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Summary

Epigenetic modifications, apart from affecting gene expression, play an important role in the chromatin
structure stabilization, embryonic development and the genomic imprinting. Recent studies have shown that
they also play a vital role in other biological processes, including silencing of the expression and mobility of
transposable elements and resistance to viral infections by blocking the expression of viral genes. The stability of
the genome and the expression of genes in normal cells are strongly dependent on the DNA methylation pattern,
which is visibly disturbed in tumor cells. These alterations may be a consequence of the attachment of methyl
groups to cytosines in unmethylated DNA sequences, resulting in an increase in the degree of methylation or
can be a result of demethylation, i.e. a reduction in the level of DNA methylation. Currently, many techniques
are available to determine the level of methylcytosine in DNA, both at the level of single genes and the whole
genome. However, each method has its advantages and disadvantages, not being universal in relation to the
type of research material and the purpose of planned analyses.
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Postep w sekwencjonowaniu DNA umozliwit pozna-
nie sekwencji genoméw wielu gatunkow ssakow oraz
ich opis pod wzgledem obecno$ci gendw, markerow ge-
netycznych, sekwencji powtarzalnych, polimorfizmow
DNA oraz wielu innych cech sekwencji nukleotydowej,
ktore podlegaja dziedziczeniu. Znajomos¢ sekwencji
genomoOw ssakow data réwnoczes$nie podstawe dla
badan z zakresu zar6wno genomiki funkcjonalnej, jak
1 epigenetyki.

Epigenetycznym mechanizmem regulowania ekspre-
sji genomoOw ssakow sg modyfikacje chemiczne biatek
histonowych, ktére wptywajg na zmiany w strukturze
chromatyny (dostepno$¢ genomu dla maszynerii trans-
krypcyjnej) i sg $cisle powigzane z modyfikacja kwasow
nukleinowych, polegajaca na metylacji DNA. Od nie-
dawna do czynnikow regulacji epigenetycznej zalicza
si¢ takze biatka prionowe i interferujagce RNA (19, 42).

Metylacja DNA jest jedng z najlepiej poznanych
modyfikacji epigenetycznych, polegajaca na przy-
taczaniu grupy metylowej (CH,) do wegla w piate;
pozycji pierscienia cytozyny. W prawidlowym DNA
okoto 70-80% dinukleotydow CpG charakteryzuje si¢
obecno$cig metylowanej cytozyny (8). Lokalizacja
sekwencji CpG w genomowym DNA nie jest przypad-
kowa — ok. 30% z nich zorganizowanych jest w tak

zwane wyspy CpG, czyli powtarzalne regiony o wiel-
kosci 500-5000 pz, umiejscowione w rejonach promo-
toréw genow lub w ich sgsiedztwie (3, 37). Wiadomo
obecnie, iz znaczna cz¢$¢ metylowanych wysp CpG
zlokalizowana jest w obrebie sekwencji niekodujacych,
w sekwencjach powtorzonych, centromerach i sekwen-
cjach satelitarnych, natomiast niemetylowane wyspy
CpG zlokalizowane sg przede wszystkim w regionach
genomu kodujacych geny aktywne transkrypcyjnie
(2). Metylacja DNA nastepuje po procesie replikacji,
w obecnos$ci enzymu metylotransferazy DNA (DNMT)
1 S-adenozylometioniny (SAM), jako donora grupy
metylowej (23, 41). Grupa poznanych do tej pory me-
tylotrasferaz obejmuje kilka biatek enzymatycznych,
w tym: DNMT1, DNMTI1b, DNMTlo, DNMTIp,
DNMT2, DNMT3a oraz DNMT3Db z jego izoforma
i DNMT3L (34). Aktywnos$¢ kazdej z metylotransferaz
kontrolowana jest przez odmienne mechanizmy regu-
lacyjne, a same enzymy zaangazowane s3 w odmienne
procesy biologiczne. Wyrdznia si¢ dwie gtoéwne pod-
grupy tych enzymow. Pierwsza obejmuje de novo me-
tylotransferazy (przyktadowo DNMT3a) zaangazowane
w tworzenie specyficznego wzorca metylacji podczas
gametogenezy 1 we wczesnym etapie rozwoju zarodka.
Druga sktada si¢ z DNMT-az odpowiedzialnych za
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utrzymanie wzoru metylacji w czasie podziatu komor-
ki, poprzez specyficzng metylacje hemimetylowanego
DNA (przyktadowo DNMTT1) (17).

