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Streszczenie: Genetyczne, biochemiczne i cytologiczne studia na temat metylacji cytozyny w DNA u
organizmoOw eukariotycznych sktaniaja do powiazania tego procesu z metylacja histonow, interferencja
RNA (RNA1) i modelowaniem struktury chromatyny. Jest réwniez oczywiste, ze nie ma pojedynczej
drogi objasniajacej powstawanie wszystkich znanych typow metylacji DNA u Eukaryota. W tym arty-
kule zebrano wiedzg na temat kilku powszechnych mechanizméw odpowiedzialnych za kontrolg mety-
lacji DNA.

Stowa kluczowe: metylacja cytozyny, wyciszenie gendw, modyfikacje struktury chromatyny.

Summary: Genetic, biochemical and cytological studies on cytosine methylation in eukaryotic orga-nisms
indicate intriguing links between DNA methylation, histone methylation, RNA interference and chroma-
tin remodeling. It is clear that no single pathway accounts for all DNA methylations found in Eukaryota.
In this article several general mechanisms which control methylation are briefly described.
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1. WSTEP

Ekspresja genow u organizmow eukariotycznych zalezy w glownej mierze od
dostepnosci DNA dla czynnikéw transkrypcyjnych. Wigkszo$¢ genéw w skondenso-
wanej chromatynie jest nicaktywna. Za dwa gldowne mechanizmy odpowiadajace za
kontrolg ekspresji genéw poprzez modulowanie struktury chromatyny uwaza si¢
metylacj¢ DNA i modyfikacje histonéw. Epigenetyczne zmiany ekspresji genu odbywaja
si¢ bez zmiany sekwencji DNA, a moga by¢ wywotane na skutek kowalencyjnego
dodania grupy metylowej do cytozyny w DNA [1, 19].
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Z koncem lat siedemdziesiatych ubieglego wieku metylacja DNA zostata rozpoznana
jako wazny element epigenetyczny, ktory pozytywnie koreluje z transkrypcyjnym
wyciszeniem gendéw. Wigkszos¢ 5-metylocytozyn w DNA u ssakow wystepuje w
transpozonach, wewnatrzgenomowych pasozytach, ktore reprezentuja co najmniej 30%
genomu ssakow. Biologiczne znaczenie inaktywacji transpozondw nie jest doktadnie
znane. Przypuszcza sig, ze jest to mechanizm obronny przeciwko zniszczeniom, jakie
moglyby wywota¢ ruchome elementy genomu w przypadku swobodnej transpozycji
[73]. Wskutek przemieszczania si¢ transpozondow moga powstawac bardzo duze zmiany
w strukturze genomow, takie jak: delecje, inwersje i duplikacje obejmujace nieraz bardzo
obszerne rejony i powodujace niekiedy utrate funkcji jednych genow, a wzmozona
ekspresj¢ innych. Ponadto metylacja odgrywa kluczowa role w inaktywacji chromosomu
X w zenskich tkankach somatycznych i pigtnowaniu rodzicielskim, ktore decyduje o
prawidtowym rozwoju zarodka [8, 49]. Pigtnowanie genéw powoduje monoalleliczna
ekspresje genow w zaleznos$ci od pochodzenia od jednego z rodzicéw. Niektore geny
sa preferencyjnie pigtnowane podczas spermatogenezy, a inne podczas oogenezy. Za
jeden z wazniejszych mechanizméw odpowiedzialnych za pigtnowanie genomowe
uwaza si¢ metylacje DNA, jednak nie mozna wykluczy¢ innych czynnikow epige-
netycznych decydujacych o modyfikacjach genomu odmiennych niz zmiana sekwencji
nukleotydowej. Z uwagi na to, ze metylacji DNA przypisywana jest rola w regulacji
ekspresji genow, jej nieprawidtowy poziom w genach, ktore koduja biatka uczestniczace
w kontroli regulacji cyklu komorkowego, moze zaburza¢ homeostazg komorki prowadzac
miegdzy innymi do transformacji nowotworowej [5]. W komorkach nowotworowych
spada ogoélny poziom metylacji DNA [13], a jednoczes$nie dochodzi do metylacji
pojedynczych wysp CpG [69].

Wykazano, ze gen moze ulec unieczynnieniu nie tylko poprzez delecj¢ lub mutacje
punktowa, ale rdwniez poprzez metylacj¢ promotora. Istnieja liczne dowody na to, ze
metylacja i ekspresja genow sa procesami powiazanymi ze soba przez wiele elementow.
Mozna wsrdd nich wymieni¢ sktad nukleotydowy DNA, aktywnos$¢ metylotransferaz,
czynniki transkrypcyjne (aktywatory i represory), nukleosomy, histony, acetylazy i
deacetylazy histondw, czynniki remodulujace strukture chromatyny, biatka wiazace
zmetylowany DNA i wiele innych [1, 19, 58, 65].

2.METYLACJA, METYLOCYTOZYNA, DINUKLEOTYDY CpG

Metylacja cytozyny jest konserwatywna modyfikacja DNA wsrod kreggowcow, roslin
1 niektorych grzybdw katalizowana przez metylotransferazy, ktore przenosza grupy
metylowe z S-adenozylometioniny na piaty atom wegla cytozyny. U zwierzat metylo-
wanie cytozyny nastepuje w uktadzie CpG, zas u roslin rowniez w innych sekwencjach,
takich jak symetryczna CNG lub niesymetryczna CNN (gdzie N=A, T, C lub G) [16,
43, 44]. U kregowcdw niezmetylowana frakcja DNA stanowi jedynie 1-2% genomu.
Sa to sekwencje charakteryzujace si¢ wysoka zawartoscia G+C (powyzej 60%)
i dhugoscia od 0,2 do 2 kpz tworzace tzw. wyspy CpG. Pozostate dinukleotydy CpG, na
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zewnatrz wysp CpG sa przewaznie metylowane. W genomie krggowcow wystepuje
niezwykle mato dinukleotydéw CpG w poréwnaniu z oczekiwang Srednig frekwencja
par CpG. Stanowi ona okoto 20% warto$ci wyliczonej na podstawie sktadu nukleotydow
C1iG. Powszechnie uwaza sig, ze niski stopien CpG w genomie kregowcdw wynika ze
sktonnosci metylocytozyny do deaminacji [1, 26, 69]. Deaminacja 5-metylo-cytozyny
prowadzi do powstania tyminy i niesparowanych zasad T/G. Jesli mutacja nie zostanie
naprawiona, w czasie replikacji w nowej nici DNA zamiast guaniny zostanie wbudowana
adenina. Proces spontanicznej deaminacji cytozyny zaburza rownowagg spontanicznych
tranzycji zasad (C o T; G & A) i w efekcie w ssaczym DNA wystepuje znacznie wigcej
dwojek TpA i CpA niz CpG [26, 43].

