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Postęp w sekwencjonowaniu DNA umożliwił pozna-
nie sekwencji genomów wielu gatunków ssaków oraz 
ich opis pod względem obecności genów, markerów ge-
netycznych, sekwencji powtarzalnych, polimorfizmów 
DNA oraz wielu innych cech sekwencji nukleotydowej, 
które podlegają dziedziczeniu. Znajomość sekwencji 
genomów ssaków dała równocześnie podstawę dla 
badań z zakresu zarówno genomiki funkcjonalnej, jak 
i epigenetyki.

Epigenetycznym mechanizmem regulowania ekspre-
sji genomów ssaków są modyfikacje chemiczne białek 
histonowych, które wpływają na zmiany w strukturze 
chromatyny (dostępność genomu dla maszynerii trans-
krypcyjnej) i są ściśle powiązane z modyfikacją kwasów 
nukleinowych, polegającą na metylacji DNA. Od nie-
dawna do czynników regulacji epigenetycznej zalicza 
się także białka prionowe i interferujące RNA (19, 42).

Metylacja DNA jest jedną z  najlepiej poznanych 
modyfikacji epigenetycznych, polegającą na przy-
łączaniu grupy metylowej (CH3) do węgla w  piątej 
pozycji pierścienia cytozyny. W  prawidłowym DNA 
około 70-80% dinukleotydów CpG charakteryzuje się 
obecnością 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-
kości 500-5000 pz, umiejscowione w rejonach promo-
torów genów lub w ich sąsiedztwie (3, 37). Wiadomo 
obecnie, iż znaczna część metylowanych wysp CpG 
zlokalizowana jest w obrębie sekwencji niekodujących, 
w sekwencjach powtórzonych, centromerach i sekwen-
cjach satelitarnych, natomiast niemetylowane wyspy 
CpG zlokalizowane są przede wszystkim w regionach 
genomu kodujących geny aktywne transkrypcyjnie 
(2). Metylacja DNA następuje po procesie replikacji, 
w obecności enzymu metylotransferazy DNA (DNMT) 
i  S-adenozylometioniny (SAM), jako donora grupy 
metylowej (23, 41). Grupa poznanych do tej pory me-
tylotrasferaz obejmuje kilka białek enzymatycznych, 
w  tym: DNMT1, DNMT1b, DNMT1o, DNMT1p, 
DNMT2, DNMT3a oraz DNMT3b z  jego izoformą 
i DNMT3L (34). Aktywność każdej z metylotransferaz 
kontrolowana jest przez odmienne mechanizmy regu-
lacyjne, a same enzymy zaangażowane są w odmienne 
procesy biologiczne. Wyróżnia się dwie główne pod-
grupy tych enzymów. Pierwsza obejmuje de novo me-
tylotransferazy (przykładowo DNMT3a) zaangażowane 
w tworzenie specyficznego wzorca metylacji podczas 
gametogenezy i we wczesnym etapie rozwoju zarodka. 
Druga składa się z  DNMT-az odpowiedzialnych za 
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utrzymanie wzoru metylacji w czasie podziału komór-
ki, poprzez specyficzną metylację hemimetylowanego 
DNA (przykładowo DNMT1) (17).

Metylacja DNA w komórkach nowotworowych
Komórki somatyczne organizmów eukariotycznych 

charakteryzują się określonym wzorem metylacji, który 
podczas podziałów mitotycznych przekazywany jest 
komórkom potomnym (50). Zmiany dziedziczonego 
wzorca metylacji, w złożonym procesie transformacji 
nowotworowej, mogą prowadzić do zaburzeń w pro-
filu ekspresji genów i w rezultacie przyczyniać się do 
dalszej neoplastycznej transformacji tkanek. Metylacja 
DNA w procesie kancerogenezy może także skutkować 
powstaniem mutacji punktowych, jako wynik metylacji 
cytozyny, a następnie spontanicznej deaminacji 5-me-
tylocytozyny do tyminy (35). W ludzkich komórkach 
nowotworowych tranzycje C>T w  obrębie dinukle-
otydów CpG stanowią 25% mutacji genowych (15). 
Podczas nowotworzenia w  procesie metylacji DNA 
mogą wystąpić dwa główne typy zaburzeń, których 
efekt przejawia się w zmianie aktywności transkryp-
cyjnej genów. Zaburzenia te mogą być konsekwencją 
przyłączenia grup metylowych do cytozyn w nieme-
tylowanych sekwencjach DNA (metylacja de novo), 
skutkując wzrostem stopnia metylacji (hipermetylacja) 
lub być wynikiem demetylacji, czyli obniżenia poziomu 
metylacji DNA (hipometylacja) (13, 35, 48).

