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W ciggu kilkudziesieciu ostatnich lat dzieki postepowi
technicznemu i rozwojowi metod biologii molekularnej bar-
dzo rozwineta sie wiedza dotyczaca dziedzicznego uwa-
runkowania choréb. Coraz czesciej w praktyce klinicznej
ktadzie sie nacisk na rozpoznanie uwarunkowania dzie-
dzicznego choréb cywilizacyjnych, takich jak: otytosé,
cukrzyca, nadcisnienie czy choroba niedokrwienna serca
[1, 2]. Obserwacje te i badania potwierdzity, iz dziedzicze-
nie wielogenowe, czyli rbwnoczesnie wystepujace muta-
cje lub polimorfizmy (zamiana zasad w sekwencji DNA) kil-
ku genéw, zwieksza predyspozycje do rozwoju danego
schorzenia [3, 4]. Rozw6j wiedzy na temat dziedziczenia
zwrdcit rownoczesnie uwage na tzw. pozagenowe dziedzi-
czenie predyspozycji do rozwoju choréb, ktérego badaniem
zajmuje sie epigenetyka [5, 6]. Termin ,,epigenetyka” zostat
zaproponowany przez C.H. Waddingtona w opisie mecha-
nizmoéw roéznicowania sie tkanek w rozwoju organizmow.
Epigenetyka zajmuje sie badaniem i opisem mechanizméw
polegajacych na powstaniu cech dziedziczonych przez
komorki potomne, ale ktére nie sa zwigzane z polimor-
fizmem lub mutacjami samego DNA. Przyktadami proce-
séw epigenetycznych w tym rozumieniu sg m.in. stabilne
zmiany ekspresji genéw w rozwoju tkanki (lub ontogene-
zie) poprzez mechanizm zahamowania transkrypcji i inak-
tywacja (wyciszanie) jednej z kopii chromosomu X u samic
ssakow [6, 7]. Inng gatezig badan w epigenetyce jest bada-
nie dziedzicznosci pozagenowej, w szczegdlnosci cech, kto-
re nie sa determinowane sekwencja jadrowego DNA.
Przyktadem tego rodzaju proceséw epigenetycznych jest
np. zjawisko dziedziczenia zwigzane z obecnoscia prionéw
u drozdzy, kontrola procesu transpozycji transpozonéw
i retrotranspozonéw poprzez metylacje DNA [8]. Niektdrzy
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badacze zaliczaja rowniez dziedziczenie mitochondrialne
(majace wtasna ni¢ DNA) do zjawisk epigenetycznych, ze
wzgledu na dziedziczenie cech niezgodne z prawami Mendla
i zalezne nie tylko od ekspresji genéw jadrowego DNA. Nie
jest to poglad szczegdlnie poprawny [9].

Mechanizmy epigenetyczne

Mechanizmy lezace u podstaw proceséw epigentycz-
nych sg zréznicowane, nie do kofica poznane i naleza do
najbardziej interesujacych probleméw badawczych
wspotczesnej biologii molekularnej. Dotycza bowiem
poznania mechanizméw réznicowania sie tkanek w okre-
sie embrionalnym i bezposredniego wptywu srodowiska
na modyfikacje ekspresji gendw [5].

Stabilne i dziedziczne wyciszenie ekspresji gendw ma
zwiazek z chemicznymi modyfikacjami biatek histonowych
i samego DNA (np. metylacja DNA) [10, 11] (Rycina 1.).

Posttranslacyjna modyfikacja histonéw

Materiat genetyczny organizméw, w tym cztowieka,
zawarty jest w postaci dwuniciowego DNA, ktére in vivo
wystepuje w formie skondensowanej chromatyny. W sktad
nukleosoméw wchodza fragmenty DNA nawinietego
dookota rdzenia biatkowego zbudowanego z zasadowych
biatek histonowych: H2A, H2B, H3 i H4 [12, 13]. Histony sa
biatkami o niewielkiej masie czasteczkowej (ponizej
23 kDa) i wystepuja u wszystkich organizméw eukario-
tycznych. Histony H3 i H4 s3 najbardziej konserwatywne
ewolucyjnie, natomiast histon H1, zwany czasem histonem
tacznikowym, gdyz spina DNA wchodzace i schodzace
z nukleosomu, jest najbardziej zmienny [13].

