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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Kluczem do morfologicznego i funkcjonalnego zréznicowania komérek w obrebie ludzkiego
organizmu jest ustalanie specyficznych wzorcéw ekspresji genéw. Genom ludzki zawiera oko-
to 25-30 tys. genéw, przy czym w kazdej komorce tylko czes¢ z nich ulega ekspresji. Za usta-
lanie specyficznych wzorcow ekspresji wspétodpowiedzialne sa modyfikacje epigenetyczne.
Obejmuja one przede wszystkim: metylacje¢ DNA, modyfikacje histonéw i struktury chromaty-
ny, a takze funkcje niekodujacego RNA. Uwaza sig, ze aktywne transkrypcyjnie geny wykazuja
hipometylacjg, podczas gdy transkrypcyjnie nieaktywne sekwencje sa zazwyczaj zmetylowane.
Kowalencyjne zmiany histonéw i procesy metylacji DNA sa zjawiskami wspoétzaleznymi, mo-
gacymi si¢ wzajemnie indukowac¢. Modyfikacje biatek chromatyny regulowane sa przez swoiste
enzymy, ale takze przez kinazy biatkowe, fosfatazy, enzymy zwiazane z ubikwityna i biatkiem
SUMO i tzw. biatka koaktywatorowe, jak CBP (CREB-binding protein). Ich dziatanie stanowi
o tzw. ,.kodzie histonowym”, ktéry w potaczeniu z biatkami zwigzanymi z chromatyna deter-
minuje wzor ekspresji genowej w odpowiedzi na czynniki zewngtrzne. Istnieja przestanki, uza-
sadniajace poszukiwanie zwiazku zjawisk epigenetycznych z chorobami neurologicznymi: nie-
zmienno$¢ w toku ewolucji struktur histonowych podatnych na zmiany epigenetyczne, wykryte
korelacje zmian epigenetycznych z wystgpowaniem syndroméw chorobowych w uktadzie ner-
wowym i stwierdzona skuteczno$¢ matoczasteczkowych modulatoréw proceséw epigenetycz-
nych, np. inhibitoréw deacetylaz histonowych, m.in. w nieuleczalnych, jak dotad, schorzeniach
neurologicznych, takich jak: choroba Huntingtona (HD), choroba Parkinsona (PD), czy choro-
ba Alzheimera (AD). W pracy oméwiono doniesienia literaturowe obejmujace charakterystyke
wzorcéw ekspresji gendw w odniesieniu do wystgpowania wymienionych schorzen neurodege-
neracyjnych. Podkresla si¢ m.in. istotnos$¢ zjawisk hipometylacji DNA i acetylacji biatek histo-
nowych oraz wskazuje na potencjalng przydatnos¢ terapeutyczng deacetylaz histonowych.

epigenetyka ¢ choroby neurodegeneracyjne * modyfikacje histonéw

Summary

Determination of specific gene profile expression is essential for morphological and functional
differentiation of cells in the human organism. The human genome consists of 25-30 thousands
genes but only some of them are expressed in each cell. Epigenetic modifications such as DNA
methylation, histone and chromatin modifications or non-coding RNA functions are also respon-
sible for the unique gene expression patterns. It is suggested that transcriptional gene activation is
related to hypomethylation and the transcriptionally non-active sequences are hypermethylated.
Covalent histone modifications and DNA methylation are correlated and interacting. Chromatin
modeling is regulated not only by specific enzymes but also by protein kinases or phosphatases
and coactivators, such as CBP. Such interaction makes the “histone code” which with the chro-
matin proteins determines gene expression patterns as the response to external agents. Evidence
of a major role for epigenetic modifications in neurological disease has come from three conver-
ging lines of enquiry: high conservation throughout evolution of the histone residues that are the
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target for epigenetic modifications; association between mutations in epigenetic components and
multisystem disease syndrome in the nervous system; and broad efficacy of small-molecule epi-
genetic modulators, e.g. histone deacetylase inhibitors, in models of neurological diseases incu-
rable up to now, such as Huntington’s disease, (HD), Parkinson’s disease (PD) and Alzheimer’s
disease (AD). This article is a survey of the literature concerning the characterization of gene
expression patterns correlated with some neurodegenerative diseases. The processes of DNA hy-
pomethylation and histone acetylation are emphasized. The histone deacetylases are indicated as

the basis for design of potential drugs.
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Wstep

Termin ,,epigenetyka” wywodzi si¢ z greckiego przedrost-
ka epi oznaczajacego ,,ponad”, ,,w dodatku do”. Odnosi sig
w tym przypadku do proceséw, ktére zachodza z udziatem
gendéw lub w ich obrgbie, a wspomagane sa mechanizma-
mi opartymi na strukturze i wiasciwosciach chromatyny.

Wspétczesna definicja epigenetyki to zespdt zmian w funk-
cjach poszczegdlnych genéw — dziedziczony podczas mi-
tozy, jak 1 mejozy, ale niewynikajacy ze zmian pierwszo-
rzgdowej struktury DNA.

Mechanizmy epigenetyczne sa biochemicznymi modyfi-
kacjami DNA i biatek histonowych bedacych strukturalna
podstawa chromatyny. Do regulacji epigenetycznej ostat-
nio zalicza si¢ takze biatka prionowe i udziat interferen-
cyjnego RNA [9,29].

Istnieja przestanki, uzasadniajace poszukiwanie zwigzku
zjawisk epigenetycznych z chorobami neurologicznymi.
Po pierwsze, mamy do czynienia z niezmiennoscia w toku
ewolucji struktur histonowych podatnych na zmiany epige-
netyczne, co wedtug Ratana [26] stanowi posredni dowdd
znaczenia takich zmian. Po drugie, zanotowano wiele przy-
ktadéw $§wiadczacych o korelacji zmian epigenetycznych
1 wystgpowania syndroméw chorobowych w uktadzie ner-
wowym. Po trzecie, wykazano skutecznos¢ matoczastecz-
kowych modulatoréw proceséw epigenetycznych, takich
jak inhibitory deacetylaz histonowych — HDACis (histo-
ne deacetylase inhibitors) w wielu schorzeniach neurolo-
gicznych, takich jak choroba Huntingtona (HD), choroba
Parkinsona (PD), choroba Alzheimera (AD).

EPIGENETYCZNA REGULACJA EKSPRESJI GENOW

Kluczem do morfologicznego i funkcjonalnego zrézni-
cowania komérek w obrgbie ludzkiego organizmu jest
ustalanie swoistych wzorcéw ekspresji genéw. Genom
ludzki zawiera okolo 25-30 tys. gendéw, przy czym

w kazdej koméree tylko czes$¢é z nich ulega ekspres;ji.
Za ustalanie takich wzorcéw ekspresji wspoétodpowie-
dzialne sa modyfikacje epigenetyczne [25]. Obejmuja
one przede wszystkim: metylacje DNA, modyfikacje hi-
stonéw i struktury chromatyny, a takze funkcje nieko-
dujacego RNA [21,25].

Podstawowym nastgpstwem zmian epigenetycznych jest
wystgpowanie réznych fenotypéw tego samego genomu,
opartych na zréznicowanym statusie epigenetycznym [5].

Metylacja DNA

Metylacja DNA jest, jak si¢ uwaza, najtrwalsza z modyfi-
kacji epigenetycznych [25]. Stanowi poreplikacyjna mo-
dyfikacje DNA i ma giéwnie na celu, cho¢ nie zawsze,
transkrypcyjne wyciszanie genéw [9,12]. W warunkach
prawidlowych metylacja jest wykorzystywana w komor-
ce, m.in. do wyciszania licznych sekwencji powtérzonych,
pietnowania rodzicielskiego i wytaczania drugiego chro-
mosomu X w komérkach zeriskich. Stuzy tez rozréznianiu
nici DNA w procesach naprawczych typu ,,mismatch” [25].