Hipermetylacja wysp CpG  
w transformacji nowotworowej

Lokalna hipermetylacja wysp CpG istotna w procesie 
transformacji nowotworowej związana jest z rejonami 
promotorowymi genów supresorowych transformacji 
nowotworowej (Tumor Suppressor Gene, TSG). Są to 
przede wszystkim geny białek związanych z regulacją 
cyklu komórkowego, apoptozy i  naprawą DNA, ale 
również geny, których produkty białkowe zaangażowa-
ne są w takie procesy, jak różnicowanie, angiogeneza, 
detoksykacja czy oporność na leki (10). Konsekwencje 
wyciszenia tych genów są oczywiste. Po pierwsze, 
komórka pozbawiona zostaje niezbędnych ograniczeń 
w proliferacji, co więcej – zaburzeniom podlega pro-
gram apoptozy, a  ograniczenie wydajności naprawy 
DNA może dodatkowo przyczynić się do dalszej aku-
mulacji mutacji somatycznych.

Hipermetylacja genów supresorów nowotworowych, 
jest charakterystyczna dla wielu typów nowotworów 
występujących u ludzi, w tym m.in. guzów jelita gru-
bego, jąder, jajnika, a  także białaczki szpikowej (14, 
27). Co ciekawe, zaobserwowano, iż pewne geny są 
powszechnie metylowane w wielu rodzajach nowotwo-
rów. Dla przykładu, gen supresorowy THBS1 jest często 
wyciszany na drodze metylacji promotora w raku okręż-
nicy (36) czy w przypadku nerwiaka (53). Inne geny 
są natomiast metylowane tylko w określonych typach 
guzów, jak na przykład gen GSTP1. Hipermetylację 
promotora tego genu odnotowano w ponad 90% przy-

padków raka prostaty, z drugiej strony, w dużej mierze 
jest on niemetylowany w  ostrej białaczce szpikowej 
(25, 30). Istnieje szereg przykładów nowotworów cha-
rakteryzujących się większym lub mniejszym stopniem 
hipermetylacji jednego lub większej liczby genów. 
Jednym z  bardziej szczegółowo opisanych jest rak 
płuc, w którym do 2002 r. zidentyfikowano ponad 40 
genów charakteryzujących się zmianami w poziomie 
metylacji DNA (46).

Określenie zmian epigenetycznych może posłużyć 
do opracowania paneli genów, u  których metylacja 
promotorów może być skorelowana z  wystąpieniem 
danego schorzenia. Dla przykładu, badania przeprowa-
dzone przez Melnikov i wsp. (31) pozwoliły opracować 
zestaw biomarkerów (BRCA1, CCND2, CDKN1A, 
GSTP, MYF3, RPL15 i TRANCE) dla zmian metylacji, 
który może zostać wykorzystany w diagnostyce raka 
kolczystokomórkowego skóry. Ponadto, hipermetylacja 
niektórych genów supresji nowotworowej korelowana 
jest ze stadium rozwoju choroby i z gorszym rokowa-
niem w różnych typach nowotworów. Dla przykładu, 
hipermetylację regionu promotorowego genu THBS1 
wykryto w przerzutach guzów litych do mózgu, takich 
jak czerniaka czy raka płuc (18). Z kolei hipermetylację 
RASSF1A wykryto w stadium IV, ale nie obserwowano 
w I i II etapie progresji czerniaka. Sugeruje to, że zmia-
ny w poziomie metylacji promotora RASSF1A mogą 
być w przyszłości wykorzystane jako jeden z markerów 
progresji nowotworu (45).

