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Czynniki genetyczne sq jednym z glownych regulatorow odpowiedzialnych za rozwoj on-
togenetyczny ssakow. Jednakze to czynniki pozagenowe, czyli epigenetyczne wydajq si¢
odgrywac najbardziej znaczqcq role w molekularnych mechanizmach warunkujgcych pra-
widlowq ekspresje genow na wszystkich etapach ontogenezy u roznych gatunkow ssakow.
Z kolei, zaburzenia w procesach epigenetycznego przeprogramowania aktywnosci trans-
krypcyjnej DNA genomowego, czyli tzw. epimutacje sq przyczyng nie tylko wielu ciezkich
anomalii rozwojowych zarodkow, pltodow i potomstwa ssakow, lecz takze przedwczesnego
starzenia si¢ lub transformacji nowotworowej komaorek oraz chorob onkologicznych, neu-
rodegeneracyjnych i psychicznych. Celem tej pracy jest zaprezentowanie obecnego stanu
wiedzy na temat epigenetycznych czynnikow i mechanizmow determinujgcych prawidtowy
przebieg rozwoju osobniczego ssakow. Niniejsza praca koncentruje si¢ rowniez na przed-
stawieniu szerokiego spektrum dysfunkcji w procesach epigenetycznego przeprogramowa-
nia genomu jgdrowego, lezqcych u podstaw patologicznych lub chorobotwérczych zmian
anatomo-histologicznych oraz fizjologicznych w roznych okresach ontogenezy ssakow.
Dlatego tez, odpowiednie metody terapii epigenetycznych, ktorych przyktady opisano
w tym artykule, mogq okazac si¢ — na obecnym etapie badan — niezwykle pomocne w
leczeniu niektorych jednostek chorobowych o podlozu epigenetycznym, np. epilepsji czy
zespolow mielodysplastycznych.

Stowa kluczowe: ssaki, geny, czynniki i mechanizmy epigenetyczne, przeprogramowanie
genomu, aktywnos¢ transkrypcyjna, epimutacje, ontogeneza, technologie wspomaganego
rozrodu, wady rozwojowe, transformacja nowotworowa, choroby onkologiczne, neurode-
generacyjne i psychiczne, modulacja epigenetyczna

Oocyty i zarodki ssakow jako obiekt badan epigenetycznych procesow regu-
lujacych stopien ekspresji genow

Czy tylko geny determinuja rozwoj osobniczy (ontogeneze) ssakow? Wydaje sie,
ze odpowiedz na to pytanie moglaby wydawac si¢ calkiem oczywista. Tylko geny
stanowig gtdéwny element decydujacy o ekspresji cech genotypowych i fenotypowych
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w rozwoju ontogenetycznym ssakow. Niemniej jednak, czynniki pozagenowe, czyli
epigenetyczne spetniajg rowniez niezwykle istotng rolg w regulacji ekspresji genow
w czasie ontogenezy ssakow, juz od momentu zaptodnienia komorki jajowej i powsta-
nia zygoty, poprzez fazy przed- i poimplantacyjnego rozwoju zarodkowego, a takze
rozwoju ptodowego, po rozwdj pre- i postnatalny oraz pdzniejsze okresy zycia osob-
niczego az do $mierci. Dlatego tez, oocyty i zarodki ssakow sa doskonatym obiek-
tem do analizy czynnikow determinujacych procesy epigenetycznej regulacji ekspre-
sji genow (Allegrucci i in., 2005; Hanna i in., 2018; Seah i Messerschmidt, 2018;
He i in., 2019). Analiza tych czynnikéw moze przyczynié si¢ do pehiejszego pozna-
nia molekularnych mechanizméw lezacych u podstaw procesu przeprogramowania,
czyli rearanzacji epigenetycznych genomu jadrowego podczas rozwoju zarod-
kéw uzyskanych zaréwno w wyniku zaptodnienia in vivo lub zaplodnienia in vitro
(IVF; ang. in vitro fertilization), jak 1 w wyniku klonowania somatycznego
(SCNT; ang. somatic cell nuclear transfer). Dotychczasowa wiedza na temat
czynnikoéw warunkujacych proces epigenetycznego przeprogramowania geno-
mu we wczesnych etapach rozwoju zarodkowego jest bowiem wcigz niespdjna
i fragmentaryczna (Xu i Xie, 2018; Wang i in., 2019; Salehi i in., 2020; Zhou 1 in.,
2020).