Wyspy CpG sa funkcjonalnie polaczone ze struktura gendéw. Ich wystgpowanie w
genomie pokrywa si¢ lub sasiaduje z koncami 5° wszystkich genéw metabolizmu
podstawowego 1 wielu genow regulowanych tkankowo lub rozwojowo. Wyspy CpG moga
wystepowac co kilkadziesiat tysiecy, a nawet co kilka milionow par zasad. Lokalizacje
wysp CpG mozna okresli¢ na podstawie analizy niezmetylowanych miejsc restrykcyjnych
zawierajacych dinukleotydy CpG, np. za pomoca enzymow Notl, Sacl [1, 58].

3. ZMIANY POZIOMU METYLACJI DNA

Wz6or metylacji DNA jest ustanawiany przez dwa przeciwstawne procesy: metylacje
i demetylacje genomu (ryc.1). Pierwszy z nich jest enzymatyczny, a drugi polega badz
na biernym braku metylacji nici DNA powstatej w wyniku replikacji, badz jest wynikiem
niezaleznych od replikacji DNA mechanizméw naprawy DNA.

Istnieja dwie kategorie metylotransferaz DNA: o aktywnosci de novo lub o
aktywnosci zachowujacej metylacje w czasie kolejnych podziatow komorkowych. Ten
podziat nie wydaje si¢ jednak by¢ bezwzgledny, gdyz obie grupy enzymow zachodza na
siebie funkcjonalnie. Spos6b wyznaczania miejsc metylacji de novo nie jest dobrze
poznany, ale wiadomo, ze w gr¢ wchodzi kilka potencjalnych drog metylacji cytozyny
[19, 58]. Przypuszcza sig, ze metylacja cytozyny w okreslonych sekwencjach jest zalezna
od sktadu zasad azotowych lub tez od drugorzedowej struktury chromatyny. U roslin
za ten proces moga rowniez odpowiadac czasteczki RNA wykazujace homologi¢ do
DNA. Metylacja nierozerwalnie wiaze si¢ ze struktura chromatyny, dlatego badania
mechanizméw metylacji de novo skupiaja si¢ gléwnie na poznaniu czynnikow
modyfikujacych strukturg chromatyny [19, 58].
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RYCINA 1. Metylacja dinukleotydu CpG. Na schemacie pokazano zalezno$ci migdzy mozliwymi

poziomami metylacji CpG. 1 —metylacja de novo, 2 — metylacja zachowawcza (hemimetylacja), 314 —
demetylacja (wg [64] — zmodyfikowany)



682 K. STAWSKI, G. DABROWSKA, A. GOC

Metylacja de novo u ssakéw zachodzi podczas embriogenezy, po uprzednim procesie
demetylacji prawie catego genomu, ktory ma miejsce podczas pierwszych podziatow
zaptodnionej komorki jajowej [49]. Dodatkowa metylacja de novo moze zachodzi¢ rowniez
pbézniej w czasie rozwoju organizmu, nawet w wyspecjalizowanych komoérkach, w celu
wyciszenia nabytych sekwencji prowirusowych lub w celu realizacji programu specjalizacji
komorkowej. W rozwijajacym si¢ plodzie i po urodzeniu metylacja jest zjawiskiem
charakterystycznym dla okre§lonych typow komorek i tkankowo specyficznym. Zaburzenie
prawidlowego wzorca metylacji moze prowadzi¢ do hipermetylacji regionow promo-
torowych supresoréw nowotworowych. Jest to wazny mechanizm w przypadku nowo-
tworzenia [5]. U Arabidopsis thaliana spadek zawartosci S-metylocytozyny powoduje
glebokie zmiany w rozwoju roslin i morfologii kwiatow [44].

3.1. Mechanizm metylacji DNA u ssakow

Proces metylacji DNA ssakow opiera si¢ na czterech niezaleznie kodowanych
metylotransferazach DNA: Dnmt1, Dnmt2, Dnmt3a i Dnmt3b. Dnmt1 jest najlepiej
poznana hemimetylaza, ktéra metyluje cytozyng w parze CpG z duza wydajnoscia
wtedy, gdy komplementarna sekwencja z drugiej nici jest juz zmetylowana [1, 22, 72].
Jesli oba uktady dinukleotydu CpG sa niezmetylowane, wydajnos¢ enzymu zmniejsza
si¢ 10- lub nawet 30-krotnie [72]. Enzym ten jest zatem odpowiedzialny za utrzymanie
metylacji DNA w czasie kolejnych rund replikacji poprzedzajacych podzialy komorkowe.
Inaktywacja genu Dnmt1 w komorkach zarodkowych, metoda homologicznej wymiany
genow, prowadzi do niekontrolowanej demetylacji genomu. Zarodki homozygotyczne
pod wzgledem nieaktywnych alleli Dnmt [ na poczatku dziela si¢ prawidlowo, jednak
podczas gastrulacji dochodzi do wielu nieprawidtowosci rozwojowych i w konsekwencji
do $mierci ptodow [35].

Inaktywacja obu alleli genu Dnmt1 w mysich pierwotnych komorkach zarodkowych
nie prowadzi jednak do catkowitego zahamowania metylacji DNA. Istnieje jeszcze
jedna grupa metylotransferaz DNA metylujaca cytozyng w dinukleotydach CpG o
aktywnosci de novo [35]. Potwierdzito to odkrycie enzymdéw Dnmt3a i Dnmt3b, ktore
nie wykazywaty preferencji substratowej wobec hemimetylowanego DNA. Oba
uczestnicza w metylacji de nowo podczas bardzo wczesnych stadiow rozwojowych
zarodka [22].

Dnmt3a i Dnmtl kooperuja wzajemnie w procesie metylacji DNA, poniewaz
obecnos$¢ obu enzymow jednoczes$nie podnosi pigciokrotnie szybko$¢ metylacji.
Aktywnos$¢ Dnmt3a stymuluje metylacj¢ prowadzona przez Dnmtl. Dnmtl poprzez
interakcje¢ z Dnmt3a prawdopodobnie wptywa na przebieg procesu metylacji de novo
[15].

