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Modyfikacje epigenetyczne a ekspresja genéw w nowotworzeniu

Epigenetic modifications and gene expression in cancerogenesis
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STRESZCZENIE

Modyfikacje epigenetyczne sg zmianami regulujgcymi ekspresje genow. Sposrdd tych modyfikacji metylacja DNA
W regionach promotorowych gendéw jest najlepiej poznang zmiana. Za metylacjc DNA odpowiada rodzina metylo-
transferaz DNA. Proces ten jest odwracalny w wyniku reakcji demetylacji, w ktorych posrednig role odgrywaja biatka
TET. Hipometylacja DNA oraz hipermetylacja regiondw promotorowych gendéw bogatych w wyspy CpG nalezy do
epigenetycznych mechanizméw powszechnie wystepujacych w wielu typach nowotwordéw. Epigenetyczny mechanizm
transformacji nowotworowej zwigzany jest nie tylko ze zmianami w poziomie metylacji poszczegélnych onkogenow
czy tez gendw supresorowych, ale takze z potranslacyjnymi modyfikacjami biatek histonowych wymuszajacych zmia-
ny w strukturze chromatyny. Okres$lone modyfikacje, takie jak: metylacja, acetylacja, fosforylacja, ubikwitynacja,
biotynylacja, ADP-rybozylacja oraz sumoilacja, moga wplywaé na kondensacje chromatyny oraz na biatka i kom-
pleksy enzymatyczne decydujace o dostgpnosci DNA, co z kolei wptywa na upakowanie, replikacje, rekombinacje,
procesy naprawy oraz ekspresjc DNA. W mechanizmach modulacji ekspresji genéow zaangazowanych w procesy
prowadzace do rozwoju nowotwordw znaczacg role odgrywaja dwa gtowne rodzaje matych interferencyjnych RNA
siRNA oraz miRNA.

Uzyskiwane dane z prowadzonych badan pokazujg, ze mechanizmy epigenetyczne uczestnicza w procesach pro-
wadzacych do rozwoju nowotwordéw, a poszukiwanie epigenetycznych biomarkeréw moze by¢ przydatne w terapii
NOWOtworow.
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ABSTRACT

Epigenetic modifications are changes which can regulate gene expression. DNA methylation in gene promoter regions
is the most well-known change among epigenetic modifications. The family of DNA methyltransferases is responsible
for DNA methylation. Methylation is reversible due to the demethylation reaction, executed by TET proteins. DNA
hypomethylation and hypermethylation of gene promoter regions rich in CpG islands belonging to epigenetic
mechanisms commonly occur in many tumors. The epigenetic mechanism of malignant transformation is related not
only to changes in the level of methylation of oncogenes or tumor suppressor genes, but also to post-translational
modifications of histone proteins, forcing changes in the chromatin structure. Certain modifications, such as methy-
lation, acetylation, phosphorylation, ubiquitination, biotinylation, ADP-ribosylation, and sumoylation may affect chro-
matin condensation, protein and enzyme complexes that determine the availability of DNA, which then affects the
condensation, replication, recombination and repair processes, as well as gene expression.

Among the modulatory mechanisms of the expression of genes involved in the processes leading to cancer deve-
lopment, two main types of small interfering RNA play an important role: siRNA and miRNA. Research data Show
that epigenetic mechanisms are involved in the processes leading to tumor development, and searching for epigenetic

biomarkers may be useful in epigenetic cancer therapy.
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WPROWADZENIE

O budowie i funkcji komodrek decyduja procesy zwia-
zane z ekspresjg gendow, w tym produkty tej ekspres;ji
— kwasy rybonukleinowe i biatka. Regulacja ekspresji
genow zachodzi na wielu poziomach i obejmuje tak
procesy transkrypcji, zmian potranskrypcyjnych, jak
i translacji wraz ze zmianami potranslacyjnymi. Zna-
nych jest wiele czynnikow regulujacych ekspresje
gendw. Wérdd nich wymienia si¢ tak zwane czynniki
cis i trans, z ktorych pierwsze przynaleza do materiatu
genetycznego (np. sekwencje nukleotydowe o charak-
terze tzw. wzmacniajacych lub wyciszajacych tran-
skrypcje — odpowiednio, z ang.: enhancery i silence-
ry), za$ drugie najczesciej naleza do bialek regulato-
rowych wiazacych si¢ z materialem genetycznym.
Zmiany sekwencji nukleotydowej w materiale gene-
tycznym, szczegOlnie te o charakterze mutacji zmiany
sensu czy mutacji nonsensowych, w zrozumiaty spo-
sob wptywaja na procesy ekspresji genow. Zmianom
o charakterze tzw. cichych mutacji czy polimorfi-
zmoéw gendw trudniej juz przypisac¢ role w modyfika-
cji ekspresji genow. Zawsze jednak takim zmianom
mozna probowaé przypisywacé rol¢ migdzy innymi
w indukowaniu zmian w konformacji materiatu gene-
tycznego, a tym samym jego potencjalnie odmiennym
,,Zachowaniu” na dalszych etapach ekspresji w komor-
kach, chociazby ,,dostepno$cig” wybranych sekwencji
nukleotydowych dla biatek regulatorowych czy enzy-
matycznych. Coraz czgéciej doniesienia literaturowe
przynosza liczne informacje dotyczace roli innych
zmian w obrgbie informacji genetycznej, nie wigzace

si¢ ze zmianami sekwencji nukleotydowej, ale z tak
zwanymi modyfikacjami epigenetycznymi [1,2].
Mozna wysuna¢ hipotezg, iz na przyktad polimorfi-
zmy czy mutacje ,,ciche” nie musza wnosi¢ innej/no-
wej informacji ,.kodujacej”, ale poprzez wplyw na
strukture pierwszorzgdowa materialu genetycznego
moga wspotoddziatywaé ze zmianami epigenetyczny-
mi, a tym samym wptywac na ekspresj¢ genow. Nale-
zy podkresli¢, ze w przeciwienstwie do mutacji, mo-
dyfikacje epigenetyczne sa odwracalne i w rezultacie
moga by¢ modyfikowane poprzez zastosowanie celo-
wanych terapii epigenetycznych [2,3,4].

O tym, iz modyfikacje epigenetyczne sg zmianami
regulujacymi ekspresj¢ genow, $wiadczy miedzy inny-
mi czgsto opisywany w literaturze proces modyfikacji
DNA o charakterze metylacji w regionach promoto-
rowych genow. Globalna hipometylacja DNA oraz hi-
permetylacja regionéw promotorowych gendéw boga-
tych w wyspy CpG nalezy do epigenetycznych mecha-
nizmoéw powszechnie spotykanych w licznych nowo-
tworach [5,6]. Badania epigenetyczne, ktorych celem
jest analiza sekwencji regiondw promotorowych ge-
néw, struktury chromatyny oraz enzyméw odpowie-
dzialnych za modyfikacj¢ chromatyny, maja na celu
poszukiwanie innych niz zmiany genetyczne mecha-
nizmoéw warunkujacych ekspresje genow [2].