Metylacja DNA w komérkach nowotworowych

Komorki somatyczne organizmow eukariotycznych
charakteryzuja si¢ okreslonym wzorem metylacji, ktory
podczas podziatow mitotycznych przekazywany jest
komorkom potomnym (50). Zmiany dziedziczonego
wzorca metylacji, w zloZzonym procesie transformacji
nowotworowe;j, mogg prowadzi¢ do zaburzen w pro-
filu ekspresji genow 1 w rezultacie przyczyniac si¢ do
dalszej neoplastycznej transformacji tkanek. Metylacja
DNA w procesie kancerogenezy moze takze skutkowac
powstaniem mutacji punktowych, jako wynik metylacji
cytozyny, a nastepnie spontanicznej deaminacji 5-me-
tylocytozyny do tyminy (35). W ludzkich komoérkach
nowotworowych tranzycje C>T w obrebie dinukle-
otydow CpG stanowig 25% mutaCJl genowych (15).
Podczas nowotworzenia w procesie metylacji DNA
moga wystapi¢ dwa gldwne typy zaburzen, ktorych
efekt przejawia si¢ w zmianie aktywnosci transkryp-
cyjnej gendw. Zaburzenia te moga by¢ konsekwencja
przyltaczenia grup metylowych do cytozyn w nieme-
tylowanych sekwencjach DNA (metylacja de novo),
skutkujac wzrostem stopnia metylacji (hipermetylacja)
lub by¢ wynikiem demetylacji, czyli obnizenia poziomu
metylacji DNA (hipometylacja) (13, 35, 48).

Hipermetylacja wysp CpG
w transformacji nowotworowej

Lokalna hipermetylacja wysp CpG istotna w procesie
transformacji nowotworowej zwigzana jest z rejonami
promotorowymi gendéw supresorowych transformacji
nowotworowej (Tumor Suppressor Gene, TSG). Sa to
przede wszystkim geny biatek zwigzanych z regulacja
cyklu komorkowego, apoptozy i naprawa DNA, ale
réwniez geny, ktorych produkty biatkowe zaangazowa-
ne sa w takie procesy, jak réznicowanie, angiogeneza,
detoksykacja czy oporno$¢ na leki (10). Konsekwencje
wyciszenia tych genow sg oczywiste. Po pierwsze,
komorka pozbawiona zostaje niezbednych ograniczen
w proliferacji, co wigcej — zaburzeniom podlega pro-
gram apoptozy, a ograniczenie wydajnosci naprawy
DNA moze dodatkowo przyczyni¢ si¢ do dalszej aku-
mulacji mutacji somatycznych.

Hipermetylacja genéw supresorow nowotworowych,
jest charakterystyczna dla wielu typéw nowotworow
wystepujacych u ludzi, w tym m.in. guzow jelita gru-
bego, jader, jajnika, a takze biataczki szpikowej (14,
27). Co ciekawe, zaobserwowano, iz pewne geny sg
powszechnie metylowane w wielu rodzajach nowotwo-
réw. Dla przyktadu, gen supresorowy THBSI1 jest czgsto
Wyciszany na drodze metylacji promotora w raku okrez-
nicy (36) czy w przypadku nerwiaka (53). Inne geny
sa natomiast metylowane tylko w okreslonych typach
guzoéw, jak na przyktad gen GSTP1. Hipermetylacje
promotora tego genu odnotowano w ponad 90% przy-
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padkow raka prostaty, z drugiej strony, w duzej mierze
jest on niemetylowany w ostrej bialaczce szpikowej
(25, 30). Istnieje szereg przyktadow nowotwordw cha-
rakteryzujacych si¢ wigkszym lub mniejszym stopniem
hipermetylacji jednego lub wickszej liczby genow.
Jednym z bardziej szczegdlowo opisanych jest rak
ptuc, w ktoérym do 2002 r. zidentyfikowano ponad 40
genoOw charakteryzujacych si¢ zmianami w poziomie
metylacji DNA (46).