Metylacja reszt cytozynowych w DNA odgrywa wazna roleg
w kontroli proceséw decydujacych o poziomie ekspresji
gendéw w komorkach, uczestniczy w tworzeniu struktury
chromatyny [12,25]. Wz6ér metylacji DNA ustalany jest we
wezesnych fazach rozwoju zarodkowego i utrzymywany
podczas zycia osobniczego przez metylotransferazy DNA
— DNMTs (DNA methyltransferases). Ustalony wzér me-
tylacji DNA jest swoisty tkankowo, stabilny, odwracalny
i stanowi ceche dziedziczna [11,12,25].

Metylacji w ludzkim DNA ulega¢ moga wylacznie reszty
cytozyny w obrebie dinukleotydéw 5°-CG-3’ (CpG), przy
czym metylacja jest zawsze symetryczna i obejmuje obie
komplementarne nici.

Grupa metylowa pochodzi z S-adenozylometioniny
[11,12,25].
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Genom cztowieka zawiera okoto 29 000 wysp CpG, tj. ob-
szaréw DNA (ok. 1 kb) o zwigkszonej w poréwnaniu z ca-
tym genomem zawartosci CpG, zlokalizowanych w okoto
50-60% promotoréw gendw, tj. wszystkich genéw me-
tabolizmu podstawowego i okoto 40% genéw swoistych
tkankowo. Uwaza sig, ze aktywne transkrypcyjnie geny
wykazuja hipometylacje¢ promotoréw, podczas gdy trans-
krypcyjnie nieaktywne sekwencje sa zazwyczaj zmetylo-
wane [12,33]. Dinukleotydy CpG znajdujace si¢ poza wy-
spami CpG sa rozmieszczone przede wszystkim w obrgbie
sekwencji powtorzonych lub centromeréw i to one zwy-
kle ulegaja metylacji — procesowi gwarantujacemu stabil-
no$¢ chromosomalna, ochrong przed obcym DNA, czy po-
wstrzymywanie translokacji [33].

Wygaszanie ekspresji genéw zwiazane jest z utrudnieniem
przez grupy metylowe dostgpu czynnikéw transkrypcyjnych
do rejonéw promotorowych genéw badz ze stymulowaniem
przylaczania bialek efektorowych MBP (methyl binding pro-
teins), MBD1, MBD2, MBD3, MBD4, MeCP2 z domena
MBD, wiazaca zmetylowane DNA. Podobna funkcje¢ pet-
nia biatka z rodziny Kaiso [11,25]. O sile wiazania biatek
MBD do okreslonych sekwencji DNA moga decydowacd
ilos$¢ i lokalne zaggszczenie dinukleotydowej sekwencji
CpG [12]. Zahamowanie funkcji biatek MBP znosi efekt
wyciszajacy transkrypcje, wywotlany metylacja CpG [25].

Hamowanie transkrypcji przez procesy metylacji DNA na-
stgpuje tez w wyniku ich posredniego wptywu na konden-
sacj¢ chromatyny, a mianowicie poprzez interakcj¢ biatek
MBP z biatkami modyfikujacymi kowalencyjnie histony
i z kompleksami przebudowujacymi oraz przez aktywacje
enzymow z grupy deacetylaz histonowych [12,25].

Metylacja DNA kontrolowana jest przez metylotransferazy
DNA. W komorkach ssakéw zidentyfikowano pigé genéw
kodujacych te enzymy, tj.. DNMT1, DNMT2 (z powodu
wykazanej ostatnio funkcji metylowania RNA, ten enzym
powinien by¢ raczej umiejscowiony wsrdd metylotransferaz
RNA), DNMT3a, DNMT3b i DNMT3L. Zachowawcza mety-
lotransferaza, odpowiedzialng za utrzymanie stanu metylacji
podczas replikacji DNA jest DNMT1. DNMT3a i 3b uczest-
nicza w ustaleniu wzoru metylacji de novo podczas wczesne-
go rozwoju embrionalnego. DNMT3L nie ma aktywnosci
enzymatycznej, ale dziata jako czynnik stymulujacy aktyw-
no$¢ enzymatyczna enzymoéw DNMT3a i 3b. Tworzone mig-
dzy tymi dwoma enzymami kompleksy wykazuja wigksza
zdolnos¢ wigzania DNA i S-adenozylometioniny. DNMT3L
jest tez zaangazowana w remodelowanie chromatyny i de-
acetylacj¢ histonéw [11,12,13,27,33].

Wzér metylacji to konsekwencja nie tylko przytaczania
grup metylowych do reszt cytozynowych, ale réwniez efekt
proceséw demetylacji. Moga by¢ one zalezne, jak i nieza-
lezne od replikacji DNA. Demetylacja zalezna od repli-
kacji zwana jest demetylacja pasywna i wystgpuje woOw-
czas, gdy DNMTI1 nie metyluje nowo zsyntetyzowanego
tadicucha DNA, co prowadzi do powstania niezmetylowa-
nego DNA po drugim cyklu replikacyjnym. Demetylacja
aktywna przebiega niezaleznie od replikacji i zachodzi na
drodze enzymatycznej [12].

Jak podaja Guz i wsp.[12], w warunkach niewielkiego stg-
zenia S-adenozylometioniny, enzymy DNMT3a i 3b moga

funkcjonowac nie tylko jako metylotransferazy DNA, ale
takze jako deaminazy 5-metylocytozyny. Deaminacja 5-me-
tylocytozyny do tyminy, a nastgpnie wolna od btedéw na-
prawa (przywrécenie pary G: C) stanowia jeden z prawdo-
podobnych mechanizméw demetylacji DNA u krggowcéw.

Modyfikacje histonow

Histony stanowig biatkowa podstawe strukturalng chroma-
tyny. Chromatyna sktada si¢ z nukleosomoéw, ktére zawie-
raja faicuchy DNA o dlugosci 146—147 par zasad owinigte
dookota oktameréw histonéw rdzeniowych stanowiacych
z kolei pary histonéw H3, H4, H2A i H2B. Nukleosomy
potaczone sa facznikowym DNA nawinigtym na faczni-
kowy histon H1. Histony rdzeniowe pelnia role nie tylko
podstawy struktury nukleosomu. Ich N-korice, tzw. ogo-
ny histonowe, wystajace z nukleosomu sa przeznaczone
do interakcji z biatkami.

W sktad histonéw wchodza réwniez warianty histonu H2A,
takie jak: H2A.Z; H2A.v; H2A.Bbdb i H2A.Bdb [21,24,33].

W transkrypcyjnie aktywnej euchromatynie, ggstos¢ nukle-
osoméw (jednostek strukturalnych) wynosi 6 jednostek/11
nm, w nieaktywnej heterochromatynie, 12—-15 jednostek/11
nm. Promotorowe rejony genéw sa zwykle wolne od nu-
kleosoméw. Ich wiasciwe rozmieszczenie ma istotne zna-
czenie dla ekspresji gendw i zalezy od efektu zmian epi-
genetycznych. Nukleosomy wykazuja preferencje wobec
okreslonych sekwencji DNA [8,21,24,27,33].

Terminem ,,modyfikacja histonow” okresla si¢ zmiany
w strukturze DNA i biatek histonowych, obejmujace: re-
modelowanie chromatyny rozumiane jako przemieszcza-
nie si¢ nukleosoméw wzdtuz nici DNA, wymiang histonéw
rdzeniowych na wariant H2A.Z i modyfikacje kowalencyj-
ne N-koricéw ogondw histonowych, tj.: acetylacje, mety-
lacj¢, ubikwitynacjg, fosforylacje, biotynylacjg, sumoila-
cje 1 ADP-rybozylacje [9,24,27,32].

O istotnosci modyfikacji chromatyny jako zmian epigene-
tycznych determinujacych fenotypy chorobowe Swiadczy
tworzenie baz danych dotyczacych wzajemnych zalezno-
Sci genow, struktury chromatyny i wystgpowania okreslo-
nych choréb. Najpehiejsza, uwzgledniajaca wszystkie te
powiazania wydaje si¢ baza DAnCER (Disease-Annotated
Chromatin Epigenetics Resource), dostgpna na stronie
http://wodaklab.org/dancer [32].

W niniejszej pracy skoncentrowano si¢ na modyfikacjach
kowalencyjnych histonéw, wymienianych jako jedne z gtéw-
nych zmian epigenetycznych mogacych korelowaé z wyste-
powaniem choréb neurologicznych. Biologiczne znaczenie
powyzszego rodzaju zmian zalezy od rodzaju modyfikacji
iich umiejscowienia [25].

