potrditev varnosti tehnologije (64). Pred-
vsem je treba biti previden v novih postopkih
maturacije gamet in vitro in potencialne
gametogeneze in vitro iz mati¢nih celic.

Ustrezno bi bilo $e naprej pozorno sprem-
ljati otroke, spocete z ART. Velja omeniti, da
je v svetu vedno bolj izraZena teZnja po sle-
denju otrok po ART. Prav zato se podatki
o rezultatih ART zbirajo v tevilnih registrih,
nacionalnih in globalnih (evropski, ameriski,
avstralski in tudi slovenski) in tudi redno let-
no publicirajo v strokovnih revijah. Verjetno
nobena veja medicine nima tako natanc¢ne-
ga sledenja rezultatov zdravljenja kot ravno
reproduktivna medicina (dr. Kovacic B., dopi-
sno, 70). V slovenskem prostoru so porocila
o tem skromna (rojenih je namrec Sele nekaj
vec kot 6000 otrok) (71, 72). V slovenskih cen-
trih za zdravljenje neplodnosti se zarodke goji
podalj$ano do razvojne stopnje blastociste.
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Podalj$ano gojenje zarodkov je sicer po sve-
tu ustaljena praksa, Slovenija se po tem prav
v ni¢emer ne razlikuje od drugih drzav.
Nobeno porocilo do sedaj tudi ni povezova-
lo podaljSanega gojenja zarodkov z vecjim
tveganjem za anomalije pri otrocih (dr. Kova-
¢i¢ B., dopisno, 73).

Vsekakor je smiselno nadaljnje sledenje
spocetih otrok, pa tudi povezovanje strokov-
njakov reproduktivne biomedicine s pediatri.
Taksne prospektivne, dobro zasnovane razi-
skave bi ne odgovarjale samo na bojazen
o domnevno visji pojavnosti epigenetskih sin-
dromov, ampak tudi omogocale vpogled v dru-
ga zdravstvena stanja, ki se morda pogosteje
pojavljajo pri teh otrocih. Kohorte ocetje-si-
novi bi omogocile oceno plodnosti deckov,
spocetih v postopkih ART od ocetov z zmanj-
$ano plodnostjo, in tako razjasnile mnoge pri-
mere zmanj$ane moske plodnosti.
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