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STRESZCZENIE

W biochemii metylacja odnosi sie do zamiany atomu wodoru na grupe metylowa. Metylacja DNA jest typem
modyfikacji DNA, ktora moze zostac¢ odziedziczona i pézniej usunieta bez zmiany oryginalnej sekwencji DNA.
Zostato udowodnione, ze metylacja DNA wystepuje w wielu istotnych biologicznych procesach, takich jak re-
gulacja imprintingu rodzicielskiego, unieczynnienie chromosomu X czy rozwoj nowotwordow. Artykut stanowi
przeglad informacji o procesie metylacji.

SLOWA KLUCZOWE: metylacja DNA, genom, imprinting

ABSTRACT

EFFECT OF DNA METHYLATION ON GENOME FUNCTION

In biochemistry, methylation refers to the replacement of a hydrogen atom with a methyl group. DNA me-
thylation is a type of chemical modification of DNA that can be inherited and subsequently removed without
changing the original DNA sequence. It has been demonstrated that DNA methylation is involved in a number
of biological processes such as parental imprinting, X chromosome inactivation, and development of tumors.

In this article, the present knowledge on the methylation process is reviewed.

KEYWORDS: DNA methylation, genome, imprinting

WPROWADZENIE

Metylacja  jest  poreplikacyjna  enzymatycznag
modyfikacja DNA. Proces ten nalezy do zmian epigene-
tycznych, ktore w odroznieniu od genetycznych nie zaleza
od sekwencji DNA i polegaja na zmianie funkcji lub
ekspresji genu. Sa to zmiany odwracalne. Oprocz metyla-
cji do tych zmian nalezy zmiana struktury chromatyny
spowodowana modyfikacja biatek histonowych.

Metylacja to proces kowalencyjnego przytaczania grup
metylowych do zasad azotowych nukleotydow. W procesie
tym uczestnicza enzymy przenoszace grupy metylowe
(metylotransferazy). Najczesciej produktami metylacji sa:
C%- metylocytozyna (m°C), N®- metyloadenina (m°A) i N*
metylocytozyna (m*C), przy czym m*“C wystepuje w obre-
bie Procaryota, m°C u Procaryota i Eucaryota, a m®A u
Procaryota i zasadniczo u nizszych Eucaroytow (bezkre-
gowcow) [6], chociaz niektore badania dowodza, ze wy-
kryto je u alg, grzybow, porostow i roslin [19]. W wyizo-
lowanym materiale DNA wielu roslin wyzszych znaleziono
m°A i udowodniono, ze w przeciwienstwie do zwierzat,
mitochondria roslinne zawieraja DNA-metylotransferaze
adeninowa, ale nie zawieraja DNA-metylotransferazy
cytozynowej [19].
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Ryc. 1. Substrat i produkty metylacji DNA.

ROLA DNA - METYLOTRANSFERAZ W PROCESIE
METYLACJI

Proces metylacji jest przeprowadzany przy udziale
enzymow przenoszacych grupy metylowe: DNA-metylo-
transferaz (DNMT) adenino- i cytozyno- specyficznych.
Enzymy te katalizuja przytaczenie sie grup metylowych
pochodzacych od donora S-adenozylo-L-metioniny (Ado-
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Met) do wegla C5 w obrebie pierscienia pirymidynowego
cytozyny lub do grupy aminowej adeniny (N6) lub
cytozyny (N4) [19]. Produktami tych reakcji sa: zmetylo-
wany DNA i S-adenozylo-L-homocysteina (AdoHcy) [14].

DNA - metylotransferazy to rodzina enzymoéw, do
ktorych zalicza sie DNMT1, DNMT2, DNMT3A i DNMT3B
[11] oraz DNMT3L [19]. DNMT1 katalizuje 97-99,9% pro-
cesu metylacji zachodzacego podczas mitozy. Enzym ten
jest odpowiedzialny za przekazanie statego profilu mety-
lacji. Rozpoznaje hemimetylowane dinukleotydy CpG na
matczynej i potomnej nici DNA i przenosi grupy metylowe
z AdoMet do cytydyny zlokalizowanej na niezmetylowanej
nici potomnej [19]. DNMT2, czyli TRDMT1, pomimo struk-
turalnego podobienstwa do innych DNMT, nie ma wtasci-
wosci katalitycznych [7].