Posttranslacyjne kowalencyjne modyfikacje w N-koricach
histonéw odgrywaja krytyczna role w regulacji transkryp-
cji gendw.

Modyfikacje biatek chromatyny regulowane sa przez swo-
iste enzymy, tj. acetylotransferazy histonowe HATSs (hi-
stone acetyltransferases), HDACs, metylotransferazy hi-
stonowe HMTs (histone methyltransferases) i demetylazy
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histonowe (histone demethylases), ale takze przez kinazy
biatkowe, fosfatazy, enzymy zwiazane z ubikwityna i biat-
kiem SUMO i tzw. biatka koaktywatorowe, takie jak CBP
(CREB-binding protein), majace aktywnos¢ HAT [1,27].
Dziatanie powyzszych enzymdéw stanowi o tzw. ,.kodzie
histonowym”, ktéry w potaczeniu z biatkami zwiazanymi
z chromatyna determinuje wzor ekspresji genowej w od-
powiedzi na czynniki zewngtrzne [9,11].

Zmodyfikowane histony grupuja si¢ w dwéch kompleksach
biatkowych, TrxG (trithorax group) i PcG (polycomb gro-
up). Niektore ze sktadowych tych komplekséw wykazuja
aktywnos$¢ metylotransferaz histonowych — HMTs (histo-
ne methyltransferases), podczas gdy inne odgrywaja role
w utrzymywaniu réwnowagi migdzy heterochromatyna
(biatka zwiazane z PcG) a euchromatyna (biatka zwia-
zane z TrxG). Biatka te wiaza si¢ do rejonéw promotoro-
wych PRE (PcG) i TRE (TrhG) genéw, odpowiadajacych za
metylacje DNA, modyfikacje histonéw, ATP-zalezne mo-
delowanie nukleosoméw i procesy regulatorowe z udzia-
fem RNA [11,21].

Metylacja histonéw daje efekt dwojaki, zwiazany zarow-
no z wyciszeniem, jak i transkrypcyjna aktywacja genéw
[11]. Metylacja reszt lizynowych -4 i -36 zachodzi w wer-
sjach mono-, di- i tri- w H3 i zwiazana jest z tworzeniem
aktywnej transkrypcyjnie euchromatyny [11]. Z wygasze-
niem gendw, a wigc tworzeniem zamknigtej struktury he-
terochromatyny wiaze si¢ metylacja reszt lizynowych -9
i-27 w histonie H3, czy trimetylacja reszty lizynowej -20
w H4 [8,11,33]. Proces metylacji w wersjach mono- i di-
metylowych pochodnych moze dotyczy¢ takze argininy,
ale wplyw tych zjawisk na strukture chromatyny nie jest
dobrze znany [11].

Z aktywacja transkrypcyjna wiaze si¢ fosforylacja, przy-
puszczalnie dzigki odpychaniu si¢ ujemnego tadunku fos-
fohistonéw i DNA. Takie oddziatywanie dekondensuje
chromatyne i utatwia dostgp czynnikéw transkrypcyjnych
do rejonéw promotorowych genéw [9,11].

Ubikwitynacja, poza rozluZnianiem struktury chromaty-
ny i utatwianiem transkrypcji, stanowi tez warunek na-
stgpujacej po niej metylacji. Doktadna funkcja tych mo-
dyfikacji nie jest blizej poznana, podobnie, jak najstabiej
poznanego procesu modyfikacji posttranskrypcyjnych —
sumoilacji [9,11].

Z aktywacja transkrypcyjna zwiazany jest proces acetylacji.
Polega na neutralizujacym dodatni fadunek acetylowaniu
reszt lizynowych, przez co ostabieniu ulega powinowactwo
biatka histonowego i DNA i rozluZnia si¢ struktura chro-
matyny. Acetylacja histonéw jest procesem odwracalnym,
a enzymami katalizujacymi proces odwrotny sa HDACs.
Usuwaja one grupy acetylowe z reszt lizynowo-arginino-
wych w N-konicach ogonéw histonowych. Sposréd 11 réz-
nych izoform HDACSs, wigkszos¢ wykazuje ekspresje na
poziomie biatka w komérkach OUN. Odregbna kategorig
tych enzymoéw stanowi rodzina sirtuin — SIRT.

Domena wspdlna dla wigkszosci HDACs jest domena cyn-
kozalezna. Domeny réznigce izoformy wykazuja swoistos¢
substratowa i w sposobie regulacji [1]. Deacetylazy histono-
we u ssakow stanowig klasy 1-4, przy czym w komérkach

uktadu nerwowego dominuja klasy 11 2. Klasa 1 obejmuje
HDAG:S 1, 2, 31 8 — biatka jadrowe wystgpujace powszech-
nie w organizmie; klasa 2 obejmuje HDACs: 4, 5, 6, 7, 9
i 10 — biatka wykazujace swoistos¢ tkankowa, regulowane
w wyniku przemieszczania si¢ jadrowo-cytoplazmatycz-
nego z udziatem biatek 14-3-3 [1,30]. Klas¢ 3 HDACS sta-
nowia sirtuiny, niepoddajace si¢ inhibitorom hamujacym
HDAC: z klas 1 i 2, podobnie, jak HDAC11 — jedyna re-
prezentantka klasy 4 [30].

Nalezy podkresli¢, ze procesy zachodzace w ramach zmian
epigenetycznych nie sa efektywne jako procesy pojedyncze.
Biatka MBP przytaczone do metylowanego DNA tworza
kompleksy z enzymami HDACS i ten etap dopiero prowa-
dzi do zageszczenia struktury chromatyny i transkrypcyj-
nego wyciszania genéw [13]. Biatka modyfikujace histony,
takie jak HP1 (heterochromatin protein 1), LSD1 (lysine-
-specific demethylase 1), czy PRMT]1 (protein arginine me-
thyltransferase 1) indukuja enzymy DNMTs prowadzac do
metylacji DNA [13].

Kowalencyjne zmiany histonéw i procesy metylacji DNA
sq zjawiskami wspdtzaleznymi, mogacymi si¢ wzajemnie
indukowac. Wczesniejszy poglad, ze metylacja DNA jest
pierwotna wzgledem modyfikacji histonéw w ostatnich la-
tach zweryfikowano. Okazato sig, ze zmiany w biatkach
histonowych zachodza przed metylacja DNA, jednocze-
$nie warunkujac ten proces.

Czynnikiem regulujacym tworzenie zamknigtej struktu-
ry chromatyny moze by¢ sam brak lub niewielka ekspre-
sja danego genu [25].

Rola niekodujacego RNA

Stosunek rejonéw niekodujacych do kodujacych w geno-
mie Eucaryota zmienia si¢ jako funkcja postgpéw w roz-
woju ewolucyjnym, przy czym liczba genéw kodujacych
jest stosunkowo stabilna [21]. Co wigcej, ostatnie badania
wykazaty, ze rejony niekodujace sa aktywnie transkrybo-
wane z obu nici DNA. Powstale transkrypty stanowig o ist-
nieniu regulatorowych czasteczek niekodujacego RNA —
ncRNA (non-coding RNA) [5,21].

Przyjmuje si¢, ze ncRNA odgrywa role, m.in. w: réznico-
waniu komérek macierzystych uktadu krwiotwdrczego,
embriogenezie, apoptozie, regulacji metabolizmu kseno-
biotykéw, odpornosci, stanach zapalnych, infekcjach wi-
rusowych i bakteryjnych oraz chorobach neurologicznych
[15]. NcRNA, do ktérego zalicza si¢, m.in.: mikroRNA
(miRNA), tRNA, rRNA i krétkie nukleolarne RNA — snoR-
NA (small nucleolar RNA) oddziatuja rozpoznajac specy-
ficzne miejsca badz sekwencje w DNA, RNA, kompleksach
DNA: RNA, a takze poprzez interakcje, m.in. z biatkami
wiazacymi RNA — RBP (RNA-binding proteins) [5,21].

