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Streszczenie: Pigtnowanie genomowe jest zjawiskiem epigenetycznym powodujacym, ze niektore
geny ulegaja ekspresji zaleznej od pochodzenia rodzicielskiego. W genach podlegajacych takiej
regulacji ekspresja zachodzi albo z allela matczynego, albo z allela ojcowskiego. Pigtnowane geny
odgrywaja wazng role we wzrastaniu i rozwoju organizmu. Sg one zlokalizowane w domenach kon-
trolowanych przez centra pigtnowania (ICR). W allelospecyficzng ekspresj¢ genow sa zaangazowane
epigenetyczne modyfikacje, miedzy innymi metylacja DNA. Proces pigtnowania jest najczesciej
regulowany za pomocg dwoch réznych mechanizméw: poprzez dziatanie ,,izolatora” lub niekodu-
jacego RNA. Zaburzenia w regulacji procesu pigtnowania uczestniczg w patogenezie réoznych chordb
czlowieka. W pracy omdowiono role pietnowanych gendw, mechanizmoéw pietnowania oraz wplywu
zaburzen tego procesu na rozwoj organizmu czlowieka na przykladzie regionu 11p15.

Stowa kluczowe: pigtnowanie genomowe, pigtnowane geny, epigenetyka, region 11p15

Summary: Genomic imprinting is an epigenetic phenomenon leading to the parental-origin-specific
expression of some genes. In genes regulated in this mode, expression is either from maternal or pater-
nal allele. Imprinted genes are important for growth and development. They are localized in domains
controlled by imprinting control regions (ICR). Epigenetic modifications, i.e. DNA methylation, are
involved in the allele-specific expression. Imprinting is generally regulated by two distinct mecha-
nisms: through the effect of insulator or noncoding RNA. Disturbances in imprinting are involved in
pathogenesis of different human disorders. In this work information about the role of imprinted genes,
mechanisms of imprinting and the influence of the imprinting dysregulation on human development
based on example of 11p15 region is presented.
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PIETNOWANIE GENOMOWE

Epigenetyka dotyczy mechanizmow ekspresji gendw, w ktore nie sg zaanga-
zowane zmiany w sekwencji DNA. Jednym z kluczowych dla rozwoju organizmu
przyktadow regulacji epigenetycznej jest zjawisko pigtnowania genomowego (ang.
genomic imprinting), powodujace, ze niektore geny ulegaja ekspresji zaleznej od
pochodzenia rodzicielskiego [13]. W tej samej komorce ekspresja jednego z dwoch
alleli rodzicielskich jest hamowana przez modyfikacje epigenetyczne, podczas gdy
drugi allel ulega ekspresji. W genach podlegajacych takiej regulacji ekspresja za-
chodzi albo z allela matczynego, albo z allela ojcowskiego. Dowod na istnienie
tego zjawiska uzyskano w latach osiemdziesiatych za pomoca serii doswiadczen
wykonanych na myszach. Po uzyskaniu zarodkéw mysich w wyniku mikromanipu-
lacyjnego podawania przedjadrza do oocytu okazato si¢, ze dwa przedjadrza zen-
skie w oocycie lub dwa przedjadrza meskie w oocycie nie rozwijaly si¢ prawidlowo
i obumieraly mimo prawidtowej liczby chromosomoéw. W wyniku tego ekspery-
mentu wykazano, ze geny ojcowskie i matczyne nie sg funkcjonalnie rownowaz-
ne i do prawidtowego rozwoju embrionu niezbedna jest zardwno kopia matczyna,
jak 1ojcowska [25]. U ssakoéw zidentyfikowano okoto 150 pigtnowanych genow
[37]. Wigkszos¢ z tych gendéw zlokalizowana jest obok siebie, tworzac domeny
podlegajace regulacji przez centra pigtnowania (ang. Imprinting Control Regions,
ICRs) [34]. W allelospecyficzng ekspresj¢ genow sg zaangazowane epigenetyczne
modyfikacje, czyli modyfikacje powodujace zmiang genomu inng niz zmiana se-
kwencji nukleotydow w DNA (m. in. metylacja DNA, metylacja i acetylacja histo-
néw). Do najlepiej poznanych modyfikacji nalezy metylacja DNA, ktora dotyczy
cytozyn znajdujacych si¢ w ugrupowaniach dwunukleotydow CpG (wyspy CpG).
Proces metylacji DNA odbywa si¢ przy udziale metylotransferaz DNA (ang. DNA
Methyltransferases, DNMTs) [5]. Monoalleliczna ekspresja jest osiagana za pomoca
odmiennych modyfikacji ICRs na allelu ojcowskim i matczynym. Metylacja wysp
CpG prowadzi do hamowania ekspresji genow, natomiast brak metylacji umozliwia
przej$cie chromatyny w stan aktywny i rozpoczgcie transkrypcji [1].

