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Tabela 12.1 Monoalleliczna ekspresja genow w komorkach ssaczych

Geny wWybsr lll

Geny piethowane Autosomalny Nieprzypadkowy

Geny zwigzane z inaktywacja chromosomu X X Przypadkowy

Geny immunoglobulin Autosomalny Przypadkowy
Geny receptoréw komoérek T Autosomalny Przypadkowy

Geny receptoréw komérek NK (ang. natural killer cells) RS Iy g Przypadkowy

Gen interleukiny 2 Autosomalny Przypadkowy

12.1 Wstep

Komérki zazwyczaj zawieraja po dwie kopie (allele) genéw autosomalnych na chromosomach innych niz XiY.
Jeden z alleli jest dziedziczony od matki (allel matczyny), a drugi od ojca (allel ojcowski). W wiekszosci przy-
padkow obie kopie genu ulegajg w komdrkach ekspresji. Istnieje jednak niewielka grupa genéw, ktére ulegaja
ekspresji ,monoallelicznej”, to znaczy, ze transkrypcja przebiega preferencyjnie na matrycy tylko jednego al-
lelu (tab. 12.1). Ekspresja genéw monoallelicznych opiera sie zwykle na przypadkowym wyborze przez komor-
ke jednego allelu danego genu, ktoéry potem zostaje przepisany na RNA i przettumaczony na biatko. Zjawisko
to jest typowe dla komérek uktadu odpornoéciowego oraz komérek wechowych i stanowi gwarancje, ze na po-
wierzchni komorki prezentowany bedzie tylko jeden rodzaj receptora. Inaczej jest w przypadku pietnowania
genomowego (,imprinting”, rodzicielskie pietno genomowe), w ktérym wybo6r aktywnego allelu nie jest przy-
padkowy i zalezy od jego pochodzenia.

Przyktadem monoallelicznej ekspresji gendéw u ssakéw jest pietnowanie genomowe, inaktywacja chromoso-
mu X oraz wykluczenie alleliczne. We wszystkich tych procesach uczestniczy mechanizm wyciszania epigenetycz-
nego. W niektérych przypadkach wykluczenia allelicznego regulacja ekspresji odbywa sie dodatkowo na drodze
programowanej rearanzacji gendw, czyli rearanzacji przebiegajacej na poziomie DNA. Klasyczne przyktady takie-
go zjawiska obejmuja: powstawanie typu plci u drozdzy, przelaczanie antygenowe u $widrowcédw i rekombinacje
V(D)] w uktadzie odpornoéciowym ssakéw. Podstawowa funkcja metylacji DNA w komérkach eukariotycznych
moze by¢ obrona genomu przed potencjalnie szkodliwym wplywem transpozonéw. Przeglad typéw transpozo-
néw i konsekwencje fenotypowe ich przemieszczania sie w obrebie genomu poprzedzaja dyskusje na temat ich wy-
ciszania epigenetycznego.

12.2 Markery epigenetyczne

Pytanie, w jaki spos6b z pojedynczej komérki roznicuje sie wiele réznych typéw komérek budujacych organizm
wielokomérkowy, wcigz intryguje naukowcow. Ogolny schemat zaktada, ze ponad poziomem kodu genetycznego
musi istnie¢ dodatkowa informacja regulatorowa — informacja epigenetyczna. Za pomystodawce terminu ,epige-
netyka” (gdzie ,,epi” oznacza ,,poza czyms$” lub ,,w dodatku do”) uwaza sie biologa rozwoju, Conrada H. Wadding-
tona, jakkolwiek nazwa ta zostata uzyta juz co najmniej w roku 1896 przez niemieckiego biologa Wilhelma Augu-
sta Oscara Hertwiga. W 1942 r. Waddington okreslit epigenetyke jako ,,gataz biologii, ktora studiuje pojawianie sie
okreslonych fenotypéw w wyniku oddziatywan pomiedzy genami i produktami ich ekspres;ji”.

W dzisiejszych czasach epigenetyka dotyczy glownie badan nad zmianami w ekspresji genéw, ktore podlegaja
dziedziczeniu mitotycznemu i/lub mejotycznemu i nie s3 zwiazane ze zmiang sekwencji DNA. Zainteresowanie
epigenetyka nastapito po odkryciu przez Barbare McClintock w latach 30.-40. ubieglego wieku transpozonéw
u kukurydzy. Badania nad regulacjg epigenetyczng u ssakow rozwijaly sie niezaleznie od podobnych badan u ro-
§lin, a ich poczatek wiaze si¢ z wyja$nieniem na poziomie genetycznym inaktywacji chromosomu X przez Mary
Lyon w 1961 roku. Wiekszo$¢ proceséw zwigzanych z réznicowaniem si¢ komorek jest inicjowanych i utrzymywa-
nych dzieki zjawiskom epigenetycznym. Zmiany epigenetyczne, ktore zachodza w trakcie réznicowania sie komo-
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rek, s3 zwykle wymazywane w liniach zarodkowych, aczkolwiek znane s3 przyklady przekazywania zmiennosci
epigenetycznych w trakcie mejozy zaréwno u roélin, jak i u zwierzat.