Niektére z enzyméw remodelujacych chromatyne maja
powinowactwo nie do DNA, ale do RNA dzigki posiada-
niu okreslonych specyficznych domen w swojej struktu-
rze [5,21]. Czgs$¢ ncRNA aktywuje geny bialek regulatoro-
wych wptywajacych na strukture chromatyny, np. HP1 [21].

Wiele typéw ncRNA wystepuje preferencyjnie w obrebie
komorek uktadu nerwowego u ssakéw. Liczne podklasy
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miRNA wykryto w neuronach kory nowej i mézdzku. Jak
podaje Mehler [21], utrata DICER — kompleksu enzyma-
tycznego zaangazowanego w proces dojrzewania miRNA
z prekursoréw, w mysich neuronach czgsci czotowej mo-
zgu skutkowatla, m.in. zaburzeniami morfogenezy w korze
i podwzgérzu, zmianami w sposobie rozgatezienia den-
drytéw, czy wzmozona apoptoza rozwijajacych si¢ neu-
roblastow. SnoRNA ma natomiast zr6znicowane profile
ekspresji w obszarach mézgu zwiazanych z uczeniem si¢
i zapamigtywaniem. Za$ mutacje wyspecjalizowanych pod-
klas ncRNA, tj. rRNA i tRNA koreluja z patogeneza scho-
rzen neurorozwojowych, neurodegeneracyjnych i neurop-
sychiatrycznych [21].

W s$wietle powyzszych doniesiefi pojawity si¢ sugestie,
ze ncRNA moze by¢ zaangazowane w szlaki sygnatowe
i procesy lezace u podtoza chordéb neurologicznych i psy-
chiatrycznych [21].

MiRNA stanowi krétkoodcinkowe RNA (21-23 nukleoty-
déw). Zidentyfikowano, jak dotad, jego 700 rodzajéw, a po-
dejrzewa sig istnienie ponad 1000. Prawdopodobnie okoto
30% wszystkich ludzkich genéw jest regulowanych przez
miRNA [11,15,21,23]. Geny miRNA maja ré6zne umiejsco-
wienie, mieszcza si¢ w intronach i/lub w eksonach genéw
strukturalnych lub w obszarach migdzygenowych. Moga wy-
stgpowac pojedynczo lub tworzg skupiska, majace wspol-
ne sekwencje regulatorowe [15]. MiRNA oddziatuje po-
przez hamowanie posttranskrypcyjne na etapie mRNA lub
na etapie translacji. W kazdym z tych przypadkéw wyste-
puje inny spos6b wigzania regulatorowej czasteczki do
mRNA, a nastepnie jego degradacja lub unieczynnienie
[15]. MiRNA jest zwiazany nie tylko z wyciszaniem ge-
néw. W okreslonych warunkach moze wzmagac transla-
cje docelowego mRNA [23]. W jego funkcj¢ wpisana jest
tez modyfikacja struktury chromatyny poprzez bezposred-
ni wptyw na enzymy modyfikujace te strukturg. Na liscie
gendw, na ktérych transkrypcje wptywa miRNA znajduja
sig te, kodujace: HMTs, MeCP2, HDAC:S i biatka z chro-
modomenami — wigzace zmetylowane reszty lizyny i ar-
gininy [11,25].

Podkresla si¢ takze rolg¢ miRNA jako regulatora DNMT.
Jak wykazano na przyktadzie niedrobnokomdrkowego raka
ptuc, zaleznos¢ ekspresji miRNA i DNMT byta odwrot-
na. Stwierdzono tez komplementarno$¢ migdzy miRNA-
-29s a okreSlonymi sekwencjami w mRNA niektérych ro-
dzajow DNMT [11].

EPIGENETYCZNE PODLOZE CHOROB NEURODEGENERACYJNYCH

Choroba Alzheimera

Choroba Alzheimera (AD) nalezy do kregu schorzen ote-
piennych i jest uwazana za bardzo rozpowszechniona wsréd
ludzi w podesztym wieku. Stanowi ponad 50% wszystkich
przypadkow otgpienia, charakteryzujacych si¢ zaburzenia-
mi w sferze czynnosci poznawczych, zwlaszcza zas$ poste-
pujacym zanikiem pamigci, traceniem zdolnosci do abs-
trakcyjnego myslenia, do wykonywania w sposéb logicznie
uporzadkowany ztozonych, a potem, w miarg postgpu cho-
roby, nawet prostych zadafi. W miar¢ uptywu czasu poja-
wiaja si¢ rézne zaburzenia zachowania i objawy zwiazane
przede wszystkim z uposledzeniem pamigci [10].

Typowe dla AD zmiany w mézgowiu polegaja na powsta-
waniu blaszek starczych z B-amyloidu oraz zwyrodnienia
widkienkowego, w ktérym giéwna rolg odgrywa zmienione
biatko tau. Wzdtuz naczyn mézgowych odktadaja si¢ ztogi
B-amyloidu. Stwierdza sig, szczegdlnie nasilone w korze
mozgowej, zmniejszenie liczby neuronéw i synaps [10].

Istnieje kilka hipotez prébujacych wyjasni¢ patogeneze
tej choroby, m.in. deficyt neuroprzekaznikéw, zaburze-
nia przemian energetycznych, stres oksydacyjny i zmia-
ny w sygnalizacji mitotycznej oraz kaskada amyloidowa
zwiazana z udziatem B-amyloidu. B-amyloid pochodzi
z proteolitycznego rozszczepienia prekursora APP (amy-
loid precursor protein) przez kompleks y-sekretazy. APP
kodowany jest przez geny PSENI i PSEN2 (presenilina 1;
2) [9,33]. Biatko to, poza tym ze tworzy neurotoksyczne
agregaty sktadajace si¢ z 39—40 aminokwaséw, kumuluja-
ce si¢ w blaszkach starczych, przyczynia si¢ bezposrednio
do formowania nadtlenkéw, aktywuje tez komorki generu-
jace przemiany tlenku azotu w rodniki nadtlenoazotynowe.
Z AD wiaze si¢ takze wystgpowanie okreslonych izoform
apolipoproteiny E (APOE), biatka bedacego sktadnikiem
chylomikronéw i lipoprotein o bardzo niskiej ggstosci —
VLDL (very low density lipoproteins), zaangazowanego
w transport cholesterolu [10]. Uwaza sig, ze jedna z izo-
form APOE — APOE-g4 stymuluje odktadanie B-amyloidu
i formowanie blaszek [22]. Jak podaje Gruber [10], u cho-
rych z AD obserwuje si¢ podwyzszone stg¢zenie APOE
w osoczu, a takze mRINA dla tego genu w mézgu chorych.
Pojawienie si¢ kopii izoform APOE-€3 i APOE-€4 korelo-
wato z wigksza koncentracja B-amyloidu. Co ciekawe, ko-
pia APOE-€2 wiazata si¢ z obnizeniem ryzyka AD [10, 22].

Interesujaca jest obserwacja, ze powyzsze korelacje migdzy
APOE-g4 a AD, zalezne od pici, a takze uwarunkowane et-
nicznie, wraz z wiekiem stawaty si¢ mniej znaczace [22].

Przez ostatnie 20 lat przebadano ponad 300 genéw jako po-
tencjalnych determinantéw p6éZnoobjawowej, sporadyczne;j
postaci AD, stanowiacej 90-95% wszystkich przypadkéw
AD. Jednak, z wyjatkiem genu APOE, zaden nie zostal po-
twierdzony jako marker AD, powtarzajacy si¢ w toku ba-
dan niezaleznych populacji [22]. Potwierdzono jedynie, ze
z péZnoobjawowa, sporadyczna postacia AD zwiazane sa
geny mieszczace si¢ w obrgbie chromosomoéw 9, 101 12.

Za rodzinng, wczesnoobjawowa postaé choroby odpo-
wiada rzadko wystepujacy zespot penetrujacych mutacji
w trzech genach: APP, PSEN1 i PSEN2. Jak podaja Migliore
i Coppede [22], wedlug ostatnich badan nadekspresja APP
okazuje si¢ wystarczajaca do wystapienia AD. Warunkuja
ja trzy mutacje punktowe usytuowane blisko miejsca roz-
szczepienia APP przez sekretaze, zaburzajace proces pro-
teolizy prekursora. Poza tymi mutacjami stwierdzono tez
istnienie kopii APP bedacej przyczyna nadekspresji APP
na poziomie biatka.