CYKL PIETNOWANIA

Pigtnowanie genomowe jest wieloetapowym procesem, w ktorym pigtna sg usu-
wane i na nowo nadawane w kazdym pokoleniu. Pi¢tna sg wymazywane w pierwot-
nych komorkach ptciowych. Moga by¢ one tracone podczas pasywnej demetylacji
DNA przy braku aktywnosci metylotransferazy DNMT1 lub moga by¢ aktywnie
usuwane przy udziale biatek TET (ang. Ten-Eleven Translocation proteins) [15]. Po-
nowne ustanawianie pi¢tna ma miejsce w trakcie oogenezy i spermatogenezy. Piet-
no jest nadawane zgodnie z plcig, inny jest jego wzor w oocycie i inny w plemniku.
W procesie ustalania pigtna uczestniczy metylotransferaza DNMT3A wraz z kofakto-
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rem DNMT3L [8, 16]. Po zaptodnieniu pi¢tno jest utrzymywane w blastocyscie, przy
udziale metylotransferazy DNMT1 oraz dodatkowych czynnikow, takich jak ZFP57,
PGC7/STELLA [22, 29]. Metylacyje pi¢tna nie sg usuwane w trakcie demetylacji ca-
fego genomu, jaka ma miejsce w trakcie wczesnych etapéw rozwoju embrionalnego.
Pigtna sa utrzymywane w komorkach somatycznych w ciggu catego zycia organizmu
[4, 18, 28].

EWOLUCJA ZJAWISKA EKSPRESJI GENOW ZALEZNEJ
OD ICH POCHODZENIA RODZICIELSKIEGO

Stan diploidalny, czyli posiadanie dwoch aktywnych kopii danego genu jest ko-
rzystne, gdyz w przypadku mutacji jednej kopii, ciagle istnieje druga prawidtowa
kopia genu. Z tego wzgledu monoalleliczna ekspresja pigtnowanych genow nie wy-
daje si¢ by¢ pozyteczna dla organizmu i korzysci ewolucyjne muszg przewazaé nad
zagrozeniami zwigzanymi z aktywnoscig tylko jednej kopii waznych dla rozwoju
organizmu gendw. Hipoteza konfliktu genetycznego proponuje wyjasnienie genezy
pigtnowania genomowego [27]. Zaktada ona, ze geny ulegajace ekspresji tylko z al-
lela ojcowskiego promuja wzrastanie ptodu poprzez maksymalne wykorzystanie
zasobow odzywczych matki, zwlaszcza w populacjach poligamicznych. Geny eks-
prymowane z allela matczynego hamuja nadmierny rozwdj ptodu poprzez limito-
wanie zasobow matki dostarczanych poprzez tozysko. Ma to na celu danie rownych
szans na rozw0j maksymalnej liczbie potomstwa posiadajacego jej geny. Zgodnie
7 tg teorig pietnowanie genomowe dotyczy gtdéwnie genow wptywajacych na wzra-
stanie ptodu, rozwoj tozyska oraz metabolizm sktadnikow odzywczych [32].