Klasycznym przyktadem zjawiska epigenetycznego s modyfikacje struktury chromatyny. U wiekszosci roslin
i zwierzat gtéwnym typem modyfikacji DNA s3 metylacje zasad azotowych — cytozyn. Wzory metylacji DNA s3
najlepiej poznanymi i opisanymi markerami genetycznymi, ale nalezy pamietad, ze istniejg rowniez inne, wazne
zrédla regulacii epigenetycznej, do ktdrych naleza modyfikacje histonow.

Metylacja cytozyn w DNA znakuje geny przeznaczone do wyciszenia

Metylacja cytozyny w DNA jest modyfikacja kowalencyjna. W procesie tym biatka z rodziny metylotransferaz cy-
tozynowych DNA katalizuja reakcje przeniesienia grupy metylowej z S-adenozylometioniny na wegiel 5 w pier-
§cieniu cytozyny (ryc. 12.1A). 5-metylocytozyna jest jedyng modyfikowang zasada powszechnie obecna u eukario-
tow, natomiast nie spotykana lub wystepujaca rzadko w komorkach drozdzy, Drosophila melanogaster
i Caenorbabditis elegans. U ssakéw DNA jest metylowany niemal wylacznie w obrebie dinukleotydu CG, okres$lane-
go czesto jako ,CpG”, gdzie ,,p” oznacza grupe fosforanowa. U roslin natomiast DNA jest metylowany w obrebie
sekwencji CG lub CNG, gdzie ,N” oznacza kazda zasade. Zaréwno u roélin, jak i u zwierzat metylacji podlegaja
reszty cytozyny na obu niciach podwdjnej helisy DNA. Wz6r metylacji DNA zostaje zachowany podczas replika-
cji DNA dzieki temu, Ze proces ten ma charakter semikonserwatywny (ryc. 12.1B). Po replikacji, podwdjna helisa
DNA jest ,hemimetylowana”, co oznacza, ze stara ni¢ matrycowa jest metylowana, a nowo zsyntetyzowana nié
jeszcze nie. Hemimetylowane miejsca s3 rozpoznawane przez metylotransferazy DNA, ktére nastepnie wprowa-
dzaja metylacje we wlasciwych pozycjach na nowej nici DNA.

Metylacja jest metoda znakowania genéw przeznaczonych do wyciszenia. W wielu genach wiekszo§¢ miejsc CG
ma staly wzér metylacji, niektore miejsca podlegaja jednak zmianom. Podstawowa zasada moéwi, ze geny, w obrebie
ktorych wiekszoéé miejsc CG jest metylowanych (hipermetylacja), pozostajg raczej nieaktywne, a geny, w ktérych
wigkszo$¢ dinukleotydéw CG pozostaje niemetylowana (hipometylacja), sa zwykle aktywne. Nie jest to zasada og6l-
na, poniewaz okazalo sie, ze niekiedy utrata metylacji DNA jest skorelowana ze zmniejszong aktywno$cig genu.

Jedna z metod okreslenia, czy metylacja DNA wigze si¢ z aktywnoscia, czy tez z wyciszeniem danego genu, jest po-
traktowanie kultury komoérkowej modyfikowang zasada — 5-aza-cytozyna, zwykle w postaci nukleozydu 5-aza-deok-
sycytydyny. 5-aza-cytozyna jest analogiem normalnej cytozyny i moze by¢ wlaczana do nici DNA podczas replikacji.
Nie moze jednak by¢ metylowana, gdyz wegiel w pozycji 5 tej zasady jest zastapiony azotem (ryc. 12.1A). Azot znaj-
dujacy sie w tym miejscu jest natomiast silnym inhibitorem wigkszosci enzymoéw komorkowych, ktére dodaja grupe
metylowa w pozycji 5 cytozyny. Podanie 5-aza-cytozyny prowadzi do utraty grup metylowych w réznych cytozynach
w obrebie calego genomu. Pomimo takiego globalnego efektu czesto rozwaza sie uzycie tego zwiazku jako leku w te-

(A)
NH> NH» NH»
H CH )\
NZ 4 2 N

N7% |
i i i ji - )Z\ w )\ /‘\
Ryc. 12.1 Dziedziczenie stanu metylacji. O)\T H o N H g 'T H

(A) Poréwnanie wzoréw chemicznych cytozyny |
normalnie wystepujacej w DNA z 5-metylocytozyna

i lekiem - 5.aza-cytozyna, (B) Replikacia normalna cytozyna  S-metylocytozyna 5-aza-cytozyna
metylowanego DNA prowadzi do powstania ®)
hemimetylowanych czasteczek potomnych DNA. M? Mle
Metylotransferazy metyluja cytozyny na podstawie —CG— —CG—
stanu hemimetylacji symetrycznych motywéw CG. Mf‘ ~  —GC— - G§—
ot ue'®
Me = —CG— — —_ (IZG -
- G?— —GC—
Me Me
replikacja DNA utrwalenie
(mitoza i mejoza) wzoru metylacji