Okres$lenie zmian epigenetycznych moze postuzy¢
do opracowania paneli genoéw, u ktorych metylacja
promotoréw moze by¢ skorelowana z wystapieniem
danego schorzenia. Dla przyktadu, badania przeprowa-
dzone przez Melnikov i wsp. (31) pozwolity opracowac
zestaw biomarkerow (BRCA1, CCND2, CDKNIA,
GSTP,MYF3, RPL15 1 TRANCE) dla zmian metylacji,
ktory moze zosta¢ wykorzystany w diagnostyce raka
kolczystokomoérkowego skory. Ponadto, hipermetylacja
niektorych gendw supresji nowotworowej korelowana
jest ze stadium rozwoju choroby i z gorszym rokowa-
niem w roznych typach nowotworow. Dla przyktadu,
hipermetylacje regionu promotorowego genu THBSI
wykryto w przerzutach guzéw litych do mozgu, takich
jak czerniaka czy raka ptuc (18). Z kolei hipermetylacje
RASSFI1A wykryto w stadium IV, ale nie obserwowano
w I 11l etapie progresji czerniaka. Sugeruje to, ze zmia-
ny w poziomie metylacji promotora RASSF1A moga
by¢ w przysztosci wykorzystane jako jeden z markerow
progresji nowotworu (45).

Hipometylacja wysp CpG
w transformacji nowotworowej

Demetylacja wysp CpG zwigzana z procesem no-
wotworzenia najczgsciej dotyczy sekwencji powta-
rzalnych, wystepujacych w obrebie heterochromatyny,
retrotranspozonéw, a takze endogennych elementow
retrowirusowych. Konsekwencjg tego procesu moze
by¢ ogdlna destabilizacja genomu, wynikajaca z ak-
tywacji mobilnych elementow genetycznych lub
powstawanie mutacji bedacych nastepstwem niepra-
widtowej rekombinacji tandemowych powtdrzen (6,
11, 27). Hipometylacja DNA przyczynia si¢ rowniez
do nadekspresji protoonkogenoéw, czynnikow wzrostu
1 genow, ktorych produkty biatkowe zaangazowane
sa w proliferacj¢ komodrek nowotworowych oraz ich
inwazje¢ 1 przerzuty (43). Obnizenie poziomu metylacji
DNA zostalo zaobserwowane mi¢dzy innymi w przy-
padku raka watroby (26) oraz raka szyjki macicy (24).
Co wigcej, globalna hipometylacja DNA wystgpujaca
w takich nowotworach, jak rak piersi, rak szyjki macicy
1 mézgu, wzrasta wraz ze stopniem ztosliwosci guza
(12). W procesie kancerogenezy czgsto obserwowanym
zjawiskiem jest demetylacja sekwencji LINE (Long
Interspersed Nuclear Elements). Dostepne wyniki badan
(28) wskazuja, 1z hipometylacja w obrebie promotora
LINE1 moze prowadzi¢ do zwigkszenia jego transkryp-
cji in vivo oraz transpozycji jego elementow do nowych
loci genomu, skutkujac powstaniem nowych mutacji
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somatycznych. Omawiany problem dotyczy mig¢dzy
innymi protoonkogenu CMYC oraz genu APC inakty-
wowanych przez insercje de novo elementow LINE],
odpowiednio, w raku piersi i okreznicy (9).

Chociaz globalna hipometylacja DNA okazala si¢
stosunkowo czestym zjawiskiem w przypadku wielu
nowotworoéw, to informacje dotyczace docelowych
genoOw regulowanych przez hipometylacje w tych
schorzeniach sg nieliczne. Badania ostatnich lat dowo-
dza wyraznego udziatu demetylacji DNA w aktywacji
genow w komodrkach nowotworowych, w tym genow,
o mozliwym dziataniu onkogennym. Przyktad stanowi
gen R-RAS w raku zotadka (32) czy WNTSA, CRIP1
1 S100P w raku prostaty (47).

