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ZDROWY I CHORY ,GORSET” DNA, CZYLI MEDYCZNE ASPEKTY EPIGENETYKI

WSTEP

Wickszos¢ komorek organizmu ssaka za-
wiera ten sam zestaw genow, a jednak cechy
zewnatrzne i funkcje komorek sa niekiedy
skrajnie rézne. ROznicowanie komorko-
wo-tkankowe jest w zasadzie nieodwracalne, a
jednak potencjalnie kazda dojrzala komorka
moze stac sie totipotentna. Te indywidualne,
specyficzne wlasSciwosci komorek i ich nie-
zwykla plastycznosc¢ sa wynikiem selektywnej
ekspresji i represji genow. Ekspresja genow
odpowiedzialnych za proces réznicowania,
utrzymywania w ciagu zycia specyficznych
wlaSciwosci poszczegolnych tkanek i plastycz-
nos¢ komorek stanowia wypadkowa bezpo-
Srednich zmian w sekwencji DNA oraz od-
dzialywan o charakterze epigenetycznym, do
ktorych m. in. naleza: metylacja DNA, modyfi-

kacje bialek histonowych (acetylacja, fosforyla-
cja, metylacja, ubikwitynizacja), rodzicielskie
pictno genomowe (GI), oddzialywania biatek
Polycomb i Trithorax, interferencja RNA. Wzor
tych modyfikacji tworzy tzw. epigenotyp, kto-
rego dynamicznym wplywom podlega chro-
matyna, czyli DNA wraz z biatkami histonowy-
mi. Poznanie i zrozumienie mechanizmow epi-
genetycznych, modyfikujacych ekspresje ge-
now i bioracych udziat w rozwoju ssakOw ma
kluczowe znaczenie dla medycyny. Wiedza ta
znajduje zastosowanie w badaniach prowadzo-
nych w kierunku klonowania terapeutyczne-
go, klinicznego zastosowania komoérek macie-
rzystych, w terapii nowotworéw i chorob ge-
netycznie uwarunkowanych oraz w diagnosty-
ce molekularne;.

EPIGENETYKA A ROZWOJ

Rozwo0j organizmu jest procesem niezwy-
kle uporzadkowanym — zaczyna si¢ od totipo-
tentnej zygoty i konczy na wyksztatlceniu wielu
typoOw wyspecjalizowanych komorek do-
rostego osobnika. Do ,zbudowania” ludzkiego
organizmu potrzebnych jest okoto 40000 ge-
now, ktorych prawidtowe dzialanie prowadzi
do wytworzenia okoto 200 tkanek, ktore dalej
roznicuja sie w coraz bardziej wyspecjalizowa-
ne grupy komorek. ZdolnoS¢ pozyskania i
utrzymania sprawnie dzialajacego wzoru eks-
presji genow jest krytyczna dla indywidualnej

komorki, jednoczesSnie zapewniajac poprawne
funkcjonowanie organizmu w otoczeniu. Jed-
nak kazda dojrzata komorka potencjalnie moze
staC si¢ znow totipotentna. Mechanizmy za-
pewniajace zréznicowanej komorce odnowie-
nie ,molekularnej pamigci” z poszczegolnych
etapOw jej rozwoju nie sa zwiazane ze zmiana-
mi w sekwencji DNA, ale maja charakter epige-
netyczny, czyli dotycza dziedziczonych klonal-
nie, potencjalnie odwracalnych modyfikacji
chromatyny (SURANI 2001). Te, choc¢ natural-
nie stabilne, moga ulega¢ zmianom pod
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wplywem réznych czynnikOw, zaréwno
wewnatrzkomorkowych, jak i Srodowisko-
wych. Ssaczy genom dysponuje ponadto dodat-
kowym, wysoce wyspecjalizowanym pozio-
mem epigenetycznej informacji — molekularna
pamiecia dotyczaca rodzicielskiego pochodze-
nia, tzw. rodzicielskim piectnem genomowym
nadawanym w linii rozrodczej (REIK i WALTER
2001). Ten typ modytikacji prowadzi do struk-
turalnych i funkcjonalnych r6znic mi¢dzy mat-
czynym i ojcowskim genomem — asymetrii
(FERGUSON-SMITH i SURANI 2001). Pociaga to
za soba koniecznoS$¢ rozwinecia przez oocyt
wielu witasciwosci, ktore sa potrzebne do
utrzymania tej asymetrii rodzicielskich geno-
mow w zygocie a potem w dojrzalych komor-
kach organizmu.

Potaczenie plemnika z komorka jajowa roz-
poczyna proces reprogramowania zygoty. W

czasie pierwszych podziatbw dochodzi do
catkowitej demetylacji DNA, nast¢pstwem cze-
g0 sa procesy metylacji de novo wystepujace
po implantacji zarodka. W komorkach
zawiazka linii ptciowej (PGC,), w czasie gdy za-
czynaja migrowac do grzebienia plciowego,
dochodzi do ,wymazania” istniejacych epige-
netycznych modyfikacji — rodzicielskie ge-
nomy ulegaja m.in. catkowitej demetylacji, nie-
aktywny chromosom X podlega reaktywacji w
zawiazku zenskiej linii rozrodczej, telomery
powracaja do optymalnej wielkoSci, a DNA
poddawane jest procesom naprawczym. Usu-
wane s3 tez ewentualne btedy we wzorach mo-
dyfikacji DNA, czyli epimutacje, ktoére w rezult-
acie sa rzadkie.

EPIGENETYKA A KLONOWANIE

Podobne procesy maja miejsce w przy-
padku transplantowania jadra komorki soma-
tycznej do komorki jajowej. Eksperymenty klo-
nowania u ssakow wskazuja bowiem, ze jadro
dojrzalej, zroznicowanej komorki moze zai-
nicjowaé rozwo6j embrionalny po transplan-
tacji do pozbawionego jadra oocytu. Zmiany
maja przywrociC totipotencje somatycznemu
jadru na drodze epigenetycznego reprogramo-
wania i dotycza prawdopodobnie ,wymazania”
istniejacego GI i rewersji do embrionalnego
wzoru ekspresji genow. Na tym etapie mozliwe
jest kontynuowanie rozwoju in vivo lub roz-
nicowanie in vitro pluripotentnych embrio-
nalnych komorek macierzystych (Rys. 1). Zna-
jomoSc¢ natury i sekwencji mechanizmow epi-
genetycznych nabiera wiec ogromnego zna-
czenia dla eksperymentow klonowania oraz
manipulacji komérkami macierzystymi i ok-
reslania potencjalnych mozliwosci ich réznico-
wania (Rys. 2). Wiadomo na przyklad, ze
sposob w jaki macierzyste komorki ES i EG re-
programuja  transplantowane somatyczne
jadra jest odzwierciedleniem ich wilasciwosci
odziedziczonych od prekursorow, czyli odpo-
wiednio komorek wezta zarodkowego i PGC,.
Zasadnicza roznica dotyczy unikalnej zdol-
nosci komoérek EG do ,wymazywania” wzoru
rodzicielskiego epigenotypu, ktorej nie posia-
daja ES, oocyty i wczesne zarodki. Dlatego tez
poznanie specyficznych wtasciwosci i zdol-
noSci reprogramowania przez poszczegolne

typy embrionalnych komorek macierzystych i
wczesne zarodki jest niezwykle wazne do okre-
Slenia molekularnej i komorkowej natury oraz