Mechanizmy epigenetyczne w roli proceséw roznicujacych zakres ,,0d-
czytywania” identycznych informacji genetycznych oraz procesow warun-
kujacych zréznicowany wzorzec aktywnosci transkrypcyjnej genomu w komor-
kach

Molekularne scenariusze epigenetycznej regulacji ekspresji osobniczych cech
genotypowych i fenotypowych sg determinowane przez procesy réznicujagce mozli-
wosci wykorzystania informacji zapisanej w identycznych sekwencjach nukleotydow
DNA i procesy warunkujace zroznicowany profil przysziej aktywnosci transkrypcyj-
nej gendw w komorkach danego organizmu (Buganim i in., 2013; Niemann, 2016;
Okada 1 Yamaguchi, 2017; Ladstitter i Tachibana, 2019). Informacja epigenetyczna,
w odrdznieniu od informacji genetycznej, ktora jest zapisana w sekwencji nukleoty-
doéw DNA (). jego strukturze [-rzedowe;j), jest zakodowana w strukturze i funkcjach
kowalencyjnych modyfikacji DNA oraz zwigzanych z DNA bialek histonowych
chromatyny jadrowej. Analiza jakoSciowa i iloSciowa tych modyfikacji jest przed-
miotem badan jednej z kluczowych galezi genetyki molekularnej, okreslanej mianem
epigenetyki lub epigenomiki. Epigenetyka zajmuje si¢ zatem badaniem dziedzicz-
nych zmian funkcjonalnych zar6wno w komérkowych wzorcach, jak i w iloSciowym
profilu ekspresji gendw. Zmiany te nie wynikajg z dziedzicznych zmian w sekwen-
cjach nukleotydow DNA (mutacji genowych), lecz sa efektem stabilnych, ale tez od-
wracalnych, modyfikacji biochemicznych DNA oraz biatek histonowych chromaty-
ny jadrowej, ktore sa przekazywane w kolejnych generacjach komorek potomnych.
W praktyce, epigenomika opisuje mechanizmy pozagenowej regulacji biochemicznej
strukturalno-funkcjonalnych wlasciwosci DNA 1 biatek chromatynowych, w wyniku
ktorych genetycznie identyczne komorki danego osobnika, a takze genetycznie iden-
tyczne osobniki danego gatunku (bliznigta jednojajowe/monozygotyczne) wykazuja
zrdéznicowang (tkankowo-specyficzng) ekspresje genow, co jest podtozem migdzy-
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komérkowej lub migdzyosobniczej zmienno$ci fenotypowej (Jin 1 in., 2014; Taudt
1 in., 2016; Skvortsova i in., 2018). Wystgpowanie migdzyosobniczych réznic we
wzorcach epigenetycznych modyfikacji genomu prowadzi do ujawniania si¢ zmien-
no$ci genotypowej i fenotypowej nie tylko miedzy bardzo blisko spokrewnionymi
genetycznie osobnikami (bliznigta dwujajowe/dizygotyczne, potrodzenstwo, osobni-
ki linii zinbredowanych), lecz takze migedzy identycznymi genetycznie osobnikami
danego gatunku (ryc. 1) (Singh i in., 2002; Archer i in., 2003; Ollikainen i Craig,
2011; Yu i in., 2012; Li i in., 2013; Roifman 1 in., 2016). U cztowieka, przyktadami
konsekwencji zroznicowania (dywersyfikacji) epigenetycznej kontroli aktywnos$ci
genomu u blisko spokrewnionych lub monogenetycznych osobnikow sa odmienna
podatnos¢ (wrazliwos¢ lub opornos¢) na choroby neurodegeneracyjne i choroby psy-
chiczne (Lee i Sachdev, 2014; Wong i in., 2014, 2015; Castellani i in., 2015; Li 1 in.,
2016; Malki i in., 2016; Walker i in., 2016), a takze choroby onkologiczne (Galetzka
1in., 2012; Kratz i in., 2014; Roos i in., 2014, 2016). Podjeto probe powigzania rdznic
epigenetycznych miedzy identycznymi genetycznie osobnikami (bliznigtami mono-
zygotycznymi) a ich odmienng orientacja seksualna (Rice i in., 2013; Balter, 2015). U
cztowieka, potwierdzone sg przypadki par bliznigt monozygotycznych zarowno pici
zenskiej, jak 1 meskiej, w przypadku ktorych jedna z sidstr blizniaczych wykazywa-
fa orientacj¢ homoseksualng, a druga heteroseksualng lub tez jeden z braci bliznia-
czych wykazywat orientacje heteroseksualna, a drugi — homoseksualng, przy czym
nalezy podkresli¢, ze kazde z bliznigt bylo wychowywane w tym samym $rodowisku
rodzinnym i podlegato tym samym uwarunkowaniom spoteczno-kulturowym (Rice
i1in., 2012; Ngun i Vilain, 2014). Réznice w epigenetycznych modyfikacjach DNA
jadrowego znajduja takze odzwierciedlenie w zmiennosci genotypowej i fenotypowej
mig¢dzy osobnikami poddanymi klonowaniu (dawcami komorek somatycznych do za-
biegu klonowania) oraz ich klonami (blizniaczymi replikami), a takze migdzy samymi
osobnikami klonalnymi (czyli klonami somatycznymi) (Archer i in., 2003; Betts i in.,
2006; Rodriguez-Osorio 1 in., 2012; Deng i in., 2020). Zmienno$¢ ta przejawia sie
w zréznicowanym wieku epigenetycznym, ktory zwigzany jest nie tylko z odmiennym
tempem skracania si¢ terminalnych odcinkéw chromosomoéw (telomeréw) w okresie
pourodzeniowym/postnatalnym (dziecinstwo i zycie doroste), lecz takze, w okresie
rozwoju zarodkowego i ptodowego, z odmienng aktywnos$cig biokatalityczng telo-
merazy, enzymu odpowiedzialnego za odtwarzanie pierwotnej dtugosci telomerow w
kazdym cyklu podzialowym komorek i w kazdej rundzie replikacji DNA. Ze wzgle-
du na fakt, ze w okresie rozwoju postnatalnego, wewnatrzkomorkowa aktywnos¢ te-
lomerazy catkowicie wygasa (poza nielicznymi wyjatkami, do ktorych zaliczane sa
np. komorki linii ptciowej, leukocyty krwi obwodowej oraz komorki nowotworowe),
zdolno$¢ do regeneracji struktury telomerow ulega rowniez catkowitemu zanikowi.
To z kolei przejawia si¢ zréznicowang wewnatrzgrupowa podatnoscig na procesy re-
plikacyjnego i fizjologicznego starzenia si¢ komoérek wérdd poszczegdlnych osob-
nikow klonalnych nalezacych do monogenetycznej populacji, jaka jest somatyczny
klon, ktérego kazdy przedstawiciel stanowi wierng kopi¢ osobnika sklonowanego
(Kiihholzer-Cabot i Brem, 2002; Schaetzlein i Rudolph, 2005; Kurome i in., 2008;
Gomes i in., 2011; Yang i in., 2019).
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Ryc. 1. Epigenetycznie uwarunkowana dywersyfikacja wewnatrzpopulacyjna i miedzypopulacyjna jako
glowny powdd zroznicowania genotypowego i fenotypowego migdzy osobnikami o bardzo wysokim
wspotczynniku spokrewnienia addytywnego (inbredu) oraz migdzy identycznymi genetycznie osobnikami
danego gatunku
Fig. 1. Epigenetically conditioned intra- and inter-population diversification as a major cause of genotypic
and phenotypic variability not only between specimens characterized by a very high degree of consan-
guinity (i.e., additive genetic relationship and coefficient of inbreeding), but also between genetically
identical individuals of the same mammalian species

