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Streszczenie: Imprinting genomowy (rodzicielskie pigtno genomowe) polega na epigenetycznej modyfi-
kacji allelu danego genu w zaleznosci od jego pochodzenia (od ojca lub od matki), a tym samym wycisze-
niu jednego allelu. Roznice w genomach rodzicielskich powstaja w trakcie gametogenezy jako specyficzne
dla linii ptciowej wzory metylacji DNA w okreslonych odcinkach chromosomdéw. Wigkszo$¢ imprinto-
wanych gendw wystepuje w wyraznych klastrach. W kazdym z nich kodowana jest przynajmniej jedna
czasteczka RNA, ktora nie ulega translacji. Jak dotychczas udato si¢ ustali¢ dwa mechanizmy wyciszania
gendw u ssakow dla zaledwie trzech imprintowanych klastréw. Wyniki uzyskiwane z analiz pozostatych
imprintowanych gendéw pozwolg na stwierdzenie, czy faktycznie strategie oparte na antysensownym
RNA i sekwencje insulatorowe sa uniwersalne.

Stowa kluczowe: imprinting genomowy, klastry, centra pigtnowania, insulatory, niekodujacy RNA.

Summary: Experiments on androgenetic and gynogenetic mammalian embryos showed that both maternal
and paternal genomes are needed for normal development. The existence of parental genomes non equiva-
lency was proposed and term genomic imprinting was coined. Genomic imprinting is an epigenetic
phenomenon that results in monoallelic expression of certain genes in a parent-of-origin-dependent man-
ner. The mechanism by which imprinting is realized is cytosine methylation. DNA sequences that are
modified with cytosine methylation are called imprinting control regions (ICRs). ICRs are usually located
in CpG-reach regions close to promoters of imprinted genes and can regulate parent-specific gene expres-
sion bidirectionally over long distances. Allelic methylation marks are established during gametogenesis,
following the erasure of preexisting DNA methylation in the primordial germ cells. In females, gene
imprinting timing depends on oogenesis stage and oocyte dimension. For example, Ndn and Snrpn genes
are imprinted during the primordial to primary follicle stages, while Peg3 gene in secondary follicle. In
males, imprinting of some genes (i.e. H19) is completed at spermatogonial stage of spermatogenesis, thus
before meiosis occurs. Mouse model showed that most imprinted genes have non-random location and are
clustered within imprinting regions of the genome. The first identified cluster of imprinted genes was that
containing paternally expressed /gf2 and maternally expressed H/79. Transcription of these genes is
regulated by physical contact between differentially methylated regions (DMRs) that contain insulators,
activators and silencers. Disruption of /GF?2 imprinted expression (and also mutations in closely linked
KCNQI cluster) leads to congenital growth disorder, Beckwith-Wiedemann syndrome (BWS) in humans.
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Other well studied examples of neurodevelopmental imprinting disorders are Prader-Willi (PWS) and Angel-
man (AS) syndromes. Both diseases could be caused by paternal and maternal uniparental disomies, deletions
of'the entire imprinting domain and mutations in imprinting centre, which leads to the failure of the imprinting
mechanism per se. Clusters of imprinted genes contain multiple imprinted mRNA genes and at least one
imprinted noncoding RNA. Imprinted genes are involved in various processes in cell. For example, some of
them codes for transporters of organic cathion (i.e. Slc22a2), basic and neutral aminoacids (Slc38a4) and
potasium ions (Kcngl). Other protein products of imprinted genes are involved in cell cycle control (i.e.
Cdknlc), intracellular signaling cascades (i.e. Grb10), creatine synthesis (Gatm) or endocrine pathways (i.e.
Igf2, Igf2r). More that 25% of imprinted genes code for ncRNA (non-coding RNA). Among them are genes
coding for antisense RNA (/gf2r coding for 4ir), small nucleolar RNA (snoRNA; i.e. SNRPN coding for HBII-
52 and HBII-85), microRNA (miRNA; i.e. Rt/ coding for mir-127 and mir-136). So far, the silencing mecha-
nisms has been determined for only three imprinted clusters and contain insulator- and RNA-mediated silen-
cing. The results from other imprinted clusters are awaited to see whether only two types of basic imprinting
mechanisms are present in mammals. The best tool in unravelling this secret will be genome-wide screening and
knockout studies of particular imprinted genes in the mouse.

Key words: genomic imprinting, clusters, imprinting control regions, insulators, non-coding RNA.