Totipotencjalna

trofoblast

{
pléd / \
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/

Ryc. 1. Wczesny rozwoj ssaka i Zzrodta pluripoten-
cjalnych komoérek macierzystych.

plemnik

sposobu osiagniecia i utrzymania stanu pluri-
lub totipotencji — wlasciwosci, ktore niosa ze
soba ogromne mozliwosci medycznego zasto-
sowania.
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Ale eksperymenty klonowania stanowia
jednoczesnie dowod na to, ze wiedza na temat
przeprogramowywania genomu ssaka jest frag-
mentaryczna, poniewaz wickszos¢ klonowany-
ch zarodkow ginie wkroétce po implantacji. Te,
ktore przezywaja do urodzenia, cz¢sto wyka-
zuja anomalie rozwojowe i, jak si¢ wydaje, ce-
chuje je tez krotsza przezywalnoS¢ (WAKA-
YAMA i wspotaut. 2000). Reprogramowanie
transplantowanych somatycznych jader ko-
morkowych jest wiec niekompletne w porow-
naniu do tego, ktore ma miejsce w zaptodnio-
nej w naturalny sposob komorce jajowej (LI
2002). Nasuwa sie pytanie, ktore molekularne
mechanizmy przeprogramowywania genomu
ulegaja zaburzeniu w czasie klonowania? Ba-
dania na klonowanych bydlecych zarodkach
wskazuja, ze dlugos¢ telomerow podlega-
jacych skracaniu w komorkach somatycznych
moze zostaC przywrocona. Jednak juz proces
calkowitej demetylacji genomu przed implan-
tacja jest mniej wydajny i do metylacji de novo
dochodzi na wczeSniejszym etapie rozwoju
klonowanego zarodka niz w warunkach natur-
alnych (KANG i wspotaut. 2001, BOURCHIS i
wspotaut. 2001). Nieprawidtowe reprogramo-

wanie metylacji DNA moze by¢ bardzo powaz-
ne w skutkach poniewaz moze powodowac
wadliwa ekspresje kluczowych dla rozwoju
embrionalnego genéw. W klonowanych my-
sich blastocystach ekspresja genu Oct4 jest
wyraznie zredukowana w wezZle zarodkowym,
w porownaniu do blastocyst powstajacych w
drodze naturalnego zaptodnienia. Produkt
Oct4 jest czynnikiem transkrypcyjnym specy-
ficznie eksprymowanym w komorkach ES i
PGD., warunkujac m. in. ich pluripoten-
cjalnos¢. Podobnie, analiza aktywnoSci trans-
krypcyjnej genéw podlegajacych pietnowaniu
w klonowanych zarodkach myszy wykazuje, ze
chociaz ich monoalleliczna rodzicielska eks-
presja jest zachowana, to poziom ekspresji w
tozysku jest nizszy (INOUE i wspotaut. 2002).
Biorac pod uwage fakt, ze pictnowane geny
maja zazwyczaj charakter regulatorowy, a ich
produkty sa waznymi czynnikami rozwojowy-
mi, zaburzenie ich ekspresji oraz genu Oct4
moze prowadzi¢ do czesto wystepujacych pod-
czas klonowania defektow tozyska, katastrofa-
Inych w skutkach dla samego zarodka.

KOMORKI MACIERZYSTE DLA MEDYCYNY

Mimo naszej skromnej wiedzy na temat
epigenetycznej kontroli ekspresji genomu w
czasie rozwoju ssaka, procedury klonowania
znajduja juz zastosowanie w medycynie rege-
neracyjnej i transplantologii (NATIONAL
INSTITUTES OF HEALTH 2001). Wiadomo jest bo-
wiem, ze z klonowanych zarodkéw po-
chodzacych ze zroznicowanych somatycznych
jader, mozna izolowac pluripotentne komorki
ES (WAKAYAMA i wspotaut. 2001). Dowodzi to,
ze epigenetyczne reprogramowanie trans-
plantowanych somatycznych jader w oocytach
jest wystarczajace do odroznicowania dojrzalej
komorki i przeksztalcenia jej w pluripotentna
komorke macierzysta (WILMUT i wspolaut.
1997). Jesli proces odroznicowania dojrzatej
komorki mozna bedzie przeprowadzic in vi-
tro, omijajac skomplikowane procedury klo-
nowania, to mozna bedzie otrzymywac do ce-
low terapeutycznych pluripotentne komorki
macierzyste z dostepnych w nielimitowanych
iloSciach tkanek. Reprogramowanie soma-
tycznego jadra in wvitro mozna obecnie
osiagnac poprzez fuzje komorki somatycznej
(neuronu, limfocytu) z macierzysta komorka

embrionalna. Nie osiagnicto jeszcze etapu, na
ktorym mozliwe staloby sie odroznicowanie
dojrzalej komorki somatycznej w pluripo-
tentna somatyczna komorke macierzysta
(Rys. 2).

Somatyczne, nieembrionalne komorki ma-
cierzyste wystepuja w dojrzalym organizmie
nielicznie, zasiedlajac specyficzne nisze po-
miedzy wyspecjalizowanymi komoérkami tkan-
ki lub narzadu, a ich glownym celem jest od-
nawianie tkanki, w ktorej rezyduja (RATAJCZAK
i wspotaut 2003). Stanowia zwykle heterogen-
ne populacje komorek macierzystych. Wyste-
puja w mozgu, szpiku, mi¢sSniach szkieleto-
wych, skorze, watrobie, siatkdbwce i rogowce.
Komorki te sa ukierunkowane tkankowo co
oznacza, ze in vivo nie wykazuja plastycznosci,
czyli nie sa w stanie roznicowac si¢ we wszyst-
kie typy komorek. Obserwowana in vitro zdol-
noS¢ transdyferencjacji jest prawdopodobnie
w warunkach naturalnych zjawiskiem nie-
zwykle rzadkim. Plastycznosc jaka kiedysS przy-
pisywano tym komorkom ttumaczy sie obecnie
zdolnosScia do fuzji z komorkami zréznico-
wanymi, mozliwoscia indukowania epigene-
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tycznych zmian podczas hodowli in vitro oraz
heterogennoscia populacji tych komorek. Ich
wystepowanie w roznych tkankach jest naj-
prawdopodobniej efektem krazenia w ustroju i
wspotzawodnictwem o nisze narzadowe, ktore
dzieki temu moga zawiera¢ domieszki soma-
tycznych komorek macierzystych innych tka-
nek (TADA i wspotaut. 2001). Nieembrionalne

1. zaptodnienie

komorki macierzyste maja rOwniez ograniczo-
na zdolnos¢ do podziatéw. Mimo to, sa zrédlem
komorek dla proceséw regeneracyjnych i
moga shuzyc¢ do terapii jako komorki wlasne pa-
cjenta, likwidujac problem odpowiedzi im-
munologiczne;j.

.