Metody oznaczania metylacji DNA

Obecnie dostepnych jest wiele technik umozliwia-
jacych jakosciowe i iloSciowe oznaczenie metylocy-
tozyny (5mC) w DNA, zaré6wno w obrgbie pojedyn-
czych gendw, jak i calego genomu (ryc. 1). Globalna
metylacja moze dostarczy¢ wstgpnych informacji na
temat zmian w catkowitej liczbie metylocytozyn w wy-
spach CpG. Ocenia si¢ ja w gtownej mierze poprzez
okreslenie stosunku SmC do niemetylownej cytozyny
w badanej probce DNA. Do tych celow wykorzystac¢
mozna wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa
(High Performance Liquid Chromatography, HPLC)
(16) lub wysokosprawng elektroforeze kapilarng (High
Performance Capillary Electrophoresis, HPCE). Wada
tych technik jest wymdg wykorzystania do analiz du-
zej 1loSci, wysokiej jakosci genomowego DNA (40).
Innym rozwigzaniem w globalnej analizie metylacji
jest analiza wzoréw metylacji powtarzalnych sekwencji
DNA. Elementy takie, jak Alu i LINE1, reprezentuja
pule tysiecy loci genomowych, dzigki czemu zawarto$¢
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metylocyzony w ich sekwencjach wykorzystywana jest
do oceny globalnego poziomu metylacji DNA (52).
Analiza stopnia metylacji poszczegdlnych genow
wymaga amplifikacji sekwencji docelowej. W zwigzku
z tym, ze polimerazy DNA stosowane w reakcji PCR
(Polymerase Chain Reaction) nie odrézniaja cytozyny
od metylocytozyny, konieczne jest zastosowanie specy-
ficznych wzgledem zmetylowanych cytozyn enzymow
restrykcyjnych (Methylation Sensitive Restriction
Enzymes, MSRE) lub zwigzkéw chemicznych prze-
ksztatcajacych niezmetylowane cytozyny w pochodne
(przyktadowo wodorosiarczan sodu) umozliwiajace
ich rozréznienie. Metod¢ MSRE mozna stosowac,
gdy zaklada si¢ znaczny udzial 5SmC w badanych
fragmentach DNA, natomiast nie jest to technika re-
komendowana do analizy hipometylacji promotorow
genow (28). Powszechnie stosowanym rozwigzaniem
w analizie metylacji DNA na poziomie sekwencji jest
amplifikacja 1 sekwencjonowanie DNA traktowanego
bisulfitem (Bisulfite Sequencing Polymerase Chain
Reaction, BS-PCR). W technice tej amplifikacj¢ ma-
trycy DNA poprzedza konwersja niezmetylowanych
cytozyn do uracylu, w reakcji jednoniciowego DNA
z wodorosiarczanem sodu. Podczas reakcji PCR po-
wstaty wczesniej uracyl zastgpowany jest tyming, na-
tomiast SmC nie podlegajaca konwersji amplifikowana
jest jako cytozyna. Uzyskane produkty amplifikacji
moga by¢ bezposrednio sekwencjonowane rutynowo
stosowang metoda Sangera, umozliwiajac oceng¢ ja-
kosciowa metylacji DNA. Produkty reakcji BS-PCR
moga tez zosta¢ sklonowane w komorkach bakteryj-
nych, a nast¢pnie zsekwencjonowane, dostarczajac
informacji niezbednych do okreslenia wzoru metylacji
z doktadnoscia do jednego nukleotydu oraz ilo§ciowego
udziatu metylowanych cytozyn. Dodatkowo analiza
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powtarzalnych DNA

— BS-PCR elementow
—HPLC
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Wykorzystujgca technologie mikromacierzy: - WGBS
— MeDIP-chip; MIRA; DMH - RRBS
— MBD-seq
Nie wykorzystujgca technologii mikromacierzy: — MethylCap-seq
— MSDK (methylation-specific digital karyotyping) — MRE-seq
— RLGS (restriction landmark genome scanning) — MeDIP-seq
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- MSP — BS-PCR w potaczeniu
— Methyl Light z sekwencjonowaniem
sklonowanych produktow
— pirosekwencjonowanie DNA
traktowanego bisulfitem
— MALDI-TOF MS
— MS-HRM