Gen Dnm¢2 zidentyfikowano u wielu Eukaryota, lecz in vitro wykazuje on znikoma
lub catkowity brak aktywnosci metylotransferazy DNA [22, 42]. Delecja genu Dnmt2
analizowana w mysich pierwotnych komoérkach zarodkowych nie wpltywa w widoczny
sposob na metylacje DNA, mimo ze gen ten zawiera wszystkie katalityczne domeny
charakterystyczne dla DNMT [35]. Przeciwnie u Drosophila: gen Dnmt2 okazat si¢
by¢ istotny dla metylacji genomu w komodrkach embrionalnych. Konsekwentnie
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nadekspresja genu Dnmt2 u muszki prowadzi do hipermetylacji genomu w dinukleo-
tydach CpT i CpA [22, 42].

Gen Dnmt3L u ssakéw wykazuje wysoka homologie do Dnmt3, lecz tak jak w
przypadku Dnmt2, jego aktywnos¢ jest rozwojowo specyficzna. Dnmt3L ulega ekspresji
jedynie podczas gametogenezy, w okresie, w ktorym jest ustanawiane rodzicielskie
pietno genomowe. Mutacja Dnmt3L skutkuje utrata metylacji genéw podlegajacych
matczynemu pigtnowaniu, co przejawia si¢ ich nieprawidtowa ekspresja. Dnmt3L
wplywa takze na metylacje de novo rozproszonych sekwencji repetytywnych w
premejotycznych meskich komorkach rozrodczych [9, 10]. Biochemiczne dowody
wskazuja, ze udziat Dnmt3L w metylacji odbywa si¢ za posrednictwem metylotransferaz
o aktywnosci de novo: Dnmt3a i Dnmt3b [10].

3.2. Metylacja cytozyny u grzybow

Dogodnym organizmem modelowym stuzacym do badan zjawisk metylacji jest
Neurospora crassa, gatunek, ktory ma pojedyncza metylotransferazg DIM-2 odpowie-
dzialng za wszelkie mozliwe typy metylacji genomu Neurospora. Dodatkowo mutacja
genu dim-2 nie wywiera wyraznego wpltywu na fenotyp, mimo obszernej demetylacji
genomu [33].

Wigkszo$¢ genomu Neurospora jest pozbawiona metylacji, przyjmuje si¢, ze ok.
1,5% wszystkich cytozyn ma dotaczona grupe metylowa. Metylacja genomu dotyczy
rybosomalnego DNA oraz sekwencji zmienionych na skutek punktowych mutacji RIP
(ang. repeat-induced point mutation). Mutacje RIP sa ograniczone do sekwencji
repetytywnych genomu i zachodza tylko podczas rozmnazania ptciowego, gdzie dochodzi
do potaczenia strzgpek grzybni przeciwstawnych typow koniugacyjnych, poczatkowo
bez kariogamii. Haploidalne jadra ustawiaja sig parami i pozostaja w takim uktadzie az
do kariogamii, po ktorej nastepuje mejoza. Mutacje punktowe RIP zachodza w
haploidalnych jadrach w okresie pomigdzy plazmogamia a kariogamia [56].

Mechanizm RIP prowadzi do wybioérczej konwersji CpA w TpA, generujac
powstawanie sekwencji bogatych w T+A [56]. Jedna z hipotetycznych drdég mutacji
RIP zaktada miejscowo specyficzna de novo metylacje¢ cytozyny, a nastgpnie jej
enzymatyczna deaminacjg przy 4. weglu, co prowadzi do powstania T. Druga z hipotez
przyjmuje bezposrednia deaminacje¢ cytozyny do uracylu. Jednym z pierwszych
poznanych elementow maszynerii RIP jest RID (ang. RIP defective) prawdopodobnie
czynnik o aktywnosci metylazy DNA lub aktywnosci deaminujacej cytozyne [20].

Sekwencje bogate w A+T wygenerowane na skutek mutacji RIP w wigkszosSci
przypadkow stanowia sygnat dla metylacji pozostatych cytozyn w obrgbie rejonu
A+T-bogatego i sekwencji flankujacych. Zmiany wywotane przez RIP w sktadzie
nukleotydowym sekwencji zmetylowanych nie sa jednak rozlegte i dotycza zaledwie
kilku procent nukleotydoéw. Probujac wyjasni¢ mechanizm metylacji de novo u
Neurospora, podjeto analize sekwencji zmutowanych wskutek dziatania RIP [56].
Sekwencje z umiarkowana zawartoscia TpA i ApT indukuja silniej metylacje od sekwencji
z maksymalna ich zawarto$cia, np. sekwencja o skladzie (TAAA), powtorzona 25 razy
wywoluje pigciokrotnie wigksza metylacje od sekwencji o tej samej dtugosci zbudowanej z
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monomerdw (TATA) . Sekwencja (TAAA) powtdrzona 75 razy jest juz wystarczajacej
dhugosci, by wywotac silna metylacje w dowolnym miejscu genomu, nawet jesli sekwencje
flankujace nie wykazuja charakterystycznych zmian powstatych na skutek mutacji RIP.
Badania in vitro ujawnity, ze sposrod 16 testowanych kombinacji najbardziej stymulujaco
na metylacjg de novo dziataja zestawienia sekwencji w ukladzie (TAAA) 1 (TTAA)..
Sita metylacji zalezy do ilosci powtorzen sekwencji bogatej w A+T. Nawet staby sygnat,
ale zwielokrotniony odpowiednia ilos¢ razy, moze wywotywac silna metylacje [56].
Wprowadzenie zasad G:C w ktorakolwiek pozycje w wielokrotnie powtorzonej sekwencji
(TAAA), hamuje metylacje. Efekt jest jednak rozny i zalezny od pozycji. Inhibicja metylacji
jest szczegolnie silna np. w uktadzie CpApT [56].