DNMT3A i 3B sa odpowiedzialne za metylacje de
novo [12]. Enzymy te sj szczegdlnie wazne w rozwoju
embrionalnym, kiedy to ustala sie wzor metylacji. Ich rola
w dojrzatych komoérkach jest nie do konca wyjasniona.
Podejrzewa sie, ze DMNT3B podtrzymuje metylacje peri-
centrycznej  heterochromatyny. DNMT3L posrednio
uczestniczy w procesie metylacji DNA. Nie ma wtasciwosci
katalitycznych, ale stymuluje aktywnos¢ metylotransferaz
de novo i zwigksza ich powinowactwo do DNA [18].

DINUKLEOTYDY | WYSPY CPG

W genomie kregowcow okoto 70-80% dinukleotydow
CpG ma grupe metylowa przytaczona do cytozyny [14], co
sprawia, ze kodowane przez te sekwencje geny sa niedo-
stepne dla komorkowych uktadéw transkrypcyjnych [8].
Metylacja na odcinkach CpG zachodzi symetrycznie na
obu niciach, tylko niewielka liczba sekwencji CpG jest
metylowana asymetrycznie[18]. W genomie wystepuja
krotkie (1000-1500 pz) odcinki DNA niezwykle bogate w
dinukleotydy CpG zwane wyspami CpG [14]. Chromatyna
zawierajaca wyspy CpG jest silnie zacetylowana. Taka
strukture chromatyny nazywa sie otwarta i moze by¢ ona
konsekwencja interakcji czynnikéw transkrypcyjnych z
genami promotorowymi. Okoto potowa wszystkich ludz-
kich genow zawiera wyspy CpG: sa to tzw. housekeeping
genes (niezbedne do funkcjonowania komorki) i specy-
ficzne tkankowe geny (ok. 40% wszystkich tkankowych
genow) [18].

Wyspy CpG znajduja sie na koncu 5’ w regionach
promotorowych gendéw majacych zasadnicze znaczenie
dla czynnosci komorki [8]. Z reguty sa to geny regulato-
rowe i nie ulegaja metylacji [14, 18]. Brak metylacji w
regionach promotorowych bywa warunkiem wstepnym dla
kontrolowanej, aktywnej transkrypcji genow. Metylacja
wysp CpG moze skutkowac brakiem lub zaburzona synteza
produktow tych genow [8].

METYLACJA W TRAKCIE ROZWOJU ORGANIZMU

Najwieksza czes¢ metylacji DNA zachodzi w fazie S
cyklu komorkowego [20]. Wzor metylacji DNA jest charak-
terystyczny dla typu komorki i podlega silnym zmianom
podczas rozwoju embrionalnego. Metylacja odgrywa
znaczacy role w regulacji ekspresji gendow podczas em-
briogenezy u ssakow i dalej podczas réznicowania komo-
rek [2]. O tym jak istotny dla rozwoju organizmu jest ten
proces $wiadczy fakt, iz myszy pozbawione genu DNA-
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metylotransferazy umieraja w ciagu o$miu dni od zaptod-
nienia [18].

Metylacja jest procesem dynamicznym: w zygocie
niezwtocznie po zaptodnieniu nastepuja silne zmiany
obejmujace acetylacje histonow i demetylacje DNA. W
stadium wczesnego embrionu nastepuje dramatyczna
redukcja poziomu metylacji (tzw. globalna demetylacja).
Po implantacji nastepuje fala metylacji de novo wigkszo-
sci CpG [18]. Tak dzieje sie w przypadku genomu me-
skiego, w genomie zenskim w tym czasie zachodzi pa-
sywna demetylacja [14]. Podczas gastrulacji geny specy-
ficzne tkankowo sa w odpowiednich tkankach demetylo-
wane i ulegaja ekspresji, ale nalezy podkresli¢, ze wiek-
szo$¢ genomu pozostaje nadal zmetylowana. Kolejny etap
intensywnej metylacji de novo zalezy od ptci i zachodzi
podczas gametogenezy. Niewielki spadek metylacji zaob-
serwowano w stadium postembrionalnym podobnie jak in
vitro w starzejacych sie komorkach [18].