WSTEP

Kiedy odkryto struktur¢ helisy DNA, sprawa zdawala si¢ by¢ przesadzona:
po rodzicach dziedziczymy homologiczne kopie nici DNA (czyli geny), ktére decyduja
o tym, jakich cech jestesmy wlascicielami. Jednak dalsze obserwacje nadaly sprawie
zupetnie nowy wymiar. Okazuje sie bowiem, ze chromosomy przekazane nam przez
rodzicow w komorkach rozrodczych nie sa réwnocenne, lecz w pewien sposob
napigtnowane (imprintowane). Niepodwazalnych dowodow na istnienie imprintingu
genomowego dostarczyly liczne doswiadczenia z wykorzystaniem zarodkow ssakow
andro- (powstalych z polaczenia dwoch przedjadrzy meskich) i gynogenetycznych
(dwa przedjadrza zenskie). Wskazaly one jednoznacznie na koniecznos$é posiadania
przez zarodek materialu genetycznego obojga rodzicéw [52]. Do podobnych wnios-
kéw doprowadzity badania potomstwa heterozygotycznych nosicieli pewnych translo-
kacji chromosomowych u myszy. Wykazaty one, ze do normalnego rozwoju niezbedne
jest posiadanie pewnych konkretnych odcinkéw chromosomowych pochodzenia
matczynego oraz innych pochodzenia ojcowskiego [66]. Pietnowanie genéw powo-
duje ich monoalleliczng ekspresje w zaleznosci od pochodzenia od jednego z rodzicdw.
Za jeden z najwazniejszych mechanizméw odpowiedzialnych za to zjawisko uwaza
si¢ metylacje DNA, jednak nie mozna wykluczy¢ innych czynnikéw epigenetycznych
(np. modyfikacja histondw) decydujacych o modyfikacjach genomu odmiennych niz
zmiana sekwencji nukleotydowe;j.

IMPRINTING GENOMOWY W KOMORKACH ROZRODCZYCH
I W ZARODKU

Zaptodniona komorka jajowa ma zmetylowany DNA, ktdry zlokalizowany jest w
genach imprintowanych oraz w wigkszosci w sekwencjach niepodlegajacych
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napigtnowaniu. Na wczesnych etapach rozwoju zarodka dochodzi do demetylacji
tych ostatnich, podczas gdy geny imprintowane (oraz heterochromatyna centro-
merowa i niektére retrotranspozony) nie podlegaja temu zjawisku. W trakcie
wedrowki komorek praptciowych do zawiazkéw gonad (lub bezposrednio po niej)
rozpoczyna si¢ proces ich demetylacji, ktory zostaje ukonczony przed etapem ich
zatrzymania w profazie | podzialu mejotycznego (oocyty) i mitozie (spermatogonia)
[48, 81, 100]. Nastgpnie w komorkach rozrodczych podczas gametogenezy dochodzi
do zaleznego od plci przywrocenia de novo metylacji.W procesie tym biora udziat
metylotransferazy DNA (gléwnie DNMT3A i DNMT3B przy wspdludziale
DNMTS3L), ktdre katalizuja przeniesienie grupy metylowej z S-adenosyl-L-metioniny
na piaty atom wegla cytozyny [3, 91].

Moment naktadania imprintingu podczas oogenezy zalezy od stadium pecherzyka
jajnikowego i wielkosci oocytu, a nie od wieku osobnika. Istnieja geny, ktére ulegaja
napigtnowaniu juz na etapie pecherzykdéw pierwotnych lub pierwszorzedowych
(Snrpn, Znfl127, Ndn), podczas gdy inne (Peg3, Igf2r i p57%"?) przechodza ten
proces na etapie pecherzyka drugorzedowego. Zdarzajg si¢ tez takie, ktore imprinting
nabywaja znacznie pozniej, w stadium pecherzyka antralnego (Impact) lub przed-
owulacyjnego (Pegl) [21, 48, 62]. Warto wigc tu zauwazyé, ze prowokowanie
superowulacji, ktéra nieodzownie zwiazana jest z réznymi technikami rozrodu
wspomaganego, moze przyczynia¢ si¢ do produkcji oocytdw bez wlasciwie natozonego
imprintingu, przynajmniej dla niektorych gendw [77].

W poréwnaniu z oogeneza, informacje na temat naktadania imprintingu podczas
spermatogenezy sa ubozsze. Z badan nad genem H/19 [20] oraz analizy ekspresji
gendéw i nokautéw dla metylotransferaz DNA [95] wiadomo, Ze proces ten rozpo-
czyna si¢ juz na etapie spermatogoniow i dla niektérych genéw (m.in. H19) jest
juz na tym etapie kompletny. Jego zakonczenie najprawdopodobniej ma miejsce w
stadium okraglych spermatyd, poniewaz zaptodnienie z ich udziatem prowadzi juz
do normalnego rozwoju zarodkow myszy [55].