3.3. Mechanizm metylacji cytozyny u ro$lin

Genom Arabidopsis thaliana zawiera co najmniej 10 genéw kodujacych metylo-
transferazy, ktore podzielono pomigdzy 3 rodziny, kolejno sa to: MET1, CMT i DRM.
Jest to do tej pory najliczniejsza grupa metylotransferaz znalezionych u pojedynczego
organizmu [16, 64]. Kryterium, jakie postuzyto do pogrupowania gendéw na rodziny,
stanowi homologia ro§linnych metylotransferaz DNA z sekwencjami ssakow. Szczegdto-
wo badana ro$linna klasa metylotransferaz MET1 jest wysoce homologiczna z Dnmtl
ssakow, odpowiedzialng za metylacje zachowawcza w czasie podziatow komorek.
Potranskrypcyjne wyciszenie genu MET] poprzez degradacjg transkryptu genu przy-
czynia si¢ do ogdlnego spadku poziomu metylacji DNA o ok. 10% [17]. Wigksza
redukcja, az o okoto 50%, dotyczyla mutantow genu Met! (meti-1 i meti-2) [32].
Wynikajaca stad funkcja genu polega na utrzymywaniu statego poziomu metylacji
genomu. Demetylacji, na skutek zahamowania aktywnosci MET1, w pierwszej
kolejnosci ulegaja sekwencje repetytywne, co przejawia si¢ zaburzeniami morfogenezy
iprocesu kwitnienia [32, 53]. Badania te potwierdzaja znaczaca rolg metylacji w regulacji
ekspresji genow. Homozygotyczne zarodki zdwoma nieaktywnymi allelami genu Met 1,
uzyskane metoda homologicznej wymiany gendw, sa letalne na skutek catkowitej utraty
metylacji w CpG i umiarkowanej w pozostatych sekwencjach [53].

Klasa roslinnych DRM (ang. domain rearranged methylotransferase), analogiczna
do metylotransferazy Dnmt3 ssakéw, prowadzi metylacje de novo na obu niciach
DNA. Koniec N-terminalny tych metylotransferaz zawiera szereg domen ubikwity-
nowych, ktore moga brac¢ udziat w interakcjach biatko-biatko [11, 64].

Metylazy charakterystyczne wytacznie dla roslin to chromometylazy (CMT — ang.
chromomethylase) zaangazowane w metylacj¢ zachowawcza. Cecha, ktora je wyr6znia,
jest specyficzna chromodomena zlokalizowana wewnatrz konserwatywnej katalitycznej
domeny metylotransferaz DNA. CMT3 prowadzi metylacj¢ w sekwencjach innych niz
CpG, a w szczeg6lnosci w sekwencji CpNpG. W przeciwienstwie do mutantow genu
Metl, mutanty genu CMT3 lub DRM nie wytwarzaja nieprawidtowych fenotypdw, chociaz
w niektorych przypadkach potwierdzono wznowienie aktywno$ci gendéw wcezesniej
wyciszonych [4, 37].
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4. METYLACJA DNA, INTERFERENCJA RNA
I TRANSKRYPCYJNE WYCISZENIE GENOW

Potranskrypcyjne wyciszenie genow (PTGS, ang. post-transcriptional gene
silencing) jest mechanizmem redukujacym poziom cytoplazmatycznego RNA, ktory
pierwotnie zostat odkryty u roslin. Podobny mechanizm zostat zidentyfikowany u zwierzat,
gdzie jest okreslany jako interferencja RNA (RNAi) [2]. Druga forma wyciszania gendw
uroslin jest metylacja DNA za posrednictwem RNA, ktéra okresla si¢ jako RADM (ang.
RNA-directed DNA methylation). Jest to jeden z lepiej poznanych sposobow
wyznaczania miejsc metylacji DNA. Interakcje pomigdzy RNA-DNA sa sygnatem do
podjecia metylacji, ktora decyduje o aktywnosci transkrypeyjnej genu. RADM taczy sig
scisle z PTGS/RNALI. O specyfice obu procesow decyduje RNA o strukturze 2-niciowej
(dsRNA, ang. double strand RNA), ktory jest ciety przez RNazy klasy III na fragmenty
o dhugosci 21-26 nukleotydow [2]. W ten sposob powstaja czasteczki siRNA (ang. small
interfering RNA)1 miRNA (ang. micro RNA). U zwierzat miRNA i siRNA powstaja w
wyniku aktywno$ci enzymatycznej tej samej RNazylll noszacej nazwg Dicer, a u roslin
grupy enzymo6w okreslanych jako DCL (ang. Dicer like) [24].

W trakcie PTGS antysensowny siRNA po rozpleceniu do pojedynczych tancuchow
wchodzi w sktad kompleksu RISC (ang. RNA induced silencing complex), odpowie-
dzialnego za degradacje¢ komplementarnego mRNA. W procesie tym wydajnie uczes-
tnicza liczne biatka rodziny ARGONAUTE (AGO), ktore prawdopodobnie utatwiaja
wigzanie si¢ siRNA do sekwencji docelowej RNA [12]. Endonukleolityczne cigcie
mRNA w potowie rejonu komplementarnego do siRNA zapoczatkowuje degradacje
catego transkryptu [6, 24].

Trudno jednoznacznie ustali¢, czy RADM jest kierowana przez dtugie dsRNA czy
siRNA. Minimalna dlugo$¢ sekwencji DNA podlegajacej zaleznej od RNA metylacji to
zaledwie 30 pz, co rodzi przypuszczenia, ze efektorowy RNA powstaje w wyniku
enzymatycznego cigcia dsSRNA [39]. RdADM wywotuje wysoki poziom metylacji
wickszosci sekwencji DNA, niezaleznie od kontekstu wystepowania cytozyny, w obszarze,
ktory wykazuje homologi¢ pomigdzy dsRNA i sekwencja DNA. RADM wymaga udziatu
roslinnych metylotransferaz o aktywnosci de novo: DRM 1/lub CMT [45].

RdDM po raz pierwszy zaobserwowano u transgenicznych roslin tytoniu infeko-
wanych wiroidem. Rosliny te miaty wielokrotne kopie cDNA wiroidu zintegrowane z
genomem [66]. Metylacja DNA ograniczona byta wylacznie do obszarow cDNA
wiroidu i zachodzita rownolegle z autonomiczna replikacja wiroidu [45, 66]. Wynik ten,
jak i kolejne badania dotyczace kilku roznych wirusow roslinnych potwierdzity, ze podczas
infekcji komorek dochodzi do metylacji DNA w obszarze zgodnym z RNA wirusa [30,
65]. Poniewaz wiroidy i wirusy podczas swego cyklu litycznego wytwarzaly tylko RNA,
testy te bezspornie udowodnity, ze RNA moze bezposrednio kierowaé¢ metylacja
komplementarnej sekwencji DNA.

