® Postepy Hig Med Dosw (online), 2020; 74: 532-540 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received: 11.06.2019
Accepted:  12.05.2020
Published: 07.12.2020

Metylacja DNA jako biomarker epigenetyczny
w chorobach zwiazanych z zaburzeniami
pietnowania*

DNA methylation as an epigenetic biomarker in imprinting
disorders

Dorota Jurkiewicz, Elzbieta Ciara, Matgorzata Krajewska-Walasek,
Krystyna Chrzanowska

Zaktad Genetyki Medycznej, Instytut,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka’, Warszawa

*Praca napisana w ramach realizacji statutowego zadania badawczego nr 241/16i 5180/2019
Instytutu, Pomnik — Centrum Zdrowia Dziecka".

Streszczenie:

Stowa kluczowe:

Modyfikacje epigenetyczne wplywaja na ekspresje gendw i powoduja, ze ten sam genotyp
moze doprowadzi¢ do powstania réznych fenotypéw, co wyraza sie w duzej zmienno$ci
w funkcjonowaniu komérek organizmu cztowieka. Jedna z najcze$ciej badanych modyfika-
cji epigenetycznych jest metylacja DNA, ktéra odgrywa podstawowg role w pietnowaniu ge-
nomowym. Zjawisko pietnowania genomowego jest procesem epigenetycznym, w ktérym
nadawane sg na poziomie DNA swoiste znaczniki (pietna) w meskich i zeiskich komérkach
rozrodczych. Wzdr pietna na chromosomie matczynym jest inny niz na chromosomie oj-
cowskim, co wywoluje ekspresje okre§lonych genéw tylko z jednego allela. Nieprawidto-
wosci w procesie pietnowania prowadza do powstawania epimutacji, czyli defektéw epige-
netycznych, w tym nieprawidlowej metylacji DNA. Tego typu zaburzenia sg przyczyng tzw.
choréb zwiazanych z zaburzeniami pietnowania, w ktérych obserwuje sie nieprawidtowe
wzrastanie, rozwdj, zachowanie i/lub zaburzenia metabolizmu. Epimutacje powstajg spon-
tanicznie, bez towarzyszacej zmiany w sekwencji genomowej DNA - taki defekt moze byé
wywotany przez czynniki §rodowiskowe (tzw. epimutacje pierwotne); mogg by¢ réwniez spo-
wodowane zmianami w sekwencji genéw, ktérych produkty wplywaja na proces pietnowania
(tzw. epimutacje wtdrne). Wzdr metylacji DNA w regionach kontroli pietnowania jest bardzo
uzytecznym biomarkerem epigenetycznym, stosowanym w diagnostyce chordéb zwigzanych
z zaburzeniami pietnowania. Obecnie uzywane sa rézne techniki stuzace do analizy wzoru
metylacji DNA, pozwalajace na badanie od jednego do kilkudziesieciu pietnowanych loci lub
tez obejmujgce caly genom. Badania dotyczace metylacji DNA sg istotne nie tylko w diagno-
styce medycznej, lecz takze stanowig wazny aspekt badan zmierzajacych do opracowania
terapii przywracajacych prawidlowy status epigenetyczny pacjentéw.

metylacja DNA, marker epigenetyczny, pietnowanie genomowe, choroby zwigzane z zaburzeniami pigtnowania

Summary:

Epigenetic modifications control gene expression and enable the same genotype to lead
to various phenotypes, thus exhibiting extensive variability in human cells function.
DNA methylation is one of the most often investigated epigenetic modifications, playing
a key part in genomic imprinting. Genomic imprinting is an epigenetic process by which
the male and the female germ cells confer specific marks (imprints). Maternal chromatin
marks differ from paternal ones, leading to expression of specific genes from only one al-
lele. Disturbance in imprinting process results in epimutations, which are epigenetic defects,
including DNA methylation changes. These abnormalities are identified in a group of
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Keywords:

imprinting disorders, associated with abnormal growth, development, behaviour and me-
tabolism. Epimutations can occur spontaneously without any accompanying variant in DNA
genomic sequence (a primary epimutation), whose defect can be a result of environmental
factors. They can also be caused by changes in DNA sequence of genes involved in imprint-
ing process (a secondary epimutation). DNA methylation in imprinting control regions is
a very useful epigenetic biomarker and its detection is applied in the diagnostics of imprint-
ing disorders. At present, various techniques for DNA methylation analysis are employed,
which allow for investigations of one to several imprinted loci or the whole genome. DNA
methylation studies are important not only in medical molecular diagnostics but are crucial
in the search for therapies that would restore normal epigenetic status in patients.

