Rola procesu metylacji DNA
— praktyczne zastosowania
oraz mozliwe kierunki badan

Paulina Dudko', Krzysztof Nazar?,
Andrzej Junkuszew'

'Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
2ALEX-MED Sp. z o.0., Putawy

Przeglgdajgc dostepng literature naukowg mozna zauwazyc,
ze wigkszos¢ prowadzonych dotychczas badah zwigzanych z
genetykg molekularng dotyczyto gendw, a gtdéwnie sekwencji
kodujgcych. Powodem tego jest rola, jakg spetniajg one w ko-
dowaniu |l-rzedowej struktury biatek, czyli sekwencji amino-
kwaséw w biatku. Jednak wraz z rozwojem badan odkryto, ze
niektore biatka mogg odgrywac bardzo wazng role w regulacji
ekspresji gendéw poprzez regulowanie dostepnosci DNA w pro-
cesie transkrypciji. Odkrycie, ze ekspresja gendéw nie jest wa-
runkowana tylko przez kod genetyczny DNA, spowodowato
rozwéj nowej gatezi genetyki zwanej epigenetyka [16].

Jednym z pierwszych mechanizmoéw epigenetycznych, kté-
rym zaczeli zajmowac sie naukowcy, byt proces metylacji DNA.
Udowodniono, ze w wyniku metylacji dochodzi do takich proce-
sow, jak wyciszanie gendéw pojedynczej kopii w czasie rozwoju
nowotworu oraz wyciszanie elementéw powtarzalnych. W trak-
cie prowadzenia badan stwierdzono, ze istniejg takze inne me-
chanizmy epigenetyczne majgce wptyw na wyciszenie genow,
ktére zalezg na przyktad od modyfikacji histonéw. Zaintereso-
wanie tymi procesami jest istotne ze wzgledu na niektore ce-
chy epigenetycznie wyciszonych gendéw, do ktérych zaliczy¢
nalezy ich stabilno$¢ oraz mozliwo$¢ dziedziczenia somatycz-
nie wyciszonej ekspresji, bez trwatej zmiany w sekwencji za-
sad. Stwarza to mozliwos¢ powrotu do stanu funkcjonalnego,
czego nie umozliwia ich wyciszenie na drodze mutac;ji [22].

U ssakéw epigenetyczne modyfikacje obejmujg dwie gtéwne
grupy: modyfikacje histonéw i metylacje DNA [4]. Modyfikacje
histondw majg bardzo istotne znaczenie w wielu procesach ma-
nipulacji i ekspresji DNA. W wyniku badan stwierdzono, ze N-
-koncowe aminokwasy z ogona histonu mogg wystawac i tgczyc¢
sie z sgsiednim nukleosomem, co powoduje zmiane struktury
chromatyny. W histonach rdzeniowych dochodzi do wielu mody-
fikacji potranslacyjnych, z ktérych najlepiej poznane sg acetyla-
cja, ubikwitynacja, metylacja i fosforylacja [3, 4]. Opisano dwa
gtébwne mechanizmy modyfikacji histonéw. W pierwszym mody-
fikacja lub modyfikacje majg bezposredni wptyw na strukture
chromatyny, w drugim za$ regulacja modyfikacji (pozytywna lub
negatywna) jest dokonywana poprzez wigzanie czgsteczek
efektorowych [3].

Warto zaznaczy¢, ze w procesie metylacji oprocz modyfikaciji
chromatyny czgsteczka DNA jest modyfikowana sama w sobie
poprzez przytgczanie grup metylowych (-CH,) do wegla w pozy-
cji 5 pierscienia cytozyny, co prowadzi do powstania metylocyto-
zyny. Metylacja DNA nalezy do poreplikacyjnych zmian epigene-
tycznych, ktérych rolg jest zmiana funkcji lub ekspresji genu.
Proces ten jest katalizowany przez enzymy DNA metylotransfe-
razy, dla ktérych substratami sg dinukleotydy CpG (cytosine that
precede the guanosine), czyli sekwencje 5-CG-3’ zwane wy-
spami CpG [15, 24, 26].