Modyfikacja obydwu sktadnikéw chromatyny — nici
DNA (metylacja) i biatek histonowych (jak acetylacja, mety-
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Epigenetyczna regulacja ekspresji genéw
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Rycina 1. Epigenetyczne mechanizmy regulacji ekspresji genéw

lacja czy ubikwitynacja) — wptywa na przytaczanie sie
uktadu biatek odpowiedzialnych za transkrypcje, a przez
to wptywajacych na ekspresje genéw [5, 11, 14]. Dodatkowo
modyfikacje takie stanowig sygnat dla biatek odpowiedzial-
nych za przebudowe chromatyny, co prowadzi do zwie-
kszonej kondensacji (heterochromatynizacja) chromatyny
i w tym mechanizmie — do zatrzymania ekspresji genéw
[7, 15, 16]. Przyktadem tego procesu moze by¢ metylacja
histonu H3 na dziewigtym aminokwasie (lizyna), ktéra
powoduje zmniejszenie ekspresji gendw [16]. Réwnoczes-
nie acetylacja biatek histonowych, zachodzaca najczesciej
na histonie H4 i dotyczaca lizyny, powoduje czeSciowa
dekondensacje chromatyny, przez co jest ona bardziej
dostepna dla czynnikéw transkrypcyjnych i co wigze sie
ze zwiekszeniem poziomu ekspresji gendw [16, 17]. Warto
zauwazy¢, ze wptyw modyfikacji posttranslacyjnych histo-
néw na stopief kondensacji chromatyny i ekspresje genéw
nie zalezy tylko od rodzaju modyfikacji (metylacja, acety-
lacja, fosforylacja itp.), ale takze od miejsca wystapienia
takiej modyfikacji na biatku histonowym [16]. Wydaje sie
réwniez, ze modyfikacja kohcowych fragmentéw histonéw
H3 i H4 wptywa na zdolnos¢ do przytaczania sie do DNA
enzymo6w odpowiedzialnych za metylacje cytozyn w mate-
riale genetycznym, tzw. metylotransferaz DNA, czy samych
czynnikéw transkrypcyjnych [18]. Nalezy pamietac, ze jed-
na czasteczka histonu moze byé réwniez modyfikowana
w wielu miejscach, co dodatkowo utrudnia badanie tych
procesow [10, 12, 15].

Hipoteza kodu histonowego

Na podstawie wynikéw dotychczasowych badanh
naukowcy wysuneli hipoteze istnienia tzw. ,kodu histono-

wego”, rozumianego jako zesp6t regut méwigcych o roli kon-
kretnych modyfikacji histonéw w regulacji struktury chro-
matyny i ekspresji genéw [16, 19]. Pomimo licznych obser-
wacji dotyczacych posttranslacyjnych modyfikacji histonow
i ich funkcji w dziedziczeniu epigenetycznym, dotychczas nie
znaleziono uniwersalnego uktadu, ktéry mozna by nazwaé
kodem histonowym. Wydaje sie, ze nie bedzie to kod uni-
wersalny, czyli bedzie rézny dla r6znych gatunkéw [19].

Metylacja cytozyny (metylacja DNA)