REGION 11p15 I EPIGENETYCZNE MECHANIZMY
JEGO REGULACJI

U cztowieka znajduje si¢ szereg pietnowanych regiondw w genomie, odgrywa-
jacych wazna role we wzrastaniu i rozwoju ptodu. Jednym z nich jest region 11p15,
ktory obejmuje dwie pigtnowane domeny: H19/IGF2 (domena ICR1) zlokalizowang
w regionie telomerowym oraz KCNQI1OT1/CDKNIC (domena ICR2) znajdujacy si¢
z regionie centromerowym (ryc. 1). Kazda z nich podlega kontroli wtasnego centrum
pietnowania: ICR1 w regionie telomerowym i ICR2 w regionie centromerowym. Re-
gion 11pl5 stanowi model badan nad regulacja pigtnowania genomowego ze wzgledu
na swoja specyfike. ICR1 i ICR2 maja odmienne wzory pietnowania: ICR1 jest jed-
nym z nielicznych regiondéw pigtnowanych na allelu ojcowskim, podczas gdy ICR2
jest pigtnowany na allelu matczynym. Ponadto, oba centra pi¢tnowania sg regulowane
za pomoca dwoch réznych mechanizmow. ICR1 dziata jako ,,izolator”, a ICR2 jest
promotorem dla regulatorowego niekodujacego RNA [21].
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RYCINA 1. Budowa oraz mechanizm regulacji regionu 11p15. Schemat przedstawia dwie pigtnowane
domeny: ICR1 (H19/IGF?2) oraz ICR2 (KCNQI1OT1/CDKNIC) na allelu matczynym i ojcowskim. Do-
mena ICR1 jest regulowana przy pomocy mechanizmu ,,izolatora”. Na allelu matczynym wigzanie bial-
ka CTCF do niemetylowanego centrum pigtnowania ICR1 uniemozliwia oddziatywanie wzmacniacza
na promotor genu /GF2. Na allelu ojcowskim metylacja blokuje wigzanie CTCF i wzmacniacz aktywuje
transkrypcje /GF2. Domena ICR2 jest regulowana poprzez oddzialywanie niekodujacego RNA. Cen-
trum pigtnowania ICR2 nie jest metylowane na allelu ojcowskim, co umozliwia produkcj¢ niekodujace-
go RNA (KCNQ1OT1I), ktére hamuje ekspresje genu CDKNIC. Metylacja ICR2 na allelu matczynym
uniemozliwia transkrypcj¢ genu KCNQI1OT1. W dolnej czgéci schematu przedstawiono centrum pigtno-
wania ICR1 z miejscami wigzania CTCF (gwiazdy), ZFP57 (kota) oraz OCT4/SOX2 (trojkaty)
FIGURE 1. 11pl5 region structure and regulation. Diagram presents two imprinting domains: ICR1
(H19/IGF2) and ICR2 (KCNQ1OTI1/CDKNIC) on maternal and paternal alleles. ICR1 domain is reg-
ulated by the insulator model. On maternal allele, the binding of CTCF to unmethylated ICR1 prevents
enhancers from accessing the /GF2 promoter. On paternal allele the metylation blocks CTCF binding
and the enhancer can activate the /GF2 transcription. ICR2 domain is regulated by non coding RNA.
ICR2 region is not methylated on paternal allele, allowing production of non coding RNA (KCNQI1OT1),
which blocks CDKNIC expression. ICR2 methylation on maternal allele prevents the KCNQIOT1 tran-
scription. In the lower part of the diagram ICR1 region with CTCF (stars), ZFP57 (circles) and
OCT4/SOX2 (triangles) binding sites is shown

BUDOWA DOMENY ICR1 (H19/1GF2)