Struktura, funkcje oraz dziedziczenie kodu epigenetycznego na poziomie
DNA jadrowego i na poziomie chromatyny jadrowej

Calkowity wzorzec oraz poziom stabilno$ci modyfikacji epigenetycznych genomu
jadrowego oraz biatek histonowych chromatyny jadrowej (epigenom) lezg u podstaw
tzw. pamigci epigenetycznej komorki o $cisle okreslonym (tkankowo-specyficznym)
wzorcu ekspresji genow, ktory z kolei determinuje stopien zréoznicowania komorkowe-
go. Profil pamigci epigenetycznej komorki jest informacja zapisang w postaci kodu epi-
genetycznego, ktorego sekwencje sa zgrupowane, zaprogramowane i odczytywane
w sposob ztozony, tj. na poziomie dwoch podstawowych uktadéw strukturalno-
-funkcjonalnych: 1) epigenomowego kodu metylujacego DNA (metylomu) oraz
2) epigenomowego kodu histonowego chromatyny (epigenomu histonowego).
Profil pamigci epigenetycznej zalezy zatem z jednej strony od czgsto$ci wyste-
powania metylacji DNA i histondw oraz stopnia acetylacji biatek histonowych,
a z drugiej — od pozytywnych lub negatywnych korelacji migdzy tymi dwoma
rodzajami modyfikacji kowalencyjnych, a takze od stosunku iloSciowego miejsc
metylacji DNA do miejsc metylacji i deacetylacji histonow lub stosunku ilo$cio-
wego miejsc demetylacji DNA do miejsc demetylacji i acetylacji histonow (Reik
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1 in., 2003a; Whitworth 1 Prather, 2010; Wen i in., 2014; Seah i Messerschmidt,
2018; Xu i Xie, 2018).