WPLYW WIEKU NA POZIOM METYLACJI

Metylacja jest gatunkowo-, tkankowo-, organello-
specyficzna, lecz obserwuje sie takze zaleznos¢ metylacji
od wieku, zaréwno u zwierzat, jak i u roslin. Vanyushin i
wsp. [19] juz w 1967 roku opublikowali badania dowo-
dzace, ze u tososia poziom metylacji z wiekiem zmniejsza
sie. Dalsze badania wiekszosci organow bydta i szczurow
potwierdzity te doniesienia. Kolejne amerykanskie i ja-
ponskie badania dowiodty, ze wiele mysich organow
rowniez wykazywato obnizanie sie poziomu metylacji z
wiekiem.

Obecnie niektorzy naukowcy traktuja poziom mety-
lacji jako wskaznik wieku lub narzedzie do przewidywania
dtugosci zycia. Nieprawidtowa metylacja moze prowadzic¢
do przedwczesnego starzenia [19].

ZNACZENIE METYLACJI
Metylacja jest zwigzana z nastepujacymi procesami:

° Imprinting rodzicielski
° Inaktywacja chromosomu X w komorkach samic
ssakow tozyskowych

° Regulacja ekspresji genu
° Modulacja struktury chromatyny

Zaburzenia metylacji sa przyczyna chorob dziedzicznych,
np. zespotow Angelmana, Pradera- Williego, Beckwitha-
Wiedemana, a takze transformacji nowotworowych [3],
ICF (facial anomalies syndrome - zespot niedoboru odpor-
nosci, niestabilnosci centrometrow i anomalii twarzy),
syndromu Retta i zespotu tamliwego chromosomu X [6].

1. Imprinting rodzicielski

Imprinting rodzicielski, inaczej pietno genomowe lub
pietno rodzicielskie prowadzi do réznicowej ekspresji
alleli niektorych gendéw pochodzacych od matki i od ojca
[3]. Istnieje wiele gendw, ktorych ekspresja zalezy od
tego, na ktorym allelu - pochodzacym od matki czy od
ojca - sie znajduja. Dwa allele imprintowanych genow
réznia sie stopniem metylacji DNA, struktura chromatyny
(modyfikacja histondw, nadwrazliwos¢ na nukleaze) i
czasem replikacji. Cecha imprintingu jest dziedzicznosc¢
podczas podziatow komorkowych i odwracalnos¢ podczas
gametogenezy [14]. Obecnie znanych jest ok. 30 genow



M. tukasik et al. /Biul. Wydz. Farm. WUM, 2009, 2, 13-18

Tabela 1. Przyktady genéw podlegajacych imprintingowi [15, 16].

. Réznice w ekspresji
Gen Wyciszany allel
Imprinting Ekspresja bialleliczna
IGF2 W watrobie, mdzgu i chon-
(insulinopodobny czynnik Matczyny W wiekszosci tkanek a ’ S
drocytach
wzrostu typ2)
W tkankach, we krwi u
PEG1/MEST Matczyny W tkankach ptodu dorostych osobnikow
UBE3A . . . . -
(ligaza ubikwityna-biatko) Ojcowski Tylko w mozgu W wigkszosci tkanek
KCNQT1
(biatko zwigzane z kanatem Ojcowski W wiekszosci tkanek W sercu
potasowym)
Czesty imprinting w
WT1 . . , . .
I Ojcowski komorkach tozyska i w W nerce
(gen nowotworu Wilms’a) mézgu

Na podst.[15] i Tom Strachan, Andrew P.Read, Human Molecular Genetics 2.

wystepujacych u ludzi i u myszy podlegajacych imprintin-
gowi [15].

Jednym z najlepszych modeli uzywanych do badania
procesu imprintingu jest system genow H19/IGF2. H19 i
IGF2 to 2 geny zlokalizowane w odlegtosci okoto 90 par
zasad. Gen H19 ulega transkrypcji tylko gdy jest zlokalizo-
wany na chromosomie matczynym, za to IGF2 odwrotnie,
tylko gdy znajduje sie na chromosomie ojcowskim. Klu-
czowa role w regulacji tych genoéw odgrywa odcinek zto-
zony z 2 tysiecy par zasad DNA zlokalizowany tuz przed
regionem promotorowym genu H19. Ten fragment nazy-
wany jest DMR (Differentially Methylated Region), ponie-
waz jest silnie zmetylowany na ojcowskim chromosomie, a
niezmetylowany na matczynym.