Metylacja DNA,
oocyt przebudowa chromatyny,
aktywacja gendw zygoty;

2. klonowanie
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pozbawiony jadra

transfer jadra oooyt

komérki somatycznej

3. fuzje komérek

@ +

komdrka ES komérka somatyczna

4. przeprogramowanie in vitro

— &S —

komérka somatyczna

Ryc. 2. Epigenetyczne reprogramowanie genomau.
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1. W czasie naturalnego zaptognienie — powstaje totipotentna blastocysta, ktora daje poczatek cialu zarodka i
tkankom pozazarodkowym. Komorki ES, ktore pochodza z wezta zarodkowego moga réznicowac si¢ w pra-
widlowy zarodek, ale nie w tkanki pozazarodkowe. 2. Jadro komorki somatycznej moze ulec przeprogramowa-
niu w pozbawionym swojego jadra oocycie. Ze sklonowanych w ten sposob blastocyst mozna pozyskiwac pluri-
potentne komorki ES. 3. Totipotencjalne komorki progenitorowe mozna uzyska¢ na drodze fuzji komorki ES z
komoérka somatyczna np. neuronem lub limfocytem. 4. Jak dotad nie jest mozliwe przeprogramowanie komorki

somatycznej w pluripotentna komorke macierzysta.

TERAPIA KOMORKOWA

Od wielu lat podejmowane sa proby lecze-
nia metodami komorkowej terapii zastepczej
chor6b neurodegeneracyjnych, takich jak: cho-
roba Parkinsona (PD), Huntingtona (HD),
Alzheimera (AD), stwardnienie rozsiane (SM),
stwardnienie zanikowe boczne. W chorobach
tych dochodzi do zaniku specyficznych popu-
lacji komorek nerwowych np.: neuronéow do-
paminergicznych (w PD), neuronéw choli-
nergicznych (w AD), motoneuronow (stward-
nienie zanikowe boczne), oligodendrocytow
(w SM). Zanik czynnoS$ci neuronOw obserwuje
sie takze w procesach starzenia si¢ mozgu, w

demencjach zwiazanych z AIDS oraz w udarze
mozgu (nagle niedokrwienie czeSci mozgu),
ktory jest jedna z najczestszych przyczyn Smier-
ci w krajach wysoko rozwini¢tych. Stosowane
na modelach zwierzecych transplantacje em-
brionalnej tkanki nerwowej, choC przynosza
najlepsze efekty terapeutyczne, sa jednak
ograniczone ze wzgledu na trudnosci tech-
niczne metody i problemy natury etycznej
(RIDEOUT i wspotaut. 2002). Poszukiwanie in-
nych, tatwo dostepnych zZrodet somatycznych
komorek macierzystych, np. komorek nie-
krwiotworczych podscieliska szpiku kostnego
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(MSC), czy komorek krwi pepowinowej lub
obwodowej, ktore w warunkach in vitro wy-
kazuja plastyczno$¢ i rOznicuja w kierunku
okreslonego typu neuronow, daje szans¢ na
ich wykorzystanie w terapii omawianych cho-
rob. Obiecujace sa rOwniez proby aktywacji
endogennych macierzystych komorek ner-
wowych, ktére w naturalnych warunkach pro-
liferuja i migruja w tkance nerwowej w odpo-
wiedzi na uszkodzenia mechaniczne i procesy
demielinizacji. Egzogenne stymulowanie tych
komorek do roéznicowania w poszczegolne
typy neurondéw, a takze wykorzystanie ich zdol-
noSci do migracji, stwarza mozliwosci zasto-
sowania ich jako noSnikOw substancji, ktorych
deficyty sa przyczyna chorob neurodegene-
racyjnych (np. dopaminy w PD).

Somatyczne komorki macierzyste wyste-
pujarowniez w miesSniach szkieletowych i mie-
$niu sercowym i w naturalnych warunkach
pelnia funkcje regeneracyjne zar6wno w sta-
nach fizjologicznych (apoptoza komorek mig-
$niowych, odnowa masy miesni szkieletowych
po duzym wysitku fizycznym, utrzymywanie
stalej masy mieSnia sercowego), jak i patolo-
gicznych (uszkodzenia mechaniczne miesSni
szkieletowych, zawal miesnia sercowego, dys-
trofia mieSniowa). Podobnie jak inne, nieem-
brionalne komoérki macierzyste, kraza we krwi
i moga by¢ z niej pozyskiwane i wykorzystywa-
ne do celow terapeutycznych tkanki miesnio-
wej.

W szpiku kostnym, krwi pepowinowej i ob-
wodowej wystepuja progenitory komorek
srodbtonkowych, ktére moga réznicowacd sie
w Srodbtonki naczyniowe. Stwarza to mozli-
wos¢ wykorzystania komorek macierzystych w
leczeniu chor6b wymagajacych reperacji na-
czyn krwionosnych (np. zawatu mies$nia serco-
wego). Wykorzystanie hodowli in vitro tych
komorek do badan podstawowych umozliwito
badanie procesOw waskulogenezy i angiogene-
zy, ktore wystepuja w takich stanach patolo-
gicznych, jak choroba reumatyczna czy nowo-
twory. Stosowane obecnie postepowanie tera-
peutyczne w przypadku guzow ma m.in. na
celu dzialanie antyangiogenne.

Niezwykle bogatym Zrédtem somatycznych
komorek macierzystych jest ludzka skora. Ko-
morki te znajduja zastosowanie w leczeniu
oparzen i owrzodzen troficznych.

Macierzyste komorki krwiotworcze (HSC)
znalazly szerokie zastosowanie w leczeniu cho-
rob krwi, takich jak anemia, w procesach odno-
wy komorek hematopoetycznych po chemio-

terapii oraz w leczeniu nowotworow krwi
(biataczek i chloniak6w) i choréb autoimmu-
nologicznych (np. liszaja).

Wielkim problemem terapeutycznym sa
choroby genetycznie uwarunkowane. Z zatoze-
nia nieuleczalne, zwykle o ciezkim przebiegu,
tylko w bardzo nielicznych przypadkach daja
mozliwos¢ leczenia objawowego, ktore usuwa
skutki defektu molekularnego. Jedyna forma
leczenia jest terapia genowa, ktora moze przy-
biera¢ forme bezposSredniego podawania tera-
peutycznego genu do organizmu pacjenta lub
wykorzystywa¢ samoodnawiajace si¢ popula-
cje komorek macierzystych transfekowane ge-
nem terapeutycznym. Proby takiego podejScia
terapeutycznego podejmowane sa tez w choro-
bach autoimmunologicznych. Wprowadzenie
do macierzystych komoérek krwiotworczych
genu kodujacego receptor dla interferonu
gamma hamuje u modelowych myszy efekt sta-
nu zapalnego i rozwoj liszaja.