Mechanizm RdADM moze by¢ nie tylko wywolywany przez infekcje wirusowe, ale
réwniez przez transgenizacjg roslin. Bardzo czgsto ekspresja transgenu jest nizsza od
oczekiwanej, do czego przyczynia si¢ migdzy innymi inaktywacja genu na skutek
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metylacji jego sekwencji. Potwierdzono to eksperymentalnie na transgenicznych roslinach
A. thaliana z dodatkowym odwroconym fragmentem sekwencji genu [3-glukuronidazy
(GUS), ktory ulegat ekspresji rownolegle z endogennym GUS. Sensowne i antysensowne
transkrypty laczyly sie ze soba tworzac strukture 2-niciowa. W transgenicznej roslinie spadta
znaczaco ilos¢ GUS, a sekwencja genu ulegata metylacji [7].

Metylacja DNA ustanowiona w drodze RdDM nie jest stata i zalezy od dtugosci
sekwencji DNA i otoczenia, w jakim wystepuje cytozyna. Zanik sygnalow dla RADM
prowadzi do obnizenia poziomu metylacji wigkszosci dinukleotydow CpG [31] lub do
calkowitej utraty metylacji [37]. W przypadku wielu transgenéw zdolnych do wywotania
RNAI i metylacji DNA nie dochodzi do wyciszenia transkrypcji wprowadzonego genu.
Metylacja zazwyczaj dotyczy wylacznie sekwencji kodujacej genu i nie rozprzestrzenia
si¢ na sekwencje promotora, ktory zachowuje aktywnos$¢ transkrypcyjna [14].

Funkcjonalne znaczenie RADM moze wydawac si¢ mato przejrzyste, jednak w
przypadku metylacji sekwencji promotora dochodzi do transkrypcyjnego wyciszenia
genow. Jako przyktad mozna podaé¢ wyciszenie ekspresji genu GFP (ang. Green
Fluorescent Protein) znajdujacego si¢ pod kontrola sekwencji promotora 35S w
transgenicznej roslinie tytoniu. Infekcja takiej rosliny modyfikowanym wirusowym RNA
niosacym sekwencje GFP pod promotorem 35S hamuje radykalnie ilo$ci wytwarzanego
biatka GFP na skutek metylacji sekwencji promotora i wylaczenia aktywnosci transgenu.
W tym uktadzie transkrypt GFP, jak i wirusowy RNA byly degradowane [30, 60]. Nie
wszystkie sekwencje DNA sa jednakowo podatne na RADM. W pewnych szczegdlnych
przypadkach infekcja roslin tytoniu wirusowym RNA niosacym kopie gendw gospodarza
wywoluje wytacznie PTGS bez metylacji sekwencji DNA [30]. Moze to odzwierciedla¢
wyjatkowe cechy niektoérych endogennych genow, ktore sa chronione przed RADM
lub znaczaco opdzniaja ten proces w czasie infekcji wirusowe;.

4.1. Drogi generowania sygnalow dsRNA odpowiadajacych za metylacjg DNA

Warunkiem zaj$cia metylacji droga RADM jest powstanie w komorce struktur dsRNA.
U roslin dsRNA powstaje miedzy innymi na skutek infekcji wirusowych czasteczek RNA
lub przez wprowadzenie transgendow zawierajacych sekwencje powtorzone o przeciwnej
orientacji IR (ang. inverted repeats). Sekwencje IR maja samoistna zdolno$¢ do
wytwarzania struktury dsRNA typu spinki do wlosow, ktora jest rozpoznawana przez
rybonukleazy Dicer generujace powstawanie siRNA [40]. Brak sekwencji IR w transgenie
nie wyklucza jednak mozliwosci wystepowania w komorce jego formy dwuniciowej.
Pojedyncze nici RNA (ssRNA, ang. single strand RNA) transgenu moga stuzy¢ jako
matryca podczas syntezy nici antyrownoleglych (ryc. 2). Enzymy, ktore katalizuja ten proces,
naleza do klasy polimeraz RNA zaleznych od RNA (RdRP, ang. RNA-dependent RNA
polymerase) [41, 57]. siRNA hybrydyzujac do transkryptu zwigksza ilos¢ powstajacych
czasteczek dsRNA bezposrednio — shuzac jako starter dla RARP lub posrednio — zwigkszajac
dostepnosc transkryptu dla polimerazy RARP. siRNA pierwotnie komplementarne wytacznie
do konca 5’ docelowego transkryptu czesto rozprzestrzenia si¢ na cata dtugos$¢ docelowego
transkryptu i w takim wypadku metylacji DNA podlega cata sekwencja transgenu [30, 60].
Mozliwe, ze antysensowny siRNA odzialuje ze swoim transkryptem generujac powstanie
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i/lub kompleksu rybonukleoprotein —|_><:_)-

rekrutujac RARP do konca 3’°. Druga z selwencie R ENskrypoa :
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zachodzacych na siebie funkcjonalnie, co zalezy prawdopodobnie od lokalizacji i struktury
RNA. Przyktadowo RDRG6 i biatko AGO1 sa czynnikami koniecznymi w przypadku
PTGS transgenéw pozbawionych sekwencji IR, ktére nie tworza samoistnie struktur
dsRNA [7,41], a jednoczes$nie bardzo podobne funkcje spetnia RDR2 i AGO4, ktore sa
wymagane do nagromadzenia siRNA dla okreslonych endogennych sekwencji [50].
Odpowiednio, kazdy z wymienionych czynnikdéw jest konieczny do podtrzymywania
metylacji DNA sekwencji innych niz CpG, ktore maja swoj odpowiednik w sekwencji
RNA. Wyjasnia to czgSciowo zwiazek migdzy dsRNA i RADM.