Komoérki somatyczne utrzymuja wzorce metylacji przez caty okres rozwoju
embrionalnego oraz w p6zniejszym zyciu osobnika, chociaz wzor metylacji moze by¢
tracony lub zmieniany w niektorych tkankach. Dzieje si¢ tak np. z watroba owiec
i cztowieka, w ktdérej w okresie zycia plodowego gen Igf2 wykazuje ekspresje
zalezna od pflci, podczas gdy w dorostym zyciu ekspresja ta jest bialleliczna [53].

ROZMIARY IMPRINTINGU W GENOMIE

Mimo iz pierwszy imprintowany gen odkryto na poczatku lat 90., dokladna liczba
takich gendéw nadal nie zostala poznana. Jak dotad, udato si¢ zidentyfikowaé 73
imprintowane geny u myszy, z czego 36 wykazuje ekspresje matczyna, a 37 ojcow-
ska [72]. Istnieja jednak doniesienia o istnieniu co najmniej 600 [49], a nawet 2114
potencjalnie imprintowanych genow u myszy [61].
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U myszy geny podlegajace imprintingowi nie sa rozmieszczone w sposob
rownomierny w genomie. Wigkszos¢ z nich wystepuje w klastrach (ang. clusters),
ktore maja wspolne elementy cis-regulatorowe. Do rzadkosci naleza geny wyste-
pujace pojedynczo. Okoto potowa znanych gendw ulegajacych imprintingowi u myszy
zlokalizowana jest na chromosomie nr 7 i zorganizowana w przynajmniej pigé
wyraznych imprintowanych domen, z ktérych kazda zawiera zarowno geny ulegajace
ekspresji z allelu ojcowskiego, jak i matczynego [98].

Sekwencje DNA odpowiedzialne za nakladanie imprintingu okreslane sa jako
centra pietnowania lub ICRs (ang. Imprinting Control Regions). Sa one zlokali-
zowane zwykle w regionach bogatych w dinukleotydy CpG w poblizu sekwencji
promotorowych imprintowanych genow i przejawiajg rézny wzorzec metylacji w
zaleznosci od tego, czy dany allel pochodzi od ojca czy od matki. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze ojcowskie DMRs (okreslane rowniez jako DMDs) (ang. Differentially
Methylated Region/Domains) zawieraja mniej metylowanych wysp CpG w porow-
naniu z matczynymi [37]. Przeglad znanych ICRs wskazuje, ze regiony te czesto
zawieraja sekwencje repetytywne ulozone tandemowo. Z badan nad genami Snrpn,
Igf2r i Kcengl wiadomo, ze podstawowa jednostka skladajaca si¢ z 18-170 pz i
powtorzona 69 razy moze by¢ miejscem przytaczania czynnikow transkrypcyjnych
[73]. Naleza do nich np. CTCF (ang. CCCTC- binding factor) specyficzny m.in.
dla centrum pigtnowania domeny imprintowanej H19/Igf2 oraz czynnik YY1 dla
DMR genu Peg3.

KLASTER IGF2/H19

Ten najwczesniej odkryty klaster imprintowanych gendéw dostarczyl, jak
dotychczas, najwigcej informacji na temat mechanizmow ich zachowania. Trans-
krypcyjna regulacja najwazniejszych gendw tego klastra, czyli genow H19 i Igf2,
odbywa si¢ dzigki fizycznemu kontaktowi pomiedzy DMRs. Te zrdéznicowane pod
wzgledem wzoru metylacji obszary genomu zawieraja oprocz aktywatorow i
wyciszaczy takze sekwencje insulatorowe (ang. insulators), ktére potrafia
hamowa¢ ekspresje gendw poprzez oddzielanie ich od enhanserow [39, 47]. Do
wyciszenia H19 i aktywowania /gf2 na chromosomie ojcowskim wymagana jest
metylacja ojcowskiego chromosomu w ICR zlokalizowanym 2 kb w kierunku 5’od
HI19. Natomiast brak metylacji w matczynym chromosomie w DMR genu H19
prowadzi do ekspresji matczynego H19 i wyciszenia Igf2 w trakcie rozwoju [88].