W przypadku PSENI i PSEN2 zanotowano, jak dotad, po-
nad 160 mutacji, w tym ponad 150 mutacji w genie PSENI.
W badaniach podkresla si¢ tez polimorfizm wystepujacy
w rejonach niekodujacych PSENI [22].

Zwiazane z fenotypem AD mutacje w genie PSEN/
prowadza do utrzymujacej si¢ aktywnosci HAT biatka
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koaktywatorowego — CBP. Z kolei hipometylacja rejonu
promotorowego tego genu wzmaga aktywnos¢ enzymatycz-
na biatka PSEN] i wytwarzanie -amyloidu [9]. Jak wy-
kazano w badaniach in vitro, proces hipometylacji moze
by¢ czgsciowo odwrécony przez S-adenozylometioning —
zrédto grup metylowych, co wskazuje na mozliwosci ukie-
runkowania terapii AD w przysztosci [9].

Notowane tendencje do hipometylacji w genomie chorych
obcigzonych AD potwierdzaja rezultaty prospektywnych,
obserwacyjnych badan przeprowadzonych przez Roe i wsp.
[31]. Prowadzacy badania stwierdzili istnienie odwrotnej
zaleznosci migdzy tempem rozwoju AD i choréb nowotwo-
rowych. U pacjentéw z AD obserwowano znacznie wolniej-
szy rozwdj nowotwordw, bez rozréznienia na ich rodzaje.
Nie tak znaczaca, ale dajaca si¢ zauwazy¢ prawidtowosc
zanotowano u chorych obarczonych nowotworami w odnie-
sieniu do tempa postgpu AD. Ma to przypuszczalny zwia-
zek z profilami metylacji genéw. Hipometylacja odbloko-
wuje transkrypcje gendéw supresorowych nowotworéw, zas
hipermetylacja, wzmozona w przypadku chor6b nowotwo-
rowych, prawdopodobnie obejmuje tez geny kodujace en-
zymy generujace B-amyloid, unieczynniajac je i przyczy-
niajac si¢ w ten spos6b do spowolnienia postgpu AD [31].

Wyniki badan, cytowane przez Migliore i Coppede [22],
a dotyczace zaleznosci profilu metylacji w genach APP,
PSENI i BACE (B-site amyloid precursor protein cle-
aring enzyme) — genie, kodujacym B-sekretaze odpowie-
dzialna razem z y-sekretaza za rozpad APP i generowanie
neurotoksycznego B-amyloidu a szlakiem metabolicznym
S-adenozylometioniny potwierdzaja, ze procesy metyla-
cji sa istotng czescia zmian epigenetycznych zwigzanych
z wystgpowaniem AD. Okazuje si¢ bowiem, ze niedobor
folianéw i cyjanokobalaminy — zwiazkéw bioracych udziat
w remetylacji S-adenozylometioniny, w pozywce hodowla-
nej ludzkich komorek neuroblastomy SK-N-SH i SK-N-BE
zmienia profil metylacji promotora genu PSEN] i zaburza
wydzielanie biatek PSEN1, BACE i APP. Niedawno wy-
kazano tez jednoczesna kumulacj¢ homocysteiny w tych
komorkach, pozostajaca w odwrotnej zaleznosci z pozio-
mem S-adenozylometioniny [10,22].

Rozpad APP generuje nie tylko B-amyloid, ale takze pep-
tyd C-koricowy APP — AICD [9,33]. AICD przemieszcza
si¢ do jadra i oddziatuje na swoiste geny, takie jak gen ne-
prilizyny — NEP, kodujacy enzym degradujacy B-amylo-
id. Jak podaje Urdinguio i wsp. [33], wykazano, ze w ludz-
kich komérkach neuroblastomy NB7 i SH-SYSY ekspresja
tego genu regulowana jest przez procesy acetylacji histo-
nowej, co potwierdzono tez na przyktadzie szczurzych ko-
morek guza chromochtonnego — PC12. Podwyzszone ste-
zenie biatka AICD nasila acetylacjg reszt lizynowych: -14
w H31-5 w H4. Wspétdziatanie AICD z Fe65 — biatkiem
wiazacym prekursora B-amyloidu A4 i indukcja HAT-
Tip60 sa warunkami wywierania wptywu AICD na chro-
matyng. Acetylacja H4 przez HAT-Tip60 jest niezbgdna do
prawidtowej naprawy powstatych w przebiegu AD uszko-
dzenn DNA [22,33].

W schorzeniach zwigzanych z zaburzeniami pamigci, np.
AD, podkresla si¢ znaczenie HDAC?2. Niedobdr tego enzy-
mu koreluje ze wzrostem liczby synaps i poprawa pamig-
ci. W AD zwrdcono tez uwagg na istotnos¢ epigenetyczne;j

regulacji dwoch innych genéw, tj. SI00A2, kodujacego biat-
ko wiazace wapn i SORBS3, kodujacego biatko adhezyj-
ne z domena SH3. W obu przypadkach zanotowano rézne
profile metylacji DNA w AD w poréwnaniu z préba kon-
trolna. Wiadomo, ze S100B — biatko nalezace, podobnie
jak S100A2 do rodziny S100 jest czynnikiem neurotroficz-
nym i zapewniajagcym przezycie neuronéw. SORBS3 wy-
kryto w synapsach. Funkcje obu biatek w AD nie zosta-
ty doktadnie poznane, ale powyzsze rezultaty sktaniaja do
dalszych badan [33].

Szansa na ,terapig przysztosci” w AD jest miRNA. Okazuje
sig, ze poziom miRNA-107 uzaleznia ekspresj¢ BACE].
W strukturze tego genu wykryto 5 ré6znych miejsc w rejo-
nie niekodujacym mRNA, komplementarnych z miRNA
i stwierdzono odwrotna zalezno$¢ pozioméw ekspresji
BACE]I i miRNA-107 [35].

To, ze w etiologii AD odnotowuje si¢ niebagatelna role
proceséw acetylacji w zakresie regulacji ekspresji genéw
zwigzanych z choroba, umozliwia poszukiwanie rozwia-
zan terapeutycznych wsréd enzyméw bezposrednio wpty-
wajacych na ten proces, tj. HDACs.

Inhibitory HDAC (HDACis) mozna sklasyfikowaé jako
cztery chemiczne rodziny, tj.: krétkotaiicuchowe kwasy
tluszczowe, kwasy hydroksamowe, benzamidy i epoksy-
ketony [1].

W badaniach na modelach komérkowych wykazano obni-
zenie poziomu biatka CBP/p300 o aktywnosci HAT i stop-
nia acetylacji histonéw, przy jednoczesnej aktywacji proce-
sow generujacych APP. Jak wykazano, kwas walproinowy
— HDAC:i nalezacy do grupy krétkotaiicuchowych kwaséw
ttuszczowych obnizat wytwarzanie B-amyloidu w ludzkich
komérkach embrionalnych nerki — HEK293 i w komor-
kach OUN myszy modelowych z AD [4]. W innych ba-
daniach, codzienne wstrzykiwanie myszom modelowym
z AD — Tg2576 HDACi — fenylomaslanu znosito ubytki
pamigci dzigki hiperfosforylacji biatka tau w podwzgo-
rzu, bez wptywu na poziom B-amyloidu. Fenylomaslan
drastycznie obnizat tez acetylacj¢ H4 w korze i stymulo-
wat ekspresje czynnikéw transkrypcyjnych, co sugeruje,
ze u podtoza mechanizméw neuroprotekcyjnych lezy nor-
malizacja dysfunkcji w procesach transkrypcji [4]. U my-
szy transgenicznych APP23, wstrzykiwanie fenylomasla-
nu w dawce 30 mg/kg i.p./dz. redukowato ilos¢ blaszek
B-amyloidowych, a takze poprawiato pamig¢, pod warun-
kiem rozpoczgcia podawania HDACi stosunkowo wcze-
$nie (w siddmym miesiacu zycia myszy). Popraweg pamig-
ci i obnizenie st¢zenia bialka tau bez wplywu na blaszki
amyloidowe zanotowano tez po zastosowaniu nikotynami-
du — inhibitora klasy 3 HDAC [4].