Zgodnie z zasada dziedziczenia geny podlegajace eks-
presji z ojcowskiego allelu stymuluja wzrost i réznicowanie
komorek, a geny z matczynego allelu maja dziatanie prze-
ciwne. Na przyktad: usuniecie genéw PEG1/MEST lub PEG3
Z ojcowskiego chromosomu prowadzi do zaburzenia wzro-
stu. Usuniecie genu H19 powoduje nadmierny rozrost
ptodu.

Prawidtowa ekspresja genow podlegajacych
imprintingowi jest bardzo wazna w ontogenezie. Kazda
nieprawidtowos¢ moze powodowac¢ nowotwory lub takie
genetyczne zaburzenia, jak zespoty Prader-Willy’ego,
Angelmana i Bechwith-Wiedemann’a [14].

2. Inaktywacja chromosomu X w komérkach samic
ssakow tozyskowych

Samice ssakow tozyskowych posiadaja dwie kopie
chromosomu X. Inaktywacja chromosomu X jest mechani-
zmem kompensacyjnym, wyréwnujacym poziom ekspresji
genow zlokalizowanych na chromosomach ptciowych. Oba
chromosomy sa aktywne w stadium wczesnego zarodka.
Pozniej w komdrkach ptodu dochodzi do losowej inaktywa-
cji jednego chromosomu X. Zmiany te sa przekazywane
podczas podziatow mitotycznych [15].

W odroéznieniu od imprintingu inaktywacja chromo-
somu X obejmuje caty chromosom. Proces ten jest kiero-
wany przez Xic (X-inactivation center). Xic zawiera 2
wazne geny: XIST i TSIX kodujace nieulegajace translacji
mRNA. TSIX jest zlokalizowany w regionie 3’ XIST i jego
mRNA jest antysensowym transkryptem dla XIST mRNA.
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Poczatkowo XIST i TSIX ulegaja ekspresji rownolegle z obu
chromosomoéw X, ale represja transkrypcji TSIX na jednym
z chromosoméw X prowadzi do zwigkszenia poziomu eks-
presji XIST i dalej do tworzenia sie XIST mRNA w chromo-
somie X, substytucji histonu H2A poprzez macro-H2A i
metylacji lizyny w pozycji 9. i 27. histonu H3.

Inaktywacja genow zlokalizowanych na chromosomie
X nastepuje podczas rozprzestrzeniania sie nieaktywnej
struktury chromatyny wzdtuz chromosomu. Jest to proces,
ktory obejmuje dziatanie réznych czynnikow, w tym mody-
fikacje histonow i czeSciowa metylacje wysp CpG powiaza-
nych z promotorami tych gendw [14].

Nieaktywny chromosom ulega aktywacji w profazie |
podziatu mejotycznego w komorkach linii ptciowej [15].

3. Regulacja ekspresji genéw i modulacja struktury
chromatyny

Metylacja DNA powoduje na ogot wyciszenie ekspresji
genow. Wiaze sie to ze zmiang struktury chromatyny na
nieaktywna, skondensowana (heterochromatyna). Biatka
MeCPs (Methyl-CpG-Binding Proteins) wiaza sie ze zmety-
lowanym DNA poprzez domeny wiazace fragment zmetylo-
wany (MBD-Methyl Binding Domain). MeCPs oddziatuja z
deacetylaza histonow oraz kompleksami remodelujacymi
chromatyne. Doktadny mechanizm tego procesu nie jest
poznany. Skutkiem powyzszych zmian jest deacetylacja
histonow i metylacja lizyny 9. histonu H3.

4, Wptyw metylacji na rozwé6j nowotworu

Podczas powstawania nowotworu epigenotyp komorki
Znaczaco zmienia sie. Mozliwe sa nastepujace zmiany w
metylacji DNA:

° Hipermetylacja wysp CpG

° Hipometylacja gendow normalnie zmetylowanych [8,
14] (globalna demetylacja gendw i lokalna w genach
promotorowych)

o Tranzycja: 5-metylocytozyna do tyminy i metylacja
,»non-CpG” w komorkach nowotworowych

° Indukcja niestabilnosci chromosomow poprzez
nieprawidtowy poziom metylacji dochodzi do zmien-
nego poziomu ekspresji genéw, co objawia sie niesta-
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bilnoscia chromosoméw i stymuluje tym samym rozwdj
nowotworu [18].