Metylacja DNA jest procesem kowalencyjnego
przytaczania grup metylowych (-CH3) do zasad azotowych
nukleotydoéw, w szczegblnosci do cytozyny, rzadziej do ade-
niny (w pozycji 6.) wchodzacych w sktad nici DNA [20, 21].
Produktem metylacji cytozyny jest gtéwnie 5-metylocyto-
zyna. W proces przytaczania grup -CH3 zaangazowane s3
enzymy z grupy metylaz DNA 1, 3a oraz 3b (ang. DNA
methyltransferases; DNMT1, DNMT3a, DNMT3b), ktore
katalizuja reakcje przeniesienia grup metylowych z S-ade-
nozynometioniny (SAM) na wegiel w pozycji 5. piericienia
cytozyny [22] (Rycina 2.). Uwaza sie, ze DNMT3a i DNMT3b
odpowiadaja za metylacje DNA de novo i tworza wz6r
metylacji DNA we wczesnych etapach rozwoju organizmow
[22]. DNMT1 natomiast przypisuje sie funkcje podtrzymy-
wania wzoru metylacji DNA podczas podziatu komérek
(replikacji) i wzrostu tkanek organizmu [22]. Znane jest
rowniez biatko DMNT3L, ktére wykazuje homologiczna
budowe z innymi metyloransferazami, ale nie ma aktyw-
nosci enzymatycznej [22]. Obserwacje wykazaty, iz rola
DMNT3L w procesie tworzenia metylacji DNA de novo pole-
ga na promowaniu wigzania sie metylotransferaz z niciag
DNA i zwiekszaniu ich aktywnosci [22].
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Rycina 2. Mechanizm metylacji DNA

Metylaza DNA (DNMT) to enzym katalizujacy reakcje
przeniesienia grup metylowych (-CH3) z SAM na wegiel
w pozycji 5. pierscienia cytozyny, w wyniku czego powsta-
je 5-metylocytozyna.

U ssakéw ok. 5% reszt cyzotynowych jest stale zme-
tylowanych, metylacja zachodzi zazwyczaj w dinukleoty-
dowych sekwencjach CpG, czesto nazywanych ,wyspami
CpG” (ang. CpG islands) [23]. W genomie ssakow wyspy

CpG stanowia odcinki o dtugosci 300-3000 bp, znajduja
sie w obrebie lub w bliskim sgsiedztwie promotoréw 40%
gendw u ssakéw (u cztowieka w ok. 70% promotoréw) [11,
23]. Nie ma jednoznacznej definicji wysp CpG, zwyczajo-
wo uzywa sie terminu okreslajacego wyspe CpG jako
region zbudowany z co najmniej 200 bp, w ktérym pro-
centowa zawartos¢ nukletoydéw cytozynowych (C) i guani-
nowych (G) jest wieksza niz 50% i w ktérym stosunek CpG
stwierdzany do spodziewanego jest wiekszy niz 60% [23].
Gdy gen ulega ekspresji, wyspy CpG w jego promotorze,
w przeciwienstwie do regionéw kodujacych, nie sg zme-
tylowane. Wzrost metylacji czesci regulatorowej genu moze
wywotaé zahamowanie jego ekspresji; ogélnie zaktada sie,
ze wysoka metylacja (hipermetylacja) pewnych fragmen-
tow chromatyny zwigzana jest z jej czesciowa lub
catkowitg inaktywacja transkrypcyjna [23] (Rycina 3.). Duzy
odsetek zmetylowanych nukleotydéw stanowi sygnat do
inicjacji proceséw kondensacji chromatyny, co jest row-
noznaczne z przemiang euchromatyny w niedostepna dla
czynnikdw transkrypcyjnych heterochromatyne [23]. Dalsze
badania wykazaty, ze poziom ekspresji danego genu jest
skorelowany z iloscig zmetylowanego DNA w sekwencji
promotora — im stopiefi metylacji jest wiekszy, tym stabsza
ekspresja danego genu [11].

Kodujaca czesé czasteczki DNA — 1,2,3-eksony (egzo-
ny), ulegajac transkrypcji, pojawia sie w dojrzatej czastecz-
ce RNA. Zawiera informacje o sekwencji aminokwasowej
biatka. Czynnik transkrypcyjny (ang. transcription factor,
TF) to biatko wigzgce DNA na obszarze promotora, gdzie
reguluje proces transkrypcji (proces syntezy RNA na matry-
cy DNA przez r6zne polimerazy RNA, czyli przepisywanie
informacji zawartej w DNA na RNA).

normalny poziom metylacji (w warunkach fizjologicznych)
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Rycina 3. Metylacja DNA w mechanizmie wyciszenia gendw (ang. gene silencing)
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Rola metylacji DNA w etiopatogenezie
schorzen