Opisujac znaczenie dla organizmu procesu metylacji DNA
trzeba podkresli¢, ze jest ona istotnym mechanizmem reguluja-
cym funkcje genomu poprzez modyfikacje ekspresji genow w
regionach regulatorowych [6]. Naturalnie miejsca, w ktérych ge-
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nom jest metylowany nie sg przypadkowe. Metylacji nie ulegajg
na przyktad geny odpowiedzialne za podstawowe funkcje ko-
morki, tzw. house keeping genes, ktére sg caty czas aktywne
transkrypcyjnie [2]. Natomiast procesowi temu ulegajg cytozyny,
znajdujgce sie w obrebie sekwencji CpG i warunkujg aktywnosc¢
pozostatych gendéw. Komorki eukariotyczne zawierajg 60-80%
metylowanej cytozyny w obrebie wysp CpG i kazda z nich ma
charakterystyczny wzor metylacji DNA, ktory jest przekazywany
komérkom potomnym podczas replikacji [23, 27]. Po replikaciji
grupy metylowe sg przytgczane do nici potomnej w tych samych
miejscach, w ktérych byty przytgczone na nici matczynej, dzieki
czemu jest zachowany oryginalny wzér metylacji. Poniewaz
dwie czgsteczki nici potomnej sg tak samo zmetylowane jak
czasteczka rodzicielska, proces ten nosi nazwe metylacji zacho-
wawczej [11].

Przeprowadzone badania naukowe wykazaty, ze proces me-
tylacji odgrywa bardzo wazng role w wielu procesach zycio-
wych, m.in. ma wptyw na imprinting genomowy, inaktywacje
chromosomu X u samic ssakow tozyskowych, regulacje ekspre-
sji gendw i modulacje struktury chromatyny, co bezposrednio
przektada sie na rozwoj nowotworow, w ktérym dochodzi do
zmiany epigenotypu komorki [10, 15, 24].

Poziom metylacji mozna analizowac¢ na poziomie globalnym,
czyli catkowitej zawartosci 5-metylocytozyny, wykorzystujgc
matryce do wykrywania zmetylowanego DNA oraz dla specy-
ficznych genoéw, gdzie okresla sie poziom zmetylowanych cyto-
zyn zlokalizowanych w okreslonym genie lub promotorze [17].

Analiza metylacji catego genomu oraz poszczegolnych ge-
now jest mozliwa dzieki wykorzystaniu technik biologii moleku-
larnej. Techniki wykorzystywane do badania metylacji w catym
genomie wymagajg duzych ilosci DNA, dlatego nie majg zasto-
sowania do analizy biomarkeréw. Mogg natomiast znalez¢ za-
stosowanie np. do poszukiwania genéw supresorowych guzéw
nowotworowych [5]. Metody badan dotyczacych metylacji moz-
na sklasyfikowa¢ wedtug nastepujgcych kryteriow: zakres ana-
lizy w materiale biologicznym (genom, pojedyncze geny) oraz
rodzaj zastosowanej techniki: cigcie enzymami restrykcyjnymi
wrazliwymi na metylacje (w potaczeniu z hybrydyzacjg lub
PCR — Polymerase Chain Reaction); metody hybrydyzacji (So-
uthern blot, mikromacierze); PCR (jakosciowy i ilosciowy) [9].