Roslinne DCL kontroluja réznorodne procesy. DCL1 Arabidopsis thaliana jest
niezbg¢dny do obrobki miRNA, ktore w odroznieniu od siRNA sa jednoniciowe. DCL2
uczestniczy w obronie antywirusowej rosliny. Utrata aktywnosci genu dcl2 wiaze si¢
z obnizonym poziomem wirusowych siRNA, a takze podwyzszong wrazliwo$cia na
infekcje wirusowe, co zaobserwowano u roslin infekowanych TVC (ang. turnip crinkle
virus). DCL3 1 RDR2 generuja powstawanie endogennego siRNA przewaznie o
wielkosci ok. 24 pz. Utrata endogennego siRNA u podwojnych mutantow dcl3 i rdr2
A. thaliana byta zasocjowana z utrata metylacji heterochromatyny i zwigkszona
transkrypcja okreslonych loci [68]. DCL3 i RDR2 sa konieczne dla ustanowienia i
podtrzymania wzoru metylacji sekwencji DNA wyznaczonych w procesie RADM [68].
Mutacje znanych genéw DCL nie wptywaja na PTGS transgenow ani na metylacyjne
wyciszanie promotoréw, co wskazuje na obfite powstawanie siRNA przy udziale
dodatkowych DCL lub tez w okreslonych przypadkach RADM jest wywotywany przez
dhuzsze dsRNA [40].

dsRMA
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5. KONDENSACJA HETEROCHROMATYNY
PRZY UDZIALE siRNA

Heterochromatyna stabilizuje strukturg chromosomow, wptywa na regulacje ekspresji
gendw i1 koniugacjg chromosomow oraz rekombinacjg genow, poprzez oddziatywanie
na czgsto$¢ i umiejscowienie chiazm. Wyro6znia si¢ heterochromatyng konstytutywna,
ktdéra zazwyczaj nigdy nie podlega transkrypcji, jest zdeterminowana molekularnie dzigki
obecnosci satelitarnego DNA, reprezentuje regiony genomu, ktore sa permanentnie w
stanie wysokiego skondensowania. Przeciwnie heterochromatyna fakultatywna zawiera
geny, ktore ulegly represji i w okreslonych warunkach moga by¢ transkrybowane.
Heterochromatyna jest zdeterminowana dzigki wysokiemu stopniowi metylacji histonu
H3 w miejscu lizyny 9 (H3K9) i umiarkowanemu poziomowi metylacji lizyny 4 (K4).
Metylacja H3K9 stanowi sygnat dla wiazania si¢ czynnika HP1, ktory jest biatkiem
charakterystycznym dla heterochromatyny [3].

Wyjatkowos$¢ konstytutywnej heterochromatyny centromerowej polega na zamianie
histonu H3 na biatko: CENP-A (H. sapiens), Cid (Drosophila), HTR12 (Arabidopsis),
HCP-4 (C. elegans) i Csedp (S. pombe). Wszystkie te biatka sa zaliczane do rodziny
CenH3 (ang. centromere-specific H3-like) [62]. Sa one niezbedne dla zasadniczych
funkcji centromeru, segregacji chromosomow w czasie podziatow komorkowych, gdyz
stanowia one jeden z gtownych elementow wewngtrznej, granularnej warstwy
kinetochoru przylegajacej do chromatyny [59].

Za kondensacje chromatyny w rejonie centromeru u Schizosaccharomyces pombe

odpowiada siRNA. Mechanizm jego pow-
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ferazy histonowej Suv39) metylujacej lizyng K9 histonu H3 [62]. Formowanie
heterochromatyny przy udziale siRNA nie jest jednak uniwersalne dla wszystkich
organizmow. Neurospora dla wytworzenia i podtrzymywania wysokiej kondensacji
heterochromatyny nie wymaga kluczowych elementow odpowiedzialnych za proces
interferencji RNA [18].

Niskoczasteczkowe siRNA inicjuje kondensacjg chromatyny poprzez kompleks RITS (ang.
RNA-induced transcriptional silencing complex), ktory zapoczatkowuje modyfikacje
struktury chromatyny i wyltaczenie aktywnosci obszarow przeznaczonych do kondensacji w
komorkach Schizosaccharomyces. W sklad kompleksu RITS wchodza: Agol — biatko z
rodziny ARGONAUTE zaangazowane w proces RNAI, a takze biatko Chpl (ang.
heterochromatin-associated chromodomain protein 1) 1 Tas3 (ang. targeting complex
subunit 3). Powstanie puli endogennego siRNA komplementarnego do sekwencji
centromerowych wymaga wczesdniejszego wytworzenia struktur dsRNA, co zapewnia
transkrypcja obszaréw repetytywnych centromeru z dwoch opozycyjnie zorientowanych
promotorow [63]. Poniewaz centromer S. pombe jest regionem o znacznej wielkosci od 40
do 100 kb, zbudowanym z powtarzalnych sekwencji, trudno jednoznacznie okresli¢, czy
powstajacy siRNA jest wynikiem aktywno$ci domeny pojedynczego centromeru, czy moze
r6znych centromerow [50]. Przypuszcza sig rowniez, ze do produkcji dodatkowych kopii
dsRNA wykorzystywana jest klasa polimeraz RARP prowadzaca transkrypcjg na matrycy
ssRNA [29, 61]. Potencjalne miejsca kondensacji chromatyny wyznacza siRNA poprzez
swoja homologi¢ do sekwencji docelowej, ktora moze by¢ zarowno DNA, jak i powstajacy
transkrypt siRNA, dziatajac jako wysoko selektywny czynnik. Prawdopodobnie siRNA i
DNA lub siRNA i jego powstajacy transkrypt wchodza we wzajemne interakcje za
posrednictwem biatka Agol, co prowadzi dla naboru pozostatych elementéw kompleksu
RITS: Chpl i Tas3 (ryc. 3). Proces heterochromatynizacji, w przylegajacym rejonie
chromatyny wyznaczonym przez RITS, rozpoczyna si¢ od przytaczenia metylotransferazy
Clr4, ktora metyluje histon H3 w miejscu lizyny 9, co wywotuje przytaczanie si¢ Swi6 i cata
kaskade zdarzen prowadzaca do kondensacji obszaru centromeru (tab. 1). Czynniki Chpl
1 Tas3 moga by¢ rowniez lokalizowane w heterochromatynie poza obszarami centromeru,
niezaleznie od Agol i siRNA [48].