Metylacja DNA

Spo$rdéd modyfikacji epigenetycznych metylacja DNA
jest najlepiej poznang u cztowieka zmiang prowadzaca
do inaktywacji gendw. Zjawisko metylacji DNA pehni
podstawowg role w procesach, takich jak: inaktywacja
chromosomu X, rozwdj embrionalny, tzw. imprinting
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genowy czy tez wyciszanie sekwencji powtorzonych
[2,7,8]. Najczestszym miejscem metylacji w genomie
cztowieka sg dinukleotydy CpG (cytosine that precede
a guanosine), czyli obszary DNA okreslane mianem
wysp CpG, zazwyczaj zlokalizowane w regionach
promotorowych genoéw. Proces metylacji u cztowicka
polega na kowalencyjnym przylaczeniu grupy mety-
lowej, pochodzacej z S-adenozylo-L-metioniny do
wegla w pozycji 5 pierScienia pirymidynowego cyto-
zyny, powodujac w konsekwencji utworzenie 5-me-
tylocytozyny [2,3,8]. Bardzo czgsto w wyniku metyla-
cji w obrebie wysp CpG w regionach promotorowych
gendw dochodzi do wyciszenia ich aktywnosci [5,6].
Za metylacje DNA odpowiada rodzina metylotransfe-
raz DNA — DNMTs (DNA methyltransferases). Pod
wzgledem aktywnosci Kkatalitycznej w komorkach
ssakow wyodrebnione zostaly trzy metylotransferazy:
DNMT1, DNMT3a i DNMT3b. Enzymem charakte-
ryzujacym sie wiekszym powinowactwem do hemi-
metylowanego DNA niz niemetylowanego DNA jest
metylotransferaza DNMT1. Pelni ona wazng role
w kopiowaniu wzoru metylacji DNA na nowo synte-
tyzowanej nici DNA podczas procesu replikacji. Bio-
rac pod uwage znaczenie replikacji DNA, ekspresja
DNMTI1 podlega $cistej regulacji w czasie trwania
cyklu komorkowego, osiagajac maksymalny poziom
w fazie S [4,9].

DNMT3a i DNMT3b sa to metylotransferazy odgry-
wajace kluczowsg role w metylacji de novo. Odpowia-
dajg za okreslenie specyficznego wzoru metylacji DNA
podczas rozwoju [4,8]. Niezbedna dla aktywnosci
enzymatycznej metylotransferaz DNMT3a i DNMT3b
jest metylotransferaza DNMT3L, ktéra sama nie po-
siada aktywnosci katalitycznej [8,9].
Metylotransferaza DNMT2 wykazuje silng aktywnos$¢
metylotransferazy tRNA, jest enzymem zwigzanym
raczej z metylacja RNA niz DNA. Obecnie DNMT2
okresla sie¢ zgodnie z nomenklaturg genéw wedtug
HUGO (HGNC - Gene Nomenclature Committee) ja-
ko TRDMT1 (metylotransferaza 1 tRNA kwasu aspa-
raginowego — tRNA aspartic acid methyltransferase 1)
[8,9].

Sposrod kilku glownych mechanizmow zaangazowa-
nych w ekspresje gendéw poprzez metylacjec DNA
u ssakow, pierwszy polega na bezposrednim prze-
strzennie blokujacym wptywie 5-metylocytozyny na
czynniki transkrypcyjne i elementy wiazace DNA ty-
pu cis. Kolejny mechanizm polega na bezposrednim
zahamowaniu aktywno$ci czynnikow transkrypcyj-
nych wiazacych DNA poprzez interakcj¢ z biatkami
wigzagcymi metylowane CpG-MBP (methyl-CpG-bin-
ding protein), do ktérych zaliczamy, m.in. MeCP2,
MBDI1, MBD2, MBD3, MBD4, Kaiso. Biatka MeCP2
oraz MBDs (domeny wigzace metylowane CpG —
mehyl-CpG binding domains), wychwytywane przez
metylowane CpG, moga peti¢ rolg mediatorow
W wyciszaniu transkrypcji poprzez zwigzanie z Sin3A
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kompleksem wyciszajacym deacetylaz histondéw
HDAC:s (histone deacetylases). Trzeci z opisywanych
mechanizmoéw regulujacych ekspresje genow poprzez
metylacje DNA polega na zdolnosci biatek zwigza-
nych z metylowanymi wyspami CpG do rozpoznawa-
nia duzych komplekséw biatkowych odpowiadajacych
za ostateczng weryfikacje dostgpnosci DNA poprzez
modyfikacje struktury chromatyny. Biatko MBD2
posredniczy w procesie przylaczania metylowanego
DNA do dwoch kompleksow MeCP1 oraz Mi2/NuRD
wyciszajacych transkrypcj¢. Kompleksy te, zwigzane
z biatkiem MBD2, wykorzystywane sg nast¢pnie do
skierowania HDAC i modulatoréw chromatyny do
metylowanych promotordéw, gdzie powoduja sttumie-
nie transkrypcji. MBD4 pelni natomiast istotne zna-
czenie w zachowaniu roli metylowanego DNA w re-
gulacji gendw oraz hamowaniu wystgpowania mutacji
w miejscach CpG. Biatko Kaiso w jadrze komorko-
wym petni rol¢ represora transkrypcji poprzez kiero-
wanie kompleksu N-CoR do metylowanych i niemety-
lowanych promotoréw genoéw. Ponadto kompleks
N-CoR zawiera deacetylaze histonow 3, ktora odpo-
wiada za generowanie transkrypcyjnie nieaktywnej
struktury chromatyny [8,10,11]. Jedno z biatek — biat-
ko hCGBP (human CpG binding protein) — pehni role¢
aktywatora transkrypcji i moze specyficznie rozpo-
znawacé 1przylacza¢ niemetylowane dinukleotydy
CpG [8].

Proces metylacji cytozyn jest odwracalny na drodze
demetylacji, w ktorej posrednig role odgrywajg biatka
TETSs (ten-eleven translocation proteins) [5,6].