Rozwoj badan w zakresie biologii molekularnej pozwolit
stwierdzi¢, ze btedy wystepujgce w genomie na poziomie epige-
netycznym mogg by¢ podtozem do rozwoju wielu choréb. Warto
podkresli¢, ze rezultaty wielu badan wskazujg, ze nieprawidfo-
wosci w metylacji wegla C5 w pierscieniu cytozyny w wyspach
CpG moga powodowac takie procesy, jak przewlekte zapalenia,
infekcje wirusowe, starzenie oraz choroby nowotworowe [12].
Zmiany we wzorze metylacji sg wykrywane w réznych typach
komérek nowotworowych. Komorki nowotworowe majg zmienia-
ny wzor metylacji w wyniku hipermetylacji regionéw CpG lub glo-
balnej hipometylacji DNA. Hipermetylacja, czyli podwyzszony
stopien metylacji, powoduje wyciszenie gendéw naprawy DNA i
gendéw supresorowych (antyonkogendéw). Skutkiem tego proce-
su jest brak ograniczen w proliferacji komorki, a dodatkowo ist-
nieje duze prawdopodobienstwo, ze nieprawidtowa komorka nie
zostanie skierowana na szlak apoptozy. Ponadto hipermetylacja
genow naprawy DNA powoduje wytgczenie gendw, ktére kodujg
biatka odpowiedzialne za naprawe nieprawidtowych genéw [11].
Wzér metylacji moze by¢ zmieniony na skutek metylacji de novo,
czyli przytgczenia grup metylowych do niezmetylowanych cyto-
zyn w DNA lub usuniecia grup metylowych w DNA (demetylacja)
[11]. Procesem odwrotnym do hipermetylacji jest hipometylacja.
Proces ten jest obserwowany w przypadku przewlektych cho-
réb, takich jak nowotwory czy choroby autoimmunologiczne [6].
Hipometylacja moze powodowac zmniejszenie stabilnosci chro-
mosomow i aktywowac protoonkogeny, a w regionach niepro-
motorowych gendéw moze wptywaé na ostabienie stabilno$ci
genomu poprzez demetylacje transpozonéw [21].
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Globalna hipometylacja nie zalezy od lokalnych zmian w me-
tylacji DNA w regionach regulatorowych genéw. Dane genetycz-
ne oraz komorkowe popierajg koncepcje, ze globalna metylacja
DNA odpowiada za integralno$¢ genomu, jak réwniez moze do-
prowadzi¢ do aberracji chromosomoéw. Badania na zarodkach
szczuréw [20] oraz pawianow [26] wykazaty, ze nieprawidtowe
odzywianie w czasie cigzy moze prowadzi¢ do zmian w global-
nym poziomie metylacji DNA. Ponadto dieta o wysokiej zawarto-
Sci ttuszczu w czasie cigzy wptywa na modyfikacje ekspresji
genodw, a takze na lokalne i globalne zmiany wzorca metylacji w
tozyskach u myszy. Jest to istotna informacja ze wzgledu na to,
ze tozysko jest podstawowym $rodkiem tgczgcym matke z pto-
dem oraz odpowiada za dostarczanie sktadnikow odzywczych
do ptodu, a zatem moze stanowi¢ odpowiedni organ do badania
wptywu diety matki na poziom metylaciji [6].

Interesujgcym problemem badawczym jest zwigzek pomig-
dzy metylacjg a rozwojem zarodka. Rozwdj zarodka jest bardzo
ztozonym procesem, ktéry rozpoczyna sie od etapu zygoty i pro-
wadzi do powstania wielu typow wyspecjalizowanych komorek,
ktore buduja tkanke, a nastepnie organy tworzgce strukturalng i
funkcjonalng cato$¢. Po procesie zaptodnienia rozwijajgcy sie
zarodek dziedziczy modyfikacje epigenetyczne po obojgu rodzi-
cach i w trakcie pierwszych podziatéw jego DNA ulega catkowi-
tej demetylacji. Ojcowski genom przed fuzjg przedjadrzy ulega
natychmiastowej i catkowitej demetylacji, podczas gdy w geno-
mie matki demetylacja nastepuje stopniowo podczas pierw-
szych podziatéw komorkowych. Zarodek w fazie 16 komodrek
ulega hipometylacji, po czym po implantacji blastocysty naste-
puje metylacja genomu de novo [7].