TABELA 1. Wystgpowanie elementdéw wybranych mechanizméw wywolujacych wyciszenie transkrypcji
u roznych gatunkow

Organizm Metylotransferaza HP1 Metylowana Autorzy
K9 histonu H3 cytozyna

S. pombe Clr4 Swi6 nie [48, 61, 63]
N. crassa DIM-5 ? tak [18, 55]

M. musculus | Suv39hl, Suv39h2 MHP1a, M31/MODI1, | tak [34, 52]

M32/MOD2
H. sapiens SUV39H1 HP1 tak [34, 52]
A. thaliana KRYPTONITE LHP1 tak [27]
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6. ZWIAZEK MIEDZY METYLACJA DNA A STRUKTURA
CHROMATYNY

Uwaza sig, ze metylacja DNA moze by¢ wywotywana przez zmienng strukture
chromatyny [8]. Histony rdzeniowe sa podatne na szeroki wachlarz potranslacyjnych
modyfikacji obejmujacych: acetylacjg, fosforylacjg, metylacjg, ubikwitynacje, glykozy-
lacj¢ i ADP-rybozylacje. Modyfikacje dotycza zwlaszcza N-koncoéw histonow
dostepnych dla interakcji z innymi histonami i nichistonowymi biatkami chromo-
somowymi. Modyfikacje histonéw sa czescia ztozonego systemu. Odmienne modyfikacje
jednego lub wigcej histonow albo kombinacje tych zmian tworza rodzaj kodu histonowego,
ktéry decyduje o rodzaju nukleosomowych interakcji i o asocjacji niehistonowych biatek
chromatynowych. Wymienione modyfikacje bezposrednio przektadaja si¢ na stopien
kondensacji chromatyny i regulacje aktywnosci genow [51, 52]. Wiele z tych modyfikacji
moze by¢ takze zaleznych od siebie. Dla przyktadu kombinacja acetylowanych histondw
H4 przy lizynie 8, H3 przy lizynie 14 i fosforylacja seryny 10 histonu H3 jest czgsto
pozytywnie skorelowana z transkrypcja. Natomiast trimetylacja lizyny 9 histonu H3 i
brak acetylacji histonow H3 i H4 wiaza si¢ z represja transkrypcji, a taki rodzaj
modyfikacji jest konieczny jest do kondensacji chromatyny u myszy. Zmianom struktury
chromatyny zwiazanym z pozycjonowaniem histonéw w czasie replikacji DNA
towarzyszy deacetylacja lizyny 4 i 12 histonu H4, a kondensacji chromosomow
metafazowych — fosforylacja H2A i H3 [46, 47].

Aktywno$¢ transkrypcyjna chromatyny warunkuja enzymy modyfikujace histony:
acetylazy HAT, deacetylazy HDAC, metylotransferazy HMT, demetylazy, kinazy i
fosfatazy histonowe. Metylacja histonéw przy udziale HMT jest juz znana od dawna.
Na N-koncach histonéw H3 i H4 istnieje co najmniej 5 miejsc metylacji lizyny. Typowy
ssaczy histon H3 jest metylowany w miejscu lizyny K9 i K27, a histon H4 — w K20.
Lizyna moze posiada¢ dolaczone trzy, dwie lub jedna grupe metylowa. Sposéb
demetylacji histonéw przez dtugi okres stanowit zagadke, cho¢ wiadomo bylo, Ze histony
H2B, H3 i H4 podlegaja odwracalnej metylacji [47].

Metylacja histonow jest termodynamicznie bardzo stabilna modyfikacja, dlatego tym
cickawsze wydaje si¢ odkrycie enzymu usuwajacego dotaczone grupy metylowe [54].
Pierwsza odkryta demetylaza o nazwie LSD1 (ang. lysine-specific demethylase 1)
usuwa grupy metylowe lizyny 4 w histonie H3. Reakcja jest katalizowana na mono- i
dimetylowanej lizynie z wylaczeniem trimetylowanej lizyny. Enzym nie zrywa bezposrednio
wigzania N-CH3, lecz prawdopodobnie indukuje oksydacjg lizyny 4 w histonie H3. W
wyniku tej reakcji powstaje lizyna wolna od metylacji oraz formaldehyd. Wtasciwosci
demetylazy LSD1 wynikaja z jej wysokiej homologii do aminooksydaz zaleznych od
FAD (przeno$nika elektronow w reakcjach utleniania). Cecha, ktéra wyroznia LSDI1,
jest sygnat lokalizacji jadrowej (NLS) oraz domena SWIRM charakterystyczna dla
biatek chromatynowych. Wyciszenie genu LSD/ prowadzi do wzrostu metylacji lizyny
4 H3, co ma bezposrednie przetozenie na poziom transkrypcji [54].
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Mutacje histonu H3 w miejscu K9, poprzez podstawienie lizyny innym aminokwasem,
skutkowaty utrata metylacji DNA u N. crassa, dostarczajac pierwszego dowodu na
to, ze metylacja histonow jest powiazana z metylacja DNA. Metylacja histonow u
Neurospora [55] 1 Arabidopsis [27], zwtaszcza metylacja histonu H3 w pozycji K9,
wywotuje metylacje cytozyny w DNA (tab.1). Nie wiadomo, czy podobny mechanizm
dziata u krggowcow. Z kolei metylacja DNA moze wywotywac metylacjg histonow. U
ssakow posredniczy w tym biatko MeCP2 wiazace metylowane CpG, gromadzi ono w
tych miejscach deacetylazy histondw, a po nich przylaczaja si¢ kolejno HMT [21].
Modyfikowane histony sa rozpoznawane przez rézne mechanizmy. Jednym z biatek
rozpoznajacych metylacje H3K9 jest HP1 (ang. heterochromatin-associated protein
1) zawierajace dwie wysoce konserwatywne domeny: CD (ang. chromo domain) i
CSD (ang. chromo shadow domain) [36]. Domena CD wykazuje wysoka
specyficznos$¢ wiazania do N-konca H3 posiadajacego zmetylowana lizyng K9 [28], a
rola CSD jest oddziatywanie z biatkami niehistonowymi. Lokalizacja HP1 u ssakow
jest uzalezniona od obecno$ci metylowanej lizyny 9 w histonie H3 i wiele wskazuje na
to, ze HP1 organizuje strukture heterochromatyny [3]. U myszy pericentromerowa
chromatyna charakteryzuje sig¢ wysokim poziomem metylacji DNA i trimetylacja histonu
H3 wpozycji K9 [45]. Za ustanowienie trimetylacji histonu H3 odpowiadaja metylotrans-
ferazy Suv 39h1 i Suv 39h2 (tab. 1). Modyfikacja H3K9 przez HMT tworzy miejsca
wigzania dla biatka HP1, ktore z kolei oddziatuje z metylotransferazami DNA: Dnmtl
1/lub Dnmt3a/Dnmt3b prowadzac do metylacji DNA [34]. Nie mozna jednak wykluczy¢
istnienia innych potencjalnych drég metylacji de novo.