DMR genu HI9 jest sekwencja docelowa dla biatlka CTCF majacego 11
motywdw palcow cynkowych, dzigki ktorym potrafi wiaza¢ si¢ do czterech miejsc
na niezmetylowanym matczynym DMR dla genu H19. Przylaczenie CTCF stwarza
fizyczng barier¢ na matczynym allelu, ktéra uniemozliwia interakcj¢ enhancerow
zlokalizowanych w kierunku 3° od genu H19 z promotorami /gf2 [15, 39, §9]. W
procesie tym posrednicza: DMRI, ktory jest wrazliwym na metylacje wyciszaczem
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oraz MAR3 (ang. Matrix Attachment Obszar aktywry
Region). Otaczaja one gen Igf2 i przy- transkrypcyjnie
czyniajg si¢ do jego wypetlenia, co czyni
ten fragment DNA niedostgpny dla poli-
merazy RNA 1II (ryc. 1).

W poréwnaniu z danymi na temat klastra
Igf2/H19 myszy, informacje na temat jego
ludzkiego odpowiednika sa fragmentaryczne.
Ludzki DMR genu HI9 zawiera siedem
miejsc wigzacych CTCF, z ktérych tylko
jedno (szdste) wydaje si¢ petni¢ kluczowa
rolg w regulacji ekspresji H19 i IGF2 [90].

O ile proces pietnowania genow [gf2 i
H19 jest bardzo wnikliwie analizowany, o
tyle badania nad ekspresja trzeciego z genéw b:
omawianego klastra, czyli Ins2, sa poszla-
kowe. Dotychezas uzyskane dane wskazuja RYCINA 1. Model wyciszania genu Igf2 w matczy-
na ekspresje ojcowskiego Ins2 w obrebie nym allelu (E —enhansery, Pol Il - Polimeraza RNA
woreczka zoltkowego u ludzi i myszy oraz 1) [39, zmienione] o
zagadkowa, monoalleliczng ekspresje W FIGURE 1. Model of Igf2 silencing of maternal allele

. . (E — enhancers, Pol II — RNA polymerase II) [39,
grasicy cztlowieka [58]. changed]

Petia nieaktywne)
chromatyny

YY1 -NOWY CZYNNIK KONTROLUJACY CENTRA PIETNOWANIA

YY1 jest biatkiem typu Gli-Kruppel majacym motyw palcéw cynkowych, ktére
wigze si¢ do DMRs genow Peg3, Xist, Tsix i Nespas [31, 32, 33]. Sekwencja
CGCCATNTT (n oznacza dowolny nukleotyd) rozpoznawana przez YY1 znajduje
sie¢ bardzo blisko promotoréw lub pierwszych intronéw omawianych genoéw. Swiadczy
to o bliskim, aczkolwiek nie do konca jeszcze poznanym zwiazku z procesem
transkrypcji [31]. Przylaczenie YY1 do wspomnianej sekwencji genow Peg3, Xist
i Tsix powoduje zwiekszenie wydajnosci transkrypcyjnej ich promotorow, czego
najlepszym dowodem jest sekwencja DXPas34 lezaca w poblizu glownego promotora
genu 7six. Nie jest ona niezaleznym enhanserem, ale enhansery lezace w jej poblizu
wymagaja jej do swojej aktywnosci [85, 93]. Co wigcej, miejsca wiazace YY1
omawianych gendéw wykazuja orientacj¢ zgodna z kierunkiem przebiegu ich
transkrypcji [31]. Wydaje si¢ to potwierdza¢ wczesniejsze obserwacje, zgodnie z
ktorymi YY1 potrafi wyginac czasteczkg DNA w rejonach promotorowych. Powodu-
je to zmiane przestrzennych oddzialywan pomigdzy aktywatorami transkrypcji a
pozostalymi skladnikami podstawowego kompleksu transkrypcyjnego i w konsek-
wencji zahamowanie lub aktywacje procesu transkrypcji [34].

Biatko YY1 wykazuje znaczny konserwatyzm wsrod kregowcow, a jego homologi,
ktore zaangazowane sa w przylaczanie bialek z grupy Polycomb, wykryto u Drosophila
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melanogaster. Liczne badania wskazuja, ze YY1 ssakow moze spelnia¢ podobne
funkcje jak jego homolog u owadoéw [84]. Kompleksy biatek Polycomb u ssakow
zaangazowane sa w utrzymywanie imprintowanych domen w stanie trwalego i
dziedzicznego wyciszenia, co moze sugerowac, ze zarowno YY1, jak i biatka z grupy
Polycomb moga by¢ zaangazowane w ustanawianie sygnatldw imprintingu dla ICRs
gendéw Peg3, Xist, Tsix i Nespas podczas gametogenezy [31, 32].