DNA methylation, epigenetic marker, genomic imprinting, imprinting disorders
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WPROWADZENIE

Wszystkie jadrzaste komdrki cztowieka zawierajg ten
sam genom, lecz moga uzywaé go w odmienny sposéb.
Komérki sg homogenne genetycznie, lecz heterogenne
funkcjonalnie, dzieki réznicom w ekspresji genéw [31].
W réznych tkankach w organizmie sa odczytywane inne
geny, zeby powstaly odpowiednie produkty, ktdre sg nie-
zbedne do wlasciwego funkcjonowania komérek na danym
etapie rozwoju. Ta mozliwo$¢ zréznicowanej czasowo
i tkankowo ekspresji genéw jest podstawg prawidlowego
rozwoju, adaptacji i regeneracji catego organizmu. Tak
duza zmienno$¢ w funkcjonowaniu komérek i organizmu
nie zalezy od genetyki, lecz epigenetyki [31]. Epigenetyka
dotyczy modyfikacji DNA, ktére nie zmieniajac sekwencji
wplywaja na jego ekspresje. Istnieje wiele epigenetycznych
modyfikacji, sktadajacych sie na epigenom, m.in. acetyla-
¢ja, metylacja lub fosforylacja histonéw, niekodujace RNA
oraz metylacja DNA [49]. Wymienione markery epigene-
tyczne wptywaja na strukture chromatyny i dzieki temu
promujg lub hamuja ekspresje gendw [49].

METYLACJA DNA

Najczesciej badana i najlepiej poznang modyfikacja epige-
netyczng jest metylacja DNA. Polega na kowalencyjnym
dodawaniu grupy metylowej (-CH,) do wegla w pozycji
5 w pierscieniu cytozyny, co prowadzi do powstania
5-metylo-cytozyny (5-mC) [52]. Metylacja dotyczy cytozyn
znajdujacych sie w ugrupowaniach dinukleotydéw CpG.
Te ugrupowania czesto wystepuja w skupiskach, tworzac
cigg powtarzajacych sie sekwencji nazywany wyspami CpG

(CpG islands). Wyspy CpG najczesciej sa umiejscowione
w regionie promotorowym genéw [33]. U cztowieka okoto
70% dinukleotydéw CpG jest zmetylowanych, niezmety-
lowane pozostaja dinukleotydy w wyspach CpG zlokalizo-
wanych w komdrkach linii zarodkowych lub znajdujacych
sie blisko promotoréw w komérkach somatycznych [33].
Transkrypcja genu zalezy od dostepnosci jego promotora
i innych regionéw regulatorowych dla czynnikéw trans-
krypcyjnych. Metylacja DNA zmniejsza dostepno$¢é DNA
i moze hamowa¢ wigzanie sie réznych czynnikéw regulato-
rowych, hamujac ekspresje genu [49].

Reakcja metylacji DNA jest katalizowana przez mety-
lotransferazy DNA (DNA methyltransferase, DNMT).
Metylotransferazy DNMT3A i DNMT3B rozpoznaja niezme-
tylowane CpG i nadajg nowe znaczniki metylacyjne, dlatego
nazywane sa metylotransferazami dziatajacymi de novo.
Metylacja de novo odbywa sie podczas wczesnych etapéw
embriogenezy i w komérkach nowotworowych [48]. Mety-
lotransferaza DNMT1 rozpoznaje i metyluje hemimetylo-
warne dinukleotydy CpG podczas replikacji DNA i kopiuje
juz istniejacy wzér metylacji na potomne nici DNA. Badania
wskazuja, ze funkcje tych trzech metylotransferaz mogg sie
ze sobg pokrywacé [32].

PIETNOWANIE GENOMOWE

Metylacja DNA odrywa gtéwna role w procesie pietnowa-
nia genomowego (genomic imprinting). Jest to zjawisko
obserwowane u ssakéw i roslin kwitnacych. Potomstwo
dziedziczy dwa zestawy chromosomdw, od ojca i od matki.
Wiekszo$¢é genédw autosomalnych ulega biallelicznej
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Ryc. 1. Pigtno genomowe na réznych etapach rozwoju organizmu. Pigtno
genomowe jest usuwane w pierwotnych komdrkach ptciowych i na nowo
nadawane podczas rozwoju komdrek rozrodczych. Pigtna s3 utrzymywane podczas
zaptodnienia i w kolejnych etapach rozwoju organizmu (wg [4] zmodyfikowano)