Gryzinska i wsp. [7] w badaniach dotyczacych kur rasy polbar
postawili hipoteze, ze globalny wzér metylacji DNA zmienia sie
w krytycznych okresach embrionalnego rozwoju kurczat. Nalezy
podkresli¢, ze w trwajgcym 21 dni rozwoju zarodka kurczaka,
jego smiertelnosc¢ osigga najwyzszy stopien w dwoch okresach:
w 6. dniu inkubacji, kiedy omocznia petni funkcje uktadu odde-
chowego oraz w dniu 18., kiedy zarodek zaczyna oddychac ptu-
cami. Przeprowadzone badania [7] pozwolity stwierdzi¢ wyraz-
ng zaleznos$¢ pomiedzy fazg rozwoju a catkowitym poziomem
5-metylocytozyny w DNA. Warto zauwazy¢, ze procesy metyla-
cji i demetylacji sg wysoce specyficzne oraz zalezg od konkret-
nego etapu rozwoju w kazdym organizmie. W konsekwencji
zmetylowana cytozyna moze by¢ istotnym czynnikiem epigene-
tycznym, ktoéry odpowiada za regulacje czynnikow biorgcych
udziat w procesie réznicowania [7]. U kregowcow metylacja od-
grywa istotng role w regulacji ekspresji genu podczas embrioge-
nezy, a nastepnie podczas réznicowania komorek [1].

Bardzo wazng informacjg majgcg wptyw na postrzeganie
zmian zachodzgcych w organizmach zaréwno roslinnych, jak i
zwierzecych jest wykazanie, ze na zmiany epigenetyczne w
strukturze DNA, takie jak hipo- lub hipermetylacja ma wptyw
Srodowisko. Przeprowadzone na ludziach i zwierzetach bada-
nia jednoznacznie sugerujg, ze takie zmiany mogg prowadzi¢
do wielu przewlektych choréb. Szczegélnie niekorzystne od-
dziatywanie na organizm ma narazenie go na zanieczyszcze-
nie powietrza. Jest to istotny czynnik moggcy oddziatywac na
wzory metylacji globalnej oraz metylacji na poziomie genu. Na-
lezy podkresli¢, ze wsrdéd gendw ze zmienionym wzorem mety-
lacji sg m.in. odpowiedzialne za regulacje szlaku T-efektorowe-
go i T-regulacyjnego oraz za zapalenie drog oddechowych [14].
Rozszyfrowanie epigenetycznego wptywu srodowiska pozwoli
na wprowadzenie metod leczenia lub prewencji dla narazonych
populacji, poniewaz markery epigenetyczne majg charakter
odwracalny [18].

Inne badania pokazujg wptyw takich czynnikéw, jak homo-
cysteina i proces metylacji DNA na hiperhomocysteinemie, kté-
ra moze prowadzi¢ do patologii naczyniowych. Niedobory die-
tetyczne wptywajg na stezenie homocysteiny, a w konsekwen-
cji na metylacje DNA. Jednak jesli brakom w diecie towarzyszg
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niedobory enzymoéw, to mozna oczekiwa¢ wiekszego wptywu
homocysteiny i metylacji DNA na organizm. Badania na mode-
lach szczurzych i mysich wykazujg taki sam wptyw diety, jak
badania przeprowadzone na zwierzetach z nokautem w okre-
Slonym genie [17].

Metylacja DNA zalezy przede wszystkim od gatunku, rodza-
ju tkanki, jednak ze wzgledéw poznawczych interesujgca jest
zaobserwowana zarowno u roslin, jak i zwierzat zaleznos¢ po-
miedzy wiekiem a poziomem metylacji. W przeprowadzonych
badaniach wyrdzniono dwa zjawiska, ktére majg wptyw na sta-
rzenie sie organizmu: hipermetylacja promotoréw genéw w ob-
rebie wysp CpG oraz hipometylacja 5-metylocytozyny [8].