Proces metylacji DNA moze by¢ réwniez zaangazo-
wany w regulacje struktury chromatyny, Scisle przy
tym wspolpracujac z potranslacyjnymi modyfikacjami
histondéw, a istotg tego oddzialywania jest wzajemne
wzmachianie lub hamowanie poprzez sprzgzenie
zwrotne. Dowodem bezposredniego zwigzku pomig-
dzy dwoma glownymi, wyciszajacymi epigenetycz-
nymi mechanizmami jest rola biatka EZH2 (Enhancer
of Zeste homolog 2) nalezacego do grupy biatek Poly-
comb (PcG - polycomb group) w rozpoznawaniu
DNMTs. Ponadto utrata funkcji histonu HI moze
zapoczatkowaé okreslone modyfikacje w strukturze
chromatyny, m.in. ograniczenie lokalnej kondensacji
chromatyny bez wptywu calkowitej metylacji DNA.
Prawdopodobnie histon H1 pehi role w utrzymaniu
czy tez ustanowieniu okreslonego wzoru metylacji
DNA, na co moze wskazywaé fakt, ze wiele gendow
z ekspresja regulowang wlasnie poprzez utrate histonu
lacznikowego charakteryzuje si¢ obnizonym pozio-
mem metylacji CpG w specyficznych regionach regu-
lacyjnych tych genéw [10].

Epigenetyczny mechanizm regulacji ekspresji gendw,
a takze transformacji nowotworowej zwigzany jest nie
tylko ze zmianami w poziomie metylacji poszczegol-
nych genow, w tym onkogenow czy gendéw supreso-
rowych, lecz takze z potranslacyjnymi modyfikacjami
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biatek histonowych — zmianami wymuszajacymi prze-
budowe w strukturze chromatyny. Okre$lone modyfi-
kacje histonow, takie jak: metylacja, acetylacja, fosfo-
rylacja, ubikwitynacja, biotynylacja, ADP-rybozylacja
oraz sumoilacja, moga wplywac na kondensacje chro-
matyny decydujac o ,,dostepnosci” DNA dla innych
biatek i kompleksow enzymatycznych, co z kolei
wptywa nie tylko na procesy replikacji, rekombinacji
czy naprawy DNA, lecz takze na ekspresje informacji
genetycznej [3,4,7,8,12]. W tym ostatnim aspekcie
szczego6lnie istotny jest wpltyw réznych kombinacji
modyfikacji histonowych na wychwytywanie biatek
regulujacych transkrypcje i wigzanie ich do specyficz-
nie zmienionych wariantéw histonowych [2].

Modyfikacje epigenetyczne bialek histonowych

Niezwykle istothym mechanizmem epigenetycznym,
zaangazowanym w regulacje ekspresji genow, jest
modyfikacja struktury chromatyny. Modyfikacje po-
translacyjne biatek histonowych sg procesami bardzo
dynamicznymi. Heterochromatyna charakteryzuje sig¢
wyzszym poziomem kondensacji z ograniczonym do-
stepem do DNA, w zwiazku z tym moze ograniczaé
proces transkrypcji gendow. Z kolei euchromatyna, ze
wzgledu na struktur¢ o nizszym poziomie kondensa-
Cji, jest glownie zwigzana z genami aktywnymi tran-
skrypcyjnie [8,13]. Nukleosom, najmniejsza, powta-
rzajagca si¢ podjednostka strukturalna chromatyny,
zbudowany jest z odcinka DNA, ktérego okoto 147
par zasad nawinigtych jest wokot 8 histonéw rdzenio-
wych tworzacych oktamer. W sktad oktameru wcho-
dza po dwa histony H2A, H2B, H3 oraz H4. Histon
H1, okreslany jako histon tacznikowy, oraz biatka
nichistonowe zwigzane sa we widkna nukleosomowe,
co w konsekwencji prowadzi do utworzenia struktur
chromatyny wyzszego rzedu oraz domen jadrowych.
Widkna chromatyny charakteryzuja si¢ réznica w po-
ziomie kondensacji oraz obecnoscig sktadnikow pod-
stawowych, ze wzgledu na obecno$¢ wariantow histo-
nowych oraz ich potranslacyjnych modyfikacji. Czyn-
niki te stanowig dodatkowa ochrone¢ informacji, ktore
sa dziedziczone przez liczne pokolenia komorek i od-
powiadaja za kontrole ekspresji genow, a takze osta-
tecznie decyduja o funkcji komorek. Istnieje kilka
czynnikoéw petniacych kluczows role w przebudowie
chromatyny, m.in. enzymy modyfikujace biatka histo-
nowe, a takze chaperony histonowe, ktore odgrywaja
zasadniczg rolg¢ w metabolizmie histonow, a jednocze-
$nie sg zaangazowane w ochrone i organizowanie bia-
tek histonowych w chromatyne. Podatno$¢ chromaty-
ny na réznorodne dynamiczne modyfikacje jest nie-
zwykle wazna podczas procesoOw naprawczych DNA,
gdzie utatwia to przywrdcenie jej integralnosci [3,7,
14]. Stabilno$¢ kompleksu nukleosomu sprawia, ze
obecne w nim DNA jest niedostgpne dla innych biatek

wigzacych, w zwigzku z tym wysoko skondensowana
chromatyna przyczynia si¢ do hamowania procesow
komoérkowych wymagajacych bezposrednich interak-
cji z DNA, takich jak replikacja, transkrypcja oraz
naprawa. W warunkach in vivo dostgpno$¢ DNA jest
regulowana przez réznorodne procesy komorkowe,
m.in. dynamiczne interakcje pomigdzy kompleksem
ATP-zaleznym, modyfikacje kowalencyjne histonow,
wykorzystanie wariantow histonowych oraz metylacje
DNA [13].

Bialka histonowe, podlegajac ré6znym modyfikacjom
potranslacyjnym, decyduja o dostgpnosci szeregu
czynnikow do DNA. Rdézne kombinacje modyfikacji
histonowych w duzym stopniu wywieraja wptyw na
ekspresje poszczegolnych gendw poprzez wychwyty-
wanie biatek regulujacych transkrypcje i wigzanie ich
do specyficznie zmienionych wariantéw histonowych
[2,4].

Acetylacja i deacetylacja histonéw

Acetylacja histonow zachodzi w obrgbie reszt argininy
lub lizyny tych biatek i prowadzi do wzrostu aktywno-
$ci transkrypcyjnej DNA. Proces acetylacji histonow
katalizowany jest przez acetylotransferazy histonowe
(HATs — histone acetyltransferases), ktore wykorzy-
stujg acetylo-CoA jako kofaktor reakcji, przytaczajac
grupe acetylowa do grupy e-aminowej zlokalizowanej
w resztach lizyny. Konsekwencjg tej modyfikacji jest
rozluznienie struktury chromatyny, co stwarza mozli-
wos$¢ oddziatywania z czynnikami transkrypcyjnymi.
Enzymami wykazujacymi przeciwstawng aktywno$é
do acetylotransferaz sa deacetylazy histonéw (HDACs
— histone deacetylases). Reakcje te wptywaja na kon-
densacje chromatyny i inaktywacje¢ transkrypcji specy-
ficznych genéw [3,8].