Paradoksalnie, w rzadkich przypadkach, neuroprotekcyj-
ny efekt w AD wykazuja izoformy HDAC, np. HDACI,
czy sirtuina — SIRT1 [16]. Jak wykazali Kim i wsp. [16],
u myszy transgenicznych p25 stanowiacych model zmian
neurodegeneracyjnych wystgpowat podwyzszony poziom
mRNA genu S/RT1, co sugeruje indukcje czynnikéw od-
powiedzialnych za transkrypcje tego genu. Autorzy pod-
kreslaja, ze wyniki te moga stanowi¢ przestanke do po-
szukiwania mozliwosci interwencji w aktywacj¢ SIRT.
Na mozliwy zwiazek SIRT1 z AD wskazuje tez to, ze gen
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ten znajduje si¢ na chromosomie 10, na ktérym wystgpu-
ja geny zwiazane z rodzinng postacia AD.

Choroba Parkinsona

Choroba Parkinsona (PD) jest postepujacym neurologicz-
nym schorzeniem charakteryzujacym si¢ wystgpowaniem
licznych ruchowych i pozaruchowych zaburzen, takich jak
zaburzenia we¢chu, neuropsychiatryczne oraz uktadu autono-
micznego. Badania neuropatologiczne dotyczace zaburzen
tego uktadu u os6b z PD wykazaty wystgpowanie O-synu-
kleiny — biatka o aktywnos$ci chaperonowej, regulujace-
go uwalnianie neuroprzekaznikéw w synapsach w jadrze
grzbietowym nerwu biednego, ciat Lewy’ego w osrodkach
autonomicznych w podwzgérzu, jadrze miejsca sinawego,
jadrze szwu, korze limbicznej oraz w zwojach wspdiczul-
nych i w trzewnych splotach §rédsciennych przewodu po-
karmowego [7,10]. PD jest choroba zwyrodnieniowa struk-
tur mézgu, zwlaszcza jader podkorowych, czyli istoty szarej
lezacej w glebi potkul mézgu. Dochodzi w niej do zaniku
komorek dopaminergicznych istoty czarnej, ktéry prowa-
dzi do niedoboru dopaminy oraz przewagi uktadu choli-
nergicznego. Skutkiem powstajacych zmian sa zaburze-
nia uktadu ruchu [19]. Gtéwne zaburzenia autonomiczne
w PD obejmuja: zaburzenia uktadu sercowo-naczyniowe-
go, przewodu pokarmowego, uktadu moczowo-piciowego,
odzywiania, nadmiernego wydzielania toju i termoregula-
cji [7]. Z PD wiaza si¢ zmiany w obrgbie chromosomu 17
i w strukturze biatka tau, co charakteryzuje takze AD [6].

Ponad 90% przypadkéw PD to posta¢ sporadyczna. Jednak
podstawe wigkszosci badan dotyczacych etiologii choroby
stanowi posta¢ rodzinna. W oparciu o te badania wymie-
niono 8 genéw, w ktérych mutacje zwiazane sa z pojawie-
niem si¢ PD. Zalicza si¢ do nich geny kodujace: a-synukle-
ing — SNCA; biatka zaangazowane w ubikwitynacj¢ i procesy
z udziatem proteosomu (PARK 2 (parkin), UCH-LI (ubiqu-
itin carboxyterminal hydrolase L1)), biatka mitochondrialne
zwigzane z ochrong komérek, m.in. przed stresem oksyda-
cyjnym (PINK-1 (PTEN-induced putative kinase 1) i DJ-1),
biatko dardaryne, zawierajace domeng kinazy tyrozynowe;j
(LRKK?2 (leucine-rich repeat serine/threonine-protein kina-
se 2)), lizosomalng ATP-az¢ (ATP13A2), czy proteazeg sery-
nowg — OMI/HTRA?2, zaangazowana w procesy apoptozy,
a takze geny kodujace biatka uczestniczace w synaptycznym
transporcie i wydzielaniu neuroprzekaZznikow, takich jak sy-
naptobrewina [6,22,33]. W tym miejscu nalezy przyblizy¢
role o-synukleiny, tworzacej fibrylarne agregaty zwane cial-
kami Lewy’ego, kumulujace si¢ w miejscach ubytkéw neu-
ronéw, co stanowi jeden z gtéwnych markeréw PD [22,33].
Jak wykazano, polimorfizm wystgpujacy w obrebie promo-
tora genu SNCA wiaze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem za-
chorowania na PD. W rodzinnej postaci choroby notowano
tez wystgpowanie dodatkowych kopii genu i substytucje [22].

W PD o-synukleina przemieszcza si¢ do jadra i moze si¢
wigzaé z histonami hamujac procesy acetylacji w H3 po-
przez stymulujacy wptyw na deacetylazg SIRT?2, ale takze
inaktywujac aktywno$¢ HAT biatek: CBP, p300 i p/CAF
(CBP associated factor) i powodujac hipoacetylacje i apop-
toze ludzkich komoérek neuroblastomy [4,18]. Dowodem na
tego typu interakcje sa wyniki badan, ktére potwierdzity
efekt ochrony przed toksycznym dziataniem o-synukleiny
w komorkach, do ktérych wprowadzono siRNA dla SIRT?2.

Toksycznos¢ o-synukleiny obnizaty tez HDAC s, takie jak
vorinostat, co wykazano in vivo i in vitro. Wyniki tych badani
wskazuja kierunek terapeutyczny i potwierdzaja koniecz-
nos¢ dalszych badar na zwierzecych modelach PD [1,18,33].

Omawiajac molekularne podioze PD podkresla sig tez
role czynnika wzrostu fibroblastéw — FGF20 (fibroblast
growth factor 20). FGF20 nalezy do rodziny czynnikéw
wzrostu fibroblastéw, ktére swoje funkcje biologiczne
wykazuja poprzez cztery rodzaje receptoréw, FGFR1-4.
FGF20 przez wiazanie do FGFR1 stymuluje ré6znicowa-
nie komoérek nerwowych w komorki wykazujace ekspre-
sje¢ hydroksylazy tyrozynowej i wptywa dodatnio na prze-
zycie neuronéw dopaminergicznych [34]. Jak wykazano,
FGF20 wraz z FG2 — nalezacym takze do rodziny FGF,
wzmagat ekspresj¢ oi-synukleiny w szczurzych neuronach
dopaminergicznych srédmézgowia [34]. Jak sugeruja au-
torzy, FGF20 we wczesnych okresie zycia zapewnia pro-
liferacje, r6znicowanie i ochrong przed stresem neuronéw
dopaminergicznych §rodmézgowia, jednak w pdZniejszych
etapach, chronicznie podwyzszony poziom tego czynnika
moze posrednio odpowiada¢ za Smier¢ komoérek nerwo-
wych i1 zwigkszone ryzyko PD. Potwierdzaja t¢ sugestie
badania, w ktorych stwierdzono mutacje w rejonie nieko-
dujacym w genie FGF20, powodujace zaburzenia struk-
tury miejsca wiazania miRNA-433, wzmozona translo-
kacje FGF20 i zwigkszona ekspresj¢ o-synukleiny [21].

Oddziatywanie synukleiny z histonami nie jest jedynym zja-
wiskiem epigenetycznym charakteryzujacym PD. Obnizenie
stgzenia dopaminy, obserwowane w tej chorobie, zwigzane
jest ze spadkiem stgzenia trimetylowej pochodnej lizyny -4
w H3. Przewlekla terapia lewodopa prowadzi do deacetylacji
lizynowych reszt: -5, -6, -12 i -16. MPTP (1-metyl-4-fenyl-
-1,2,3,6-tetrahydropirydyna) — zwiazek wywotujacy objawy
zblizone do wystgpujacych w PD indukuje acetylacje w H3
hamowang przez lewodopg. Powyzsze dane potwierdzaja na-
ruszenie szlakéw epigenetycznych w PD, jednak bezposred-
nie implikacje poszczegdlnych proceséw nie sa, jak dotad,
pewne [33]. Wiadomo, ze przynajmniej w czesci, uszkodze-
nia w istocie czarnej moga by¢ konsekwencja hipometylacji
w genie TNFo. Hipometylacja prowadzi do nadekspres;ji biat-
ka TNF-aui w konsekwencji do wzmozonej apoptozy neuro-
néw. Wysoki poziom TNF-a zanotowano w ptynie m6zgo-
wo-rdzeniowym chorych obciazonych PD [33].