7. METYLOWANE REGIONY DNA TICH WZAJEMNE
ZALEZNOSCI PODCZAS PIETNOWANIA RODZICIELSKIEGO

Geny podlegajace pigtnowaniu genomowemu sg transkrybowane wytacznie mono-
allelicznie. Do tej grupy genow zalicza sig¢ /gf2r. Wykazuje on odmienne pigtnowanie
w zaleznosci od pochodzenia od jednego z rodzicéw. W rejonach podlegajacych pigtno-
waniu rodzicielskiemu metylacji ulegaja zr6znicowane sekwencje i w pewnych przypad-
kach bezdyskusyjnie one same stanowia sygnat dla metylacji. Gen /gf2r zawiera dwie
wyspy CpG nazywane regionami 1 i 2. Gen niesie informacje o receptorze dla
insulinopodobnego czynnika wzrostu IGF2 (ang. insulin-like growth factor type 2),
odgrywajacym istotna rolg¢ w rozwoju ptodu ssakow. Region 2 lezy w obre¢bie intronu i
jest zmetylowany w aktywnym matczynym chromosomie. Region 1, ktéry otacza
miejsce startu transkrypcji /gf2r jest zmetylowany w wyciszonym chromosomie
ojcowskim. Po usunigciu z transgenu regionu 2, region 1 nie podlegat metylacji podczas
dziedziczenia ojcowskiego i w rezultacie ojcowska wersja transgenu byta aktywna.
Mozna wigc sadzi¢, ze niezmetylowany region 2 jest niezbgdny do metylacji regionu 1
1 wyciszenia aktywnosci genu, natomiast pi¢tnowany matczynie region 2 lub jego delecja
blokuja lub powoduja niezdolnos$¢ do metylacji regionu 1 [67].
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8. UDZIAL CZYNNIKOW REMODULUJACYCH CHROMATYNE
W METYLACJI DNA

Lsh (ang. lymphoid specific helicase) nalezy do rodziny SNF2, czynnikow
remodelujacych chromatyng, ktore zmieniajg istniejace oddziatywania na poziomie
DNA-histony, co umozliwia przesuwanie si¢ nukleosoméw wzgledem DNA. Przeksztat-
canie struktury chromatyny zmienia jej dostepnos¢ dla potencjalnych czynnikow
transkrypcyjnych. Metylacja wysp CpG i modyfikacje histonow sa konieczne do kon-
densacji chromatyny. Czynnik Lsh wykazuje preferencyjna asocjacj¢ z chromatyna
przycentromerowa, gdzie uczestniczy w metylacji sekwencji CpG. Delecja genu Lshu
myszy skutkuje akumulacja di- i trimetylowanej lizyny 4 w H3, natomiast nie powoduje
zmian metylacji lizyny 9 histonu H3 jak i rozmieszczenia czynnika HP 1. Podobny wzrost
ilosci metylowanej lizyny 4 w H3 nastgpuje w przypadku traktowania komorek 5-
azacytydyna (lub podawanie analogu tego zwiazku zwierzetom), ktora powoduje
demetylacje genomu [71].

Gen Lsh jest bardzo aktywny w czasie embriogenezy, a delecja tego genu prowadzi
do letalno$ci okotoporodowej myszy [25, 70]. Efekt delecji Lsh wiaze sig¢ z wzrostem
acetylacji histonow w obrebie sekwencji repetytywnych wchodzacych w sktad chroma-
tyny przycentromerowej i reaktywacja ich aktywnosci transkrypcyjnej [25, 70]. Znisz-
czenie struktury heterochromatyny, przez dlugoterminowe dziatanie inhibitorem acetylacji
histonéw (trichostatyna A), wstrzymuje asocjacje Lsh z przycentromerowa chromatyna
[70]. Mozna domniemywac, ze Lsh wiaze si¢ selektywnie wylacznie z sekwencjami
repetytywnymi [25].

Mutacje w genie DDM1 A. thaliana kodujacym czynnik remodelujacy chromatyne,
bedacy odpowiednikiem ssaczego Lsh, prowadza rowniez do znacznego obnizenia poziomu
metylacji cytozyny. Czynnik DDM1 dziata jako regulator dostgpnosci DNA i histonow
dla wszelkiego typu modyfikacji [2].

9. DEACETYLACJA HISTONOW POWODUJE METYLACJE DNA

Na ekspresje¢ rybosomalnego

Metylacja DNA DNA w jaderku u Arabidopsis wy-
wieraja wptyw deacetylazy histonow,

/ /1' takie jak HDT1 1 HDAG6 [19]. Enzy-
\‘\\. mom tym przypisuje si¢ wiele inter-

akcji ze sktadnikami maszynerii mety-
lujacej DNA. Sa one powiazane z
metylazami histonéw i metylacja
DNA i dziataja w uktadzie sprzgzen
zwrotnych. Metylacja lizyny 9 histonu
H3 powoduje deacetylacje histondw
imetylacje cytozyny w DNA, deace-

pa —
Metylacia K363 ' Deacetylacia H3 1 H4

RYCINA 4. Uktad sprzgzen taczacy trzy gtowne
mechanizmy wyciszenia genéow (wg [52] — zmo-
dyfikowany)
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tylacja histonéw powoduje metylacje DNA i metylacjg lizyny 9 H3, a metylacja DNA
pociaga za soba deacetylacj¢ histonéw i metylacje lizyny 9 histonu H3 (ryc. 4) [52].

10. PODSUMOWANIE

Zwiazek metylacji DNA i modyfikacji histonow nie jest do konca poznany.
Metylotransferazy DNA sa jedynie czescia sprzezenia, ktore taczy modyfikacje DNA i
modyfikacje chromatyny. W tym uktadzie istotne miejsce zajmuja czynniki mogace
modyfikowac strukture chromatyny wiazac si¢ do metylowanego DNA [21]. Na podstawie
zgromadzonej wiedzy mozemy rozwazac kilka mozliwych szlakow, w ktorych rozne struktury
chromatyny wywoluja kolejne nastgpstwa i interakcje migdzy czynnikami remodulujacymi
chromatyne, modyfikujacymi histony, czy czynnikami posredniczacymi w przekazywaniu
sygnatow (np. HP1) i wreszcie metylujacymi cytozyng w DNA (ryc. 4).
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