ekspresji - zaréwno z matczynego, jak i ojcowskiego allela.
Istnieje jednak grupa genéw, ktére w wyniku modyfika-
cji genetycznej sa eksprymowane tylko z jednego allela,
w zaleznosci od jej rodzicielskiego pochodzenia. Zjawi-
sko monoallelicznej ekspresji okreslonych genéw w zalez-
nosci od tego, czy znajduja sie na allelu pochodzacym od
matki, czy od ojca jest okreslane terminem ,,pietnowanie
genomowe” [8, 50]. Pietna genomowe (genomic imprints)
w postaci wzoru metylacji DNA (i innych markerdéw epige-
netycznych) sa umiejscowione w regionach kontroli piet-
nowania (imprinting control regions, ICRs). Wszystkie
ICRs sg regionami o zréznicowanej metylacji (differen-
tially methylated regions, DMRs). ICRs wplywaja na trans-
krypcje genéw znajdujacych sie pod ich kontrola, ktére
ulegaja ekspresji w zaleznosci od tego, czy znajduja sie na
chromosomie matczynym, czy ojcowskim. Pietna geno-
mowe s3 hiezmienne, obecne podczas calego Zycia organizmu
i znajduja sie wlasciwie we wszystkich komérkach ciata.
Istnieja skupiska, tzw. klastry genéw podlegajacych kontroli
danego ICR, ich liczba wynosi od kilku do kilkunastu i sg to
zaréwno geny ulegajace translagji, jak i wytwarzajace np. nie-
kodujace RNA [15]. Pietnowane geny petnig rézne funkgje,
sg regulatorami wzrostu i rozwoju, wplywaja na prawidtowe
funkcjonowanie mézgu i utrzymanie postnatalnej réwnowagi
energetycznej. U cztowieka dotad zidentyfikowano okoto 100
gendw podlegajacych procesowi pietnowania [6, 28].

Pietna genomowe sa nadawane podczas gametogenezy
i sg zachowywane w niezmienionej postaci w jednej gene-
racji, od chwili ich ustanowienia w komérkach ptciowych
danej osoby, az do ich usuniecia w prekursorach gamet
jej potomka. Z tego wzgledu pietnowanie genomowe sta-
nowi przyktad miedzypokoleniowego dziedziczenia epi-
genetycznego [4, 44]. Pietno genomowe jest wymazywane
w pierwotnych komérkach piciowych i na nowo usta-
nawiane podczas pdzniejszych etapéw rozwoju komdé-
rek rozrodczych (ryc. 1). Pietno jest nadawane zgodnie
z plcig - inny wzdr pietna jest w oocycie, inny w plem-
niku [4]. Po zaptodnieniu pietno jest utrzymywane w bla-
stocy$cie. Metylacyjne pietna nie sg usuwane w czasie

prawidiowe pigtnowanie 4’L‘7

prawidtowy wzér metylacji DNA

- — (P(P nieprawidiowa metylacja powstata
‘ epimutacja pierwotna ‘ bez defektu w sekwencji DNA
nieprawidtowa metylacja
spowodowana defektem w sekwencji
genu kodujacego czynnik dziatajgcy
Z pozyciji -cis
epimutacja wtérna QQ

i . :
ﬁ spowodowana defektem w
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Ryc. 2. Epimutacja pierwotna i wtérna. Prawidtowa metylacja DNA — czarne
kofa, nieprawidtowa metylacja DNA — biate kota, defekt w sekwencji DNA -, X"

demetylacji calego genomu, ktéra odbywa sie podczas
wezesnych etapéw rozwoju embrionalnego. W komérkach
somatycznych pietno jest powielane i odczytywane przez
kompleksy transkrypcyjne. Przez cale zycie cztowieka
pietna genomowe sg utrzymywane i chronione przed epi-
genetycznymi zmianami, jakie zachodza w komdérkach
somatycznych [51]. Proces ten jest bardzo zlozony i jego
zaburzenia moga doprowadzi¢ do powstawania choréb
zwigzanych z zaburzeniami pietnowania (imprinting disor-
ders, IDs).