Acetylotransferazy histonow zostaty podzielone na
cztery glowne grupy. Pierwsza grupe GNAT (GCN5-
-related-N-acetyltransferases) tworza biatka, ktore sg
zwigzane z inicjacjg transkrypcji (GCNS5, PCAF),
elongacja (Elp3) oraz usuwaniem histonow i wycisza-
niem telomeréw (HAT1). Do drugiej grupy naleza
acetylazy MYST: MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2 i Tip60
zaangazowane w proces apoptozy, wchodzace w sktad
kompleksow biatkowych zwigzanych z DNA w miej-
scach origin replikacji (HBO1), a takze uczestniczace
w odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Trzecia grupa
acetylaz obejmuje biatka p300 i CBP (p300/cyclic-
-AMP-response-element binding protein), stanowiace
koaktywatory transkrypcji, ktore charakteryzuja sig
obecnoscig sekwencji homologicznych do acetylaz
grupy GNAT. W sktad czwartej grupy wchodza czyn-
niki transkrypcyjne (TAFII250), a takze kofaktory
receptorow jadrowych ACTR (activator of retinoid
receptor), SRC1 (steroid receptor coactivator 1).
Nalezy podkresli¢, ze wiele sposréd HAT jest zwigza-
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nych z modyfikacjg innych czynnikow transkrypcyj-
nych, takich jak biatko p53 czy podstawowe czynniki
transkrypcyjne TFIE i TFIIF [10,15,16].

Acetylacja biatek histonowych pozwala na wigkszy
dostgp czynnikow transkrypcyjnych do DNA. Po-
szczegolne modyfikacje histonowe sa specyficzne
wobec wyspecjalizowanych domen biatkowych. Bro-
modomena to domena biatkowa, ktéra rozpoznaje
regiony ulegajace acetylacji przy specyficznych resz-
tach lizyny. Obecna jest w czynnikach transkrypcyj-
nych oraz HAT, m.in. TAFI1250, PCAF, GCN5, ATP-
-zaleznych kompleksach przebudowujacych chroma-
tyne (BAZ1B), metylotransferazach (MLL, ASH1L),
helikazach (SMARCA) czy tez rodzinie bialek BET
[15,17]. Znaczna acetylacja reszt lizyny moze pocig-
gac za sobg aktywacje transkrypcji poprzez neutrali-
zacje tadunku tych reszt oraz wigzanie kompleksow
biatkowych zawierajacych bromodomeng, ktore moga
obejmowa¢ inne enzymy HAT oraz enzymy zaanga-
zowane w reorganizacje struktury chromatyny. Proces
ten zwigzany jest z tatwo dostgpng konfiguracja chro-
matyny, w zwiazku z czym utatwiona jest transkrypcja
[8]. Po potaczeniu z innymi biatkami acetylazy tworza
kompleksy enzymatyczne ztozone z licznych podjed-
nostek, takie jak kompleks STAGA: SPT3, TAF
i acetylaza GCNP. Kompleksy te uczestniczg w acety-
lacji r6znych reszt lizyny poszczegélnych histonow,
a takze taczg si¢ z czynnikami transkrypcyjnymi po-
wodujac aktywacje lub zahamowanie transkrypcji
specyficznych genéw. HAT moga acetylowaé takze
biatka niehistonowe, do ktorych nalezg czynniki tran-
skrypcyjne: E2F (transcription factor required for
repression of the adenowirus E2 promoter), GATAL
(globin transcription factor 1), p53, MyoD. Moze to
powodowa¢ wicksza zdolnos$¢ taczenia si¢ z DNA
i stymulacje transkrypcji [16,18].

Reakcje odwracajace acetylacj¢ histonéw katalizowa-
ne sg przez enzymy zwane deacetylazami (HDAC).
Klasyfikacja HDAC opiera si¢ na ich podobienstwie
do struktury pierwszorzedowej biatka. Zgodnie z tym
enzymy te podzielono na cztery grupy. Klasa | obej-
muje HDAC1-3 oraz HDACS, ktore wystepuja jedy-
nie w jadrze komorkowym. W sktad klasy II wchodza
HDACA4-7, HDAC9-10 zdolne do taczenia si¢ z czyn-
nikiem transkrypcyjnym MEF2. Enzymy tej klasy
moga przemieszczac si¢ mi¢dzy cytoplazma a jadrem
komorkowym i posrednicza w hamowaniu transkryp-
cji. Klasa Il zawiera enzymy SIRT 1 do 7 (homologue
of silent information regulator 2) obecne w jadrze
komorkowym, cytoplazmie lub mitochondriach. Do
klasy IV zaliczane sg HDACI11. Poza klasa III, ktérej
enzymy s3 NAD"-zalezne, enzymy wchodzace w sklad
pozostatych grup sa Zn**-zalezne [7,8,18,10].

W przypadku zdecydowanej wigkszosci HDAC ich
aktywnos¢ podlega regulacji na skutek interakcji bial-
kowych. Mechanizmy, ktore rowniez przyczyniaja si¢
do funkcjonowania deacetylaz to modyfikacje potrans-
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lacyjne oraz lokalizacje subkomoérkowe. Deacetylazy
histonow czesto stanowiag sktadniki duzych komplek-
séw ztozonych z wielu podjednostek, oddziatujacych
z innymi biatkami komoérkowymi, ktére moga akty-
wowa¢ badz hamowa¢ aktywno$¢ enzymatyczng
HDAC [10]. Funkcjonowanie deacetylaz powoduje
kondensacj¢ struktur chromatynowych, co w efekcie
przyczynia si¢ do zahamowania transkrypcji. Zasto-
sowanie inhibitoréw HDAC moze prowadzi¢ do za-
hamowania wzrostu, réznicowania lub procesdéw
apoptozy komoérek nowotworowych w warunkach
in vitro oraz in vivo [19,20].

Metylacja i demetylacja histonow

Metylacja w obrgbie biatek histonowych moze doty-
czy¢ reszt lizynowych lub argininowych. Pojedyncze
reszty lizyny moga podlega¢ mono-, di- oraz trimety-
lacji, natomiast reszty argininy ulegaja mono- lub
dimetylacji. Proces metylacji histondow nie wplywa
bezposrednio na zmiany strukturalne chromatyny, ale
powoduje utworzenie miejsc wigzania dla innych
biatek, ktére moga wptywac na jej kondensacje [3].
Najlepiej poznang forma metylacji jest modyfikacja
histonéw H3 i H4. Takie same modyfikacje zachodza-
ce wréznych regionach gendéw mogg powodowacl
przeciwstawne efekty w regulacji ekspresji gendw.
Z transkrypcyjnie wyciszong heterochromatyng zwia-
zane sg utworzone trimetylowane formy — H3K9me3,
H3K27me3, H3K36me3, H4K20me3 - natomiast
z transkrypcyjnie aktywna euchromatyng — H3K4me3
oraz H3K79me3 [2,8,10,21].