Kup ksigzke


http://ebookpoint.pl/page354U~rt/e_1z8q_ebook

Epigenetyka i monoalleliczna ekspresja genéw 395

(A)

proba
kontrolna
préba
negatywna
5-aza-dC
préba
kontrolna
5-aza-dC
proba
kontrolna
5-aza-dC

BNIP3

GAPDH

BxPC3 MIAPACA?2 PK-9

(B)

1,00E-0
**
1,00E-0 25

1,00E-02

BNIP3/GAPDH

1,00E-03

,00E-0 |

@
S o
i 3{3\
A Q
9
X

Ryc. 12.2 5-aza-deoksycytydyna (5-aza-dC) indukuje ekspresj¢ genu BNIP3. (A) Analiza poziomu ekspresji mRNA genu
BNIP3 metoda RT-PCR, pochodzacego z réznych linii komoérek rakowych trzustki (BxPC3, MIAPACAZ2, PK-9) traktowanych
5-aza-dC w poréwnaniu z komérkami traktowanymi fosforanowym buforem solnym (préba kontrolna) (zob. ryc. 9.8D, metoda).
(B) Analiza poziomu ekspresji genu BNIP3 w komérkach rakowych trzustki z uzyciem techniki PCR w czasie rzeczywistym.
Warunki hodowli komérek przedstawiono na diagramie. Z komoérek izolowano RNA do dalszych analiz. Komérki hodowane

w warunkach hipoksji (niedotlenienia) inkubowano w warunkach atmosfery zawierajacej tylko 1% tlenu réwnowazony CO,
iazotem. Normalizacje sygnatu ekspresji genu BNIP3 prowadzono wzgledem poziomu mRNA biatka podstawowego
metabolizmu komérkowego — GADPH (dehydrogenazy aldehydu glicerolo-3-fosforanowego). Przedstawiono usrednione
wartosci & blad standardowy (SEM, ang. standard error of mean). Zaobserwowano znaczacy wzrost poziomu ekspresji genu
BNIP3 w komorkach traktowanych 5-aza-dC w poréwnaniu z préba kontrolna (**, P<0,01). (Przedrukowano z: Abe,

T., Toyota, M., Suzuki, H. et al. 2005. Upregulation of BNIP3 by 5-aza-2'-deoxycytidine sensitizes pancreatic cancer cells to
hypoxia-mediated cell death. Journal of Gastroenterology 40:504-510. Copyright © 2005 Springer-Verlag, za zgoda: Springer
Science and Business Media).

rapii nowotworéw (Choroby. Ramka 12.1). Zastosowanie 5-aza-deoksycytydyny in vitro okazalo si¢ skutecznym spo-
sobem przywracania aktywnosci istotnych genéw. Na przyklad, metylacja rejonu promotorowego genu BNIP3 (ang.
BCL2/adenowirus E1B interacting protein 3) powoduje wyciszenie ekspresji tego genu w niektérych komérkach ra-
kowych trzustki. Kiedy Tamaki Abe i wspolpracownicy potraktowali takie komérki rakowe 5-aza-deoksycytydyna,
ekspresja genu BNIP3 zostata przywrécona, a to wywotato §mieré komérek w warunkach hipoksji (ryc. 12.2). Podob-
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CHOROBY. RAMKA 12.1

Pod wzgledem epigenetycznym komoérki rakowe charakteryzuje
hipermetylacja wysp CpG i hipometylacja reszty genomu. Zbyt
niski poziom metylacji w reszcie genomu moze wywotywac akty-
wacje onkogenow potozonych w poblizu, a zbyt czesta metylacja
w obrebie wysp CpG - wyciszenie genéw supresorowych nowo-
tworéw (zob. podrozdz. 17.2). Hipometylacja na skale genomu
moze pobudzac¢ ekspresje onkogenow. Jednak brak metylacji
dotyczy gtownie sekwencji powtorzonych DNA, zatem jako efekt
najczesciej obserwuje sie niestabilnos¢ chromosomoéw. Demety-
lacja na skale genomu jest procesem, ktory postepuje wraz
z wiekiem. Utrata miejsc metylowanych moze wigec w pewnym
stopniu ttumaczy¢ zwigkszong zapadalnos$¢ na raka osob
w starszym wieku. Utrata reszt metylowych wigze sig¢ rowniez
z niedozywieniem. Na przyktad, S-adenozylometionina, pochod-
na kwasu foliowego, jest gtownym donorem grup metylowych
w komorce [ryc. 1). Wykazano, ze brak kwasu foliowego w pozy-
wieniu predysponuje organizm do zapadania na nowotwory.