Wyjatkowe cechy wszystkich typow komo-
rek macierzystych, zaréwno embrionalnych
jak i somatycznych, jakimi sa zdolnos¢ do po-
dzialéw i samoodnawiania si¢ przez diugi czas,
brak réznicowania i fakt, ze moga one dawac
poczatek roznym liniom komoérkowym zadecy-
dowaly o ich szerokim zastosowaniu zarowno
w badaniach podstawowych, jak i w probach
terapeutycznych. Komorki macierzyste stuza
do badania mechanizmow lezacych u podstaw
roznicowania i reprogramowania genomow,
dajac mozliwos¢ poznania czynnikOw odpo-
wiedzialnych za wiele chorob rozwojowych,
genetycznie uwarunkowanych i nowotworo-
wych. Stanowia rowniez nieoceniony biolo-
giczny system do testowania nowych lekéw, a
wraz z rozwojem wiedzy na temat procesow
roéznicowania znajduja coraz wicksze zasto-
sowanie w terapiach opartych na komorkach,
bedac zrodiem dla tworzenia wyspecjalizo-
wanych tkanek. Nalezy jednak pamic¢tac, ze w
warunkach hodowli in vitro komorki podda-
wane sa wplywom czynnikOw o zmienionych,
w stosunku do naturalnych, parametrach.
Moga wiec tez podlegac zmianom modyfikacji
epigenetycznych, ktore jak si¢ wydaje, sa po-
dobne do tych powstajacych w warunkach na-
turalnych w odpowiedzi na czynniki zapalne.
Konieczne jest wi¢c monitorowanie ,epigene-
tycznej kondycji” i klasyfikowanie hodowli
uzywanych w celach terapeutycznych nie tyl-
ko metodami cytologicznymi, ale roOwniez mo-
lekularnymi.
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EPIGENETYKA A PROCES NOWOTWOROWY

Komorki nowotworowe wykazuja nieby-
wale podobiefistwo do komorek embrional-
nych — posiadaja zdolnosc¢ implantacji w obce
tkanki pomiedzy biatka adhezyjne, zdolnosc
enzymatycznej ingerencji tych tkanek, ich wa-
skularyzacji poprzez czynniki angiotropowe i
szybkiej proliferacji. Wykorzystuja te same me-
chanizmy molekularne co komorki pra-
widlowe, z ta tylko roznica, ze reaktywuja eks-
presje genow kluczowych dla ich rozwoju, a in-
aktywuja geny hamujace ich wzrost (OLIGNY
2001). Onkogeneza jest zwiazana z globalna
deregulacja metylacji DNA, aktywacja niekto-
rych onkogenoéw i inaktywacja genow supreso-
row nowotworowych (antyonkogenow). We
wczesnych etapach rozwoju nowotworu cze-
sto obserwuje si¢ wzrost ekspresji demetylaz,

powodujacy niespecyficzna demetylacje DNA.
To reaktywuje ekspresje czynnikdw promoto-
rowo-wzrostowych, takich jak protoonkogeny,
telomerazy i geny zaangazowane w migracje
komorek. Nieprawidlowa metylacja DNA jest
rowniez przyczyna inhibicji czynnikow adhe-
zyjnych i czynnikow hamujacych angiogeneze.
System kontroli epigenetycznej jest niezwykle
skomplikowany i stanowi wypadkowa wielu
mechanizmow (PLASS i SOLOWAY 2002). Jego
zaburzenie moze prowadzi¢ do zagrozenia roz-
wojem agresywnych klonéw komorkowych.
ZnajomoSc¢ epigenetycznej kontroli ekspresji
genow w procesach nowotworowych stwarza
szans¢ na ulepszenie metod diagnostycznych,
terapeutycznych oraz dzialan prewencyjnych.

GDY EPIGENOTYP ,ZACHORUJE” W CZASIE GAMETOGENEZY LUB ROZWOJU
ZARODKOWEGO

Epigenotyp jest komponentem zmiennosci
fenotypowej naturalnych populacji. Moze tez
jednak sta¢ si¢ podmiotem mutacji. Niepra-
widlowosci w reprogramowaniu genomu (epi-
mutacje) w czasie tworzenia gamet i wczesne-
go rozwoju zarodkowego moga by¢ powodo-
wane przez czynniki wewnatrzkomorkowe i
srodowiskowe. Dlatego tez epimutacje sa przy-
czyng zaré6wno monogenowych i wielogeno-
wych chorob genetycznie uwarunkowanych,
choréb nowotworowych, jak i schorzen wielo-
czynnikowych (kompleksowych), w ktorych
wazny element mutagenny stanowia czynniki
srodowiskowe (WALTER i PAULSEN 2003). Epi-
mutacje moga powstawac na skutek np. muta-
cji genow kodujacych metylazy i demetylazy
DNA, histonowe acetylazy i deacetylazy i in-
nych enzymow zaangazowanych w reprogra-
mowanie genomu, w wyniku mutacji niekto-
rych regulatorowych sekwencji DNA, w pict-
nowanych genach lub centrach ich regulacji,
uniemozliwiajac ,wymazywanie” i odnawianie
wzoru modyfikacji epigentycznych w liniach
rozrodczych. Potencjalnie moga dotyczyc
wszystkich czynnikow zaangazowanych w mo-
dyfikacje epigenetyczne.

Jednym z najlepiej scharakteryzowanych
przykltadow  choréb  genetycznych  po-
wstajacych na skutek zaburzen epigenetycz-
nych, do ktorych dochodzi w konsekwencji
mutacji dynamicznej, jest zespot tamliwego
chromosomu X (FraX), najczestsza przyczyna

dziedzicznego uposledzenia umystowego. We
FraX dochodzi do ekspansji powtorzen trojnu-
kleotydowej sekwencji CCG na 5’ koficu genu
FMR1. W konsekwencji dwunukleotydowe
powtorzenia CG w obrebie CCG zostaja zmety-
lowane, prowadzac do zahamowania tran-
skrypcji genu. Wyciszenie transkrypcji jest wy-
nikiem zmian struktury chromatyny. Lokalny
wzrost kondensacji chromatyny stabilizuje jed-
noczesnie zwielokrotnienie powtorzen CCG.

Zespot Retta (RS) jest najczestsza forma
dziedzicznego uposledzenia umystowego u ko-
biet, w ktérym dochodzi do mutacji potozone-
go na chromosomie X genu kodujacego biatko
MeCP2. Biatko to laczy si¢ z metylowanym
DNA i bierze udzial w represji transkrypcji. W
RS obserwuje si¢, poza mutacjami punkto-
wymi w genie MECP2, znaczacy spadek po-
ziomu metylacji jednego z jego alleli.

W zespole ICF, rzadkiej, autosomalnej cho-
robie o recesywnym toku dziedziczenia objaw-
iajacej sie brakiem odpornosci, niestabilnoscia
centromerowych regionéw chromosomow i
cechami dysmorficznymi twarzy, dochodzi do
hipometylacji sekwencji satelitarnych i nie-
stabilnosci chromatyny na skutek mutacji w ge-
nie DNMT3B kodujacym DNA-metylotransfe-
raze 3B.

Zaburzenia metylacji DNA obserwuje si¢
takze w zespole ATR-X (sprzezona z chromoso-
mem X alpha-talasemia i uposSledzenie
umystowe). Gen ATRX koduje biatko dziatajace
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jako regulator transkrypcji wiazacy sie z chro-
matyna i modyfikujacy jej lokalna strukture,
m.in. przez zmiany wzorOw metylacji DNA na
obszarach niektorych sekwencji powtorzo-
nych.

Rodzicielskie pietno genomowe pelni
wazna role¢ w prawidtowym rozwoju. Zaburze-
nia epigenotypu w pietnowanych regionach
nie moga ulec naprawie w czasie zycia organi-
zmu, tzn. nie sa fizjologicznie odwracalne, po-
niewaz naprawa moze zajS¢ tylko w czasie pa-
sazu przez lini¢ rozrodcza. Poza regulacja
wzrostu, GI wplywa takze na aspekty behawio-
ralne, dlatego tez zaburzenia pictnowania sg
przyczyna wielu chorob czlowieka i innych
ssakow, poczawszy od licznych nowotworow,
a skonczywszy na zespotach zaburzen rozwojo-
wych.