Znaczenie acetylacji histonéw w etiopatogenezie PD potwier-
dzaja badania z zastosowaniem HDAC:I. Jak podaja Chuang
i wsp. [4], podawanie myszom modelowym HDACi — fenylo-
maslanu znaczaco znosito skutki ubytku dopaminy i zanika-
nia neuronéw w substancji czarnej, wykazujacych ekspresje
hydrolazy tyrozynowej, odpowiedzialnej za biosynteze dopa-
miny. Inni autorzy wykazali, ze Smierci neuronéw dopami-
nergicznych zapobiegato podawanie takze innych HDACI,
w tym kwasu walproinowego. Stosowane HDACi indukowa-
1y przy tym GDNF — neurotroficzny czynnik komérek glejo-
wych (glial-cell line-derived neurotrophic factor) w astrocy-
tach srédmdézgowia, co wskazuje na mozliwos¢ wykorzystania
takze GDNF w terapii chor6b neurodegeneracyjnych [4].

Choroba Huntingtona (HD)

Choroba Huntingtona jest dziedzicznym schorzeniem neuro-
degeneracyjnym, przekazywanym z pokolenia na pokolenie
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w sposOb autosomalny, dominujacy, spowodowanym mu-
tacja genowa w chromosomie 4. Gliéwnie dotyka neurony
kory mézgowej i prazkowia [4,10,33].

Rozpowszechnienie choroby w populacji ogélnej wynosi
10/100 000. Defekt polega na patologicznym zwigkszeniu
liczby powtorzen tréjek CAG w genie kodujacym biatko
huntingtyne (HTT). Zwigkszenie liczby powtoérzen tréjek
CAG, umiejscowionych w eksonie 1 zmienia konformacje
HTT. W wyniku tego dochodzi do nagromadzenia niepra-
widlowego biatka w komérce, co implikuje zaburzenie pro-
cesow komorkowych i w efekcie Smieré komorki [4,10,33].
Mimo iz choroba jest dziedziczna, objawy nie pojawiaja
si¢ zwykle od urodzenia, lecz najczesciej migdzy 30 a 50
rokiem zycia. Tylko w okoto 3% wszystkich przypadkéw
poczatek choroby przypada na okres dziecinstwa [10].

W badaniu analizujacym objawy kliniczne u 1901 chorych,
do najczestszych objawow nalezaty: plasawica, zaburze-
nia chodu, niestabilnos¢ postawy, drazliwosé, depresja,
niezgrabnos$¢ ruchéw, zaburzenia mowy, utrata pamigci,
wypadanie przedmiotéw z rak, utrata motywacji i napedu,
zespét urojeniowy, regresja intelektualna, zaburzenia snu,
halucynacje, utrata masy i zaburzenia seksualne. Czgsto,
przed pojawieniem si¢ objawdw ruchowych wystepuja ob-
jawy psychiatryczne. Wydaja si¢ calkowicie niezalezne od
objawéw ruchowych, a ich progresja moze by¢ odmienna
niz postep innych objawéw choroby [10].

Zaburzenia emocjonalne, drazliwos¢, labilnosé, zacho-
wania agresywne, aspolecznos¢, naduzywanie alkoholu,
apatia oraz pogorszenie zdolnosci poznawczych w HD,
zwigzane sg z uszkodzeniem glowy jadra ogoniastego i ja-
dra soczewkowatego oraz funkcji petli czotowo-podstaw-
nych. Powyzsze objawy wynikaja, jak si¢ przypuszcza, ze
zmniejszenia stgzenia acetylocholiny i liczby neuronéw
GABA-ergicznych w jadrach podstawy [10].

Borovecki i wsp. [2] stwierdzili istotne zmiany w poziomie
mRNA 12 genéw w probkach krwi pobranej od pacjentéw
znajdujacych si¢ w réznych stadiach HD. Biatka kodowa-
ne przez te geny nalezalty do réznych grup funkcjonalnych,
m.in. proceséw transkrypcji i przemian RNA (koaktywator
TAF7, czynnik uczestniczacy w splicingu — SF3B1, biat-
ka z domenami palca cynkowego), szlakéw z udziatem
ubikwityny i proteasomu (proteaza ubikwitynoswoista —
USP15), transportu pegcherzykowego (proteoglikan 1). Profil
ekspresji tych genéw u pacjentéw we wczesnym stadium
przedobjawowym choroby byt zblizony do profilu u oséb
zdrowych. Profil w péZnym stadium przedobjawowym byt
zbiezny z wyznaczonym u chorych w rozwinigtym, obja-
wowym stadium HD. Autorzy wykazali jednoczesnie, ze
podwyzszone poziomy mRNA ulegaly redukcji pod wpty-
wem fenylomaslanu sodu — HDAC1, podawanego pacjen-
tom przez 4 tygodnie, co wskazuje na znaczenie proceséw
acetylacji histonow w przebiegu HD i zasadnos¢ uwzgled-
nienia HDACi w projektowaniu potencjalnych terapii HD.
Ekspresja genéw nalezacych do powyzszych grup, a takze
zwigzanych z cyklem komérkowym, kanalami jonowymi,
apoptoza, chaperonami, czy gospodarka wapniowa réznita
szczurze komoérki modelowe prazkowia —ST14A i komérki
szczepu dzikiego [28]. Autorzy w swoich badaniach wy-
mieniaja jako réznicujaca, takze ekspresje gendw zwiaza-
nych z metabolizmem cholesterolu i kwaséw ttuszczowych.

Zmutowana HTT wiaze i blokuje domen¢ HAT w koak-
tywatorach CBP i CAF, co w efekcie prowadzi do deregu-
lacji transkrypcji [4,9,33]. Oddziatywanie HTT na CBP
moze polegaé tez na stymulowaniu tworzenia agregatow
tego biatka. Efekt ten niektérzy autorzy traktuja jako po-
Srednio wptywajacy na modyfikacje histonéw [3]. W my-
sich modelach HD wykazano wptyw HDAC! na tagodzenie
zaburzen motorycznych i atrofii neuronéw, przy jedno-
czesnym wzmozeniu proceséw acetylacji histonéw i ob-
nizonej ich metylacji. Zmieniona HTT powodowata hi-
poacetylacje H3 i H4 u modelowych myszy R6/2 i1 82Q.
Trimetylacje w H3 wykryto nie tylko u myszy 82Q, ale
takze u chorych obciazonych HD [33]. Powyzsze oddzia-
tywanie HTT w sposéb przeciwstawny w kontekscie za-
leznosci struktury chromatyny i mozliwosci zachodzenia
procesow transkrypcyjnych (hipoacetylacja i hipermetyla-
cja) wskazuje na znaczenie nieprawidtowej HTT dla pro-
ceséw utrzymujacych réwnowage miedzy aktywna trans-
krypcyjnie a represorowa chromatyna [33].

Znaczenie procesOw acetylacji histondw w etiopatogene-
zie HD potwierdzaly juz badania Hockly i wsp. w 2005
roku. W badaniach przedklinicznych na modelu mysim HD
—R6/2, vorinostat po podaniu doustnym wzmagat procesy
acetylacji histonéw w mézgach myszy. Objawowo znacza-
co wygaszal zaburzenia motoryczne. Jak podaja Chuang
i wsp. [4], wzrost przezywalnosci u myszy R6/2 i ograni-
czenie proces6w neurodegeneracyjnych zanotowano tez
w przypadku zastosowania HDACi — maslanu sodu.