Za metylacje histonow odpowiedzialne sa enzymy
metylotransferazy histonow (HMTs — histone methyl-
transferases), ktore katalizujg reakcje przylaczenia
grupy metylowej, natomiast antagonistyczne dziatanie
wykazujg demetylazy histonow. Modyfikacje te,
W polaczeniu z acetylacja, determinujg wzor biatek
histonowych, a w konsekwencji oddziatujg z odpo-
wiednimi czynnikami transkrypcyjnymi regulujac
ekspresje genow [2,10]. Enzymy katalizujace reakcje
metylacji charakteryzowane sa na podstawie specy-
ficznoséci wobec konkretnego histonu, docelowej resz-
ty aminokwasowej oraz ilo$ci przylaczanych grup
metylowych [22]. Do tej pory zidentyfikowano wiele
enzymoéw zaangazowanych w metylacje reszt lizyny
histon6w w obrgbie ich N-konca (HKMT - histone
lysine methyltransferase). Podstawowg jednostkg
strukturalng wigkszosci HKMT jest domena SET
(Su(var)3-9, enhancer of zeste [E(Z)], trithorax —
[TRX]), zbudowana ze 130 aminokwasow, ktéra de-
cyduje o aktywnosci enzymatycznej metylotransferaz.
Jedynym enzymem pozbawionym tej domeny jest
Dotl (disruptor of telomeric silencing), ktory odpo-
wiada za metylacj¢ histonu H3 — H3K79. HKMT
katalizuja przeniesienie grupy metylowej z S-adeno-
zylometioniny (SAM) do grupy e-aminowej lizyny
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[19]. W przypadku enzyméw przeprowadzajacych
metylacje reszt argininy wyrdézniono dwie klasy mety-
lotransferaz argininy (arginine methyltransferases) —
typ I oraz typ 11, do ktorych zalicza si¢ rodzing bialek
PRMTs (protein arginine methyltransferases). Reak-
cja katalizowang przez PRMT, w podobnym mechani-
zmie do HKMT, jest przeniesienie grupy metylowej
z S-adenozylometioniny do grupy w-guanidynowej
argininy. PRMT odpowiadaja za mono- i dimetylacje
reszt argininy w N-koncu histonéw. Modyfikacje te
obejmuja zmiany w obrebie histonu H3: odpowiednio
2, 8, 17, 26 reszty argininy H3R2, H3R8, H3R17,
H3R26, a takze histonu H4 — H4R3. Do najwazniej-
szych enzymow uczestniczacych w procesie metylacji
argininy naleza PRMT1, PRMT4, PRMTS i PRMT6
[19,23].

Demetylazy histondéw odpowiadaja za mechanizm
demetylacji. Enzym LSD1 (lysine-specific demethyla-
se 1) jest wysoce konserwatywnym biatkiem wykazu-
jacym zdolno$¢ do demetylacji mono- i dimetylowa-
nych form H3K4 lub H3K9 [4]. Scharakteryzowano
takze peptydyloargininodeaminazg 4 (PADI4 — pepti-
dyl arginine deiminase 4), ktora katalizuje usuniecie
grupy metylowej z reszty argininy w obrebie histonow
H3 i H4 [10]. Przyktadem demetylaz, ktorych aktyw-
no$¢ enzymatyczna wigze si¢ z obecnoscia domeny
Jumonji C (JmjC — domain containing protein), jest
JHDM1  katalizujaca  demetylacje  H3K36me2.
JHDMI wykorzystuje jako kofaktory jony zelaza Fe?*
oraz o-ketoglutaran. Zaréwno enzym LSDI, jak
i JHDM1 wykazuja specyficzno$§¢ wobec mono- lub
dimetylowanych bialek histonowych. Demetylazy
charakteryzujace si¢ przeprowadzaniem reakcji deme-
tylacji wobec trimetylowanych histonow to rodzina
IMJD?2 sktadajaca si¢ z IMID2A, IMID2B, JMJD2C
oraz JMJD2D. Odpowiadajg one m.in. za reakcj¢
demetylacji H3K9me3 oraz H3K36me3 [8,24,19].
Aktywno$¢ enzymatyczna demetylaz histonow moze
wplywaé zardwno na aktywacje, jak i wyciszenie
transkrypcji gendéw [5]. Nieprawidtowa regulacja
enzymoéw odpowiedzialnych za metylacj¢ i demetyla-
cj¢ obserwowana jest w r6znych typach nowotworow,
m.in. raku prostaty, ptuca, piersi i mozgu [6].

Fosforylacja histonow

Waznym mechanizmem epigenetycznym jest fosfory-
lacja biatek histonowych, ktora odgrywa znaczacg rolg
w procesach komorkowych, takich jak: apoptoza,
mitoza, naprawa DNA, replikacja oraz transkrypcja.
Fosforylacja dotyczy przede wszystkim reszt seryny,
treoniny oraz tyrozyny wszystkich histonéw rdzenio-
wych, przez co wptywa na struktur¢ i funkcje¢ chroma-
tyny. Fosforylacja biatek histonowych moze wptywac
na kondensacj¢ chromatyny i regulacje¢ transkrypcji
[25].

Enzymy katalizujace te modyfikacje to kinazy i fosfa-
tazy, ktore odpowiednio dodajg i usuwaja te zmiany.
Wszystkie z opisanych dotychczas w literaturze kinaz
histonowych (histone kinases) przeprowadzajg reakcje
przytaczenia grupy fosforanowej do grupy hydroksy-
lowej w tancuchu aminokwasowym histonow, wyko-
rzystujac jako kofaktor ATP. Przyktadem fosforylacji
histonéw jest H3Y41, katalizowana przez kinazg
JAK2 (Janus kinase 2) [19]. Podziat fosfataz, ktore
przeprowadzaja reakcje specyficzne wobec tych sa-
mych aminokwasow co kinazy, opiera si¢ na jonach
metalu, ktore sa niezbedne dla ich aktywnos$ci enzy-
matycznej. Najlepiej poznana funkcja tych enzymow,
poza wptywem na strukture i funkcjonowanie chroma-
tyny, dotyczy udziatu w procesach naprawy DNA oraz
regulacji mitozy [25].