Defekt w zespole Beckwitha-Wiedemanna
(BWS) dotyczy pictnowanego zespotu genow
IGF2-H19 na chromosomie 11 (region
11p15.5). IGF2 koduje insulino-podobny czyn-
nik wzrostu Il i jest eksprymowany wylacznie z
kopii ojcowskiej. Produktem genu H79, ktory
ulega ekspresji tylko z kopii matczynej, jest
RNA o nieznanej funkcji. W czasie rozwoju oba
geny ulegaja monoallelicznej ekspresji w tych
samych tkankach, poza czeScia mozgu, gdzie
IGF2 jest eksprymowany z obu rodzicielskich
kopii. Zespot IGF2-H19 jest kontrolowany
przez wspolne elementy regulatorowe: m. in.
metylacje DNA, sekwencje izolatorowe (,insu-
latory”) i wzmacniajace (,enhancery”), anty-
sensowny transkrypt i liczne biatka od-
dziatywujace z DNA. Ojcowska disomia
(pUPD) chromosomu 11 powoduje bialle-
liczna ekspresje IGF2 i brak ekspresji H19.
Konsekwencja sa zaburzenia rozwojowe za-
rowno w okresie pre-, jak i postnatalnym,
ktorym czesto towarzyszy sktonnosc¢ do guzow
w wieku dzieciecym. Poza pUPD, przyczyna
BWS moga by¢ takze translokacje obejmujace
chromosom 11 i delecje w obre¢bie regionu
11p15.5, ktore zaburzaja ekspresje pictno-
wanych genow IGF2-H19. Podobna utrata GI
przez geny IGF2 i H19 obserwowana jest w gu-
zie Wilmsa (WT).

Inna grupa piectnowanych genow zlokalizo-
wana jest na chromosomie 15 czlowieka (re-
gion 15q11-13), a jej zaburzenia sa przyczyna
dwoch klinicznie odrebnych jednostek choro-
bowych — zaspotu Pradera-Williego (PWS) i ze-
spotu Angelmana (AS). PWS objawia si¢ przede
wszystkim otyloScia, obnizeniem napiecia mie-
$niowego, uposledzeniem rozwoju psychoru-

chowego oraz hipogonadyzmem. W AS domi-
nuje gtebokie uposledzenie umystowe z bra-
kiem rozwoju mowy i cechy dysmorficzne.

Region PWS-AS wykazuje hipermetylaje na
matczynym allelu i monoalleliczna ekspresje
genow zwiazanych z PWS z ojcowskiego allelu.
Zwiazany z AS gen UBE3A, kodujacy ligaze
ubikwityna-biatko, eksprymowany jest w moz-
gu wylacznie z kopii matczynej, a jego mono-
alleliczna ekspresja uwarunkowana jest po-
wstawaniem antysensownego transkryptu. Do-
mena PWS-AS regulowana jest przez region IC,
ktory sktada sie z dwoch elementow regulato-
rowych: regionu PWS-SRO na ojcowskim allelu
oraz regionu AS-SRO zlokalizowanego na allelu
matczynym. Funkcja aktywnego PWS-SRO na
ojcowskim allelu jest ekspresja genow zwiaza-
nych z PWS, ktora ma miejsce tylko w sytuacji
kiedy PWS-SRO przyjmuje aktywna konforma-
cje. Rola aktywnego AS-SRO polega natomiast
na stworzeniu warunkow do inaktywacji (m.
in. przez metylacje) docelowego PWS-SRO na
matczynym allelu i utworzeniu w tym regionie
nieaktywnej struktury chromatyny. AS-SRO na
matczynym allelu dziala jako represor powo-
dujac  metylacje  sasiadujacego  regionu
PWS-SRO. Model ten ttumaczy dlaczego mikro-
delecje w PWS-SRO (regulatorowe mutacje
L<imprintingowe”) sa przyczyna represji genow
na ojcowskim allelu u chorych z PWS, a mikro-
delecje w obrebie AS-SRO u chorych z AS
znosza normalnie nalozona represj¢ na mat-
czynym allelu (Rys. 3).

Defekty rodzicielskiego pietna genomowe-
g0 s3 rOwniez czesto zwigzane z nowotworami
takimi jak nerwiak zarodkowy (matczyny chro-
mosom 1 i ojcowski chromosom 2), ostra
biataczka mioblastyczna (ojcowski chromo-
som 7), guz Wilmsa (matyczyny chromosom
11). Poniewaz niektére pictnowane geny to
geny supresory nowotworzenia, to brak ak-
tywnej kopii lub brak ekspresji niepi¢tno-
wanego aktywnego allelu moze stac sie przy-
czyna rozwoju nowotworu. Utrata pietn-
owania lub utrata heterozygotycznoSci genu
IGF2 jest obserwowana w wielu nowotwo-
rach, podobnie jak mutacje pietnowanego
genu IGF2R, kodujacego receptor insulino-po-
dobnego czynnika wzrostu IT (PLASS i SOLOWAY
2002).

Prawdopodobnie czeS¢ epimutacji nie
pociaga za soba zadnych zmian w sekwencji
DNA, poza zmianami na poziomie epigenoty-
pu. Stanowia one ogromny problem diagno-
styczny. Opisano juz przypadki BWS, AS, w kto-
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rych nie stwierdzono mutacji na poziomie
DNA, natomiast obserwowano zaburzenia mo-
dyfikacji epigentycznych, takie jak zmiany
wzorow metylacji DNA. Identyfikacja takich
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Ryc. 3. Efekt epimutacji w zespole Pradera-Williego.

GDY EPIGENOTYP ,ZACHORUJE” W CIAGU ZYCIA ORGANIZMU

Stabilno$¢ epigenomu w dorostych ko-
morkach jest tak samo wazna jak zmiany gene-
tyczne na poziomie DNA. Dojrzale, zréznico-
wane komorki, w szczegllnoSci komorki
nabtonkowe, cechuje tendencja do wyciszania
w czasie zycia wielu uprzednio aktywnych ge-
now (obserwuje si¢ wzrost metylacji DNA), w
odpowiedzi na czynniki otaczajacego Srodo-
wiska i styl zycia. Wyrazem tego jest wzrost
wraz z wiekiem komorkowej epigenetycznej
mozaikowatosci, lezacej u podstaw chorob na-
czyniowych i neurodegeneracyjnych. Zaburze-
nia réznicowania matych frakcji komorek
miesSni gtadkich na skutek zmian epigenety-
cznych oraz w wyniku represji genu receptora
estrogenowego alfa (ER) poprzez metylacje
DNA wykazano w wielu chorobach naczynio-
wych, tacznie z arterioskleroza. Podobne lo-
kalne zmiany epigenotypu powstajace z wie-
kiem i odpowiedzialne za inaktywacje promo-
torow roznych gendow, obserwowane sa w ta-

kich chorobach wieloczynnikowych, jak star-
cza demencja, czy cukrzyca insulino-oporna, a
takze w stanach zapalnych, np. zapaleniu jelit i
przewleklym zapaleniu watroby. W szczegol-
nosci, zmiany epigenetyczne obserwowane w
dorostych komorkach, predysponuja mate
frakcje komorek nabtonkowych do neoplazji.
Ustalanie parametrow epigenetycznej moza-
ikowatosci mogloby wiec sta¢ sie niezwykle
pomocne w okreSlaniu indywidualnych pre-
dyspozycji do chorob zwiazanych z wiekiem,
poprzez determinowanie tzw. ,molekularnego
wieku”. Jeszcze wigksze znaczenie mialaby
umiejetnos¢ modulowania procesow epigene-
tycznych. Dawataby bowiem szans¢ na po-
djecie dziatan majacych na celu zabezpieczenie
przed  zaburzeniami  epigenotypu  po-
wstajacymi wraz z wiekiem, promowanie
zdrowszego i potencjalnie dluzszego zycia,
wczesna diagnostyke i skuteczna terapie.