Modyfikacje epigenomowe prowadza do zmian w stopniu ekspresji poszczegol-
nych genoéw. Zmiany w aktywnosci transkrypcyjnej gendw odbywaja si¢ na skutek
represji/supresji nukleosomowej (tj. wyciszenia ekspresji gendw; ang. gene silen-
cing), indukowanej: 1) hipermetylacja DNA i reszt lizyny histonéw; 2) demetylacja
reszt argininy histondéw i 3) hipoacetylacjg reszt lizyny histonow chromatyny jadro-
wej. Moga one takze odbywac si¢ na skutek stymulacji aktywnosci transkrypcyjnej
genéw (tj. wzmocnienia ekspresji genow; ang. gene expression enhancing), ktorej
towarzyszy: 1) demetylacja reszt cytozyny DNA i reszt lizyny histondw; 2) hiper-
metylacja reszt argininowych histonéw 1 3) hiperacetylacja reszt lizyny histonéw H3
1 H4 (Armstrong i in., 2006; Buganim i in., 2013; Ladstitter i Tachibana, 2019; Wang
iin., 2019).

Informacja zaprogramowana w kodzie epigenetycznym, uwarunkowanym przez
sekwencje kowalencyjnych modyfikacji DNA i biatek chromatyny jadrowej, jest
dziedziczna, ale w inny sposéb niz informacja zapisana w kodzie genetycznym, uwa-
runkowanym przez sekwencj¢ nukleotydow DNA. Wysoka odziedziczalnos$¢ utrwa-
lonego profilu pamigci epigenetycznej komodrek o ich wzorcu ekspresji gendéw jest
potwierdzeniem wysokiej miedzypokoleniowej stabilnosci kodu epigenetycznego
w komorkach linii rodzicielskiej oraz w komorkach linii potomnych. Z kolei, zabu-
rzenia w dziedziczeniu pamigci epigenetycznej prowadza czgsto do utrwalenia bled-
nych rearanzacji (tzw. epimutacji) we wzorcach kowalencyjnych modyfikacji DNA
i chromatyny jadrowej w kolejnych generacjach komorek. Zaburzenia w dziedzicze-
niu kodu epigenetycznego wynikaja z nieprawidtowego lub niepelnego przeprogra-
mowania aktywnosci transkrypcyjnej genomu jadrowego w komorkach rozwijajacych
si¢ zarodkow. Zaburzenia te sg takze efektem btedéw molekularnych, towarzyszacych
epigenetycznym rearanzacjom DNA i chromatyny jadrowej w komorkach podlegaja-
cych réznicowaniu, aktywnos$ci proliferacyjnej, starzeniu si¢, Smierci nekrotyczne;j,
apoptotycznej lub autofagicznej, badz transformacji nowotworowej w ramach rozma-
itych tkanek, organdw, zespotow narzadow (wielonarzagdowych uktadow wewnatrz-
ustrojowych) u osobnikéw bedacych w roznych w okresach rozwoju ptodowego,
pre- i1 postnatalnego oraz w pdzniejszych okresach zycia ontogenetycznego. Wspo-
mniane zaburzenia sg réwniez bezposrednig przyczyng akumulowania epimutacji
w kolejnych sekwencjach kowalencyjnych modyfikacji DNA i chromatyny jadrowe;j
w liniach potomnych komérek zarodkowych oraz komoérek macierzystych, somatycz-
nych i nowotworowych rdznicujacych i namnazajacych si¢ wewnatrz roznych tkanek
1 organéw ptoddéw, nowonarodzonego potomstwa, osobnikow mtodocianych, doro-
stych i starzejacych si¢ (Yang iin., 2007; Wang i in., 2011a; Urrego i in., 2014; Rivera,
2019; Zhou i in., 2020).