Ze wzgledu na to, ze hipermetylacja regionéw promotoro-
wych powoduje utrate funkcji genéw, ma duzy wptyw na funkcje
komorki oraz moze powodowac inaktywacje gendéw i kluczo-
wych $ciezek biologicznych, co wywotuje starzenie, choroby
serca, wystepowanie nieprawidtowosci rozwojowych, np. guzéw
[13]. Zachodzgce zmiany epigenetyczne podczas starzenia
mogg bezposrednio przyczyniac sie do rozpoczecia transforma-
cji nowotworowej. Na profil metylacji DNA moze mie¢ wptyw po-
limorfizm pojedynczego nukleotydu w specyficznym genie oraz
wspominane wczesniej czynniki Srodowiskowe i dieta. Niedobo-
ry sktadnikéw odzywczych w diecie, takich jak kwas foliowy, me-
tionina lub selen, mogg powodowac¢ hipometylacje DNA, przy-
czyniajac sie do ekspresji gendw i genetycznej niestabilnosci.
Warto zaznaczy¢, ze we wczesnym stadium embriogenezy dieta
matki i Srodowisko mogg mie¢ znaczgcy wptyw na profil metyla-
cji, a zaburzenia tego procesu mogg doprowadzi¢ do konsolida-
cji nieprawidtowych profili metylacji DNA w zarodku. Okreslenie
metylacji DNA moze by¢ dobrym parametrem kompleksowej
diagnostyki wielu choréb, szczegdlnie ze wzory metylacji mogg
by¢ nieocenionym zrodtem informacji, zapewniajgcej wglad w
aktualny stan aktywnosci oraz potencjalnych srodkéw aktywac;ji
lub hamowania genoéw, na ktére mogg mie¢ wptyw zastosowane
w terapii leki [7].

Badania metylacji DNA mogg by¢ przeprowadzane takze w
celu okreslenia stopnia metylacji wybranego nukleotydu w se-
kwencji (np. zmiany stopnia metylacji wysp CpG genow supre-
sorowych) lub w celu poszukiwania nowych, specjalnie zmetylo-
wanych miejsc w genomie, ktére odpowiadajg za istotne zmiany
funkcjonalne w organizmie [1]. W przysztosci moze to pozwoli¢
na okreslenie wzoréw metylacji dla réznych choréb oraz — co
jest szczegolnie interesujgce — moze by¢ potencjalnym biomar-
kerem dla nowotwordw [19].

Badania nad epigenomem, cho¢ sg bardzo réznorodne i
majg ogromny zasieg, to dopiero zaczynajg opisywac ztozone
mechanizmy epigenetycznej regulacji waznych funkcji geno-
mu. Doktadniejsze zrozumienie roli metylacji cytozyny oraz
modyfikacji histonédw w trakcie normalnego rozwoju osobnicze-
go, a takze w trakcie choroby, wymaga wiekszej liczby obser-
wacji oraz ciggtego doskonalenia metod badawczych [4].
Szczegolnie pomocne moze by¢é doskonalenie narzedzi staty-
stycznych, ktére pozwolg na analize i tgczenie réznych danych
dotyczgcych metylacji cytozyny, modyfikacji histonéw, przy
jednoczesnym uwzglednianiu zréznicowania tkankowego oraz
stadiow rozwojowych [4].

Praktyczne zastosowanie wiedzy o epigenomie w medycy-
nie stanowi jedynie matg czes¢ potencjalnego jej wykorzysta-
nia. Epigenetyka moze mie¢ szczegolne zastosowanie w przy-
padku deregulacji pojedynczych gendéw, nastepujgcej m.in.
przy przywroceniu aktywnosci gendéw supresoréw nowotwo-
rzenia kodujgcych czynniki transkrypcyjne lub DNA-metylo-
transferazy, ktére zostaty wyciszone przez metylacje. Podsu-
mowujgc nalezy podkresli¢, ze wprowadzenie technologii epi-
genetycznych do diagnostyki i leczenia niesie ze sobg ogrom-
ny potencjat zaréwno dla chorych, jak i lekarzy [25], ale takze
powinno znalez¢ szersze zastosowanie w niedalekiej przyszto-
sci w hodowli zwierzat.
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Wyniki sierpniowej
wyceny wartosci
hodowlanej buhajow HF

Tomasz Krychowski, Agnhieszka Nowosielska

Polska Federacja Hodowcow Bydta i Producentéw Mleka

Czwarta wycena wartosci hodowlanej buhajow na podstawie
genomu zostata zrealizowana w sierpniu 2015 roku, wedtug ta-
kiej samej metodyki, jak poprzednio. Realizujgc te wycene nie
wykorzystano, niestety, bazy referencyjnej udostepnionej Pol-
sce przez Eurogenomics po wycenie sierpniowej 2014 roku, co
powiekszytoby w duzym stopniu precyzje polskich wynikow.
Baza ta zawiera bowiem ponad 25 000 buhajéw, w stosunku do
ponad 3000, ktére sg w polskiej bazie.