NIEPRAWIDEOWA METYLACJA W CHOROBACH ZWIAZANYCH
ZZABURZENIAMI PIETNOWANIA

Choroby zwiazane z zaburzeniami pietnowania sa grupa
schorzen, w ktérych obserwuje sie nieprawidtowe wzra-
stanie, rozwdj, zachowanie i/lub metabolizm [14]. W tej
grupie chordb identyfikuje sie cztery rodzaje niepra-
widtowos$ci molekularnych: jednorodzicielska disomie
(uniparental disomy, UPD), czyli dziedziczenie obu chromo-
soméw homologicznych od jednego z rodzicéw; delecje lub
duplikacje (zmiany liczby kopii, copy number variants,
CNVs); mutacje punktowe w pietnowanych genach oraz
epimutacje [14, 22]. Defekty te sg stwierdzane z rézna cze-
stotliwo$ciag w poszczegdlnych chorobach zwigzanych
z zaburzeniami pietnowania. Termin epimutacje odnosi
sie do zmian markeréw epigenetycznych modyfikujacych
DNA, na potrzeby tej publikacji przedstawiono jedynie epi-
mutacje polegajace na nieprawidlowo$ciach w metylacji
DNA. Terminem ,,epimutacje pierwotne” okresla sie epimu-
tacje, ktére powstaja bez zmiany w genomowej sekwencji
DNA i ktére sa prawdopodobnie spowodowane przypad-
kowym lub wywotanym przez czynniki $rodowiskowe
btedem w nadaniu lub utrzymaniu prawidtowego pietna
genomowego [27] (ryc. 2). Natomiast termin ,,epimutacje
wtdrne” odnosi sie do epimutacji, ktére sg skutkiem zmian
w sekwengcji genéw kodujacych czynniki dziatajace z pozy-
Gji ~cis lub -trans [27], np. czynnikéw wplywajacych na pra-
widlowy rozwéj oocytu (NLRP5, NLRP7) [10, 19] oraz zygoty
(zFP57) [39] lub czynnikéw transkrypcyjnych chronigcych
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Tabela 1. Choroby zwiazane z zaburzeniem pigtnowania, w ktdrych identyfikuje sie epimutacje

Udziat

Choroba Chromosom Region kontroli pietnowania Ty!) .. epimutagji Udziat Literatura
epimutagji [%]* MLID [%]

Przemijajaca cukrzyca Al TCC 0 0
noworodkowa (TNDM) 6q24 PLAGLT:alt-TSS-DMR LOM 30% 50% [40]
Zesp6t Beckwitha i Wiedemanna 10155 H19/IGF2:1G-DMR GOM 10% rzadko (12, 16]
(BWS) pL>- KCNQ10T1:TSS-DMR LOM 60% 30% '
Zespét Silvera i Russella (SRS) 1p15.5 H19/1GF2:1G-DMR LOM 40% 15-30% [23,57]

) MEG3/DLK:1G-DMR N
Zesp6t Temple (TS14) 14932 | MEG3TSS-DMR LOM 12% rzadko [29]

) . MEG3/DLK:1G-DMR )
Zespdt Kagami-Ogata (KOS) 14932 | MEGTSS-DMR GOM 20% NR [35]
Zespdt Angelmana (AS) 15911-q13 SNURF:TSS-DMR LOM <5% rzadko [13]
Zesp6t Pradera i Willego (PWS) 15911-q13 SNURF:TSS-DMR GOM <1% NR [13]
Rzekoma niedoczynnos¢ GNAS-NESPTSS-DMR,

y 20q13 GNAS-XL:Ex1-DMR LOM 80-90% 0-38% [12,42]

przytarczyc typu 1b (PHP1b) i GNAS A/BTSS-DMR

" Przedstawiono udziat epimutacji wsréd wszystkich defektow identyfikowanych w danej chorobie (inne niewymienione nieprawidtowosci to CNVs, UPD lub mutacje punktowe
w pietnowanych genach); LOM — hipometylacja (loss of methylation), GOM — hipermetylacja (gain of methylation), MLID —,multi-locus imprinting disturbance”, NR — nieraportowane.

regiony kontroli pietnowania przed nieprawidtowa mety-

lacja (CTCF, POU5F1) [11]. Wyrédznia sie trzy podstawowe

mechanizmy powstawania epimutacji:

+ Zaburzenia w procesie usuwania pietna, czyli deme-
tylacji ICR w pierwotnych komérkach ptciowych.

+ Zaburzenia w procesie nadawania pietna, czyli mety-
lacji ICR w oocycie lub plemniku.

+ Zaburzenia w procesie utrzymywania pietna
w zarodku, czyli wadliwa ochrona przed demetylacja
ICR.

Mechanizmy te moga prowadzi¢ do hipometylacji (loss of
methylation, LOM) lub hipermetylacji (gain of methyla-
tion, GOM) w regionie kontroli pietnowania. Z obecno$cig
epimutacji moze by¢ zwigzane zjawisko mozaikowato$ci
somatycznej, czyli obecno$¢ defektu epigenetycznego nie
w kazdej komdrce ciata [17]. Jest ono thumaczone powstawa-
niem epimutacji (np. hipometylacji regionu 11p15) juz po
zaptodnieniu (postzygotycznie), co moze doprowadzi¢ do
obecnosci zar6wno komérek zdrowych, jak i z epimutacja
w danej tkance, przy czym stosunek komérek prawidtowych
do zmienionych moze by¢ odmienny w zaleznosci od tkanki
[21, 53]. Epimutacje wystepuja z rézng czestotliwoscia
i dotycza réznych pietnowanych loci w zaleznosci od danej
choroby zwigzanej z zaburzeniami pietnowania (tabela 1).
Nieprawidlowy wzdr metylacji najcze$ciej jest identyfiko-
wany w rzekomej niedoczynno$ci przytarczyc typu 1b oraz
w zespole Beckwitha i Wiedemanna, gdzie stanowi odpo-
wiednio 80-90% oraz 70% wszystkich identyfikowanych
zmian. Obecnie wyrdznia sie osiem dobrze scharaktery-
zowanych klinicznie i molekularnie chordéb zwigzanych
z zaburzeniami pietnowania, w ktérych identyfikuje sie
epimutacje zwigzane z réznymi regionami chromosomo-
wymi, s to zespoly: Beckwitha i Wiedemanna oraz Silvera