Problemem w wykorzystaniu wymienionych HDACis, sto-
sowanych w opisywanych eksperymentach jest ich tok-
sycznos$¢. Stad poszukuje si¢ HDACis o selektywnym
dziataniu. Przykladem takiego inhibitora jest HDACi 4b
skierowany wybidrczo przeciw HDAC3. Niewatpliwa jego
zaleta, poza selektywnym oddziatywaniem na izoforme
HDAC 3 jest to, ze hamujace dziatanie wobec tej deacety-
lazy HDACi 4b wykazuje w stgzeniu 50-krotnie nizszym
niz st¢zenie toksyczne [30]. Myszy modelowe R6/2 i kon-
trolne typu dzikiego byly poddawane dziataniu tego inhi-
bitora (150 mg/kg m.c.) lub placebo przez 67 dni. Efekty
oceniano w badaniach prowadzonych w trakcie podawa-
nia HDACi 4b. Inhibitor poprawial zachowania motorycz-
ne, powodowal wydtuzenie czasu utrzymywania si¢ zwie-
rzat na walcu (rotarod test), spowalniat spadek masy ciata.
W analizie histologicznej wykazano tez dzialanie neuro-
protekcyjne. Hamowaniu deacetylacji przypisuje si¢ row-
niez normalizacje ekspresji genéw mézdzku, kory i praz-
kowia, zaburzonej w HD [30].

W Swietle powyzszych doniesienr, HDACis wydawatyby
si¢ doskonatym potencjalnym kandydatem do zastosowa-
nia ich w terapii HD. Nalezy jednak pamigtac¢ o ztozonosci
proceséw wewnatrzkomoérkowych i tym samym niejedno-
znacznosci funkcji enzyméw odpowiedzialnych za zmia-
ny epigenetyczne w obrgbie DNA i chromatyny. Dowodem
na to jest dwojakie dziatanie HDAC6. Funkcja deacetyla-
zy uniemozliwia acetylacje tubul i uposledza transport pg-
cherzykowy BDNF — czynnika nekrotycznego pochodzenia
moézgowego (brain-derived necrotic factor), wykazujacego
wraz z HSP70 protekcyjna role¢ w HD. W tym kontekscie,
pozadane jest zastosowanie HDACi. Jednak HDAC6 dzia-
ta neuroprotekcyjnie uzalezniajac transport w mikrotubu-
lach, niezbgdny do autofagalnego rozpadu agregatéw HTT,
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a wigc wprowadzenie inhibitora bedzie odnosi¢ skutek nie-
pozadany. Stad jednoznaczne zastosowanie HDACi w HD
nie musi by¢ gwarantem terapeutycznego sukcesu [3,4,20].

Obserwowane w badaniach nad HD pozytywne efekty
HDAC:s nie wynikaja jedynie z funkcji modulatora struktu-
ry chromatyny, ale moga by¢ rezultatem kompleksowej ak-
tywnosci farmakologicznej. Tak jest np. w przypadku kwasu
walproinowego. Jak wykazali Zadori i wsp. [36], podawany
myszom modelowym N171-82Q dootrzewnowo w sposéb
ciagly, w dawce dziennej 100 mg/kg m.c. znacznie wydtuzat
przezywalnos¢ myszy i poprawiat obnizong aktywnos¢ loko-
motoryczna. Takie dziatanie, jak sugeruja autorzy, moze by¢
wynikiem uruchomienia przez HDACi mechanizméw antyek-
scytotoksycznych, GABA-ergicznych lub hamowania HDAC.

HTT wptywa tez na procesy ubikwitynacji histonéw. Jak
wykazali Kim i wsp.[17] w komérkowym i mysim modelu
HD, zaburzona interakcja HTT z kompleksem ligazy ubi-
kwitynowej E3 — hPRC1L E3 zwigzanym z Bmil wzmagata
monoubikwitynacje H2A, redukujac przy tym analogicz-
ny proces w H2B. Uposledzenie tych proceséw determino-
wato przebieg proceséw metylacji lizyny 9 w H3. Wyniki
uzyskane przez Kim i wsp. [17] potwierdzaja teori¢ zna-
czenia kodéw histonowych i istnienie wspétdziatania po-
szczegblnych proceséw w regulowaniu ekspresji gendw.

PobsumowaniE

Odkrycie uwarunkowania ekspresji genéw od zjawisk epi-
genetycznych stworzyto nowy rozdzial w terapii choréb nie-
uleczalnych i leczonych dotad jedynie objawowo.

Skutecznos¢ matoczasteczkowych modulatoréw procesow
epigenetycznych, takich jak inhibitory deacetylaz histono-
wych — HDACis, wykazana w schorzeniach neurologicz-
nych, np.: AD, PD, czy HD potwierdza zwiazek ich etio-
patogenezy z posttranslacyjnymi zmianami w histonach.

Poza hipotezami potencjalnie wyjasniajacymi patogeneze
AD, obejmujacymi, m.in. zaburzenia energetyczne, stres
oksydatywny, czy kaskadg amyloidowa z udzialem B-amy-
loidu oraz stwierdzeniem ponad 160 mutacji w genach ko-
dujacych prekursora amyloidu — PSENI i PSEN2, wyka-
zano takze udzial zjawisk epigenetycznych. Stwierdzono
wplyw wspomnianych mutacji na aktywnos¢ acetylotrans-
ferazowa biatka koaktywatorowego CBP, a takze istotnos$¢

PismiennicTwo

hipometylacji rejonu promotorowego genu PSEN] dla ak-
tywnosci biatka PSEN1 i wytwarzania -amyloidu oraz
znaczenie zaréwno proceséw acetylacji, jak i deacetylacji
histonowej dla prawidtowej naprawy powstatych w prze-
biegu AD uszkodzenn DNA, a takze ich korelacje z liczba
synaps i poprawa pamigci.

W Swietle powyzszych badan poszukuje si¢ zatem roz-
wigzan terapeutycznych wsréd czynnikéw bezposrednio
wplywajacych na procesy acetylacji, tj. HDACs, modyfi-
kujac ich funkcje.

W PD okazalo sig, ze a-synukleina tworzaca ciatka
Lewy’ego — jeden z gléwnych markeréw choroby — wpty-
wa na hamowanie proceséw acetylacji oddziatlujac na de-
acetylaze SIRT?2, ale takze na aktywnos¢ acetylotransfera-
zowa biatek koaktywatorowych: CBP, p300 i p/CAF. Ten
mechanizm, podobnie jak hipometylacja genu TNF o, jest
wigzany ze wzmozona apoptoza neuronéw, co wykazano
m.in. na przyktadzie ludzkich komérek neuroblastomy.

Znaczenie acetylacji histonéw w etiopatogenezie PD po-
twierdzity badania z zastosowanie HDACIs. Inhibitory
znosity efekt neurodegeneracji, w tym neuronéw dopami-
nergicznych u myszy modelowych oraz indukowaty neu-
rotroficzny czynnik komoérek glejowych — GDNF.

W HD pod wptywem inhibitora HDAC — fenylomasla-
nu sodu zaobserwowano obnizenie ekspresji na poziomie
mRNA 12 genéw wykazujacych zmiany w zaleznos$ci od
stadium choroby, co stwierdzono w prébkach krwi po-
branej od pacjentéw obciazonych HD. Zasadno$¢ zasto-
sowania HDACIs w potencjalnej terapii HD potwierdza
blokowanie przez zmutowang huntingtyn¢ domeny HAT
w koaktywatorach CBP i p/CAF. Pozadane efekty HDACi
4b skierowanego wybidrczo przeciw HDAC3 potwierdzo-
no w badaniach na zwierzgtach, obserwujac zaréwno po-
prawg zachowar motorycznych, spowolniony spadek masy
ciata, neuroprotekcyjne dziatanie HDACi w analizie hi-
stologicznej, jak i normalizacje ekspresji genéw mézdz-
ku, kory i prazkowia.

Znajomos¢ proceséw modulujacych ekspresje genéw i, co
za tym idzie posrednio wpltywajacych na ksztattowanie od-
powiedzi biatkowej zrodzita mozliwo$¢ opracowywania ce-
lowanych strategii terapeutycznych ingerujacych w proce-
sy patologiczne u samego ich Zrédta.
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