Transformacja nowotworowa

Poprzez metylacje DNA kontrolowane sg3 istotne pro-
cesy zwigzane z rozwojem organizmow, takie jak impri-
ting rodzicielski czy inaktywacja chromosomu X [11, 23].
Zaburzony profil metylacji regionéw CpG stanowi czesty
epigenetyczny mechanizm promujacy karcynogeneze i jest
jednym z gtéwnych proceséw transformacji nowotworo-
wej komérek [24] (Rycina 4.). W komérkach nowotworo-
wych, w ktérych stwierdzano nadekspresje genow
kodujacych biatka promujace wzrost i proliferacje komé-
rek, wykazano zmniejszony poziom metylacji (hipomety-
lacje) w obrebie promotoréw tych genéw [24]. Dodatkowo
badania kliniczne i eksperymentalne wykazaty, ze
obnizajacy sie poziom metylacji genomowego DNA kore-
lowat z przejsciem od tagodnej proliferacji komérek do
inwazyjnego raka [24, 25]. Stwierdzono, ze hipometylacja
DNA powodowata zwiekszong liczbe mutacji (delecje, utra-
te catego chromosomu) zwigzanych z rekombinacjg mito-
tyczna [26]. Nalezy jednak pamietaé, iz pomimo obnizone-
go poziomu metylacji genomowego DNA (ang.
genome-wide DNA methylation lub global methylation)
w komorkach nowotworowych, istniejg regiony (gtéwnie
promotorowe) nasilonej metylacji DNA, tzw. metylacja spe-
cyficzna genowo (ang. gene specific methylation) [10, 21,
23]. W liniach komérek nowotworowych wykazano hiper-
metylacje regionéw promotorowych i zahamowanie eks-
presji genow regulujgcych cykl komarkowy (np. biatko p16)
czy biatek adhezyjnych (np. E-kadheryny) [27, 28].

Angiogeneza

Angiogeneza to proces tworzenia nowych naczyn krwio-
nosnych na bazie juz istniejacych, wyscielonych srédbtonkiem
naczyn, poprzez ich rozgatezianie (ang. branching), wypaczko-
wanie, wydtuzanie i przebudowe istniejacego swiatta naczy-
nia [29]. Fizjologiczna angiogeneza wystepuje podczas prze-
budowy i wzrostu tkanek, natomiast nasilona, patologiczna
angiogeneza towarzyszy wielu schorzeniom, np. nowotwo-
rowym (powstajace naczynia krwionosne odzywiaja guz
i przyczyniaja sie do tworzenia przerzutéw) i procesom immu-
nologiczno-zapalnym — reumatoidalnemu zapaleniu stawow,
blaszce miazdzycowej, cukrzycy i in. [29-32]. Angiogeneza
podlega regulacji przez wiele czynnikdéw zaréwno bioche-
micznych, jak i fizycznych, np. czynniki wzrostu — m.in. VEGF
(ang. vascular endothelial growth factor), bFGF (ang. basic
fibroblast growth factor), PDGF (ang. platelet-derived growth
factors) czy TGF-a (ang. transformig growth factor alpha),
TNF-a. (ang. tumor necrosis factor alpha), interleukiny
(IL-1, IL-8) produkowane przez komérki zapalne (makrofagi),
pericyty, keratynocyty, jak réwniez tlenek azotu (NO) (gene-
rowany przez syntaze tlenku azotu), angiopoetyne, endote-
line-1, oddziatywanie miedzy komdrkami (rola integryn),
metaloproteinazy (MMP), indukowane przez hipoksje [29,
33-35].

Coraz wieksza uwage poswieca sie wptywowi ele-
mentéw diety — nutrientéw, na ekspresje tych genow,
a przez to na regulacje procesu angiogennego [36].
Wykazano np., ze sktadniki diety wptywaja na mechani-
zmy regulacji ekspresji gendéw, w tym na metylacje DNA
[21, 37].