Hipometylacja wysp CpG  
w transformacji nowotworowej

Demetylacja wysp CpG związana z  procesem no-
wotworzenia najczęściej dotyczy sekwencji powta-
rzalnych, występujących w obrębie heterochromatyny, 
retrotranspozonów, a  także endogennych elementów 
retrowirusowych. Konsekwencją tego procesu może 
być ogólna destabilizacja genomu, wynikająca z  ak-
tywacji mobilnych elementów genetycznych lub 
powstawanie mutacji będących następstwem niepra-
widłowej rekombinacji tandemowych powtórzeń (6, 
11, 27). Hipometylacja DNA przyczynia się również 
do nadekspresji protoonkogenów, czynników wzrostu 
i  genów, których produkty białkowe zaangażowane 
są w proliferację komórek nowotworowych oraz ich 
inwazję i przerzuty (43). Obniżenie poziomu metylacji 
DNA zostało zaobserwowane między innymi w przy-
padku raka wątroby (26) oraz raka szyjki macicy (24). 
Co więcej, globalna hipometylacja DNA występująca 
w takich nowotworach, jak rak piersi, rak szyjki macicy 
i mózgu, wzrasta wraz ze stopniem złośliwości guza 
(12). W procesie kancerogenezy często obserwowanym 
zjawiskiem jest demetylacja sekwencji LINE (Long 
Interspersed Nuclear Elements). Dostępne wyniki badań 
(28) wskazują, iż hipometylacja w obrębie promotora 
LINE1 może prowadzić do zwiększenia jego transkryp-
cji in vivo oraz transpozycji jego elementów do nowych 
loci genomu, skutkując powstaniem nowych mutacji 
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somatycznych. Omawiany problem dotyczy między 
innymi protoonkogenu CMYC oraz genu APC inakty-
wowanych przez insercję de novo elementów LINE1, 
odpowiednio, w raku piersi i okrężnicy (9).

Chociaż globalna hipometylacja DNA okazała się 
stosunkowo częstym zjawiskiem w przypadku wielu 
nowotworów, to informacje dotyczące docelowych 
genów regulowanych przez hipometylację w  tych 
schorzeniach są nieliczne. Badania ostatnich lat dowo-
dzą wyraźnego udziału demetylacji DNA w aktywacji 
genów w komórkach nowotworowych, w tym genów, 
o możliwym działaniu onkogennym. Przykład stanowi 
gen R-RAS w raku żołądka (32) czy WNT5A, CRIP1 
i S100P w raku prostaty (47).

Metody oznaczania metylacji DNA
Obecnie dostępnych jest wiele technik umożliwia-

jących jakościowe i  ilościowe oznaczenie metylocy-
tozyny (5mC) w DNA, zarówno w obrębie pojedyn-
czych genów, jak i całego genomu (ryc. 1). Globalna 
metylacja może dostarczyć wstępnych informacji na 
temat zmian w całkowitej liczbie metylocytozyn w wy-
spach CpG. Ocenia się ją w głównej mierze poprzez 
określenie stosunku 5mC do niemetylownej cytozyny 
w badanej próbce DNA. Do tych celów wykorzystać 
można wysokosprawną chromatografię cieczową 
(High Performance Liquid Chromatography, HPLC) 
(16) lub wysokosprawną elektroforezę kapilarną (High 
Performance Capillary Electrophoresis, HPCE). Wadą 
tych technik jest wymóg wykorzystania do analiz du-
żej ilości, wysokiej jakości genomowego DNA (40). 
Innym rozwiązaniem w  globalnej analizie metylacji 
jest analiza wzorów metylacji powtarzalnych sekwencji 
DNA. Elementy takie, jak Alu i LINE1, reprezentują 
pulę tysięcy loci genomowych, dzięki czemu zawartość 

metylocyzony w ich sekwencjach wykorzystywana jest 
do oceny globalnego poziomu metylacji DNA (52).

Analiza stopnia metylacji poszczególnych genów 
wymaga amplifikacji sekwencji docelowej. W związku 
z tym, że polimerazy DNA stosowane w reakcji PCR 
(Polymerase Chain Reaction) nie odróżniają cytozyny 
od metylocytozyny, konieczne jest zastosowanie specy-
ficznych względem zmetylowanych cytozyn enzymów 
restrykcyjnych (Methylation Sensitive Restriction 
Enzymes, MSRE) lub związków chemicznych prze-
kształcających niezmetylowane cytozyny w pochodne 
(przykładowo wodorosiarczan sodu) umożliwiające 
ich rozróżnienie. Metodę MSRE można stosować, 
gdy zakłada się znaczny udział 5mC w  badanych 
fragmentach DNA, natomiast nie jest to technika re-
komendowana do analizy hipometylacji promotorów 
genów (28). Powszechnie stosowanym rozwiązaniem 
w analizie metylacji DNA na poziomie sekwencji jest 
amplifikacja i sekwencjonowanie DNA traktowanego 
bisulfitem (Bisulfite Sequencing Polymerase Chain 
Reaction, BS-PCR). W technice tej amplifikację ma-
trycy DNA poprzedza konwersja niezmetylowanych 
cytozyn do uracylu, w  reakcji jednoniciowego DNA 
z wodorosiarczanem sodu. Podczas reakcji PCR po-
wstały wcześniej uracyl zastępowany jest tyminą, na-
tomiast 5mC nie podlegająca konwersji amplifikowana 
jest jako cytozyna. Uzyskane produkty amplifikacji 
mogą być bezpośrednio sekwencjonowane rutynowo 
stosowaną metodą Sangera, umożliwiając ocenę ja-
kościową metylacji DNA. Produkty reakcji BS-PCR 
mogą też zostać sklonowane w komórkach bakteryj-
nych, a  następnie zsekwencjonowane, dostarczając 
informacji niezbędnych do określenia wzoru metylacji 
z dokładnością do jednego nukleotydu oraz ilościowego 
udziału metylowanych cytozyn. Dodatkowo analiza 