Zdrowy i chory ,gorset” DNA, czyli medyczne aspeRty epigenetyRi

289

BEFSZTYK CZY SZPARAGI, CZYLI JAK CHRONIC EPIGENOTYP W CZASIE ZYCIA?

Witaminy (B12, kwas foliowy), cholina i
metionina petnia kluczowa role w utrzymaniu
stabilnoSci DNA poprzez dostarczanie atomow
wegla albo grup metylowych zar6wno do syn-
tezy DNA (replikacji i reperaciji), jak i do zacho-
wania wzoru metylacji DNA, determinujacego
ekspresje genow. Optymalizacja i prawidlowy
przebieg tych procesow zaleza wiec tez od die-
ty, ktora jest Zrodlem tych zwiazkoéw (FENECH
2001).

W sytuacji deficytu kwasu foliowego, aku-
mulowany jest uracyl, ktéry w konsekwencji
inkorporowany jest do DNA w miejsce tyminy.
To nieprawidlowe podstawienie ma charakter
mutagenny: zaburza nie tylko sama sekwencje
kodu genetycznego, ale powoduje takze reara-
nzacje DNA, obserwowane nawet pod mikro-
skopem jako np. ztamania chromosomow (w
preparatach z hodowli limfocytow prowadzo-
nych w warunkach niedoboru kwasu foliowe-
go i tyminy).

Kwas foliowy i witamina B12 sa niezbedne
do syntezy metioniny z S-adenozynometioniny,
bedacej gtownym donorem grypy metylowe;j

do proces6w metylacji DNA. Zbyt niskie st¢ze-
nie witaminy B12 powoduje, ze kwas foliowy
nie jest wykorzystywany do syntezy tyminy z
uracylu albo do syntezy metioniny z homocy-
steiny. Dochodzi do wzrostu uszkodzen DNA i
do hipometylacji, ktore stanowia czynnik ryzy-
ka dla rozwoju chorob nowotworowych
(BLOUNT 1997). Wzrost poziomu homocyste-
iny zwieksza ryzyko wystapienia chorob naczy-
niowych i ogranicza podzialy komorkowe, co
moze prowadzi¢ do anemii. Zaburzenia te
moga by¢ rOwniez przyczyna nieprawidtowo-
Sci rozwojowych i neurologicznych i prowa-
dzi¢ do wad cewy nerwowej. Sugeruje sie¢, ze
waznym elementem ochrony przed zmianami
metylacji i uszkodzeniami chromosomow jest
odpowiednia podaz witamin i aminokwasow.
Dlatego tez dieta bogata w te skladniki jest
wskazana nie tylko ze wzgledu na prewencje
chorob wynikajacych bezposrednio z samego
ich niedoboru, ale takze (a moze przede
wszystkim) jako czynnik zmniejszajacy ryzyko
anomalii rozwojowych, choréb degeneracyj-
nych i nowotworowych.

TERAZNIEJSZOSC I PRZYSZLOSC W ZASTOSOWANIU MOLEKULARNYCH TECHNOLOGII
EPIGENETYCZNYCH

Genetyczny fenomen za jaki jeszcze do nie-
dawna uwazano epigenetyke stal sie rzeczy-
wistoScia. DNA musi by¢ postrzegane i badane
w kompleksie z bialkami jako chromatyna.
Czynniki epigenetyczne, obok sensu stricto ge-
netycznych, moga byC potencjalnie wykorzy-
stane jako narzedzia diagnostyczne i terapeuty-
czne.

Obecnie w diagnostyce stosuje si¢ paradyg-
mat pojedynczego markera i etapy badania do-
tyczace tylko wybranych aspektow stanu cho-
robowego. Przyszta diagnostyka bedzie z pew-
noScia wieloparametrowa, tzn. analizowanych
bedzie jednoczesnie wiele markeréw moleku-
larnych, biochemicznych i klinicznych, ponie-
waz tylko kompleksowa ocena moze da¢ odpo-
wiedz na skomplikowane pytania diagnostycz-
ne. Po drugie, markery diagnostyczne beda co-
raz czeSciej oparte o badanie kwasow nukle-
inowych. Po trzecie, diagnostyka bedzie wyko-
rzystywana do kierowania procesami chorobo-
wymi, przyniesie bowiem odpowiedzi na pyta-
nia powstajace w toku obserwacji i leczenia in-
dywidualnego pacjenta.

Metylacja DNA jest idealnym parametrem
do kompleksowej diagnostyki wielu chorob
(REIK i wspotaut., 2002). Wzory metylacji sa
nieocenionym  Zrodtem  informacji  do-
tyczacych: aktualnego stanu aktywnoSci ge-
now, potencjalnych sposobéw ich aktywacji
lub inhibicji (stymulacji za pomoca lekow),
,molekularnego wieku”, wplywu czynnikéw
srodowiskowych (toksyny moga powodowac
zaburzenia stabilnoSci genomu objawiajace si¢
m.in. zmianami wzorow metylacji) oraz zmien-
nosSci osobniczej (osobnicza zmiennoS¢ wzo-
row metylacji wazna zaro6wno ze wzgledow
diagnostycznych, jak i terapeutycznych). Ist-
nieje rowniez wiele zalet natury technologicz-
nej, ktore sprawiaja, ze metylacja DNA jest zna-
komitym markerem do rutynowej diagnostyki.
Metylacja dotyczy DNA, ktory jest molekula
bardzo stabilna (w przeciwienstwie do RNA
czy biatek), co utatwia zaré6wno sama prace la-
boratoryjna, jak i umozliwia transport prepara-
tow DNA miedzy oSrodkami terapeutycznymi i
diagnostycznymi. Uzywajac  do  analizy
czasteczke DNA mozna dokonywac ,pomiaru”
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kilku réznych parametréw, np. analizowacd
wzory metylacji i zmiany pojedynczych nukle-
otydow. Analiza metylacji jest obecnie jedyna
metoda, ktora umozliwia badanie ekspresji ge-
nomu w oparciu o DNA. Jest to metoda czutla i
jednoznaczna [cyfrowy zapis 1 0: cytozyna
moze by¢ albo metylowana (1) albo niemetylo-
wana (0)]. Mozliwe jest obecnie zastosowanie
techniki PCR do analizy metylacji DNA, co po-
zwala bada¢ zarowno nisko-, jak i wysoko-ko-
piowe sekwencje DNA z jednoczesng mozliwo-
Scia realnej oceny intensywnosci sygnatu (pro-
file ekspresyjne). W badaniach metylacji
zrodtem DNA moga by¢ zaréwno tkankowe
preparaty parafinowe, formalinowe, utrwala-
ne alkoholem, jak i tkanki mrozone. I wreszcie,
do badania wzoréw metylacji DNA mozna wy-
korzysta¢ z takim samych dobrym skutkiem
rozne techniki molekularne: np. technike
MS-PCR z r6znymi modyfikacjami, mikroma-
cierze DNA, spektrofotometri¢ masowa, tra-
wienie enzymami wrazliwymi na metylacje, hy-
brydyzacje DNA-DNA.