FUNKCJA IMPRINTOWANYCH GENOW

Geny imprintowane sg zaangazowane w réznorodne procesy komérkowe i brak
jest wspdlnego ogniwa taczacego ich funkcje. Na przyktad, niektore geny imprin-
towane koduja biatka biorace udziat w transporcie kationdw organicznych (w tym
ksenobiotykow) (Slc22a2, Slc22a3 [4]), aminokwasdéw obojetnych i zasadowych
(Slc38a4 [56]), jonow potasu (Kcngl [92]), inne zaangazowane sa W synteze
kreatyny (Gatm [76]) oraz kontrole cyklu komorkowego (Cdknic [2]). Niektére z
nich koduja podjednostke o biatek G, przez co uczestnicza w sygnalizacji zaleznej
od cAMP (Gnas [99]), inne naleza do wewnatrzkomorkowej kaskady sygnatowej
poprzez wiazanie si¢ do aktywowanych receptorow o aktywnosci kinazy tyrozynowej
oraz oddzialywanie z kinazami Rafl i MEK1 (Grb10 [60]). Jeszcze inne uczestnicza
w endo- i parakrynnej komunikacji migdzykomoérkowej wptywajac na rozwdj zar6wno
pre-, jak i postnatalny (/ns! i Ins2 [16], Igf2 1 Igf2r [19]).

Analiza mutantéw pod wzgledem imprintowanych genéw wskazuje, ze utrata
funkcji gendw wykazujacych ojcowska ekspresje wiaze si¢ czesto z opdznieniem
tempa wzrostuw przeciwienstwie do analogicznej sytuacji zwiazanej z genami
matczynymi, kiedy dochodzi do jego przyspieszenia [70]. Jedynym wyjatkiem wydaje
si¢ by¢ gen Gt/2, ktérego produkt pomimo matczynej ekspresji, w przypadku mutacji
prowadzi do opdznienia tempa wzrostu. Zwigzane jest to najprawdopodobniej z
wyciszeniem sasiadujacego z nim genu DIk, ktory wykazuje ekspresje allelu
ojcowskiego [78, 86].

Powyzsze obserwacje zgodne sg z hipoteza konfliktu materiatu genetycznego ojca
i matki, ktory wyjasnia geneze powstania imprintingu [59]. W populacjach poliga-
micznych, w ktérych samica moze kopulowa¢ z wiecej niz jednym samcem, w inte-
resie osobnika meskiego jest posiadanie duzego, zdrowego, dobrze rozwinietego
potomstwa, ktére wygratoby konkurencj¢ z potomstwem innego samca. Z perspek-
tywy samicy natomiast przetrwanie oznacza mozliwos¢ posiadania wigkszej liczby
miotdw i pozostawienie bardziej licznego potomstwa. W jej interesie jest wiec
optymalizacja pomigdzy wielkoscia mtodych a ich liczba [22, 23].

RNA niekodujacy

Ponad 25% [70] imprintowanych genéw koduje ncRNA (ang. non-coding RNA).
Geny te mozna podzieli¢ na kilka kategorii. Pierwsza stanowia imprintowane geny
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kodujace RNA, ktéry jest antysensowny w stosunku do transkryptéw genow
kodujacych biatka na tym samym chromosomie. Naleza tu (jako pierwszy w kazdej
parze podano RNA antysensowny) Nespas/Nesp, Ube3a-ats/Ube3a, Kcngotl/
Kengl oraz Zim3/Usp29 [30, 42, 64, 97]. Dla wszystkich — z wyjatkiem Zim3/
Usp29 — antysensowny RNA pochodzi z allelu ojcowskiego. Dobrym tego
przyktadem jest Igf2r, ktory jak wigkszos¢ imprintowanych genéw wystepuje w
klastrze z innymi genami. Kluczowa role w kontroli ich imprintingu pelni DMR
mieszczacy si¢ w drugim intronie genu /gf2r, ktory jednoczesnie zawiera promotor
dla niekodujacego, antysensownego Air RNA, ktéry czgSciowo pokrywa sie z
transkryptem genu /gf2r. Odpowiada on za wyciszanie genow tego klastra w
uktadzie cis [64, 68, 82] (ryc. 2). Mechanizm, dzigki ktéremu Air RNA wycisza
sasiednie geny, nie jest do konca wyjasniony. Sugeruje si¢, ze dziata on w sposob
analogiczny do ncRNA genu Xist, ktory naznacza chromosom X przeznaczony do
inaktywacji, dzigki czemu umozliwia rekrutacj¢ czynnikéw (m.in. biatek z grupy
Polycomb) warunkujacych przebieg heterochromatynizacji. Podobny sposob dziatania
przypisuje si¢ Kcnglotl RNA, ktory wycisza geny klastra Kenql [67].

Do drugiej grupy zaliczamy gen Zfp127. Antysensowny RNA (Zfp127as), ktory
powstaje w wyniku transkrypcji z ojcowskiego allelu, dziatajac w uktadzie trans
powoduje wyciszenie transkryptu matczynego genu [25].