Ryc. 1. Schemat przedstawiający klasyfikację metod analizy metylacji DNA (40)
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sekwencji produktów BS-PCR pozwala ocenić stopień 
konwersji bisulfitowej w badanej próbce i równocześnie 
umożliwia wykrycie polimorfizmów w sekwencji DNA. 
Mankamentem metody oceny metylacji DNA bazującej 
na traktowaniu DNA wodorosiarczynem sodowym jest 
występowanie w sekwencjach po konwersji stosunkowo 
długich (> 9 zasad) ciągów poli-T, co prowadzić może 
do niespecyficznego przyłączania starterów w reakcji 
PCR lub błędów polimerazy w inkorporacji nukleoty-
dów w trakcie elongacji łańcucha DNA. Efektem tego 
jest mniej wydajny proces amplifikacji i trudności w re-
akcji sekwencjonowania metodą Sangera. Do analizy 
sekwencji produktów BS-PCR wykorzystuje się także 
pirosekwencjonowanie. Sekwencjonowanie w czasie 
rzeczywistym pozwala na uzyskanie wyników nie tylko 
jakościowych, ale także przeprowadzenie ilościowej 
analizy metylacji dla maksymalnie 10 miejsc CpG 
w  badanym fragmencie DNA. Do technik wykorzy-
stujących wodorosiarczan sodu oraz amplifikację PCR 
do oceny metylacji DNA zaliczyć można również me-
tylo-specyficzny PCR-MSP (z zastosowaniem dwóch 
typów starterów specyficznych do zmetylowanych 
oraz niezmetylowanych miejsc CpG) (22) oraz metodę 
bisulfitową połączoną z analizą restrykcyjną – COBRA 
(Combined Bisulfite Restriction Analysis) (51). Kolejną 
grupę metod stanowią techniki oparte na reakcji am-
plifikacji w czasie rzeczywistym, w tym metoda ana-
lizy krzywej topnienia fragmentów DNA trawionych 
restryktazami wrażliwymi na metylację – MS-HRM 
(Methylation Sensitive High Resolution Melting) (49) 
oraz metoda Methy Light PCR, wykorzystująca wiąza-
nie sond typu TaqMan do badania poziomu metylacji 
w obrębie danego locus (33).

Techniki badań metylacji DNA wykorzystujące 
wysokoprzepustową analizę genomu

Rozwój technologii sekwencjonowania nowej ge-
neracji (Next Generation Sequencing, NGS) dał spo-
sobność analizy metylacji sekwencji nukleotydowej 
w skali całego genomu (analizy metylomu). Obecnie 
dostępnych jest kilka podejść metodycznych pozwala-
jących na analizę metylomu, które w głównej mierze 
oparte są o NGS bądź technologię badań na mikroma-
cierzach DNA (38). W zakresie technik analiz metylomu 
wykorzystujących NGS wyróżnia się metody oparte na 
„wzbogacaniu” analizowanej frakcji regionów DNA 
w sekwencje o podwyższonej zawartości dinukleoty-
dów CpG, poprzez użycie przeciwciał przeciwko 5-me-
tylocytozynie (5mC) (technika MeDIP-seq, Methylated 
DNA Immuno-Precipitation Sequencing) (44) lub za-
stosowanie domen wiążących metylowane sekwencje 
CpG (technika MBD-seq (Methylated DNA Binding 
Domain Sequencing) oraz metoda MethylCap-seq 
(Methyl Capture Sequencing) (5, 39). Inną z metod jest 
technika MRE-seq (Methylation-sensitive Restriction 
Enzyme Sequencing), która do selekcji regionów 
bogatych w  miejsca CpG wykorzystuje enzymy re-
strykcyjne wrażliwe na metylację (1). Kolejną grupę 