W domenie ICR1 znajduje si¢ gen H19, ktory ulega ekspresji z allela matczy-
nego oraz gen insulinopodobnego czynnika wzrostu 2 (ang. Insulin-like Growth
Factor 2, IFG2) eksprymowany z allela ojcowskiego. Oba geny sg silnie ekspry-
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mowane podczas rozwoju embrionalnego, natomiast po urodzeniu ich ekspresja
jest hamowana w wigkszosci tkanek. Gen /GF2 koduje czynnik wzrostu odgry-
wajacy gtoéwna role w promowaniu wzrostu embrionu i tozyska. Produktem genu
H19 jest nickodujace RNA (ncRNA) i jego funkcja pozostaje niejasna, cho¢ wy-
kazano, ze moze dziala¢ jako supresor rozwoju nowotwordéw [38]. Ostatnie ba-
dania doprowadzity do obserwacji, ze w pierwszym eksonie H19 znajduje si¢ sil-
nie konserwowana sekwencja pre-mikroRNA (miR-675), z ktérej powstajg dwie
formy mikroRNA (miR-675-5p i miR-675-3p). Badania na myszach wykazaty,
ze miR-675-3p hamuje aktywno$¢ pigtnowanego genu /gf2, oddziatujac na jego
receptor /gf1r, co moze wptywac na ograniczenie wzrastania ptodu [19]. Doktad-
ny mechanizm oddziatywania na /gf1r nie jest jeszcze poznany. Udowodniono, ze
miR-675-3p wiaze si¢ do dwdch miejsc zlokalizowanych w regionie 3’UTR recepto-
ra Igfir. Ponadto zaobserwowano, ze zwigkszonemu poziomowi ekspresji miR-675
w tozysku towarzyszy zahamowanie ekspresji /gf1r [19]. W domenie ICR1 ostatnio
zidentyfikowano takze gen nazwany ,,H19 Opposite Tumor Suppressor” (HOTS) ule-
gajacy ekspresji z allela matczynego, ktory koduje biatko z domeng supresji powsta-
wania nowotworow [31].

W domenie ICR1 znajduja si¢ elementy z powtorzeniami typu A i typu B oraz
siedem miejsc przylaczania czynnika wigzacego CCCTC (ang. CCCTC-binding
Factor, CTCF). Ponadto w domenie tej sg zlokalizowane inne motywy wiazace
biatka, takie jak: OCT4, SOX2 i ZFP57 (ryc. 1).

MECHANIZM REGULACJI DOMENY ICR1

Centrum pig¢tnowania ICR1 jest zlokalizowane w regionie o zr6znicowanej
metylacji (ang. Differentially Methylated Region, DMR) oddalonym 2 tysiace par
zasad (kpz) od strony 5’ genu H19. Region ten nie jest metylowany na allelu
pochodzacym od matki, co umozliwia przytaczenie czynnika CTCF, ktory dziata
jako ,.izolator” hamujacy oddziatywanie czynnikéw wzmacniajacych ekspresje
na promotor genu /GF2, podczas gdy czynniki te aktywuja ekspresje genu H19.
Metylacja ICR1 na allelu ojcowskim nie pozwala na przytaczenie biatka CTCF,
brak ,,izolatora” umozliwia dzialanie wzmacniaczy ekspresji na promotor genu
IGF2, co prowadzi do jego transkrypcji [35] (ryc. 1). Mechanizm regulacji do-
meny ICR1 prowadzi do ekspresji /GF?2 z ojcowskiego allela i H19 z matczynego
allela. Badania nad strukturg chromatyny wskazuja, ze CTCF razem z kohezyna
uczestniczg w tworzeniu petli chromatynowej w domenie ICR1 i Ze organizacja
chromatyny w tym obszarze wplywa na ekspresj¢ /GF2 i H19 [30]. Przytaczanie
si¢ CTCEF jest regulowane takze przez czynniki OCT4 i SOX2 [36].
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BUDOWA DOMENY ICR2 (KCNQI1OTI/CDKNIC)

W domenie ICR2 znajdujg si¢ dwa istotne dla regulacji pigtnowania geny:
gen inhibitora kinazy zaleznej od cyklin (ang. Cyklin-Dependent Kinase inhibitor,
CDKNIC) oraz gen KCNQIOTI (ryc. 1). Gen CDKNIC ulega ekspresji z allela
matczynego, gen KCNQIOTI jest eksprymowany z allela ojcowskiego. Ekspresja
genu CDKNIC zachodzi we wszystkich waznych organach w trakcie embriogene-
zy. Produkt genu negatywnie reguluje cykl komorkowy poprzez oddziatywanie na
kinazy zalezne od cyklin uczestniczace w przejsciu komorki z fazy G1 do fazy S
— nadmierna ekspresja tego genu prowadzi do zatrzymania cyklu w fazie G1 [24].
Gen KCNQI1OTI jest zlokalizowany w intronie genu KCNQ] i produkuje duze nie-
kodujace RNA (ang. long noncoding RNA, IncRNA), ktorego funkcja jest zahamo-
wanie ekspresji pigtnowanych genow z allela ojcowskiego w domenie ICR2 [33].