i Russella (chromosom 11p15), Angelmana oraz Pradera
i Willego (chromosom 15q11-q13), Temple i Kagami-Ogata
(chromosom 14qg32), przemijajaca cukrzyca noworodkéw
(chromosom 6q24), a takze rzekoma niedoczynno$¢ przy-
tarczyc typu 1b (chromosom 20q13). Opisano réwniez
inne choroby zakwalifikowane do grupy choréb zwigza-
nych z zaburzeniami pietnowania, w ktérych dotychczas
nie wykryto epimutacji. Do tej grupy nalezg zespoty: Mul-
chandani, Bhoj i Conlin zwigzane z obecno$cia disomii
chromosomu 20, IMAGE, Birka i Barel, Schaafa i Yang
oraz o$rodkowe przedwczesne dojrzewanie piciowe typu
2, spowodowane mutacjami w sekwencji pietnowanych
gendw, odpowiednio w CDKN1C, KCNK9, MAGEL2 i MKRN3
[1,2,7,24, 47]. W niektérych przypadkach defekty mety-
lacji tego samego regionu kontroli pietnowania prowadza
do ‘lustrzanych’ chordb, ktére charakteryzuja sie przeciw-
stawnymi cechami klinicznymi w zaleznosci od tego, czy
zmiany dotycza allela ojcowskiego, czy matczynego. Przy-
ktadem takich chordb jest zespdt Beckwitha i Wiedemanna,
w ktérym jednym z objawdéw jest nadmierne wzrastanie
oraz Silvera i Russella, dla ktérego typowy jest niedobdr
wzrostu, przy czym oba zespoly sg zwigzane z zaburzo-
nym pietnowaniem tego samego regionu chromosomo-
wego 11p15. U czesci pacjentédw z chorobami zwigzanymi
z zaburzeniami pietnowania identyfikuje sie zaburzenia
metylacji nie tylko w locus zwigzanym z choroba, lecz
takze w innych loci genomu, okreslane jako ,,multi-locus
imprinting disturbance” (MLID) (tabela 1) [40]. U pacjen-
téw z MLID moze wystepowal naktadanie sie fenotypéw
réznych chordb zwigzanych z zaburzeniami pietnowania.
Przyczyna wystepowania MLID nie zostata jeszcze dobrze
poznana, dotychczas opisano kilka przypadkéw mutacji
w sekwencji gendéw dzialajacych z pozycji trans
[10, 39, 43].
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WPLYW SRODOWISKA NA PROCES PIETNOWANIA

Istotnym aspektem w badaniu zmian metylacji w choro-
bach zwigzanych z zaburzeniami pietnowania jest wptyw
czynnikéw §rodowiskowych na proces pietnowania geno-
mowego. Czynniki te, np. dostepno$¢ réznych sktadnikéw
odzywczych lub ekspozycja na chemiczne zanieczyszczenia
w okresie plodowym, mogg pehié role modyfikatoréw, przy-
czyniajacych sie do powstawania epimutacji [44]. Przy czym
nie udowodniono do tej pory bezposredniego zwiagzku mie-
dzy dieta ciezarnej, a czestotliwoscig pojawiania sie chordb
zwigzanych z zaburzeniami pietnowania [18]. Badania prze-
prowadzone w grupie pacjentéw z zespotem Beckwitha
i Wiedemanna sugeruja, ze warianty molekularne w genie
kodujacym metylotransferaze DNMT1, ktére powoduja
obnizenie jej aktywnosci enzymatycznej, mogg prowa-
dzi¢ do zaburzen w utrzymywaniu prawidtowej metylacji
w regionie kontroli pietnowania KCNQ10TI1:TSS-DMR,
prawdopodobnie na etapie wczesnozarodkowym [18].
Biatko DNMT1 odgrywa wazng role w utrzymywaniu pra-
widtowej metylacji podczas wczesnego rozwoju zarod-
kowego i jest jednym z gtéwnych enzyméw w szlaku
metabolizmu kwasu foliowego, gdzie katalizuje prze-
niesienie grupy metylowej z S-adenozylometioniny na
cytozyne. Autorzy badan sugeruja, ze dieta matki uboga
w kwas foliowy moze zwiekszaé negatywne skutki
nieprawidtowego metabolizmu kwasu foliowego
u plodu, spowodowane wariantami genetycznymi, m.in.
w DNMT1 [18]. Inne badania wskazujg, ze male stezenie
witaminy B12 jest zwigzane z wysokim poziomem mety-
lacji w pietnowanym locus H19/IGF2:1G-DMR [56]. Nato-
miast badania na myszach wykazaly, ze dieta bogata
w tluszcze prowadzaca do otylo$ci, zmniejsza ekspresje
Dppa3 w oocytach myszy, co prowadzi do hipometylacji
w regionach kontroli pietnowania w genomie zygot
pochodzacych od otylych matek [26]. Jednak istnieja
takze badania, ktére wskazujg, ze dieta nie ma znacza-
cego wplywu na metylacje ICR. Zastosowanie produktéw
ubogich w biatko w diecie samic myszy podczas ciazy
i laktacji zmienito poziom ekspresji wielu pietnowanych
genéw, lecz nie spowodowato zmian w poziomie ich
metylacji [30].