Ogromne nadzieje wiaze si¢ z zastosowa-
niem technologii opartych na metylacji DNA w
kompleksowych dziataniach walki z nowotwo-
rami, poczawszy od wykrywania stadiow
asymptomatycznych, molekularnej klasyfikacji
nowotworu, monitorowania przebiegu choro-
by, diagnozowania przypadkOw opornych na
pewne typy leczenie i testach majacych na celu
ustalenie optymalnej terapii dla indywidualne-
go pacjenta (farmakogenetyka) (OLEK i
wspotaut. 2003, PLASS i SOLOWAY 2002). Dla
farmakogenetycznej i diagnostycznej klasyfika-
cji pacjentow potrzebne sa informacje do-
tyczace zmian polimorficznych i aktywnoSci
genu poniewaz na zdolnos¢ enzymu do meta-
bolizowania leku moze mie¢ wplyw nie tylko
sekwencja biatka (zmiany pojedynczych nukle-
otydow), ale i poziom jego ekspresji (zmiany
metylacji DNA), lub oba parametry. Najczesciej
zmiany polimorficzne sa kompensowane
przez wzrost ekspresji, dlatego tez konieczna
jest kompleksowa analiza molekularna indywi-
dualnych przypadkéw. Podobnie, niezwykle
istotne z punktu widzenia toku postepowania
terapeutycznego, jest monitorowanie przebie-
gu choroby i leczenia, np. informacja kiedy no-
wotwoOr staje si¢ oporny na chemioterapie.
Analiza metylacji umozliwia Sledzenie parame-
trow na poziomie molekularnym zanim jeszcze
dojdzie do jakichkolwiek widocznych zmian
makroskopowych w obrebie chorej tkanki.
Stosowane w terapii biataczek cytotoksyczne

analogi adenozyny (cladribina, fludarabina)
powoduja spadek aktywnosci metylotransfe-
raz, co przeklada si¢ na obnizenie poziomu
ogolnej metylacji (obydwa leki powoduja re-
dukcje metylacji cytozyny odpowiednio w ob-
rebie wysp CpG lub sekwencji CCGG). Wydaje
sie, ze leki te moga miec zastosowanie w terapii
rowniez innych nowotworow zwigzanych z
wyciszaniem genow poprzez hipermetylacje
ich regionoOw promotorowych.

Wiele chorob, o ktorych moéwi sie, ze sa
wywolywane przez czynniki Srodowiskowe
lub sa zwiazane z wiekiem, jest powodowa-
nych bezposrednio przez zmiany wzorow me-
tylacji DNA w poszczegolnych tkankach, po-
wstajace na etapie roznicowania komorkowe-
go i rozwoju (akumulowane w wyniku btedow
podczas klonalnego przekazywania wzorow
metylacji do komorek potomnych). Te zabu-
rzenia moga powodowac nadekspresj¢ niekto-
rych genow badz jej calkowity brak w pew-
nych okresach zycia i predysponowac indywi-
dualne osoby do choréb w pdzniejszych deka-
dach zycia. Wzory metylacji DNA sa tez nara-
Zone na zmiany powstajace w czasie zycia
osobnika. Metabolizm grup metylowych moze
ulec zmianie w odpowiedzi na sytuacje glodu
lub przeciwnie, w przypadku nadmiaru pokar-
mu i nadwagi. U otylych pacjentow obserwuje
sie generalna hipometylacj¢ DNA. Styl zycia i
czynniki Srodowiskowe maja ogromny wplyw
na rozwoj takich chorob jak arterioskleroza czy
insulino-oporna cukrzycy typu II. W obydwu
przypadkach chorobowych stwierdza si¢ spe-
cyficzna hipermetylacje gendow zaangazowa-
nych odpowiednio w metabolizm glukozy i ge-
now eksprymowanych w Srédbtonku naczy-
niowym.

Czes¢ defektow epigenetycznych ma cha-
rakter odwracalny, np. metylacja DNA. Mozli-
wa wydaje si¢ wiec epigenetyczna interwencja
terapeutyczna. Technologie terapeutyczne
moga wykorzystywa¢ trzy poziomy od-
dzialywan epigenetycznych, w ktore zaangazo-
wana jest metylacja DNA: dzialanie metylo-
transferaz DNA i ich inhibitorow, modyfikacje
histonow oraz celowana kontrole ekspresji ge-
now, w ktorej wykorzystywane sa czynniki spe-
cyficznie wiazace sie do pewnych domen w
DNA (technologia Sangamo Biosciences).

Inhibitory DNA metylotransferaz: 5-aza-
cytydyna i jej pochodna 5-aza-2-deoxycyty-
dyna, jako analogi pirymidyn sa inkorporowa-
ne do genomowego DNA i tworza kompleksy z
metylotransferaza 1, przyczyniajac si¢ do inak-
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tywacji enzymu. Poniewaz enzym ten jest
zwiazany z maszyneria replikacyjna, jego inhi-
bicja powoduje, ze nowosyntetyzowana nic
DNA jest niemetylowana. Pozytywne kliniczne
proby z preparatami farmakologicznymi za-
wierajacymi inhibitory metylotransferazy 1
przeprowadzono w przypadku chorob uktadu
krwiotworczego. Inne podejscie polegajace na
zastosowaniu antysensownego oligonukleoty-
du, zmniejsza poziom metylotransferazy i po-
woduje reekspresje wielu inaktywowanych w
guzach genow, m.in. p16 - genu supresora no-
WOtwOorowego.

Jeszcze bardziej obiecujace wydaja si¢ by¢
badania nad lacznym zastosowaniem w terapii
(szczegolnie nowotworow) inhibitorow mety-

lotransferaz i inhibitorow histonowych deace-
tylaz. Problem stanowia jednak nadal skutki
uboczne wynikajace z toksycznoSci tych
zwiazkow 1 brak wysokiej specyfiki od-
dzialywania na konkretne geny.

Technologia Sangamo w pewnym sensie
omija problem niespesyficznej aktywacji ge-
now, wykorzystujac naturalne domeny w DNA
do konstrukcji czynnikOw taczacych sie specy-
ficznie tylko z tymi sekwencjami. W zaleznoSci
od tego czy terapeutyczne dzialanie ma na celu
aktywacje czy inhibicje genu, domeny te moga
dziala¢ jako aktywatory lub represory
przytaczajac odpowiednie regiony sztucznych
peptydow.