W domenie ICR2 na niemetylowanym allelu ojcowskim znajdujg si¢ dwa miej-
sca wigzace biatko CTCF [14].

MECHANIZM REGULACJI DOMENY ICR2

Gen KCNQI1OTI stanowi centrum pietnowania ICR2, ktore jest metylowane
na allelu matczynym. Metylacja regionu promotorowego genu KCNQI1OT! blo-
kuje jego aktywnos¢ transkrypcyjna, natomiast ekspresji ulegaja inne geny w tej
domenie (ryc. 1). Brak metylacji ICR2 na allelu ojcowskim umozliwia powsta-
wanie [ncRNA, ktore hamuje ekspresje pozostatych pigtnowanych genéw na tym
allelu w domenie ICR2, w tym genu CDKNIC [20]. Region 5’ sekwencji /ncRNA
uczestniczy w tworzeniu petli chromatynowej pomiedzy ICR2 i promotorem genu
Kcngl, przy udziale kompleksu PRC2 (ang. Polycomb Repressive Complex 2).
Petla ta jest niezbedna do utrzymania monoallicznej ekspresji genéw w domenie
ICR2 [39]. Istnieje hipoteza, ze aktywnos¢ genu CDKNIC na allelu ojcowskim
moze by¢ rowniez hamowana przez wigzanie bialka CTCF, ktére uniemozliwia
oddziatywanie elementéw wzmacniajacych ekspresje, prawdopodobnie zlokali-
zowanych w obrebie genu KCNQI [2].

ZABURZENIA PROCESU PIETNOWANIA I ICH EFEKTY

Zaburzenia w regulacji procesu pigtnowania uczestnicza w patogenezie roznych
chordb czlowieka objawiajacych si¢ wadami wrodzonymi lub wystepowaniem no-
wotworow. Epigenetyczne defekty prowadzace do zaburzen ekspresji pigtnowanych
genow w wiekszosci przypadkow dotycza nieprawidlowej metylacji ICRs (hipome-
tylacji lub hipermetylacji). Genetyczne defekty obejmuja disomi¢ jednorodziciel-
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ska, delecje, duplikacje w obszarze pigtnowanych domen, a takze mutacje punk-
towe w pigtnowanych genach. Zaburzenia procesu pigtnowania sa zaangazowane
w patogeneze zespotu Beckwitha i Wiedemanna, zespotu Silvera i Russella, zespo-
hu Pradera i Willego, zespolu Angelmana, przejSciowej cukrzycy noworodkowej,
rzekomej niedoczynnosci przytarczyc typu 1b oraz matczynej i ojcowskiej UPD14.
Choroby te sg zwigzane z defektami r6znych pietnowanych regionow: 6q24, 11p15,
14932, 15q11-13,20q13 (tab. 1).

TABELA 1. Choroby zwigzane z defektami pigtnowania
TABLE 1. Imprinting diseases

CHOROBA CHROMOSOMOWA |~ PIETNOWANIA
przejsciowa cukrzyca noworodkowa 6q24 20%
zespot Silvera i Russella 11pl5 60%
zespot Beckwitha 1 Wiedemanna 11pl5 70%
matczyna UPD14 14q32 rzadko
ojcowska UPD14 14q32 rzadko
zespot Angelmana 15q11-13 <5%
zespOt Pradera i Willego 15q11-13 1-2%
rzekoma niedoczynno$¢ przytarczyc typulb 20q13 100%