Trzecig grupe stanowig imprintowane geny kodujace tzw. maty jaderkowy RNA
— snoRNA (ang. small nucleolar RNA). Wielkos¢ ich waha si¢ pomigdzy 60 a 300
nukleotydow i mozna je podzieli¢ na dwie duze grupy okreslane jako C/D oraz
H/ACA. Katalizuja one odpowiednio metylacj¢ 2’-O-rybozy oraz pseudourydylacje
réznych rRNA, snRNA (ang. small nuclear) i mRNA wplywajac na ich modyfi-
kacje [36, 51]. Do tej grupy zaliczamy m.in. liczne snoRNA specyficzne dla klastra
SNRPN, z ktorych HBII-52 oraz HBII-85 wykazuja imprinting ojcowski i maja
wplyw na wystepowanie Zespohu Pradera-Willego [14, 18, 35, 75]. Naleza tu rowniez
trzy grupy snoRNA charakterystyczne dla klastra DLK1-GTL2, ktére sa transkryp-
tami czgsci intronowych genu MEGS [8].

o Igf2r Sic22a2 @+ — Sikc22a3
Chromosom 17

J, .

RYCINA 2. Organizacja imprintowanych genéw mysiego klastra Igf2r wraz z przyjetym modelem ich
wyciszania z udzialem A4ir RNA (strzatki wskazujg przebieg transkrypcji)

FIGURE 2. Organisation of imprinted genes in mouse Igf2r cluster with the model of 4ir RNA induced
silencing (arrows indicate transcriptional orientation)
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Ostatnig grupe stanowig tzw. mikroRNA — miRNA (ang. micro RNA). Jest to grupa
jednoniciowych, niekodujacych RNA, ktdre wystepuja u wszystkich wielokomorkowych
Eukaryota i regulujg ekspresje genow na poziomie posttranskrypcyjnym. Geny kodujace
miRNA mogg wystepowac pojedynczo lub w policistronowych skupiskach, w intronach
genéw lub w obszarach pozagenowych. Jesli zlokalizowane sa w intronie, to korzystaja z
promotora i elementéw regulatorowych genu gospodarza. Regulacja genéw zorga-
nizowanych w formy policistronowe jest przypuszczalnie wspdlna, podobna do operondw
bakteryjnych [45, 46]. Aktywna form¢ miRNA stanowiag fragmenty dlugosci 21-25
nukleotydow [51], ktdre w potaczeniu z wielobiatkowym kompleksem RISC (ang. RNA
Induced Silencing Complex) Yacza si¢ z fragmentem 3’-UTR (ang. UnTranslated
Region) genu docelowego. W zaleznosci od stopnia komplementarnosci dochodzi do
degradacji mRNA (w przypadku pelnej zgodnosci) lub tylko zahamowania translacji przy
zachowaniu integralnosci transkryptu (gdy sparowanie zasad nie jest dokfadne) [65].

Najlepiej poznang domena imprintowanych genow kodujacych miRNA jest klaster
DIk1-Gtl2. Dwaj jego przedstawiciele, mir-127 1 mir-136 sa ulegajacymi ekspresji
po matce antysensownymi RNA w stosunku do ojcowskiego genu Rt/ [12, 80].
Pozostate (w liczbie 44) ulegaja transkrypcji z czgsci intronowych i/lub egzonowych
gendw Mirg i Evl lub z obszaréw migdzygenowych tego klastra. Ze wzgledu na
zdolno$¢ wiazania sie niektorych z nich do polirybosoméw podejrzewane sa one o
hamowanie translacji [79].

Interesujacym doniesieniem, ktére poszerza wiedzg na temat mechanizmdéw
kontroli genu H19, jest wyizolowanie z jego transkryptu 23-nukleotydowego miRNA
oznaczanego jako miR-675 [6]. Wydaje sie by¢ wysoce prawdopodobne, ze
miR-675 jest czynnikiem obnizajacym ekspresje H19 w specyficznych komodrkach
i tkankach. Nasuwa to przypuszczenie, ze funkcja transkryptu H19 pelnej dlugosci
nie ogranicza sie tylko do hamowania procesu nowotworzenia [27] i wplywu na
zywotno$¢ zarodkow [5], ale rowniez wielu innych procesow.