PROGNOZY

Zaprezentowane przyklady zastosowania
w praktyce medycznej wiedzy o epigenomie
stanowia zaledwie fragment potencjalnych
mozliwosci jej wykorzystania. Szczegolne prak-
tyczne zastosowanie epigenetyki upatruje sie
w przypadku pojedynczych genéw, ktore ule-
gaja deregulacji na skutek zaburzenia wzoru
epigenotypu, np. w reaktywacji wyciszonych
przez metylacje gendw supresorow nowotwo-
rzenia, czy genéw kodujacych inhibitory
DNA-metylotransferaz albo czynniki tran-
skrypcyjne. Czes¢ z przedstawionych aplikacji,

szczegOlnie opartych na metylacji DNA oraz
dotyczacych zastosowania embrionalnych ko-
morek macierzystych, nie wyszta jeszcze poza
progi laboratoriow. Jednak miliony dolaréw
przeznaczane na calym Swiecie na rozwoj tych
badan daja nadzieje na szybkie wprowadzenie
technologii epigenetycznych jako produktow
komercyjnych do diagnostyki i terapii. Techno-
logie te bowiem niosa ze soba ogromny poten-
cjal, na wykorzystanie ktorego czekaja chorzy i
lekarze.

SLOWNICZEK TERMINOW I SKROTOW

angiogeneza — wieloetapowy proces two-
rzenia si¢ nowych naczyn poprzez proliferacje
i migracje komorek Srodbtonka istniejacych
naczyn

blastocysta (blastula) — zarodek przed im-
plantacja, ktorego charakterystyczna cecha jest
posiadanie jamy zw. blastocelem, otoczonej
pojedyncza epitelialna warstwa komorek tro-
fektodermy (po implantacji tworzy trofoblast,
czyli ptodowa czes¢ tozyska); blastocysta na
biegunie tworczym posiada wewnetrzna mase
komoérkowq (ang. inner cell mass, ICM), okre-
slana jako wezel zarodkowy

dziedziczenie klonalne — przekazywanie
informacji epigenetycznej z komorki macierzy-
stej (pierwotnej) do komorek potomnych

epigenotyp — wzor epigenetycznych mo-
dyfikacji chromatyny, do ktorych m. in. naleza:
metylacja DNA, modyfikacje bialek histono-

wych (acetylacja, fosforyzacja, metylacja, ubi-
kwitynizacja), rodzicielskie pietno genomowe,
oddzialywania bialek Polycomb i Trithorax,
RNAi

epimutacje — zmiany modyfikacji epigene-
tycznych genomu, prowadzace do zaburzen
ekspresji genow

IC — centrum regulatorowe rodzicielskiego
pietna genomowego (ang. imprinting center)

HSC — macierzyste komorki krwiotworcze
wystepujace w szpiku (ang. haematopoietic
stem cells)

komorki EG — embrionalne komorki ptcio-
we (ang. embryonic germ cells, EGc)

komorki ES — embrionalne komorki ma-
cierzyste (ang. embryonic stem cells, ESc)

komorki zawiazka linii plciowej (ang. pri-
mordial germ cells, PGCs) pluripotentne pre-
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kursory komorek rozrodczych i pluripotent-
nych embrionalnych komorek ptciowych (EG)

MSC — niekrwiotworcze komoérki podscie-
liska wywodzace si¢ ze szpiku kostnego; moga
roznicowac siec w wiele typoéw komorek me-
zenchymalnych; w warunkah in vitro uzys-
kano réznicowanie MSC w komorki o cechach
fenotypowych komoérek nerwowych (ang.
marrow stromal cells)

MS-PCR — reakcja tancuchowa polimerazy
wrazliwa na metylacje (ang. methylation-sen-
sitive PCR)

mozaikowato§¢ — wystepowanie u do-
rostego osobnika 2 lub wiecej linii komorko-
wych o réznej konstytucji genetycznej lub
chromosomowej, ale wywodzacych si¢ z tej sa-
mej zygoty (w przeciwienstwie do chimery)

mutacja dynamiczna — zwigkszanie z poko-
lenia na pokolenie liczby kopii krotkiego moty-
wu nukleotydowego, np. CCG ponad pewna
liczbe krytyczna, dajace objawy fenotypowe

neoplazja — proces przednowotworowy

pluripotencja (pluripotencjalnos¢) — zdol-
nos¢ komorki do przeksztatcania sie niektore
tkanki w czasie rozwoju organizmu.

pUPD — ojcowska jednorodzicielska disom-
ia; zaburzenie w segregacji chromosomow po-
legajace na dziedziczenie obu chromosomow

danej pary od ojca; disomia jest jednym z war-
iantow aneuploidii (stan, kiedy liczba chro-
mosomoéw w komorkach osobnika danego ga-
tunku nie jest doktadna wielokrotnoScia ze-
stawu haploidalnego) (ang. paternal unipare-
ntal disomy)

rodzicielskie pietno genomowe — nada-
wany w czasie gametogenezy wzor epigenety-
cznych modyfikacji chromatyny zalezny od ro-
dzicielskiego pochodzenia, ktorego efektem
jest monoalleliczna ekspresja genu; to ,pa-
miec” genu dotyczaca jego rodzicielskiego po-
chodzenia (ang. genomic imprinting, GI)

SRO — najmniejszy region ulegajacy delecji
(ang. the smallest region of deletion overlap)

totipotencja (totipotencjalnos¢) — zdol-
nos¢ komorki do réznicowania sie we wszyst-
kie tkanki dorostego organizmu

waskulogeneza — formowanie nowych na-
czyn krwionosnych z komorek progenitoro-
wych (angioblastow) na drodze réznicowania
sic komorki progenitorowej w komorke
srodbtonka i jej namnozeniu

wezel zarodkowy — mate skupienie nie-
zroznicowanych komorek w blastocyScie, kto-
re daja poczatek ciatu nowego organizmu (tar-
cza zarodkowa) i dwom listkom zarodkowym
(endodermie i ektodermie)

HEALTHY AND SICK DNA “CORSET”, OR MEDICAL ASPECTS OF EPIGENETICS

Summary

There is now generally accepted that the program
for development and normal gene expression and re-
pression during life are under epigenetic control.
Epigenetic modifications are very important and criti-
cal for gene regulation processes. Several distinct syn-
dromes, numerous complex diseases such degenera-
tive and age-related diseases and cancers are caused by
local epigenetic alterations of the chromatin struc-
ture. Understanding of the process of epigenetic re-
programming in development is important for studies
of therapeutic cloning and the clinical application of
stem cells. Mechanisms that regulate genomic plastic-
ity and the state of totipotency are being unravelled
and the gained knowledge will enhance our ability to
manipulate stem cells for therapeutic purposes in

many human diseases. Similarities between embryo-
nal and cancer cells suggest new potential therapies
for the treatment of cancer based on epigenetic strate-
gies. In the future, personalized medicine provided as
the result of epigenetic profiling of critical genes may
be a more effective method of treating patients than
the current generic approach. The methylation of
DNA has the general characteristics needed for an
ideal diagnostic testing technology, applicable to most
common diseases. Particularly, the methylation-based
strategy would be the perfect tool for creating a com-
prehensive cancer-management system concerning
early detection (asymptomatic people), as well as mo-
lecular classification, cancer resistance, pharmaco-
genetic testing and monitoring.
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