ADP-rybozylacja, ubikwitynacja i sumoilacja
histonéow

Reszty glutaminy i argininy histonéw moga ulegaé
mono- i poly-ADP rybozylacji (poly-ADP-ribosyla-
tion, PARylation), potranslacyjnej modyfikacji, zaan-
gazowane] w wiele procesow komorkowych, m.in.
napraw¢ DNA, podziaty komérkowe, progresj¢ cyklu
komorkowego, transkrypcje, reorganizacje chromaty-
ny czy tez $mier¢ komorkowa. Reakcja poly-ADP
rybozylacji polega na kowalencyjnym przytaczaniu
wielu nukleotydow ADP-rybozy pochodzgcych z di-
nukleotydu nikotynoamidowego NAD" do reszt ami-
nokwasowych docelowych biatek histonowych. Mo-
dyfikacje te katalizowane sg przez specyficzng rodzi-
ne enzymow: polimerazy poli-(ADP-rybozy) (poly-
-ADP-ribose polymerase, PARP) oraz transferazy
mono-(ADP-rybozy) (mono-ADP-ribosyltransferase,
MART), a takze wykazujace wobec nich antagoni-
styczne dziatanie glikohydrolazy poli-(ADP-rybozy)
(poly-ADP-ribose-glycohydrolase). Polimerazy po-
li-ADP-rybozy zostaly podzielone na trzy klasy.
Pierwsza grupa przeprowadza reakcje poly-ADP ry-
bozylacji i nalezag do niej enzymy PARPI1, PARP2,
PARP3, PARP4 oraz PARP5. Druga grupa obejmuje
enzymy wykazujace tylko zdolno$¢ mono-ADP-
rybozylacji: PARP6, PARP7, PARP8, PARP10,
PARP11, PARP12, PARP14, PARP15 i PARP16.
Ostatnig grup¢ stanowia PARP9 i PARP13, do aktyw-
nosci ktorych wymagana jest obecno$¢ dinukleotydu
nikotynoamidowego NAD® [19,26,27]. Potaczenie
mono-ADP-rybozylacji z metylacja czy tez acetylacja
histonéw, moze stanowi¢ wskaznik poziomu uszko-
dzenia DNA i wptywaé na szlaki sygnatowe reguluja-
ce procesy proliferacji, apoptozy lub nekrozy czy za-
trzymania cyklu komérkowego. Z kolei reakcje poli-
-ADP-rybozylacji prawdopodobnie zwigzane sg z re-
laksacja struktury chromatyny [28].
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Kolejnym procesem zaangazowanym w potranslacyj-
ne modyfikacje biatek histonowych jest ubikwityna-
cja, bedaca polipeptydem zbudowanym z 76-reszt
aminokwasowych, o masie czasteczkowej 8.5 kDa.
Reakcja, w ktorej gtowna role pehi to biatko, polega
na kowalencyjnym przytaczeniu grupy karboksylowe;j
C-konca reszty glicyny ubikwityny do miejsca doce-
lowego, ktorym najczesciej sa reszty lizyny w cza-
steczce histonu [19,29,30]. Proces katalizowany jest
przez trzy enzymy uczestniczace w poszczegdlnych
etapach reakcji: E1 — enzym odpowiadajacy za akty-
wacj¢ (ubiquitin-activating enzyme), E2 — enzym za-
angazowany w proces sprze¢gania (ubiquitin-conju-
gating enzyme) oraz E3 — enzym odpowiadajacy za
etap taczenia (ubiquitin-ligating enzyme). Za proces
odlaczenia ubikwityny odpowiadaja enzymy deubi-
kwitujace (DUBS, deubiquitinating enzymes) [19,29].
Ze wzgledu na ilo$¢ docelowych czasteczek substratu
uczestniczacych w reakcji, a takze ilo$¢ przytaczanych
czasteczek ubikwityny mozemy mowi¢ o monoubi-
kwitynacji lub multi-monoubikwitynacji. Poli-ubikwi-
tynacja z kolei polega na przytaczeniu przynajmniej
dwoch tancuchéw polipeptydowych ubikwityny [29].
Do najlepiej poznanych modyfikacji nalezy ubikwity-
nacja w obrgbie histonu H2A- H2AK119ubl, ktora
zwigzana jest z wyciszeniem funkcji genow oraz
H2BK123ubl, zlokalizowana w histonie H2B, odpo-
wiadajaca za inicjacje¢ i elongacje¢ transkrypcji [19].
Modyfikacjg potranslacyjng histondow o podobnym
mechanizmie dziatania do ubikwitynacji jest sumoila-
cja. Biatka SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier)
stanowig rodzing matych podobnych do ubikwityny
biatek, ztozonych ze 100 reszt aminokwasowych,
0 masie czasteczkowej 12 kDa. Mechanizm sumoilacji
jest analogiczny do ubikwitynacji i polega na kowa-
lencyjnym przytaczeniu biatka SUMO do reszt lizyny
histonéw w procesie katalizowanym rowniez przez
trzy enzymy: E1 (SUMO activating enzyme), E2 (SUMO
conjugating enzyme) i E3 (SUMO ligase). Odwrocenie
reakcji sumoilacji odbywa si¢ przy udziale enzyméw
nalezgcych do rodziny SENPs (SUMO-specific pro-
teases) [29]. Zmianom epigenetycznym na drodze
sumoilacji podlegaja histony H2A, H2B, H3 oraz H4.
Dane na temat sumoilacji biatek histonowych sugeru-
ja, ze jest ona zwigzana m.in. z hamowaniem tran-
skrypcji [19,30]. Proces sumoilacji ponadto moze
w konsekwencji wptywaé na napraw¢ DNA, modyfi-
kacje struktury chromatyny, proliferacje¢ komodrkowa
czy apoptoze [30].

Warto zaznaczy¢, iz zarbwno zmiany epigenetyczne
o charakterze metylacji DNA, jak i zmiany w obrebie
biatek histonowych beda mogly wptywaé na ekspresje
informacji genetycznej takze poprzez dodatkowy me-
chanizm powigzany z bezposrednim wplywem na
aktywnos¢ w komorkach specyficznej grupy czaste-
czek regulatorowych, jakimi sa mate interferencyjne
RNA. Na uwagg zastuguja glownie mate niekodujace
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czasteczki RNA z grupy mikroRNA (miRNA) oraz
z grupy bogatych w elementy transpozycyjne czaste-
czek niekodujacych RNA zwigzanych z biatkami
PIWI (piRNA) [2,31,32,33].

Niekodujace czasteczki RNA

W mechanizmach modulacji ekspresji gendow znacza-
cg role odgrywaja dwa glowne rodzaje matych interfe-
rencyjnych RNA — siRNA (krétkie interferujagce RNA
— small-interfering RNA) oraz miRNA (micro RNA).
Obecnie szczegdlng uwage zwraca sie na mozliwosé
wykorzystania tych czasteczek w badaniach klinicz-
nych [34].