Choroba sercowo-naczyniowa

(miazdzyca i remodeling naczyniowy)

Miazdzyca tetnic jest przewlekta choroba zapalna cha-
rakteryzujaca sie wystepowaniem zmian zwyrodnieniowo-
-wytwérczych w btonie wewnetrznej i Srodkowej tetnic,
gtownie w aorcie, tetnicach wienicowych i mézgowych [38,
39]. Etiologia miazdzycy tetnic nie jest w petni poznana.
Do jej powstania i rozwoju usposabiaja m.in. hiperchole-
sterolemia, hiperhomocysteinemia, cukrzyca, nadcisnie-
nie tetnicze, zaburzenia krzepniecia krwi, ale takze styl
zycia (btedy dietetyczne, stres, mata aktywnos¢ fizyczna)
[38, 39]. U podtoza dziatania wszystkich czynnikéw pre-
dysponujacych do rozwoju miazdzycy lezy nadprodukcja
wolnych rodnikéw (zaburzenie funkcji mitochondriéw),
wywotanie deformacji biatek komérki i jej odpowied?
w mechanizmie stresu siateczki endoplazmatycznej (ang.
unfolded protein response — endoplasmic reticulum stress,
UPR-RE) [38]. Wolne rodniki tlenowe nie tylko powoduja
modyfikacje czasteczek lipoprotein, promujac powstawa-
nie zmodyfikowanych, tzw. oksydowanych LDL (ox-LDL)
w krwi, lecz wewnatrzkomérkowo réwniez uszkadzajg DNA
i biatka komoérkowe, uposledzajac funkcje i regeneracje
komorek [38, 39].

Badania kliniczne i eksperymentalne wykazaty istot-
nie r6zny poziom metylacji genomowego DNA u pacjen-
téw z chorobami uktadu krazenia (CHD) w poréwnaniu ze
zdrowg populacjg [40]. Zasadniczym elementem zagrozenia
np. ze strony podwyzszonego stezenia homocysteiny
w etiopatogenezie rozwoju miazdzycy jest jej oddziatywa-
nie na komorki srodbtonka [38]. Stwierdzono, ze homocy-
steina hamuje regeneracje komérek sr6dbtonka przez

hipometylacja

(demetylacja regionow hipermetylacja
zmetylowanych w warunkach (metylacja wysp CpG w obrebie

fizjologicznych) regionow promotorow gendw)
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Rycina 4. Rola metylacji w procesie transformacji
nowotworowe;j
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zahamowanie metylacji biatka p21 ras, nalezacego do
rodziny biatek RAS zwigzanych z przekazem sygnatu
wewnatrzkomérkowego odpowiedzialnego za wzrost,
réznicowanie i przezycie komorek [41]. Spadek ekspresji
genu kodujacego p21 ras powoduje zmniejszenie syntezy
komorkowego DNA, co ogranicza wzrost komérek i odbu-
dowe uszkodzonej Sciany naczynia [41].

Oproécz uposledzonej funkcji komérek endotelialnych,
w przebiegu choréb sercowo-naczyniowych stwierdzono
patologiczny rozrost komérek miesni gtadkich naczyn
(VSMC) — remodelling naczyniowy, prowadzacy do usztyw-
nienia scian naczyf, np. podczas rozwoju powiktan w prze-
biegu nadcisnienia tetniczego [42]. Wykazano, ze homo-
cysteina oprécz oddziatywania na komoérki srédbtonka
moze indukowaé przerost VSMC poprzez zwiekszenie eks-
presji gendw cyklin A i D1[43]. Badania nad nasilong pro-
liferacja miesni gtadkich naczyn potwierdzity role metyla-
cji DNA jako istotnego czynnika regulacyjnego w rozwoju
blaszek miazdzycowych [44]. Analiza materiatu genetycz-
nego wyizolowanego z blaszek miazdzycowych zaréwno
u ludzi, jak i w modelu zwierzecym (myszy i kréliki) wyka-
zata, ze w procesie aterogenezy hipometylacja genomo-
wego DNA koreluje z nasileniem aktywnosci transkryp-
cyjnej gendw [44].