Nowotwor a epigenetyka

Komorki rakowe, oprocz tego, ze charakteryzuja sie nieprawi-
dtowym wzorem metylacji DNA, posiadajg rowniez ,,naznaczony
wzorem nowotworowym” histon H4. Takie ,,naznaczone” histony
H4 znaleziono w komoérkach nowotworowych wielu typow, po-
czynajac od leukemii, po raka kosci, szyjki macicy, prostaty czy
jader. W histonach tych obserwuje sie¢ brak jednej grupy acety-
lowej w lizynie 16 i trimetylowej w lizynie 20. W komérkach ra-
kowych deacetylacja pojawia sie gtownie w obrebie sekwencji
powtdrzonych DNA, ktére réwniez podlegajg hipometylacji. Ze
wzgledu na brak acetylowanych histonow w komorkach rako-
wych, ogromne zainteresowanie w prébach reaktywacji wyciszo-
nych genéw supresorowych nowotworéw wzbudzito uzycie inhi-
bitora deacetylazy histonowej ([HDAC), samego lub w potaczeniu
z czynnikami demetylujgcymi DNA. Przeprowadzono juz wiele
prob klinicznych w celu okreslenia, czy inhibitory te sa bezpiecz-
ne i czy przynosza pozadany skutek w leczeniu réznych typow
nowotworow.

biosynteza
pirymidyn

\MTHFR/" SMTHF
(m-B12)

homocysteina ~—

betaina ~«— cholina

Ryc. 1. Kwas foliowy i zwigzane z nim $ciezki syntaza metioninowa
syntezy S-adenozylometioniny (SAM). 5,10-MTHF MTR/MTRR

SAM jest donorem grup metylowych / \_—

wprowadzanych do DNA i histonéw. biosyntez,\;]THFDl THE dimetyloglicyna

DHEFR, reduktaza dihydrofolianu; MTHF, puryn

metylotetrahydrofolian; MTHFD, dehydrogenaza DHFR

metylenotetrahydrofolianu; SAH, T SAH
S-adenozylohomocysteina; THF, tetrahydrofolian. kwas metionina

foliowy l /

S-adenozylometionina (SAM)

metylotransferazy V—> biatko, lipidy

DNA
RNA

ny eksperyment wykonano, aby pokazaé po raz pierwszy, ze informacja epigenetyczna moze modulowa¢ ekspresje ge-
néw, przy nie zmienionej sekwencji DNA, jak sie to dzieje w klasycznych mutacji. Na przyktadzie rolinnych i zwie-
rzecych kultur tkankowych udowodniono, ze przewazajaca liczba réznych mutantéw nie powstala w wyniku praw-
dziwych mutacji, poniewaz po potraktowaniu 5-aza-deoksycytydyng powracaty one do form wyjsciowych.
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Wiekszos¢ 5-metylowanych cytozyn znajduje si¢ w genomie w obrebie retrotranspozondéw lub innych sekwen-
¢ji powtdrzonych (zob. podrozdz. 12.5). Na tej podstawie sugeruje sie, ze metylacja powstata w wyniku ewolucji
mechanizmu obronnego gospodarza przed tymi elementami i zapobiega rearanzacjom chromosoméw. W genomie
ssakéw metylowanych jest zwykle okoto 70-80% dinukleotydéw GC. Pozostate pary GC wystepuja w grupach na-
zywanych ,,wyspami CpG”, potozonych w poblizu konica 5" genéw i s3 chronione przed metylacja (ryc. 12.3).

Wyspy CpG znajduja sie w poblizu promotoréw

Wyspy CpG to niewielkie rejony bogate w pary CG (o dtugosci 1-2 kpz). W genomie ludzkim znajduje sie oko-
to 50 000 takich wysp. Znalez¢ je mozna w poblizu promotoréw okoto 40-50% genéw podstawowego metaboli-
zmu komoérkowego. Wyspy CpG zidentyfikowano po raz pierwszy dzieki ich podatnosci na trawienie enzymem

(A)

DNA genomowy

Hpall Mspl trawienie restrykcyjne

|

-

elektroforeza w Zelu agarozowym

barwienie bromkiem etydyny

nietrawiony DNA,
metylowany miedzy
wyspami CpG

trawiony DNA,
niemetylowany,
wyspy CpG (500—1000 pz)

(B) NH, ©)

CH3 CH3 CH3 CH3 r rejon chlroniony

)

CH3

wyspa CpG

deaminacja

O | H ICHB

3 metylocytozyna tymina e e G ol L 0SS

Ryc. 12.3 Wyspy CpG s3 chronione przed deaminacjg. (A) enzym restrykcyjny Hpall nie tnie DNA w miejscu
restrykeyjnym CCGG, jesli jest ono metylowane. Po elektroforezie genomowego DNA trawionego enzymem Hpall,

na wybarwionym bromkiem etydyny (EtBr) zelu agarozowym obserwujemy dwa rodzaje réznej dtugosci fragmentéw. Blisko
kieszonek zelu wida¢ dtuzsze fragmenty nietrawionego, metylowanego DNA. W dolnej czesci zelu migruja fragmenty krotsze,
o diugosci 500-1000 pz, ktére powstaly po trawieniu restrykcyjnym DNA w obrebie niemetylowanych par CG. Enzym
restrykeyjny Mspl trawi DNA w tym samym miejscu restrykcyjnym CCGG, zaréwno w obrebie sekwencji metylowanej, jak

i niemetylowanej. DNA genomowy trawiony MpsI po rozdziale elektroforetycznym ma posta¢ smugi rozciagajacej si¢ od gory
(dtugie fragmenty) do dotu (krétkie fragmenty) zelu. (B) 5-metylocytozyna podlega spontanicznej deaminacji do tyminy.