Na proces metylacji moga mie¢ wplyw nie tylko sktad-
niki odzywcze, ale takze narazenie w okresie prenatal-
nym na wplyw czynnikéw chemicznych zaburzajacych
gospodarke hormonalna, takich jak bisfenol A (BPA) [34].
Ekspozycja na ten czynnik prowadzita do zmian w mety-
lacji locus MEST: alt-TSS-DMR, nasilajac proces two-
rzenia komérek ttuszczowych, co mogto wptywaé na
zwiekszenie masy ciala w okresie niemowlecym [34]. Bada-
nia na myszach wykazaly, ze ekspozycja matki na bisfenol
A w trakcie péznych etapdw rozwoju oocytu i wezesnych
etapdw rozwoju zarodka znaczaco zmienita poziom metylacji
w regionach kontroli pietnowania Snrpn i Igf2 DMR1 [54].

Wspdldziatanie czynnikéw genetycznych i $rodowi-
skowych moze spowodowal zaburzenia imprintingu
i nieprawidlowa metylacje w regionach kontroli pietno-
wania. Analiza pacjentéw z pierwotnymi epimutacjami,

u ktérych zidentyfikowano zmiany metylacji bez obecno$ci
towarzyszacych wariantéw w sekwencji DNA, moze sie
przyczyni¢ do pogtebienia wiedzy, w jaki sposéb rézne
czynniki §rodowiskowe wplywajg na powstawanie tego
typu defektéw.

METODY ANALIZY METYLACJI DNA STOSOWANE
W CHOROBACH ZWIAZANYCH Z ZABURZENIAMI
PIETNOWANA

Metylacja dinukleotydéw CpG w ICR jest dogodnym bio-
markerem epigenetycznym w chorobach zwigzanych
z zaburzeniami pietnowania, gdyz spelnia wszystkie
kryteria, wymagane dla markera stosowanego w diagno-
styce medycznej. Biomarker epigenetyczny jest definio-
wany jako znacznik epigenetyczny, ktéry nie zmienia sie
podczas obrdébki prébki biologicznej i umozliwia uzyskanie
powtarzalnych rezultatéw pomiaréw w okreslonej tkance,
co pozwala na potwierdzenie klinicznego podejrzenia
choroby [25].

W przypadku choréb zwigzanych z zaburzeniami pietno-
wania nalezy pamietaé o zjawisku mozaikowatosci doty-
czacym epimutacji. Moze sie ono wiaza¢ z trudno$ciami
diagnostycznymi, gdyz niski poziom mozaikowato$ci
defektu epigenetycznego (nieprawidtowego wzoru mety-
lacji) w DNA leukocytéw krwi obwodowej, ktéra jest naj-
czeéciej stosowana do analiz molekularnych, moze nie
zostaé zidentyfikowany. Dlatego w razie braku wykrycia
defektu we krwi w uzasadnionych klinicznie przypadkach,
nalezy rozwazy¢ analize DNA w innych dostepnych tkan-
kach, np. fibroblastach czy komdrkach nabtonka policzka
[badania wlasne, 21, 53].

Obecnie stosuje sie rézne techniki umozliwiajace bada-
nie metylacji DNA, zaréwno do analizy $ci$le okre$lonych
loci (od jednego do kilkudziesieciu), najczesciej stosowane
do celéw diagnostycznych, jak i obejmujace caty genom,
wykorzystywane gtéwnie do badati naukowych.