GLOWNE ZABURZENIA IMPRINTINGU

Zespol Pradera-Willego i Zespot Angelmana

Zespot Pradera-Willego (PWS) i Zespot Angelmana (AS) to zaburzenia neuro-
fizjologiczne powstajace w wyniku nieprawidtowej ekspresji imprintowanych genow
zlokalizowanych na chromosomie 15q11-13 u czlowieka. PWS charakteryzuje si¢
obnizonym napigciem mig$niowym, opoznieniem rozwoju psychoruchowego, dysmor-
ficzng twarza, hipogoniadyzmem oraz zartocznoscia i otyloscia po drugim roku zycia
[94]. AS cechuje si¢ atakami drgawek, dziwacznymi, nieskoordynowanymi ruchami,
niepohamowanymi wybuchami $miechu (tzw. ,,syndrom szczesliwej kukietki”),
zaburzeniami mowy lub jej zupelnym brakiem oraz powaznym opdznieniem w
rozwoju [10]. U podioza genetycznego tych zaburzen leza rézne mechanizmy, do
ktorych mozna zaliczy¢ delecje catego imprintowanego obszaru, jak i poszczegdlnych
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jego gendw, matczyne (wywotujace PWS) i ojcowskie (wywolujace AS) disomie
uniparentalne oraz mikrodelecje w obrebie centrum pietnowania [11].

Locus PWS/AS znajduje si¢ pod kontrola dwuczesciowego centrum pigtnowania
(PWS-IC i AS-IC) zlokalizowanego w regionie 5’ genu SNRPN i/lub w regionie
przyleglym do tego obszaru. PWS-IC stanowi miejsce wigzania roznych biatek
regulatorowych, z ktorych NRF-1 poprzez regulacj¢ homeostazy glukozy i funkcjono-
wania mitochondriow [7] wydaje si¢ uzasadniaé niektore z objawdéw PWS (zaburze-
nia metabolizmu, otylos¢) [74]. PWS-IC odpowiedzialne jest za ustalenie i utrzymanie
ojcowskich epigenotypow w komorkach somatycznych, natomiast AS-IC jest
wymagane do ustalenia matczynych epigenotypoéw podczas oogenezy poprzez
negatywna regulacje PWS-IC [24, 69].

PWS powstaje w wyniku utraty ekspresji grupy gendéw ojcowskich, do ktorych
zaliczamy SNRPN. Koduje on dwa polipeptydy o nie do konca poznanej funkcji oraz
dtugi transkrypt RNA, ktory podlega alternatywnemu splicingowi i zawiera
UBE3A4-ATS (ang. Antisense Transcript) oraz liczne snoRNA [42, 75]. Jeden z
nich HBII-52 zaangazowany jest w kontrole alternatywnego splicingu mRNA dla
receptora serotoniny, czym przyczynia si¢ do powstania odmiennej izoformy tego
biatka u ludzi chorych pozbawionych tego matego RNA [35].

Oprécz SNRPN réwniez inne geny ojcowskie leza u podloza PWS. Naleza do
nich NDN i MAGEL?2 o podobnych do siebie wzorach ekspresji. Najprawdopo-
dobniej dzialaja one jako czynniki antyapoptotyczne dla neurondw na wczesnych
etapach rozwoju ukladu nerwowego, jak rowniez wplywaja na wzrost aksonalny
czuciowych neuronow rdzeniowych oraz by¢ moze na otylos¢ [1, 38, 43, 44, 63].
Dodatkowo NDN bierze udzial w roznicowaniu neuronéw GABA-ergicznych [40].
Listg zamykaja MKRN3 oraz ZNF127 kodujacy antysensowny RNA [25].

AS powstaje w wyniku utraty ekspresji matczynego genu UBE3A4 spowodowanego
zardwno zaburzeniami w centrum pigtnowania i w konsekwencji nieprawidlowa synteza
UBE3A4-ATS [24], jak i znacznie czesciej delacjami w obrebie samego genu. Nie jest
wykluczone réwniez, ze w powstaniu choroby uczestniczy sasiadujacy z UBE3A gen
ATPI0C ulegajacy ekspresji z matczynego allelu [54], dla ktérego nie udowodniono
jednoznacznie mozliwosci kontroli przez UBE3A-ATS.

Zespot Beckwitha-Wiedemanna

Zespot Beckwitha-Wiedemanna (BWS) powstaje w wyniku niezréwnowazonej
ekspresji genow w pozycji 11p15.5 u cztowieka. Charakteryzuje si¢ przede wszystkim
gigantyzmem pre- i/lub postnatalnym, przerostem jezyka, ubytkiem powlok jamy
brzusznej oraz wysokim ryzykiem wystapienia nowotworu embrionalnego (szczegolnie
guza Wilmsa) [50].