Ryec. 1. Schemat przedstawiajacy klasyfikacje metod analizy metylacji DNA (40)
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sekwencji produktow BS-PCR pozwala oceni¢ stopien
konwersji bisulfitowej w badanej probce i rownoczesnie
umozliwia wykrycie polimorfizmow w sekwencji DNA.
Mankamentem metody oceny metylacji DNA bazujace;j
na traktowaniu DNA wodorosiarczynem sodowym jest
wystepowanie w sekwencjach po konwersji stosunkowo
dtugich (> 9 zasad) ciagdé6w poli-T, co prowadzi¢ moze
do niespecyficznego przylaczania starterow w reakcji
PCR lub btedow polimerazy w inkorporacji nukleoty-
dow w trakcie elongacji tancucha DNA. Efektem tego
jest mniej wydajny proces amplifikacji i trudno$ci w re-
akcji sekwencjonowania metoda Sangera. Do analizy
sekwencji produktow BS-PCR wykorzystuje si¢ takze
pirosekwencjonowanie. Sekwencjonowanie w czasie
rzeczywistym pozwala na uzyskanie wynikow nie tylko
jakosciowych, ale takze przeprowadzenie ilosciowe;j
analizy metylacji dla maksymalnie 10 miejsc CpG
w badanym fragmencie DNA. Do technik wykorzy-
stujacych wodorosiarczan sodu oraz amplifikacje¢ PCR
do oceny metylacji DNA zaliczy¢ mozna rowniez me-
tylo-specyficzny PCR-MSP (z zastosowaniem dwoch
typow starteréw specyficznych do zmetylowanych
oraz niezmetylowanych miejsc CpG) (22) oraz metode
bisulfitowa polaczong z analiza restrykcyjng — COBRA
(Combined Bisulfite Restriction Analysis) (51). Kolejng
grupe metod stanowig techniki oparte na reakcji am-
plifikacji w czasie rzeczywistym, w tym metoda ana-
lizy krzywej topnienia fragmentéw DNA trawionych
restryktazami wrazliwymi na metylacje — MS-HRM
(Methylation Sensitive High Resolution Melting) (49)
oraz metoda Methy Light PCR, wykorzystujaca wigza-
nie sond typu TagMan do badania poziomu metylacji
w obrgbie danego locus (33).