(C) biatka wigzace sie do wysp CpG chronia je przed metylacja. Wszystkie metylowane pary CG podlegaja wolnej deaminacji
w pary TG, tylko dinukleotydy CG w poblizu wysp CpG pozostaja niezmienione.
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restrykeyjnym Hpall, kt6ry rozcina DNA w obrebie niemetylowanej sekwencji CCGG. Po trawieniu DNA geno-
mowego enzymem Hpall otrzymuje sie krétkie fragmenty, ktdre powstaja w wyniku rozciecia niemetylowanych
rejonéw DNA (ryc. 12.3A). Podczas rozdziatu elektroforetycznego w zelu agarozowym fragmenty te migruja jak
oderwane ,,wyspy” do dlugich, niestrawionych fragmentéw metylowanego DNA. 5-metylocytozyna, w przeci-
wiefistwie do cytozyny, jest bardzo wrazliwa na spontaniczng deaminacje C—T, prowadzaca do powstania dinu-
kleotydéw TG (ryc. 12.3B). W konsekwencji, genom ssakéw w toku ewolucji pozbywat sie stopniowo par CG. Wy-
spy CpG sa natomiast chronione przed spontaniczna deaminacja, gdyz normalnie nie ulegaja metylacji
(ryc. 12.3C). Istotnym wyjatkiem od tej reguty sa wyspy CpG znajdujace sie w obrebie genéw pietnowanych, genow
zwigzanych z inaktywacja chromosomu X lub w transpozonach.

Trwate utrzymywanie modyfikacji histonow

Acetylacje i metylacje histonéw to wazne modyfikacje po$redniczace w regulacji transkrypcji (zob. pod-
rozdz. 11.6). Wiele z tych potranslacyjnych modyfikacji zostaje zachowanych po podziatach komérkowych. Proces
dziedziczenia epigenetycznego nie jest jeszcze do kofica poznany. Biatka uczestniczace w modyfikacjach histonow
wchodza czesto w sklad tych samych kompleksow, ktére prowadza metylacje DNA. Zasadniczo, hipoacetylacja
i hipermetylacja histonow jest charakterystyczna dla tych rejonéw DNA, ktérych sekwencje s3 metylowane i nie-
aktywne pod katem ekspresji.

Badania epigenomu - ogdlnogenomowego wzoru metylacji i innych markeréw epigenetycznych — pozwolily za-
uwazy¢ ogromne zréznicowanie poziomu ekspresji genéw w komérkach zdrowych i chorych. Na przyktad, wadli-
wy wzor metylacji DNA i modyfikacji histonéw wykryto w ludzkich komérkach rakowych (Choroby. Ramka 12.1)
oraz u pacjentéw z niedorozwojem umyslowym zwigzanym z zespotem tamliwego chromosomu X (Choroby.
Ramka 12.2).

Rodzicielskie pietho genomowe

Rodzicielskie pietno genomowe dotyczy niewielkiej grupy genéw i polega na tym, ze ekspresja pietnowanego ge-
nu zachodzi tylko z jednego z dwéch rodzicielskich chromosoméw. U podloza tego zjawiska lezy instrukcja gene-
tyczna — pietnowanie — okre$lona w komérkach linii zarodkowych rodzicéw. Instrukeja ta ma postaé zréznicowa-
nej metylacji dwoch rodzicielskich alleli pietnowanego genu.

Zjawisko pietnowania genomowego opisano na razie u ssakéw, nie badano jeszcze pod tym katem innych kregow-
c6w. Obecnie znanych jest okoto 80 r6znych genéw u ssakow, ktore podlegaja pietnowaniu. Geny te petnig zwykle
wazne funkcje rozwojowe, a utrata pietna wiaze sie z szeregiem choréb genetycznych i pewnymi nowotworami u lu-
dzi (tab. 12.2, Choroby. Ramka 12.3). Niemal wszystkie geny pietnowane zgrupowane s3 w genomie w zespoly.
W obrebie tych zespotéw znajduje sie zwykle co najmniej jeden gen, ktéry podlega ekspresji z allelu matczynego, i je-
den gen, podlegajacy ekspresji z allelu ojcowskiego. Nie wydaje sig, aby istniata jakas szczeg6lna reguta rzadzaca kie-
runkiem transkrypcji lub rozkladem w genomie genéw pietnowanych, pochodzacych z allelu matczynego w stosun-
ku do tych, pietnowanych ojcowsko. Regulacja ekspresji genéw wchodzacych w sklad takich zespotéw przebiega
w sposob skoordynowany w drodze metylacji dtugich (do 100 kpz), miedzygenowych rejonéw DNA kontrolujacych
pietnowanie, zwanych ICR — rejonami kontrolnymi pietnowania (ICR, ang. zmprinting control region) (zwanych tez
inaczej ,rejonami o zréznicowanej metylacji” albo ,centrami pietnowania”) (ryc. 12.4). Rejony ICR s3 odpowie-
dzialne za ustalenie zréznicowanego pietna i jego utrzymanie podczas rozwoju. Sa one bogate w dinukleotydy CG,
a wiele z nich odpowiada wyspom CpG. Podczas gametogenezy reszty cytozyny w obrebie wyciszanego allelu piet-
nowanego genu s3 naznaczane do metylacji, podczas gdy allel ulegajacy ekspresji zwykle pozostaje wzglednie nieme-
tylowany. Wyciszony allel jest nastepnie chroniony podczas wczesnej embriogenezy przed globalng demetylacja, co
prowadzi do monoallelicznej ekspresji genu w p6Zniejszym okresie rozwoju (zob. nizej).