Klasyfikacja niekodujacych czasteczek RNA opiera
si¢ przede wszystkim na rozmiarach transkryptow,
W zwiazKu z czym wyr6zni¢ mozna mate niekodujace
RNA (small non-coding RNAs, ncRNAS) oraz dlugie
niekodujace RNA (long non-coding RNAS, IncCRNAS).
Niekodujace czasteczki RNA petnia wazng funkcje
w modyfikacji ekspresji genow. Mate ncRNA odgry-
waja role w regulacji potranskrypcyjnej poprzez zja-
wisko interferencji RNA (RNAi — RNA interference)
oraz tlumienie translacji. Zaangazowane sg rowniez
w proces nowotworzenia. Z kolei ekspresja pewnych
IncRNA jest charakterystyczna, m.in. dla efektow epi-
genetycznych czy alternatywnego sktadania. Pelnig
one role prekursorow matych RNA, a takze regulato-
roOw w procesie rozktadu czasteczek mRNA. Nalezy
podkre$li¢ ich znaczenie w modyfikacji chromatyny,
transkrypcji, procesach potranskrypcyjnych oraz roz-
woju nowotworow. Prowadzone badania dostarczaja
informacji odnosnie do mozliwosci wykorzystania
ncRNA w terapii, jako potencjalnych biomarkerow
w diagnostyce choréb o podtozu nowotworowym [35,
36,37].

Dlugie niekodujace czasteczki RNA

Liczne IncRNA ulegaja ekspresji w réznych typach
nowotworow, m.in. HOTAIR (HOX antisense inter-
genic RNA) w raku piersi, watroby, trzustki, PCGEM1
(Prostate Specific Gene 1), DD3 (Differential Display
Code 3), PCNCR1 (Prostate Cancer Non-Coding
RNA 1) w raku prostaty [35,37]. Fenotypowo-spe-
cyficzna ekspresja INCRNA oraz ich stopien zaanga-
zZowania w proces nowotworzenia sprawiaja, ze Cza-
steczki te s3 idealnymi kandydatami na biomarkery
w diagnostyce i terapii nowotworow. Potwierdzono
m.in. wazng rol¢ IncRNA w metastazie raka jajnika.
Do mechanizmoéw epigenetycznych zaangazowanych
w deregulacje ekspresji INCRNA w komoérkach nowo-
tworowych mozna zaliczy¢ metylacje DNA oraz mo-
dyfikacje biatek histonowych. Metylacja DNA powo-
duje zmniejszenie lub catkowite wyciszenie ekspres;ji
supresorowych IncRNA guza, a w konsekwencji moze
prowadzi¢ do pozytywnej regulacji onkogenow. Za-
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stosowanie inhibitoroéw metylacji DNA — 5-aza-2’-
deoksycytydyny, pozwala na wilaczenie ekspresji hi-
permetylowanych IncCRNA, ktéra z kolei moze zosta¢
wzmocniona w wyniku dziatania kwasu 4-fenyloma-
stowego lub trichostatyny, nalezacych do inhibitorow
deacetylazy histonow — HDAC [37].

Male niekodujace czasteczki RNA

Mate niekodujace RNA (small ncRNA) mozna podzie-
li¢, opierajac si¢ na ich szlakach biogenezy z udziatlem
rybonukleazy 111 RNA, tzw. Dicer. Do grupy zaleznej
od Dicer zaliczamy microRNA, siRNA, snoRNA, a do
niezaleznych od Dicer, m.in. piRNA. Male ncRNA
petnia wazna role w rozwoju nowotworow [36].

microRNA

Wsrod licznych matych niekodujacych RNA zaanga-
zowanych w procesy molekularne nalezy podkresli¢
istotne znaczenie i role, jakg odgrywa w zjawiskach
zwigzanych z progresja nowotworowa microRNA
(miRNA). miRNA to wysoko konserwatywne cza-
steczki RNA o dlugosci 18-25 nukleotydow, ktore
odpowiadaja za regulacj¢ ekspresji genéw zaangazo-
wanych w procesy embriogenezy, roznicowania
i wzrostu komorek, proliferacji, apoptozy, metabolizm
komodrkowy, wewnatrzkomorkowe $ciezki sygnatowe
czy tez funkcjonowanie komoérek macierzystych [38,
39,40]. Z kolei sama ekspresja microRNA moze pod-
lega¢ regulacji zarbwno genetycznej, jak i epigene-
tycznej. Poziom specyficznych mRNA, charaktery-
styczny dla pewnych typdw nowotworéw, m.in. raka
piersi, ptuc, prostaty, trzustki, watroby, jelita grubego,
przewlektej biataczki szpikowej, jest czgsto zwigzany
Z inwazyjnoscig guza czy tez jego metastaza. Pierwsza
odkryta czasteczka miRNA 0 wyraznie zdefiniowane;j
roli w procesach metastazy komérek nowotworowych
jest miR-10b. Badania wskazuja, ze nadekspresja tego
typu czasteczki w komodrkach nieinwazyjnego raka
piersi przyczynia si¢ do procesu inwazji i wystgpienia
odlegltych przerzutow. Ponadto wysoki stopien zezto-
Sliwienia w przypadku nowotworow watroby, trzustki
i mézgu zwigzany jest z nieprawidtowa podwyzszong
ekspresja miR-10b. Z kolei dwie inne czgsteczki,
miR-373 oraz miR-503c, poprzez oddzialywanie na
gen CD44, pobudzaja migracj¢ i inwazyjnos¢ komo-
rek raka piersi MCF7, co zaobserwowane zostato
w badaniach in vitro i in vivo. Do czasteczek, ktore
hamuja procesy migracji i inwazji komoérek nowotwo-
rowych, zaliczono, m.in. miR-149 (rak piersi), miR-
-138 (rak jajnika, nerek), miR-126 (rak ptuc, zotadka)
oraz miR-206 (czerniak, rak szyjki macicy) [41,39].
Ponadto dane naukowe pokazuja, ze zwigkszenie
liczby mIiRNA powigzane jest z wystepowaniem
w komoérkach nowotworowych nieprawidtowosci na
tle epigenetycznym. W epigenetyczng regulacje cza-
steczek miRNA zaangazowane s3 procesy metylacji

DNA, ktore odpowiadaja za tak zwane wyciszenie
aktywnosci genow kodujacych miRNA, oraz swoiste
modyfikacje na poziomie biatek histonowych. Podkre-
$la sig, iz metylacja histondow moze pociggaé za soba
zardwno aktywacje, jak i supresj¢ aktywnosci czaste-
czek miRNA. W szczegdlnosci zmiany epigenetyczne
zwigzane z modyfikacja dostgpnosci dla czasteczek
miRNA regionéw regulatorowych gendéw supresoro-
wych i onkogenow wydajg si¢ istotne z punktu widze-
nia rozwoju i przebiegu wielu choréb nowotworowych
[41,42, 43,44].