Hipometylacja

Wptyw hipometylacji na onkogeneze wyraza sie na-
dekspresja onkogendow spowodowana demetylacjg regio-
now promotorowych tych onkogendéw. W ten sposob docho-
dzi do nadmiernej stymulacji proliferacji komorkowej [8].

W raku jelita grubego stwierdzono redukcje ogolnej
metylacji o 10-30%, a w przednowotworowych stadiach
gruczolaka zaobserwowano znaczace zmniejszenie ilosci 5-
metylocytozyny. Hipometylacja powyzej 50% wystepuje w
nowotworach klatki piersiowej. Przy nowotworach krwi
hipometylacja wystepuje w przewlektej biataczce limfa-
tycznej (CLL), podczas gdy w przewlektej (CML) i ostrej
biataczce szpikowej (AML) oraz w szpiczaku mnogim wy-
stepuje tylko niewielka zmiana w schemacie metylacji
DNA.

Globalna demetylacja wystepuje we wczesnych sta-
diach nowotwordw klatki piersiowej, jelita grubego i CLL.
W raku jelita grubego ponadto hipometylacja wystepuje w
zdrowych tkankach przylegajacych do guza. W innych
nowotworach np. raku watrobowokomoérkowym hipomety-
lacja wzrasta wraz z zaawansowaniem i stadium histolo-
gicznym guza.

Hipometylacja specyficznych genéw wystepuje w no-
wotworach jelita okreznicy, trzustki, klatki piersiowej,
zotadka, prostaty i w biataczce. Z reguty sa to geny regu-
lujace wzrost, kodujace enzymy, wazne dla rozwoju orga-
nizmu, geny tkankowospecyficzne i onkogeny [18].

Hipermetylacja

Najczestszymi miejscami podlegajacymi hipermetyla-
cji w roznych rodzajach nowotworow sa chromosomy 3p,
11p i 17p [18]. Zjawisko to zachodzi w obrebie wysp CpG,
ktore normalnie w genomie pozostaja niezmetylowane.
Najwazniejsza tego konsekwencja jest wyciszenie funkcji
gendw supresorowych [8].

Przyktadem moze by¢ hipermetylacja promotora genu
p16 (INK4A), ktora wystepuje w wielu nowotworach. p16
jest inhibitorem kinazy cyklinozaleznej, ktory negatywnie
reguluje przejscie komorki z fazy G1 do S. Zatem niepra-
widtowa ekspresja prowadzi do zaburzen cyklu komérko-
wego i utratg kontroli nad nim, co stymuluje proliferacje i
wptywa na rozwdj nowotworu [14]. Zjawisko to zachodzi w
nowotworach: pecherza moczowego, nosa i gardta,
trzustki, jelita grubego, ptuc, czerniaku, glejaku i bia-
taczce [18]. W kancerogenezie raka gruczotowego przetyku
metylacja promotora genu p16 moze pojawiac sie juz w
stadium metaplazji [8].

Z kolei represja transkrypcji innego genu, MLH1, ko-
dujacego 06-metyloguanino-DNA-metylotransferaze powo-
duje zwiekszenie czestosci mutacji i w rezultacie niepra-
widtowa ekspresje innych genow [14].

Przeprowadzono badanie profilu hipermetylacji 15
nowotworow: okreznicy, zotadka, trzustki, watroby, nerki,
ptuca, gtowy, szyi, piersi, jajnikow, pecherza moczowego,
endometrium, mozgu, chtoniaka i biataczki. Analiza obej-
mowata 3 grupy genow:

° Geny supresorowe: p16, p15, p14, p73, APC (gen
polipowatosci jelita grubego) i BRCA1

° Geny odpowiedzialne za naprawe DNA lub metabo-
lizm ksenobiotykow: hMLH1, GSTP1 (gen transferazy
S-glutationu klasy p), MGMT

° Geny odpowiedzialne za inwazyjnos¢ i przerzuty:
CDH1, TIMP3, DAPK

Metylacja w przynajmniej jednym genie byta obecna
w kazdym typie nowotworu. Profile metylacji byty zalezne
zaroéwno od genu jak i od nowotworu. Niektore geny, np.
p16, MGMT, DAPK byty zmetylowane w roznych typach
nowotworow (okreznicy, ptuca, gtowy, szyi, jajnikow,
pecherza moczowego, chtoniaka i biataczki). Hipermetyla-
cja p14, APC [18], p16, MGMT, hMLH1 [5] wystepowata w
nowotworach przewodu pokarmowego (okreznica, zota-
dek), a GSTP1 w steroidozaleznych nowotworach (piersi,
watroby, prostaty) [18].