Metody analizy metylacji DNA w jednym
lub kilkudziesigciu loci

Metylospecyficzna multipleksowa amplifikacja sond
zalezna od ligacji (methylation sensitive multiplex
]I'ga[ion—dependc’n[ pl‘obe zlmp]zﬁcatk)n, MS-MILPA)

Jest to pétilo$ciowa metoda, najczesciej uzywana w labo-
ratoriach diagnostycznych. W pierwszym etapie nastepuje
hybrydyzacja sond potéwkowych do zdenaturowanego
DNA, potem proces ich ligacji. Nastepnie przeprowadzana
jest podwdjna reakcja PCR ze znakowanymi starterami:
z nietrawiong prébka, stuzaca do oceny liczby kopii genu
oraz z prébka trawiong metylo-specyficznym enzymem
Hhal, dostarczajgca informacji o poziomie metylacji okre-
$lonych loci. Produkty reakcji MS-MLPA sg poddawane elek-
troforezie kapilarnej w automatycznym analizatorze DNA
i poréwnywane z prébkami kontrolnymi w przypadku
analizy liczby kopii lub miedzy prébka trawiong i nietra-
wiong - do analizy poziomu metylacji. MS-MLPA umozliwia
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jednoczesna analize do 46 réznych regionéw chromosomo-
wych [45].

Metylospecyticzna lanicuchowa reakcja polimerazy
(methylation-sensitive polymerase chain reaction,

MS-PCR, MSP)

Do przeprowadzenia reakcji uzywa sie DNA, ktéry jest
chemicznie zmodyfikowany wodorosiarczanem IV sodu.
W zmodyfikowanym DNA niezmetylowane cytozyny sg
zamienione na uracyl, natomiast zmetylowane cytozyny
pozostaja niezmienione, takie DNA jest amplifikowane
z uzyciem starteréw specyficznych dla zmodyfikowanego
(zmetylowanego) allela i allela niezmetylowanego. Metoda
umozliwia badanie jednego locus w jednej reakji [20, 37].

Pjrosekwencjonowzmie z uzyciem DNA
zmodyfikowanego wodorosiarczanem IV sodu

(bisulfite pyrosequencing)

W pierwszym etapie przeprowadza sie reakcje amplifikacji,
podczas ktdrej uracyl jest zamieniany na tymine z uzyciem
starteréw wyznakowanych biotyng. Produkty reakcji sa
sekwencjonowane z wykorzystaniem starteréw zlokalizo-
wanych tuz przed sekwencja, ktéra ma by¢ odczytana. Uzy-
skany pirogram pozwala na okre$lenie odsetka metylacji
w miejscu kazdego dinukleotydu CpG na podstawie
poziomu niezmienionych w procesie modyfikacji wodoro-
siarczanem IV sodu cytozyn i zmienionych w tym procesie
tymin. Pirosekwencjonowanie umozliwia otrzymanie krét-
kich sekwencji DNA, z tego wzgledu w jednej reakgji anali-
zuje sie pojedyncze locus [36, 55].

Mc’ty]oza]ez'na mu]dp]c‘ksowa 1'€akcja Wya'fuz'zmia
startera (multilocus methylation-specific single
nucleotide primer extension, MS-SNuPE)

Technika pozwala na jednoczesna analize metylacji DNA
do 10 loci. W metodzie tej stosuje sie modyfikacje DNA
za pomoca wodorosiarczanu IV sodu. Zmodyfikowane
DNA jest amplifikowane w multipleksowej reakcji, pod-
czas ktérej powielane sg zaréwno zmetylowarne, jak i nie-
zmetylowane allele. Produkty PCR sg poddawane reakcji
wydtuzania starteréw, przy czym kazde pietnowane locus
jest powielane za pomoca dwéch réznych par starteréw
oligonukleotydowych, ktére pozwalaja na ocene metyla-
cji w dwéch réznych obszarach tych samych wysp CpG.
Uzyskane produkty sa poddawane analizie fragmentéw na
automatycznym sekwenatorze DNA [9].

A]]e/ospc’gvﬁczna zalezna od anylzlcji
mu][ip]eksowa 1'6;1ij;1 amp]iﬁ]mcji w czasie
rzeczywistym ( zz]]e]e—speciﬁc meth y]zl red mul tip]ex
real-time quantcitive PCR, ASMM RTQ-PCR)

Reakcja jest prowadzona z zastosowaniem DNA zmodyfi-
kowanego za pomocg wodorosiarczanu IV sodu. Technika
polega na hybrydyzacji do zmodyfikowanego DNA fluore-
scencyjnych sond typu TagMan, swoi$cie rozpoznajacych
zmetylowany allel (zawierajacy nukleotyd ,,C”) i niezmety-

lowany allel (z nukleotydem ,,T”). W czasie reakcji ampli-
fikacji DNA sonda jest degradowana i w kazdym cyklu
uwalniany jest fluorochrom, a sygnat fluorescencyjny jest
wykrywany przez laser. Intensywno$¢ fluorescencji kore-
luje z ilodcig okre$lonego allela w prébce DNA. W jednym
eksperymencie badane jest pojedyncze locus [5].