Zaburzenia w mechanizmie dziatania miRNA moga
by¢ obserwowane w roéznych nowotworach. Wiedza
0 deregulacji ekspresji miRNA w $rodowisku komo-
rek nowotworowych pozwala twierdzié, ze czasteczki
miRNA moga stanowi¢ potencjalny cel terapii w wal-
ce z rakiem. Biorgc pod uwage dane literaturowe na
temat charakterystycznych cech tych czasteczek, do
ktorych zaliczyé mozna przede wszystkim specyficz-
no$¢ tkankowa ekspresji tego typu RNA, stabilnosc,
tatwos¢ wykrywania i modyfikacji, mozna je wyko-
rzysta¢ jako markery do okreslenia pochodzenia dane-
go typu nowotworu, m.in. raka phuc, trzustki, piersi
czy jajnika, dzigki czemu istnieje szansa na stworzenie
nowych i bardziej sprecyzowanych lekéw. Jest to nie-
zwykle pozadane zjawisko, gdyz doniesienia naukowe
pokazuja, ze zaburzenia w ekspresji pewnych mRNA
zZwigzane sg z gorszym rokowaniem w nowotworach
[41,42,43].

Do najlepiej poznanych, ludzkich miRNA nalezy
sktadajaca si¢ z 12 cztonkow rodzina let-7, ktorej
aktywno$¢ polega na dziataniu supresorowym w tkan-
kach nowotworowych, m.in. w raku phuca. Ponadto
wykazuje dzialanie antagonistyczne, m.in. wobec
onkogendow MYC oraz Ras. Udowodniono, ze obnize-
nie ekspresji let-7 zwigzane jest z rozwojem raka
piersi, jajnika oraz jelita grubego. Z kolei jako miRNA
wykazujace dziatanie onkogenne zostaly zidentyfiko-
wane homologiczne miRNA: miR-17-3p, miR-17-5p,
miR-18a, miR-20a, miR-19a, miR-19b-1 oraz miR-
92a-1 [43,39]. Znana jest takze grupa czasteczek okre-
$lana jako epi-miRNA, ktora z kolei zgodnie z donie-
sieniami stanowi cel efektorow enzymatycznych za-
angazowanych w modyfikacje epigenetyczne. Sposrod
miRNA, ktore zwigzane sa z regulacja epigenetyczna,
miR-9, miR-32, miR-124, miR-127, miR-137,
miR-148, miR-512 moga ulega¢ wyciszeniu w wyniku
hipermetylacji wysp CpG w pewnych typach nowo-
tworow [42].

Liczne dowody uzyskane w wyniku prowadzonych
badan pokazuja mozliwy zwigzek miRNA z metylacja
DNA czy tez modyfikacja biatek histonowych w r6z-
nych typach nowotworéw u cztowieka. Istniejg donie-
sienia obrazujgce wptyw inhibitorow metylacji DNA,
5-azacytydyny, 5-aza-2’-deoksycytydyny, a takze de-
acetylazy histonéw, kwasu 4-fenylomastowego, na
mechanizm dziatania miRNA. Wykorzystanie tych
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zwigzkéw sprowadza si¢ do przywrocenia ekspresji
supresorowych miRNA lub wyciszenia w komérkach
nowotworowych nadekspresji onkogennych miRNA
[43,42].

PIRNA

PiRNA, charakteryzujace si¢ wielkoscia czgsteczki od
20 do 25 nukleotydow, zgodnie z klasyfikacja naleza
do matych niekodujacych RNA, tworzacych komplek-
sy z biatkami PIWI. piRNA ulegaja ekspresji glownie
w zwierzecych komoérkach plciowych. Biatka PIWI
naleza do rodziny biatek Argonaute i uczestnicza
w tworzeniu kompleksu piRISC (piRNA-induced
silencing complexes) zaangazowanego w tzw. wyci-
szenie informacji genetycznej. Czasteczki piRNA wy-
stepujg w tzw. klastrach piRNA, ktore cechuje obec-
no$¢ znacznej ilo$ci réznych rodzajow elementéw
transpozycyjnych, w zwigzku z czym klastry piRNA
pehnia role w regulacji ich aktywnosci [32,33]. Proces
dojrzewania piRNA oraz tworzenia kompleksow piwi-
piRISC odbywa si¢ w cytoplazmie, skad nastepnie sa
one transportowane do jadra komoérkowego [33].
W poréownaniu z siRNA czy miRNA proces przetwa-
rzania piRNA zachodzi w sposob niezalezny od rybo-
nukleazy Il Dicer, gdzie prekursorem czgsteczki
PiRNA jest jednoniciowy kwas rybonukleinowy [45].
Zaktada sig¢, ze kompleksy piwi-piRISC posrednicza
w modyfikacjach na poziomie chromatyny w odpo-
wiednich loci elementow transpozycyjnych [33]. Po-
nadto metylotransferaza histonow (dSETDB1) odpo-
wiedzialna za wystepowanie metylacji w obrebie hi-
stonu 3, w pozycji 9 lizyny (H3K9me3), odgrywa klu-
czowa role w procesie transkrypcji klastrow piRNA

[32]. Najwigcej dowoddéw na to, ze funkcjonowanie
klastrow piRNA moze by¢ powigzane ze $rodowi-
skiem chromatyny, pochodzi z badan nad ich wyste-
powaniem w genomie Drosophila. Miejscem wyste-
powania klastrow piRNA sg pericentromeryczne i sub-
telomeryczne regiony genomu. Nalezy podkresli¢, ze
chromatyna i modyfikacje wystepujace w jej obrebie
odgrywaja istotng role w regulacji ekspresji klastrow
piRNA [45].

PODSUMOWANIE

Analiza zmian epigenetycznych wydaje si¢ wysoce
pozadana w zwigzku z coraz czgsciej obserwowanym
ich udziatem w rozwoju wielu choréb, w tym nowo-
twordéw. Poznanie mechanizméw modyfikacji, obej-
mujacych metylacje DNA, reorganizacje w strukturze
chromatyny zwigzane z funkcjonowaniem bialtek
histonowych czy tez zmiany w ekspresji niekoduja-
cych RNA, stwarza mozliwo$¢ opracowania skutecz-
niejszych terapii przeciwnowotworowych. Dzieki
nowoczesnym technologiom detekcji zmian epigene-
tycznych istnieje szansa na odkrycie nowych biomar-
kerow, ktore moglyby znaczaco przyczyni¢ si¢ do
wykrywania nowotworéw juz na wczesnym etapie ich
rozwoju. Zatem prowadzenie badan nad szeroko poje-
tymi zmianami epigenetycznymi jest wysoce pozada-
ne, gdyz uzyskane wyniki mogg w przysztosci postu-
zy¢ do skonstruowania nowej, ale jednoczesnie efek-
tywnej strategii stuzacej leczeniu choréb o podiozu
nowotworowym.
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