Czynniki oraz mechanizmy determinujace epigenetyczne przemodelowanie
matczynej i ojcowskiej chromatyny jadrowej przed i po aktywacji zarodkowego
programu rozwojowego oocytu

Wstepny etap przeprogramowania aktywnoS$ci transkrypcyjnej genomow rodzi-
cielskich w oocytach znajdujacych si¢ w stadium metafazy Il podziatu mejotyczne-
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go (MII) oraz w 1-blastomerowych zarodkach (zygotach) ssakow zachodzi poprzez
strukturalne (architektoniczne) i epigenetyczne przemodelowanie chromatyny jadro-
wej (ryc. 2 1 3). Obejmuje ono wszystkie zmiany konformacyjne i biochemiczne,
jakim podlega zefiska (matczyna) i meska (ojcowska) chromatyna jadrowa w wyniku
zaplodnienia dojrzatego mejotycznie oocytu w stadium MII przez plemnik (Santos
i Dean, 2004; Eilertsen i in., 2007; Okada i Yamaguchi, 2017; Wang i in., 2019). Te
zmiany strukturalno-funkcjonalne prowadza w nastgpstwie aktywacji zaptodnionych
oocytow (zygot) do powstania interfazowych jader komoérkowych (przedjadrzy).
Mechanizm epigenetycznego przemodelowania matczynej/oocytarnej i ojcowskiej/
plemnikowej chromatyny jadrowej jest zwiazany z intensywnymi modyfikacjami ko-
walencyjnymi reszt lizyny i argininy biatek histonowych rdzenia nukleosomowego
(gtownie histonow H3 i H4) (Reik i in., 2003a, b; Deshmukh i in., 2011; Seah i Mes-
serschmidt, 2018).

Przed aktywacja programu rozwojowego oocytu MII w nastgpstwie zaptodnienia,
zenska i meska chromatyna jadrowa podlegaja oddzialywaniu obecnych w ooplazmie
biatkowych czynnikow regulujacych epigenetycznie poziom aktywnosci transkryp-
cyjnej genomu matczynego i ojcowskiego (ryc. 2) (Esteves i in., 2011; Hanna i in.,
2018; Ladstitter i Tachibana, 2019). Do czynnikdw tych naleza: 1) metylotransferazy
(metylazy) DNA — DNMTs (m.in. specyficzny dla oocytow izoenzym DNMT1o0);
2) biatka wigzace si¢ ze zmetylowanymi dinukleotydami CpG — MeCPs/MBPs (ang.
methyl-CpG-binding domain proteins/5-methylcytosine-binding proteins); 3) inhibi-
tory acetylotransferaz (acetylaz) histonéw H3 i H4 — iHATs; 4) deacetylazy histonow
— HDAC:S; 5) metylotransferazy (metylazy) reszt lizyny histonéw — HMTs; 6) inhibi-
tory demetylaz (deiminaz) reszt lizyny histondw — iHDMs; 7) demetylazy (deimina-
zy) reszt argininy histonéw — HDMs; oraz 8) inhibitory metylotransferaz (metylaz)
reszt argininy histonéw — iHMTs.

W wyniku oddziatywania tych czynnikow majg miejsce zaawansowane procesy
metylacji/deacetylacji reszt lizyny histonéw H3 i H4 oraz procesy demetylacji reszt
argininy tych histonéow (Kourmouli i in., 2004; Liu i in., 2004; Samiec i Skrzyszow-
ska, 2018a). Nalezy podkresli¢, ze deacetylacja histonéw jest pozytywnie skorelowa-
na z metylacja DNA i metylacjg reszt lizyny histonéw (Dean i in., 2003; Shi i Wu,
2009; Samiec i1 Skrzyszowska, 2018b). Efektem tych procesow jest zardowno konden-
sacja zenskiej 1 meskiej chromatyny jadrowej, czyli heterochromatynizacja genomu
matczynego i ojcowskiego, jak i represja transkrypcyjna genoméw rodzicielskich
(ryc. 2).