Inne badanie potwierdzito powyzsze doniesienia. Me-
tylacja zalezy od typu nowotworu w przypadku nastepuja-
cych genow:

° BRCA1- rak piersi i jajnikow
° hMLH1- rak odbytu, endometrium, zotadka
° p73 i p15 w biataczce [5]

Metylacja ,,non-CpG” w komorkach nowotworowych

W mysich embrionalnych komorkach macierzystych
wystepuje metylacja niezwiagzana z sekwencjami CpG. Za
ten proces najprawdopodobniej odpowiada DNMT3.
DNMT3A i DNMT3B sa odpowiedzialne za metylacje de
novo, ktora moze wystepowac w dinukleotydach CpA, CpC i
CpT znajdujacych sie w DNA komorek embrionalnych ma-
cierzystych i w episomalnym DNA [18].

Sugeruje sie, ze metylacja ,,non-CpG” katalizowana
przez DNMT3 moze wystepowac w ludzkim genie p53. To
zjawisko wystepuje w tkankach przylegajacych do nowo-
tworu ptuca, co wskazuje, ze metylacja ,,non-CpG” moze
wystepowac we wczesnym stadium kancerogenezy i stuzyc
jako wskaznik dla wczesnego rozpoznania procesu nowo-
tworowego [18].

Tranzycja m5C- tymina

m°C czeéciej niz cytozyna ulega spontanicznej de-
aminacji. Produktem tej reakcji jest tymina (jeden z nu-
kleotydow DNA), podczas gdy deaminacja cytozyny daje
uracyl. Uracyl jest usuwany z DNA przez glukozylaze ura-
cylowa. Tymina nie jest efektywnie usuwana i jest muta-
genna [6, 18], poniewaz powoduje nieprawidtowe potacze-
nia G/T. Deaminacja adeniny i m®A daje ten sam produkt:
hipoksantyne. Metylacja adeniny nie jest potencjalnym
mutagennym czynnikiem [6]. Znaczenie metylacji adeniny
u wyzszych Eucaryota jest nadal mato znane. Sugeruje sie,
ze podobnie jak metylacja cytozyny moze ona kontrolowac
replikacje DNA i ekspresje genow [19].

5. Zesp6t Wernera (WS)

Jest to autosomalna recesywna choroba dziedziczna
charakteryzujaca sie przedwczesnym starzeniem i czestym
wystepowaniem nowotworéw. Choroba jest spowodowana
mutacjami genu WRN, nalezacego do rodziny RecQ i posia-
dajacego aktywnos¢ enzymatyczng helikazy i egzonukleazy
[1]. Helikaza WRN odgrywa znaczaca role w stabilizacji
funkcji telomeru [9]. W komoérkach nowotworowych funk-
cja genu WRN jest zniesiona poprzez wyciszenie na drodze
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hipermetylacji wysp CpG w obrebie promotora. Epigene-
tyczna inaktywacja WRN na poziomie biochemicznym i
komoérkowym prowadzi do straty egzonukleazowej aktyw-
nosci WRN, zwiekszonej niestabilnosci chromosomow i
apoptozy indukowanej przez inhibitory topoizomerazy.
Analiza 630 przypadkow roznych nowotworow wykazata, ze
hipermetylacja wysp CpG genu WRN wystepowata po-
wszechnie w procesie nowotworzenia w komorkach nabton-
kowych i mezenchymalnych. Hipermetylacja WRN w nowo-
tworach okreznicy swiadczyta o dobrej klinicznej odpowie-
dzi na analog kampotecyny, irynotekan, inhibitor topoizo-
merazy [1].