Ocena 2015/2 na podstawie genomu dotyczy 899 buhajow,
co stanowi spadek w stosunku do poprzedniej wyceny (967). Bu-
haje uczestniczace w ocenie wartosci hodowlanej nalezg do 5
firm inseminacyjnych realizujgcych programy oceny i selekcji bu-
hajéw w Polsce. Ponadto 46 buhajow jest wtasnoscig hodowcéw
i zostato poddanych genomowej ocenie wartosci hodowlanej na
potrzeby realizacji tych programéw.

W ocenie 2015/2 przedstawiono wyniki szacowania krajo-
wych i miedzynarodowych genomowych wartosci hodowlanych
w ten sam sposob, jak poprzednio.

W artykule tym bedziemy analizowaé¢ wartos¢ hodowlang bu-
hajow wycenionych konwencjonalnie i na podstawie genomu,
podobnie jak to uczyniliSmy po poprzednich wycenach.

Wzrost sredniej wartosci hodowlanej buhajéow ocenionych
genomowo

Srednia warto$é hodowlana buhajéw wycenionych w sierpniu
jest wieksza w poréwnaniu do $redniej wartosci hodowlanej bu-
hajow wycenionych w kwietniu 2015 roku o 2 jednostki PF (124-
-122). Jest to dobry wynik, gdyz pomiedzy wczesniejszymi wy-
cenami 2015/1 i 2014/3 nie byto wzrostu $redniej wartosci ho-
dowlanej buhajow (rys. 1).

Jesli chodzi o poréwnanie subpopulacji 100 i 10 najlepszych
buhajéw, to réznica w $redniej wartosci hodowlanej pomiedzy
oceng sierpniowg i kwietniowg wynosi 1 i 2 jednostki PF.
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Rys. 1. Poréwnanie srednich wartosci hodowlanych buhajéw ocenio-
nych na podstawie genomu w kolejnych sezonach ocen

Buhaje urodzone w 2014 roku majg wyraznie wyzszg war-
tos¢ hodowlang w poréwnaniu do buhajéw urodzonych w la-
tach wczesniejszych (+5 jednostek PF w stosunku do rocznika
2013 i +6 jednostek PF w stosunku do rocznika 2012 i 2011).
Trzeba jednak zaznaczy¢, ze grupa najmtodszych buhajow jest
duzo mniej liczna (78 buhajéw), gdy poprzednie roczniki liczg
odpowiednio 253, 283 i 229 buhajéw. Niepokojgcy jest brak
progresji w sredniej wartosci hodowlanej coraz mtodszych bu-
hajéw dla podindeksu ptodnosci (tab. 1). ZwracalisSmy juz uwa-
ge na ten problem, analizujgc wyniki miedzynarodowej geno-
mowej oceny wartosci hodowlanej buhajéw (Krychowski i wsp.,
,Przeglad Hodowlany” 5/2015).

Tabela 1
Srednie warto$ci hodowlane buhajéw wedtug roku urodzenia

Srednia warto$é hodowlana

Rok Liczba

urodzenia buhajow  gpF  PPR  PPO  PPL  KS DLUG
2014 78 129 14 122 99 107 118
2013 253 124 113 118 98 104 114
2012 283 123 111 118 99 105 116
2011 229 123 112 17 101 104 116
2010 54 117 109 13 97 105 112

PF —indeks Produkcja i Funkcjonalno$¢, PPR — podindeks produkeyjny,
PPO - podindeks pokroju, PPL — podindeks ptodnosci, KS — indeks komorek
somatycznych, DLUG — indeks dtugowiecznosci
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