Techniki badain metylacji DNA wykorzystujace
wysokoprzepustowa analize genomu

Rozwoj technologii sekwencjonowania nowej ge-
neracji (Next Generation Sequencing, NGS) dat spo-
sobnos$¢ analizy metylacji sekwencji nukleotydowej
w skali calego genomu (analizy metylomu). Obecnie
dostepnych jest kilka podejs¢ metodycznych pozwala-
jacych na analize metylomu, ktore w gtoéwnej mierze
oparte s3 o NGS badz technologie badan na mikroma-
cierzach DNA (38). W zakresie technik analiz metylomu
wykorzystujacych NGS wyrdznia si¢ metody oparte na
»wzbogacaniu” analizowanej frakcji regiondow DNA
w sekwencje o podwyzszonej zawartosci dinukleoty-
dow CpG, poprzez uzycie przeciwcial przeciwko 5-me-
tylocytozynie (SmC) (technika MeDIP-seq, Methylated
DNA Immuno-Precipitation Sequencing) (44) lub za-
stosowanie domen wigzacych metylowane sekwencje
CpG (technika MBD-seq (Methylated DNA Binding
Domain Sequencing) oraz metoda MethylCap-seq
(Methyl Capture Sequencing) (5, 39). Inng z metod jest
technika MRE-seq (Methylation-sensitive Restriction
Enzyme Sequencing), ktora do selekcji regionow
bogatych w miejsca CpG wykorzystuje enzymy re-
strykcyjne wrazliwe na metylacje (1). Kolejng grupe
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stanowig metody NGS oparte na sekwencjonowaniu
DNA po konwersji bisulfitowej, w ktorej wyrdznia si¢
metode WGBS (Whole Genome Bisulfite Sequencing)
pozwalajacg na oceng metylacji petnej sekwencji catego
genomu oraz technik¢ RRBS (Reduced Representation
Bisulfite Sequencing) nakierowang na analiz¢ metyla-
cji frakcji genomu bogatej w dinukleotydy CpG (29).
Dostepne techniki oparte na NGS zapewniaja doktadny
pomiar poziomu metylacji DNA 1 moga by¢ stosowa-
ne do wykrywania regionéw o rdznicowej metylacji
w badaniach klinicznych (4). Wymienione metody
pozwalaja w duzej mierze na uzyskanie porownywal-
nych wynikow w zakresie poziomu metylacji. Metody
te charakteryzuja si¢ jednak réznicami pod wzgle-
dem uzyskiwanej informacji o stopniu pokrycia CpG
w analizowanych regionach genomu oraz zdolnosci
do wykrywania metylo-cytozyny w miejscach innych
niz dinukleotydy CpG (21). Pod wzgledem doktad-
nosci metody oparte na konwersji wodorosiarczanem
(RRBS, mikromacierze metylacyjne typu Infinium) sa
nieco lepsze niz metody wykorzystujace wzbogacanie
sekwencjonowanych regionow DNA 1 nie wymagaja
dodatkowej korekty odnosnie do zawartosci par CG. Co
wigcej, analiza porownawcza wykazata, iz zastosowanie
metody MethylCap pozwala na wykrycie mniej wigcej
dwukrotnie wiekszej liczby regionéw o roéznicowej
metylacji anizeli uzycie metody MeDIP. RRBS, pod
wzgledem wydajnosci wykrywania regionéow o rdz-
nicowej metylacji (Differentially Methylated Region,
DMR) jest metoda plasujacg si¢ pomiedzy technikami
MethylCap 1 MeDIP, natomiast zastosowanie technolo-
gii mikromacierzy metylacyjnych typu Infinium umoz-
liwia wykrycie zaledwie 20% DMR zidentyfikowanych
zuzyciem metod opartych na sekwencjonowaniu NGS
(4). Zastosowanie mikromacierzy do analizy poziomu
metylacji uzasadnione jest zatem w przypadku duzej
liczby prob oraz w odniesieniu do badan zmian pozio-
mu metylacji w petni scharakteryzowanych genow (7).

W grupie metod wykorzystujacych sekwencjono-
wanie DNA po konwersji bisulfitowej technika WGBS
pozwala na doktadng analize poziomow metylacji dla
kazdej cytozyny w genomie i generuje kompletne mapy
metylomu, jednak ze wzgledu na wymagang doktadnos¢
sekwencjonowania (gltebokos$¢ pokrycia oznaczang
liczbg dopasowanych odczytéw sekwencyjnych) jest
stosunkowo kosztowna. Czgsciej stosowanym roz-
wigzaniem jest analiza metylacji z uzyciem techniki
RRBS, ktéra obniza koszty sekwencjonowania poprzez
analizg reprezentatywnej czg¢sci genomu w odniesieniu
do regionow bogatych w sekwencje CpG. Prezentowane
podejscie umozliwia analiz¢ okoto 85% wszystkich
wysp CpG i promotoréw w przyblizeniu 60% gendw, co
wiecej, wymaga niewielkiej ilosci wyjsciowego DNA
(20). Oczywistg wada techniki RRBS jest fakt, iz nie
uwzglednia ona wszystkich miejsc genomu bogatych
w sekwencje CpG oraz wymusza koniecznos$¢ analizy
uzyskanych danych z wykorzystaniem specjalnych
programow bioinformatycznych.
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Kazda z przedstawionych technik ma swoje wady
zalety, nie bedac uniwersalng w odniesieniu do typu

materiatu badawczego i celu planowanych analiz
(ryc. 1). Wybierajac odpowiednig metodg analizy nale-
zy uwzglednic ilos¢ dostepnego DNA, rodzaj i jakos¢
analizowanych prob, jak rowniez czuto$¢ oraz specy-
ficzno$¢ stosowanej metody.
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