6. Inne

Za rozwo0j zespotu Retta odpowiadaja powtarzajace
sie nonsensowne mutacje w regionie MBD (Methyl binding
domain) MeCP2, proteinie wiazacej zmetylowany DNA [6].
W schizofrenii i chorobie dwubiegunowej zidentyfikowano
niemal 100 pozycji ze zmieniona metylacja, wiekszos¢ nich
byta specyficzna dla ptci [4].

Zespot tamliwego chromosomu X jest zwiazany z
wielokrotnymi powtoérzeniami trinukleotydow CGG w obre-
bie genu FMR1, te powtorzenia ida w parze z anormalng
metylacja tych regionéw i w konsekwencji wywotuja wyci-
szenie genu FMR1 [10].

Chroniczne narazenie na nikiel (1), chrom (VI) lub ar-
sen nieorganiczny moze takze wywotywac¢ modyfiakacje
biatek histonowych i zmiane profilu metylacji DNA [13].

METODY DETEKCJI

Te metody musza charakteryzowac sie duza czutoscia
Z uwagi na materiat z jakiego jest izolowany DNA, a takze
specyficznoscia, by odroznic metylacje wystepujaca w
komorkach nowotworowych od metylacji w komoérkach
zdowych. Zadna z metod nie jest uniwersalna, a przy wy-
borze nalezy zwrdci¢ uwage na typ, ilos¢ i jakos¢ materiatu
biologicznego. Prawidtowy wybor metody powinien mini-
malizowac ryzyko skazenia probki i zapewni¢ powtarzal-
nosc wynikow [16].

Najczesciej stosowane metody to:

° REP - Restriction enzyme PCR
° MS-PCR - Methylation specyfic PCR

° BSSCP - Bisulfite single-strand conformation
polymorphism

° BGS - Bisulfite genomic sequencing [8]

° Inne: MS-nested PCR, Real Time PCR, QAMA,

Heavy Methyl, MSHRM

Najwazniejszym celem analizy jest zréznicowanie se-
kwencji zmetylowanych i niezmetylowanych. Osiaga sie to
albo przez uzycie metylowrazliwego enzymu restrykcyj-
nego, albo przez chemiczna modyfikacje DNA wodorosiar-
czynem sodu.

Wodorosiarczyn sodu deaminuje cytozyne do uracylu,
tej reakcji moze tez ulega¢ m5C, z tym ze bardzo wolne
tworzenie produktu posredniego znacznie limituje bieg
tego procesu. [16]. Nastepnie okreslone fragmenty DNA s3
poddawane allelospecyficznej reakcji PCR (MS-PCR), SSCP
(BSSCP) lub sekwencjonowaniu (BGS) [8].
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WYKAZ SKROTOW:

m5C - C5-metylocytozyna

méA - Né6-metyloadenina

m4C - N4-metylocytozyna

CpG - dinukleotyd cytozyna- guanina

DNMT - DNA-metylotransferaza

AdoMet - S-adenozylo-L-metionina

AdoHcy - S-adenozylo-L-homocysteina

ICF - zespot niedoboru odpornosci, niestabilnosci cen-
trometrow i anomalii twarzy

DMR - region odmiennie zmetylowany

IGF2 - insulinopodobny czynnik wzrostu typ2

UBE3A - ligaza ubikwityna-biatko

KCNQ - biatko zwigzane z kanatem potasowym

WT1 - gen nowotworu Wilms’a

Xic - fragment odpowiedzialny za inaktywacje chro-
mosomu X

MeCPs - Methyl-CpG-Binding Proteins - Biatka wiazace
zmetylowane dinukleotydy CpG

MBD - domena wiazaca fragment zmetylowany

CLL - przewlekta biataczka limfatyczna

CML - przewlekta biataczka szpikowa

AML - ostra biataczka szpikowa

INK4A - promotor genu p16

MLH1 - gen kodujacy O6-metyloguanino-DNA-metylo-
transferaze

APC - gen polipowatosci jelita grubego

GSTP1 - gen transferazy S-glutationu klasy p

WS - Zespot Wernera

PCR - reakcja tancuchowej polimerazy

MS-PCR - reakcja tancuchowa polimerazy wrazliwa na
metylacje

BSSCP - bisulfite single-strand conformation polymor-
phism

BGS - sekwencjonowanie genomu wodorosiarczynem
sodu

QAMA - quantitative analysis of methylated alleles

MSHRM - methylation-sensitive high resolution melting
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