Metody analizy metylacji DNA obejmujgce caly

genom

DNA znakuje sie znacznikiem fluorescencyjnym, a nastep-
nie hybrydyzuje do sond znajdujacych sie na macierzy.
Przez ocene stosunku sygnatéw fluorescencyjnych ze zme-
tylowanych i niezmetylowanych cytozyn okreslany jest
stopiefi metylacji.

Calogenomowe mikromacierze metylacyjne
(genome-wide methylation array, GWMA)

W mikromacierzach, stuzacych do analizy metylomu dla
kazdego dinukleotydu CpG, tworzona jest sonda oligo-
nukleotydowa swoista dla sekwencji zmetylowanej i nie-
zmetylowanej. Sondy sa tak zaprojektowane, zeby byly
komplementarne do sekwencji DNA zmodyfikowanej
w reakcji z wodorosiarczanem IV sodu lub fragmentéw
uzyskanych po trawieniu metylospecyficznymi enzymami
restrykcyjnymi. Po zastosowaniu tego typu enzyméw
odzyskuje sie fragmenty DNA wzbogacone o zmetylowane
wyspy CpG w wyniku immunoprecypitacji. Tak sa przygo-
towane poszczegdlne wyspy CpG. Liczba analizowanych loci
(wysp CpG) zalezy od rodzaju mikromacierzy i waha sie od
okoto 485 000 do 850 000 [3, 17, 46].

Sekwencjonowanie calego genomu z uzyciem DNA
zmodyfikowanego wodorosiarczanem IV sodu
(whole genome bisulfite sequencing, WGBS)

Jest to metoda NGS (next generation sequencing). Analiza
sktada sie z przygotowania biblioteki DNA, polegajacego na
fragmentacji DNA, a nastepnie przytaczaniu do powstatych
fragmentéw krétkich, znakowanych adapteréw. Otrzymana
biblioteka jest modyfikowana wodoro-siarczanem IV sodu.
Kolejnym etapem jest powielanie DNA, a nastepnie wia-
$ciwe sekwencjonowanie. WGBS umozliwia analize okoto
15-20 milionéw dwunukleotydéw CpG w obszarze calego
genomu. Technika jest metodg wielkoskalowsg, prowadzacg
do uzyskania bardzo wielu danych wymagajacych zaawan-
sowanej analizy bioinformatycznej [17].

PERSPEKTYWY

Wzdr metylacji DNA jest waznym biomarkerem, umoz-
liwiajacym zweryfikowanie klinicznego rozpoznania
w chorobach zwigzanych z zaburzeniami pietnowania.
Analizy metylacji DNA w tej grupie chordb sg istotne takze
ze wzgledu na badania zmierzajace do opracowania metod
terapii przez przywrdcenie prawidtowego statusu epige-
netycznego. Pojawily sie m.in. préby przeprowadzenia
bezposredniej modyfikacji epigenetycznej w pietnowa-
nych genach za pomoca inaktywowanych biatek fuzyjnych
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Cas9 (CRISPR associated protein 9). Wykazano, ze biatko
fuzyjne sktadajace sie z Cas9 i prokariotycznej metylo-
transferazy MQ1 moze wptywaé na metylacje cytozyny
w $ciéle okreslonych lokalizacjach w komérkach ludzkich
[38]. Biatko fuzyjne wprowadzono takze do zygoty myszy,
gdzie indukowato metylacje okre$lonych wysp CpG, co
wskazuje najego potencjalng uzyteczno$é w modyfikacjach
metylacji na wczesnych etapach rozwoju organizmu [38].
W innym badaniu wprowadzenie do oocytéw myszy
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fuzyjnego mRNA dCas9-Tet/Dnmt, majacego zdolnoéé do
edytowania metylacji w wyspach CpG, pozwo-
lito na naprawe defektu odpowiedzialnego za
zesp6t Angelmana w jego mysim modelu [58]. Dal-
sze badania majgce na celu doskonalenie metod
edytowania metylomu moga sie przyczyni¢ do wpro-
wadzenia w przyszto$ci terapii epigenetycznych, maja-
cych zastosowanie w leczeniu choréb zwigzanych
z zaburzeniami pietnowania.
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