Zjawisko pietnowania genetycznego wystepuje rowniez u roélin kwiatowych. Mechanizm kontroli metylacji
DNA jest w tym przypadku inny niz u ssakéw — nie zaobserwowano globalnej demetylacji podczas zadnego z okre-
séw rozwoju roéliny, a pietnowanie prowadzi do usuniecia znacznikéw metylacji na jednym z alleli. Pietnowane
pozycje u ro$lin nie s3 dziedziczone i wydaja sie ograniczone do bielma, ktére nie przekazuje materiatu genetycz-
nego nastepnym pokoleniom.

Kup ksigzke


http://ebookpoint.pl/page354U~rt/e_1z8q_ebook

Epigenetyka i monoalleliczna ekspresja genéw

399

Tabela 12.2 Pietho genomowe a choroby zwigzane z rozwojem ukfadu nerwowego

Choroba

i czestosé
wystepowania
Zespot
Pradera-Willego
(PWS): raz na
25 000 urodzen

Zespot
Angelmana
(AS) (znany
takze pod
nazwa zespotu
»Szczesliwych
marionetek”:
raz na 15 000-
—20 000 urodzen

Zespot Retta:
jedna na
15 000 kobiet

Objawy

Trudnos$ci w karmieniu niemowlat
wywolane ich stabymi zdolno$ciami
motorycznymi

Duza nadwaga

Zachowania obsesyjno-kompulsywne
(myslenie o jedzeniu 24 godziny na dobe)

Hipogonadyzm (niedorozwdj genitaliow)

Zaburzenia zachowania

Lekkie uposledzenie umystowe

Charakterystyczny wyglad twarzy
(mate, waskie usta)

Mozliwa normalna dtugos¢ zycia
przy kontrolowanej wadze ciata

Padaczka

Uposledzenie umystowe (brak mowy)
Spowolniony rozrost gtowy
Marionetkowy chéd

Nienaturalnie szerokie usta

Napady $miechu bez powodu
Zachowania przypominajace autystyczne
Nadpobudliwos¢

Zaburzenia snu

Mozliwa normalna dtugos¢ zycia

Ciagle, rytmiczne zatamywanie palcow
i plecenie dfoni

Uposledzenie umystowe

Padaczka

Niski wzrost

Problemy oddechowe

Autyzm

Neurodegeneracja i zniszczenie mie$ni
(chorzy poruszaja si¢ na wozku
inwalidzkim juz w wieku szkolnym)

Mechanizm genetyczny

Defekt pietnowania w locus
PWS/AS na chromosomie 15

Utrata alleli(u) ojcowskich
spowodowana:

delecja (65-75% przypadkow),

dysomia jednorodzicielska
(20-30%),

mutacja w rejonie ICR (<5%)

1) Defekt pietnowania w locus
PWS/AS na chromosomie 15

Utrata alleli matczynych
spowodowana:

delecja (65-75% przypadkow)

dysomia jednorodzicielska (<5%)

mutacjg w rejonie ICR (<5%)

2) Mutacja w genie UBE3A (~10%
przypadkow)

Mutacja w genie MeCP2 na
chromosomie X:

Prowadzi do utraty pietnowania
genu antysensowego UBE3A4
1 obnizonej ekspresji biatka
UBE3A w mézgu

Wptyw na dziatanie
znanych lub
przypuszczalnych genow

Wiele genéw ulegajacych
ekspresji z alleli ojcowskich,
znajdujacych sie w obrebie
rejonu pigtnowanego;

Niepewna rola w PWS gendw:
MKRN3
MAGEL2
NDN
SNURF-SNRPN
geny HBII snoRNA

UBE3A: ulega ekspresji
z allelu matczynego
w sposob specyficzny dla
pewnych rejonéw mézgu;
Koduje regulator degradacji
biatek