PODLOZE MOLEKULARNE ZESPOLU BECKWITHA I WIEDEMANNA
ORAZ SILVERA I RUSSELLA

Z regionem 11p15 zwigzana jest patogeneza zespotu Beckwitha i Wiedeman-
na (BWS) oraz Silvera i Russella (SRS). Te zespoty chorobowe charakteryzujg si¢
przeciwstawnym wptywem zaburzen pi¢tnowania na wzrastanie i rozwoj ptodu.
W BWS obserwuje si¢ nadmierny wzrost pre/postnatalny u dzieci, wystepowanie
wad powtok brzucha i duzego jezyka oraz zwiekszona predyspozycja do rozwoju
nowotworoéw [9]. Gtownym objawem SRS jest znaczne pre/postnatalne zahamo-
wanie wzrastania, objawiajace si¢ niskim wzrostem i asymetrig konczyn [3]. Epi-
genetyczne oraz genetyczne defekty obserwowane w BWS obejmujg hipermety-
lacje ICR1, hipometylacje ICR2, ojcowska disomi¢ jednorodzicielska, duplikacje
ICR1 lub catego regionu 11p15 na allelu ojcowskim, a takze mutacje punktowe
w genie CDKNIC, prowadzace do utraty jego funkcji. Nieprawidlowosci w re-
gionie 11p15 wystepujace w SRS obejmuja hipometylacje ICR1, duplikacje ICR2
lub catego regionu 11p15 na allelu matczynym oraz niezwykle rzadko mutacje
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punktowe w genie CDKNIC, ktére powodujg jego nadmierng aktywacje [3, 6].
Defekty identyfikowane w BWS prowadza do nadmiernej ekspresji genow beda-
cych promotorami wzrostu komoérkowego (/GF2 1 KCNQI1OTI), natomiast nie-
prawidlowosci w regionie 11pl5 w SRS powoduja zwigckszona ekspresj¢ genow
bedacych supresorami wzrostu (H79 1 CDKN1C). Tym samym nieprawidlowosci
w pietnowaniu i ekspresji genow regionu 11pl5 skutkuja nadmiernym wzrasta-
niem w BWS i zahamowaniem wzrastania w SRS [17].

Zmiany w BWS sg obserwowane gtoéwnie w regionie 11p15, natomiast okoto
10% pacjentow z SRS posiada zmiany takze na chromosomie 7, najczgsciej jest to
matczyna disomia jednorodzicielska, w pojedynczych przypadkach identyfikuje
si¢ strukturalne aberracje (duplikacje lub delecje) obejmujace pigtnowane geny
[12]. Ponadto, zarbwno u pacjentow z BWS, jak i SRS identyfikuje si¢ zmiany
epigenetyczne w innych /oci, poza regionem 11p15 [10, 11, 23]. Ten typ niepra-
widtowej metylacji okresla si¢ terminem — defekt metylacji w wielu /oci (ang.
Multi-Locus Methylation Defect, MLMD). O udziat w powstawaniu takich defek-
tow metylacji w r6znych pigtnowanych regionach genomu podejrzewa si¢ jakies$
czynniki genetyczne, np. mutacje w genach uczestniczacych w metylacji, czy re-
gulacji procesu pigtnowania. W jednym rodzinnym przypadku BWS zidentyfiko-
wano mutacj¢ w genie NLRP2, kodujacym bialko nalezace do rodziny receptoréw
typu ,,Nod-like” (ang. Nod-Like Receptor Protein, NLRP), gdzie utracie metyla-
cji w ICR2 towarzyszyta hipometylacja PEGI [26]. W zwiazku z tym odkryciem
rozwazano udzial genu NLRP2 w ustalaniu i utrzymywaniu pigtna, lecz poszu-
kiwania mutacji w tym genie u innych pacjentéw z MLMD nie przyniosty do tej
pory zadnych pozytywnych rezultatow. Bliek wraz z wspotpracownikami szukali
u pacjentow z MLMD mutacji w genie DNMT3L, niezbednym w procesie usta-
lania pigtna matczynego, lecz nie zidentyfikowali Zadnej patogennej zmiany [7].
Poszukiwania czynnikéw genetycznych odpowiedzialnych za MLMD przepro-
wadzone u wigkszej ilosci pacjentow z tym defektem, powinno przynie$¢ nowe
rezultaty.

PODSUMOWANIE

Zjawisko pigtnowania genomowego odgrywa niezwykle istotng rolg w pra-
widlowym rozwoju organizmu. Zaburzenia procesow epigenetycznych prowadza
do nieprawidtowej ekspresji pietnowanych genoéw, co moze by¢ podtozem po-
wstawania chorob rozwojowych. Dalsze badania epigenomu czlowieka pozwola
na lepsze zrozumienie réznych mechanizmoéw epigenetycznych iich wptywu na
funkcjonowanie organizmu.
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