Z kolei, po aktywacji programu rozwojowego monospermicznie zaptodnionego
oocytu MII, na zenska 1 megska chromatyne jadrowa oddziatujg antagonistyczne do
wspomnianych wczesniej, ooplazmatyczne i nukleoplazmatyczne czynniki kontrolu-
jace aktywnos¢ transkrypeyjng genomow rodzicielskich (ryc. 3) (Vignon i in., 2002;
Nashun i in., 2015; Skvortsova i in., 2018). Wérdd tych czynnikow niezwykle istotna
role odgrywaja: 1) inhibitory metylotransferaz (metylaz) DNA —iDNMTs; 2) inhibito-
ry biatek wiazacych si¢ ze zmetylowanymi dinukleotydami CpG —iMeCPs/iMBPs; 3)
biatka enzymatyczne (dioksygenazy 5-metylocytozyny DNA; 5-mC) z rodziny TET
(ang. ten-eleven tramslocation proteins/ten-eleven translocation 5-methylcytosine
(5-mC) dioxygenases), bedace aktywatorami transkrypcyjnymi, ktore katalizujg ak-
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tywng demetylacje reszt cytozyny DNA; 4) acetylotransferazy (acetylazy) histonow
H3 i H4 — HATs; 5) inhibitory deacetylaz histondw — iHDAC:sS; 6) inhibitory metylo-
transferaz (metylaz) reszt lizyny histonéw — iHMTs; 7) demetylazy (deiminazy) reszt
lizyny histonéw — HDMs; 8) metylotransferazy (metylazy) reszt argininy histonéw —
HMTs; 9) inhibitory demetylaz (deiminaz) reszt argininy histonéw — iHDMs; a takze
10) ztozone kompleksy biatkowe o aktywno$ci ATPaz, odpowiedzialne za architekto-
niczne przemodelowanie chromatyny jadrowej — ChRs (ang. chromatin remodelers).
W wyniku oddzialywania tych czynnikéw zachodza takie procesy jak: demetyla-
cja/acetylacja reszt lizyny oraz metylacja reszt argininy biatek histonowych (Liu i in.,
2004; Corry i in., 2009; Gonzales-Cope i in., 2016). W tym przypadku nalezy podkre-
$li¢, ze acetylacja histondéw jest pozytywnie skorelowana z demetylacjg DNA i deme-
tylacja reszt lizyny histonéw (Mayer i in., 2000; Bui i in., 2007; Wang i in., 2018; Xu
i Xie, 2018; Gupta i in., 2019). Procesom tym towarzyszy: 1) dekondensacja chroma-
tyny matczynej i plemnikowej, tj. euchromatynizacja zenskiego i meskiego genomu
jadrowego, a nastgpnie — po odtworzeniu otoczek jadrowych — 2) uformowanie inter-
fazowych jader zygoty (mniejszego przedjadrza zenskiego i wigkszego przedjadrza
meskiego) oraz 3) aktywacja transkrypcyjna genoméw rodzicielskich (ryc. 3).

Czynniki i mechanizmy warunkujace epigenetyczne
przemodelowanie zenskiej i meskiej chromatyny jagdrowej
w cytoplazmie oocytu

Przed aktywacjg programu rozwojowego
oocytu:

1) Metylotransferazy (metylazy) DNA
- DNMTs (izoenzym DNMT10)

2) Biatka wiazace sie ze zmetvlowanymi
dinukleotydami CpG - MeCPs (MBPs)

3) Inhibitory acetylotransferaz (acetvlaz)
histonow H3/H4 - iHATs

5) Metylotransferazy (metylazy) reszt lizyny
histonéow - HMTs _ _ _

6) Inhibitory demetylaz (deiminaz) reszt e
lizyny histonoéw - iHDMs podiegajacy zaplodnieniu

7) Demetylazy (deiminazy) reszt argininy MOROSpeTR: Znom
histonéw - HDMs

8) Inhibitory metylotransferaz (metylaz)
reszt argininy histonow - iHMTs

d Deacetylacija histonow jest
pozytywnie skorelowana z metvlacia

DNA i metylacia histonow!