Geny biorace udzial w powstawaniu BWS podzielone sg na dwie wyrazne,
imprintowane domeny. Pierwsza stanowi klaster KCNQI1 z przynajmniej o$§mioma
imprintowanymi genami (PHLDA2, SLC22A418, CDKNIC, KCNQI, KCNQIlotl,
TSSC4, CDS81 oraz ASCL2) lezacymi blizej centromeru, natomiast druga to wczes-
niej omawiany klaster IGF2/H19 potozony bardziej dystalnie [9]. Etiologia BWS jest
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bardzo zlozona i obejmuje rézne mechanizmy genetyczne. Okoto 10-20%
przypadkéw powodowane jest ojcowska disomia uniparentalng (UPD) odcinka
11p15.5, natomiast duplikacje pochodzenia ojcowskiego i translokacje pochodzenia
matczynego stanowia 1-2% [50, 96]. Utrata imprintingu powodujaca ekspresje IGF2
z obydwoch alleli pojawia sie u 20—-50% pacjentow z BWS i czasem jest zwigzana
z hipermetylacja lub wyciszeniem H19 [26, 71, 8§3]. Mutacja w matczynym genie
CDKNIC (p5751?) lezy u podtoza 40% rodzinnych i 5% sporadycznych przypadkow
[41]. Wigkszos¢ przypadkow stanowi jednak utrata metylacji matczynych wysp CpG
w obrgbie KvDMRI1 stanowiacym centrum pigtnowania. Ten zréznicowany
metylacyjnie region lezy w obrgbie 10 intronu genu KCNQI! i zawiera promotor
dla wykazujacego ojcowska ekspresje niekodujacego RNA (KCNQ/otl), ktory jest
transkrybowany antysensownie w stosunku do matczynego genu KCNQ! oraz dwa
miejsca wigzania CTCF. W zwiazku z tym uwaza si¢, ze KvDMRI1 poprzez aktyw-
nos¢ insulatora (lub wyciszacza) i/lub KCNQIotl reguluja negatywnie ekspresje
gendéw klastra KCNQI1 na chromosomie ojcowskim [13, 15, 17, 28, 29, 87].

Podobnie jak w przypadku NRF-1 i locus PWS/AS, réwniez centrum pigtnowania
klastra KCNQI1 wspoéldziala z licznymi biatkami regulatorowymi. Jednym z nich jest
ZAC, biatko kontrolujace przebieg cyklu komdrkowego i proces nowotworzenia,
czym przypomina aktywnoscia CDKNI1C. Fakt bezposredniego wigzania si¢ ZAC
do wysp CpG 1 kontroli transkrypcji KCNQIotl wskazuje na potencjalng jego rolg
w powstawaniu BWS [2].

ZAKONCZENIE

Aby zrozumie¢ w pelni znaczenie imprintingu u ssakoéw, konieczne jest okreslenie
petnych jego rozmiardéw i fizjologicznych procesow, w jakich bierze on udziat.
Przeszukiwanie catego genomu (ang. genome-wide screens) oraz badanie nokautow
pojedynczych genow u myszy beda kluczowymi narzedziami w osiagnigciu tego
celu.Wigkszos$¢ naszej wiedzy na temat imprintingu pochodzi z badan na myszy
laboratoryjnej, ale nalezy podkresli¢, ze biezace informacje na temat tego zjawiska
u czlowieka wyraznie wskazuja na pewne rdznice, zwlaszcza w tozysku. Dobrym
tego przyktadem jest klaster Kenql. U myszy koduje on 14 imprintowanych
transkryptow, z ktorych 8 ulega w tozysku ekspresji z allelu matczynego, podczas
gdy u cztowieka wystepuje ich tylko 6, z czego 5 wykazuje matczyna ekspresje.
Rozbieznosci w liczbie gendw wynikaja najprawdopodobniej z roznic w dlugosci cigz
oraz liczby potomstwa. U myszy wicksza liczba imprintowanych genéw w tozysku
zwickszyla jego wydajnosé, co w pewien sposob zrekompensowalo krotki okres
rozwoju. U ludzi ciaze z reguly sa pojedyncze, w przeciwienstwie do myszy, gdzie
wystepuje zwigkszona szansa na konkurencje pomiedzy osobnikami w macicy. Brak
wspotzawodnictwa wsroéd plodow ludzkich uwolnit tozysko od koniecznosei utrzy-
mywania imprintingu na wysokim poziomie. Dzigki temu wigkszy nacisk mogt zostaé
potozony na imprinting gendw odpowiedzialnych w rozwoju postnatalnym za adaptacje
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i zachowanie [57]. Pelne zrozumienie imprintingu w populacjach heterozygotycznych
pozwoli na stwierdzenie, na ile nasze obecne hipotezy sa dla nich prawdziwe.
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