Kardiomiopatia przerostowa

Kardiomiopatia przerostowa (ang. hypertrophic car-
diomyopathy, HCM) to pierwotny, genetycznie uwarunko-
wany przerost miesnia serca (wzrost masy miesniowej
komor bez zwiekszenia wymiaréw ich jam), ktéry anato-
micznie najczesciej charakteryzuje sie asymetrycznym
przerostem przegrody, jednak w 10-15% moze objawiaé
sie jako typowy przerost koncentryczny [45]. Znane sa for-
my rodzinnie wystepujacej kardiomiopatii bedacej cecha
autosomalng zwigzang z wystepowaniem mutacji wielu
gendw, miedzy innymi z mutacja w genie ciezkiej miozy-
ny sercowej (gtéwnie beta-miozyny) MHCB, biatka C
wiazacego miozyne, ciezkiego taficucha alfa-miozyny czy
troponiny T [45, 46]. Dalsze obserwacje wykazaty u pacjen-
toéw z HCM nie tylko mutacje w obrebie genu MHC, ale
rowniez zwiekszona jego ekspresje w kardiomiocytach [47].
Badania kliniczne u pacjentéw z HCM potwierdzity role
metylacji DNA w regulacji ekspresji genu MHCp [48]. Co
ciekawe, u badanych o0s6b zaobserwowano istnienie
specyficznego tkankowo profilu metylacji DNA. W leukocy-
tach krwi obwodowej pacjentéw z HCM stwierdzono hiper-
metylacje regionu promotorowego genu MHCf oraz prawie
catkowite zahamowanie jego ekspresji. Rownoczesnie w kar-
diomiocytach hipometyalcja tych regionéw wigzata sie
z istotnym nasileniem ekspresji genu MHCS [48].

Podsumowanie

Coraz lepsze rozumienie mechanizméw epigenetycznych
odgrywajacych role w rozwoju schorzef cywilizacyjnych
(nowotwory, choroby uktadu krazenia) otwiera nowe
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mozliwosci terapeutyczne. Wiele genéw supresorowych
(hamujacych proliferacje komérek) nowotwordw ulega wyci-
szeniu na drodze hipermetylacji DNA [49]. Podjeto préby reak-
tywacji wyciszonych gendw poprzez zahamowanie dziatania
metylotransferaz DNMT, gtéwnie DNMT1 [49]. Analog nukle-
otydéw: decytabina (5-aza-2’-deoksycytydyna), hamuje
dziatanie DNMT poprzez kowalencyjne przytaczenie ich do
nici DNA i inicjacje degradacji tych enzymoéw przy udziale
proteosoméw [49, 50]. Badania in vitro wykazaty zahamo-
wanie proliferacji i wzrostu komérek nowotworowych po
podaniu decytabiny, nie stwierdzono natomiast aktywacji
ich ré6znicowania [49]. Trwajg badania nad odkrywaniem
coraz to nowych i lepszych przedstawicieli analogdw nukle-
otydéw cytozyny [50]. Nalezy jednak pamietad, ze istotnym
ograniczeniem ich przydatnosci jest konieczno$¢ wbudo-
wania decytabiny do nici DNA, aby aktywowac ten zwiazek,
co moze by¢ zwigzane z ryzykiem powstania nowych muta-
¢ji i zmiany wtasciwodci komérek potomnych [49].
Dodatkowo wykazano, ze decytabina jest toksyczna dla szpi-
ku kostnego (tkanka o bardzo wysokiej aktywnosci mito-
tycznej), co stanowi dodatkowe ograniczenie przydatnosci
tego zwigzku w terapii [49, 50]. Pomimo to prowadzone sa
badania nad mozliwoscia wykorzystania w praktyce klinicz-
nej analogdw cytozyny w terapii, gtéwnie przeciwnowotwo-
rowej, ale takze w kardiomiopatii przerostowej. Nadal jed-
nak nie udowodniono, ze zahamowanie samej DNMT1 jest
wystarczajacym dzianiem reaktywujacym geny supresoro-
we wyciszone poprzez metylacje DNA [51].
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