Kondensacja chromatyny
jadrowej i represja transkrypcyjna
genomu matczynego i ojcowskiego

Ryc. 2. Wstepny etap przeprogramowania aktywnosci transkrypcyjnej genomu jadrowego w cytoplazmie
oocytu ssaka — strukturalne i epigenetyczne przemodelowanie zenskiej i meskiej chromatyny przed
aktywacja zarodkowego programu rozwojowego
Fig. 2. Preliminary phase of reprogramming the transcriptional activity of nuclear genome in the
cytoplasm of mammalian oocyte — structural and epigenetic remodeling of maternal and paternal
chromatin before activation of embryonic developmental program
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Czynniki i mechanizmy warunkujace epigenetyczne
przemodelowanie zenskiej i meskiej chromatyny jadrowej
w cytoplazmie oocytu

Po aktywacji programu rozwojowego
oocytu:

1) Inhibitory metylotransferaz (mefylaz) DNA

)
3) Enzymy z rodzlny TET (dioksygenazy 5-mC)
4) Aoetylotransferazy (acegylazy) histonow
H3/H4 - HATs

10) Ziozone kompleksy biatkowe o aktywnosci
ATPaz, odpowiedzialne za architektoniczne

pr chr ja

a Acetylacja histonéw jest pozytywnie j j i aktywacja transkr
skorelowana z demetylacia DNA genoméw rodzicielskich
i demetylacja histonow!

Ryc. 3. Wstepny etap przeprogramowania aktywnosci transkrypcyjnej genomu jadrowego w cytoplazmie
oocytu i zygoty ssaka — strukturalne i epigenetyczne przemodelowanie zenskiej i meskiej chromatyny po
aktywacji zarodkowego programu rozwojowego
Fig. 3. Preliminary phase of reprogramming the transcriptional activity of nuclear genome in the
cytoplasm of mammalian oocyte and zygote — structural and epigenetic remodeling of maternal and
paternal chromatin after activation of embryonic developmental program

Molekularne mechanizmy lezace u podstaw przeprogramowania epigene-
tycznej pamieci genomu jagdrowego w rozwoju zarodkowym

Przeprogramowanie aktywnos$ci transkrypcyjnej DNA jadrowego pochodzenia
oocytarnego/matczynego i plemnikowego/ojcowskiego (ryc. 4) dotyczy dwustop-
niowo przebiegajacych, nie tylko w cytoplazmie zaplodnionych oocytow, lecz takze
w przed- i poimplantacyjnej fazie rozwoju zarodkoéw, zmian biochemicznych w ob-
rgbie informacji zapisanej w postaci kodu epigenetycznego na poziomie metylacji
DNA (tzw. metylomu) oraz na poziomie epigenomu histonowego chromatyny jadro-
wej (Armstrong i in., 2006; Buganim i in., 2013; Urrego i in., 2014; Wang i in., 2019;
Salehi i in., 2020).

W pierwszym etapie, proces epigenetycznego przeprogramowania rodzicielskich
genomow jadrowych obejmuje dwucykliczng falg intensywnej demetylacji aktywnej
(niezaleznej od replikacji) w obrgbie reszt cytozyny DNA ojcowskiego i demetylacji
pasywnej (zaleznej od replikacji) w obrebie reszt cytozyny DNA matczynego, kto-
rym towarzyszy hiperacetylacja i demetylacja reszt lizyny histonow (gléwnie H3 oraz
H4) oraz metylacja reszt argininy histonow H3 i H4. Poczatkowa faza (I cykl) tych
kowalencyjnych modyfikacji DNA oraz biatek histonowych meskiej i zenskiej chro-
matyny jadrowej zachodzi miedzy stadium zygoty a stadium rozwojowym zarodka,
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w ktorym ma miejsce inicjacja aktywnosci transkrypcyjnej genomu zarodkowego,
czyli przej$cie z matczynej do zarodkowej kontroli nad ekspresja gendow niezbed-
nych do dalszego rozwoju (Allegrucci i in., 2005; Bonk i in., 2007, 2008; Corry i in.,
2009; Samiec 1 Skrzyszowska, 2018a, b). Moment aktywacji transkrypcyjnej genomu
zarodkowego u réznych gatunkow ssakow wystepuje w innych okresach przedimplan-
tacyjnej fazy embriogenezy, np. u myszy — we wczesnym stadium 2-komérkowym,
u $wini, szczura i ssakow z rzedu naczelnych (w tym cztowieka) — w poznym sta-
dium 4-blastomerowym, natomiast u krolika i przezuwaczy (bydlo, owce, kozy) —
w stadiach 8—16-blastomerowych. Koncowa faza (I cykl) demetylacji reszt cytozyny
DNA, a takze acetylacji i demetylacji reszt lizyny oraz metylacji reszt argininy bia-
ek histonowych ma z kolei miejsce migdzy stadium rozwojowym przypadajgcym na
okres po aktywacji transkrypcyjnej genomu zarodkowego a stadiami moruli 1 blasto-
cysty (Christians i in., 1994; Beaujean 1 in., 2004; Shi i in., 2004; Lagutina i in., 2010,
2011; Deng i in., 2020).