stanowią metody NGS oparte na sekwencjonowaniu 
DNA po konwersji bisulfitowej, w której wyróżnia się 
metodę WGBS (Whole Genome Bisulfite Sequencing) 
pozwalającą na ocenę metylacji pełnej sekwencji całego 
genomu oraz technikę RRBS (Reduced Representation 
Bisulfite Sequencing) nakierowaną na analizę metyla-
cji frakcji genomu bogatej w dinukleotydy CpG (29). 
Dostępne techniki oparte na NGS zapewniają dokładny 
pomiar poziomu metylacji DNA i mogą być stosowa-
ne do wykrywania regionów o  różnicowej metylacji 
w  badaniach klinicznych (4). Wymienione metody 
pozwalają w dużej mierze na uzyskanie porównywal-
nych wyników w zakresie poziomu metylacji. Metody 
te charakteryzują się jednak różnicami pod wzglę-
dem uzyskiwanej informacji o stopniu pokrycia CpG 
w  analizowanych regionach genomu oraz zdolności 
do wykrywania metylo-cytozyny w miejscach innych 
niż dinukleotydy CpG (21). Pod względem dokład-
ności metody oparte na konwersji wodorosiarczanem 
(RRBS, mikromacierze metylacyjne typu Infinium) są 
nieco lepsze niż metody wykorzystujące wzbogacanie 
sekwencjonowanych regionów DNA i nie wymagają 
dodatkowej korekty odnośnie do zawartości par CG. Co 
więcej, analiza porównawcza wykazała, iż zastosowanie 
metody MethylCap pozwala na wykrycie mniej więcej 
dwukrotnie większej liczby regionów o  różnicowej 
metylacji aniżeli użycie metody MeDIP. RRBS, pod 
względem wydajności wykrywania regionów o  róż-
nicowej metylacji (Differentially Methylated Region, 
DMR) jest metodą plasującą się pomiędzy technikami 
MethylCap i MeDIP, natomiast zastosowanie technolo-
gii mikromacierzy metylacyjnych typu Infinium umoż-
liwia wykrycie zaledwie 20% DMR zidentyfikowanych 
z użyciem metod opartych na sekwencjonowaniu NGS 
(4). Zastosowanie mikromacierzy do analizy poziomu 
metylacji uzasadnione jest zatem w przypadku dużej 
liczby prób oraz w odniesieniu do badań zmian pozio-
mu metylacji w pełni scharakteryzowanych genów (7).

W grupie metod wykorzystujących sekwencjono-
wanie DNA po konwersji bisulfitowej technika WGBS 
pozwala na dokładną analizę poziomów metylacji dla 
każdej cytozyny w genomie i generuje kompletne mapy 
metylomu, jednak ze względu na wymaganą dokładność 
sekwencjonowania (głębokość pokrycia oznaczaną 
liczbą dopasowanych odczytów sekwencyjnych) jest 
stosunkowo kosztowna. Częściej stosowanym roz-
wiązaniem jest analiza metylacji z użyciem techniki 
RRBS, która obniża koszty sekwencjonowania poprzez 
analizę reprezentatywnej części genomu w odniesieniu 
do regionów bogatych w sekwencje CpG. Prezentowane 
podejście umożliwia analizę około 85% wszystkich 
wysp CpG i promotorów w przybliżeniu 60% genów, co 
więcej, wymaga niewielkiej ilości wyjściowego DNA 
(20). Oczywistą wadą techniki RRBS jest fakt, iż nie 
uwzględnia ona wszystkich miejsc genomu bogatych 
w sekwencje CpG oraz wymusza konieczność analizy 
uzyskanych danych z  wykorzystaniem specjalnych 
programów bioinformatycznych.
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Każda z przedstawionych technik ma swoje wady 
i zalety, nie będąc uniwersalną w odniesieniu do typu 
materiału badawczego i  celu planowanych analiz 
(ryc. 1). Wybierając odpowiednią metodę analizy nale-
ży uwzględnić ilość dostępnego DNA, rodzaj i jakość 
analizowanych prób, jak również czułość oraz specy-
ficzność stosowanej metody.
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