MeCP2 (ang. metyl-CpG-
binding protein 2) biatko 2
wiazace metylo-CpG

Ustalenie i utrzymywanie pietna

Pi¢tnowanie ulega przeprogramowaniu lub jest ,zerowane” w komoérkach zarodkowych podczas wymazywania
znacznikéw metylacji w DNA pierwotnych komérek zarodkowych (ryc. 12.4 na s. 402). Prawdopodobnie odbywa
sie to w aktywnym procesie demetylacji, w ktérym uczestnicza nie znane dotad enzymy. Nastepnie, pietnowane ge-
ny przyjmuja rézne wzory metylacji w plemnikach i komérkach jajowych, ktére s przekazywane podczas podzia-
16w komorkowych. Metylacja stanowi doskonaly znacznik pietnowania z tego powodu, ze wz6r metylacji moze by¢
ustalany de novo w jednej z gamet. Kiedy r6zne wzory metylacji juz raz sie pojawia, to beda one automatycznie utrwa-
lane przez metylotransferaze 1 (DNMT1, ang. DNA methyliransferase 7). Po zaptodnieniu, podczas replikacji,
DNMT1 dziata preferencyjnie na hemimetylowane miejsca w DNA, co pozwala utrzymaé wzoér metylacji w trakeie
podziatéw komérkowych. W wiekszosci rejonéw ICR metylacja alleli pochodzi od komoérek jajowych, a tylko
w przypadku niektdrych jest ustalana podczas spermatogenezy. Znaczacy postep w zrozumieniu, jak wzory metyla-
¢ji sa ustalane, a nastepnie utrwalane, przyniosty badania na mutantach mysich typu knock-out (zob. ryc. 15.7). Oka-
zalo sig, ze badania takie mozna przeprowadzi¢ na mutantach z warunkowym unieczynnieniem genu (ang. conditio-
nal knock-out), gdyz bezwarunkowe uszkodzenie genu DNMT1 jest letalne juz na poziomie embrionalnym.
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A) . ,
uposledzenie
metylacia ~ FMRP umystowe
CoT T T T 6-50 powtorzen
X | normalna dtugos¢ - + -
: : II \\
\
! ! / \
I I ! 50-200'powtdrzen
I I . —_— + —
\ \ premutacja
| | 1 \
1 \
- .
/ A ,
1 I , >200 powtdyzen
""""" petna mutacja + - +
(B)

52kpz| 1N

28kz| HH HH

Ryc. 1. Zwielokrotnienie trinukleotydowych powtérzen w zespole famliwego chromosomu X. (A) schematyczne przedstawienie
réznych alleli genu FMRI, ktérych dltugosé zalezy od liczby powtérzen sekwencji CGG. Obok pokazano, czy allele te sa metylowane, czy

z genu powstaje biatko oraz czy wystgpowanie poszczegdlnych alleli wigze si¢ z uposledzeniem umystowym. (Wstawka) Chromosomy X 1Y
chlopca z zespotem famliwego chromosomu X, widoczny jest ,,odtamany” fragment. (Fotografia dzieki: Barbara Jackson i Rebecca Galczynski,
Kennedy Krieger Institute, Baltimore, Maryland). (B) Schemat przedstawiajacy wynik analizy famliwego chromosomu X technika Southern.
Sciezka 1 - kobieta zdrowa, éciezka 2 — mezczyzna zdrowy, $ciezka 3 — mezczyzna z premutacja, $ciezka 4 — mezezyzna z petng mutacja,
$ciezka 5 — kobieta z 18 1 ~80 powtdrzeniami, wida¢ brak aktywnosci jednego chromosomu X. (Zmodyfikowano z: Maddalena, A., Richards,
C.S., McGinniss, M. J., Brothman, A., Desnick R. J., Grier, R. E., Hirsch, B., Jacky, P., McDowell, G. A., Popovich, B., Watson, M., Wolff,
D.J. 2001. Technical standards and guidelines for fragile X: the first of a series of disease-specific supplements to the standards and guidelines
for clinical genetics laboratories of the American college of Medical Genetics. Genetics in Medicine 3:200-205.)
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Zespot tamliwego chromosomu X
a metylacja DNA

Opodznienie w rozwoju umystowym zwigzane z zespotem tamliwe-
go chromosomu X, jak sama nazwa wskazuje, jest choroba sprze-
zong z chromosomem X. Jest to najczestsza dziedziczona postac
uposledzenia umystowego i dotyka srednio jednego na 4000 mez-
czyzn. Osoby dotkniete choroba maja charakterystyczny wyglad:
duzy obwadd gtowy (makrocefalia), dtuga i waska twarz z nienatural-
nie duzymi uszami oraz obnizone napiecie miesniowe (hipotonia).
Stopien uposledzenia umystowego moze byc¢ rozny, od tagodnego
do gtebokiego. U kobiet zespot tamliwego chromosomu X zdarza sig
$rednio raz na 7000 zywych urodzen. Ale tylko okoto 30% z nich ma
symptomy choroby. Wszystkie kobiety dotknigte chorobg wykazujg
tagodne uposledzenie umystowe. Objawy u kobiet sa mniej dotkli-
we, poniewaz istnieje 50% szans na to, ze wadliwy chromosom X
bedzie nieaktywny (zob. podrozdz. 12.4). Pod wzgledem genetycz-
nym osoby dotkniete zespotem tamliwego chromosomu X cechuje
obecnos¢ zwielokrotnionych trinukleotydowych powtérzen se-
kwencji CGG w obrebie rejonu 5’'UTR genu FRM1, ulokowanego
na chromosomie X (ryc. 1).

Konsekwencje wystepowania zwielokrotnionych,
trinukleotydowych powtérzen

Zwielokrotnione, trinukleotydowe powtdrzenia czesto nie poja-
wiaja sie od razu, ale raczej dopiero po kilku pokoleniach. Jesli
liczba powtoérzen wynosi od okoto 50 do 200, produkowane jest
aktywne biatko FMR1, a osoby nie wykazuja zadnych symptomow
choroby. Jesli jednak liczba powtorzen przekroczy 200, osoby
cierpig na zespot tamliwosci chromosomu X. Niekiedy liczba po-
wtorzen moze nawet przekracza¢ 1000. Zwielokrotnienie trinu-
kleotydowych powtérzen powoduje hipermetylacje DNA i hipo-
acetylacje histonow w rejonie promotorowym genu FMRIT, co
zmienia strukture chromatyny i w konsekwencji prowadzi do za-

CHOROBY. RAMKA 12.2

hamowania ekspresji genu FMR1. Gen FMR1 koduje cytoplazma-
tyczne biatko FMRP (ang. fragile X mental retardation protein)
wigzace RNA, zwigzane z dojrzewaniem i rozwojem neuronow.

Testy diagnostyczne na obecnos¢

zespotu tamliwego chromosomu X

Nazwa ,tamliwy chromosom X” wzieta sie stad, ze u wigkszosci
pacjentéw na jednym z kohcéw chromosomu X (w tamliwym miej-
scu) widac¢ jakby ,zwisajacy, odtamany” fragment chromosomu
(ryc. 1A). Identyfikacje tamliwego chromosomu X u 0s6b chorych
prowadzi sig z uzyciem testow cytogenetycznych (chromosomo-
wych). Jednakze, wielu nosicieli choroby ma normalnie wyglada-
jace chromosomy X. Najbardziej wiarygodnym testem okazata sig
bezposrednia analiza DNA, podczas ktorej okresla sie liczbe po-
wtorzen CGG w rejonie 5'UTR genu FMR1. Oceny tej mozna doko-
naé stosujac technike PCR lub Southern (ryc. 1B) (zob. Narzedzia.
Ramka 8.3 i 8.7). Startery do reakcji PCR sa tak zaprojektowane,
aby oskrzydlaty rejon DNA zawierajacy powtorzenia. Ich liczbe
w kazdym allelu szacuje si¢ na podstawie dtugosci uzyskanych
produktow PCR. Jednakze, wydajnos¢ reakcji PCR maleje w mia-
re wzrostu liczby powtdorzen CGG, a przy duzej ich liczbie produk-
ty PCR moga by¢ w ogdle niewykrywalne. Dlatego w takich przy-
padkach wykonuje sig¢ eksperyment typu Southern, ktory pozwala
na precyzyjne wykrycie alleli o kazdej dtugosci. Dodatkowa ko-
rzyscia tej techniki jest to, ze dtugosc rejonu powtorzen, jak i po-
ziom metylacji, moze by¢ badany jednoczesnie. Uzycie enzymow
restrykcyjnych wrazliwych na metylacje pozwala odréznic allele
metylowane od niemetylowanych. Wada metody Southerna jest
brak mozliwosci precyzyjnego okreslenia dtugosci alleli, ponadto
metoda ta jest bardziej czaso- i pracochtonna oraz wymaga wiek-
szej ilosci DNA niz w reakcji PCR.

Do napietnowania genéw de novo wymagana jest aktywno$¢ metylotransferazy DNMT3a oraz jej kofaktor, bial-

ko DNMTS3L. Doktadnie nie wiadomo, jak ustalane s3 rézne wzory metylacji w komérkach jajowych i plemnikach.
Przypuszcza sie, ze poszczegdlne rejony ICR wiazg jakie§ czynniki biatkowe i w ten sposéb s chronione przed me-
tylacja albo w oocytach, albo w plemnikach. Na przyktad, odkryte niedawno biatko BORIS (ang. brother of the re-
gulator of smprinted sites), wigzace DNA i zawierajagce domene palca cynkowego, wystepuje specyficznie w jadrach
i moze pelni¢ funkcje w ustalaniu de zovo wzoru metylacji w plemnikach. Biatko BORIS wigze sie do tych samych
miejsc w DNA co biatko wiazace sie z motywem sekwencji CCCTC, CTCF (ang. CCCTC-binding factor), uczest-
niczace w utrzymaniu i odczytywaniu znacznikéw metylacji. Biatka BORIS i CTCF posiadaja takie same domeny
palcoéw cynkowych, prawdopodobnie powstaty one w procesie duplikacji jednego genu w genomie. Ekspresja jed-
nego z nich wyklucza ekspresje drugiego, co sugeruje, ze petnia one podobne funkcje w §cisle regulowanych proce-
sach rozwojowych.
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