| | Metylaqa Demetylacija pasy Metylacja de novo
genomow genomu matczynego i genomu jadrowego w
rodzicielskich genomu zarodkowego komorkach wezia
zarodkowego (ICM)

Ryc. 4. Schemat epigenetycznego przemodelowania i przeprogramowania genomu jadrowego w przedim-
plantacyjnym rozwoju zarodkéw myszy. Objasnienia skrotow: 0-10hpf — 0 do 10 godzin po zaptodnieniu
oocytu przez plemnik, a zatem czas liczony od momentu monospermicznego zaplodnienia oocytu do
momentu powstania zarodka 1-blastomerowego, czyli interfazowej zygoty w stadium przedjadrzy (ang.
0-10 hours post fertilization); E2.5 — 2,5-dniowy zarodek w stadium moruli (ang. embryo at Day 2.5
of development/embryo at the morula stage); E3.5 — 3,5-dniowy zarodek w stadium blastocysty (ang.
embryo at Day 3.5 of development/embryo at the blastocyst stage); ICM — wezet zarodkowy/embrioblast
(ang. inner cell mass); PE — endoderma pierwotna/hipoblast (ang. primitive endoderm); TE — trofoekto-
derma/trofoblast (ang. trophectoderm)
Fig. 4. Schema of epigenetic remodeling and reprogramming of nuclear genome during preimplantation
development of murine embryos. Explanation of abbreviations: 0-10hpf — 0-10 hours post fertilization;
E2.5 — embryo at Day 2.5 of development (embryo at the morula stage); E3.5 — embryo at Day 3.5 of
development (embryo at the blastocyst stage); ICM — inner cell mass; PE — primitive endoderm; TE —
trophectoderm

Drugi etap epigenetycznie uwarunkowanego przeprogramowania aktywnos$ci
transkrypcyjnej DNA genomowego rozpoczyna si¢ z chwilg osiggniecia przez rozwi-
jajacy sie zarodek stadium po6znej blastocysty ulegajacej procesowi gastrulacji. Ce-
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chg charakterystyczng dla przebiegu tego etapu epigenomowej rearanzacji genomu
jadrowego jest gwaltownie postgpujaca fala metylacji de novo reszt cytozyny DNA
w komorkach wezta zarodkowego (embrioblastu/ICM; ang. inner cell mass), rozni-
cujgcych sie nastepnie w komorki epiblastu (ektodermy pierwotnej) oraz hipobla-
stu (endodermy pierwotnej). Ponadto, nalezy wyszczeg6lnic istnienie mechanizmu
dodatniego sprzg¢zenia zwrotnego miedzy procesami remetylacji DNA a procesami
deacetylacji i metylacji de novo reszt lizyny oraz demetylacji de novo reszt argini-
ny histonéw rdzenia nukleosomowego. W komorkach linii somatycznej (somato-
genicznej), wywodzacych si¢ z wyspecjalizowanych komorek wezta zarodkowego
zasiedlajacych epiblast i hipoblast, ma miejsce iloSciowe przywrocenie globalnych
modyfikacji epigenetycznych w formie remetylacji reszt cytozyny w obrgbie dinu-
kleotydow CpG. Niemniej jednak, w tym ostatnim przypadku jest ustalany zupetnie
nowy kod epigenetyczny w wyniku tkankowo-specyficznego réznicowania komorek.
Natomiast, w komorkach pozazarodkowych, pochodzacych z linii komoérek trofoek-
todermalnych, jest utrzymywany stan hipometylacji genomu jadrowego (Yang i in.,
2007; Shi i Wu, 2009; Buganim i in., 2013; Gao i in., 2018; Silveira i in., 2018; La
Rovere i in., 2019).

Zaburzenia w epigenetycznym przemodelowaniu i przeprogramowaniu ge-
nomu jadrowego zarodkow

Bledne rearanzacje zachodzace w epigenetycznym przemodelowaniu i przepro-
gramowaniu genomu jadrowego zarodkow (tzw. epimutacje) prowadzg do niepra-
widtowych zmian we wzorcach ekspresji genow odpowiedzialnych za regulacje
rozwoju zarodkowego (Bonk i in., 2008; Samiec i Skrzyszowska, 2018b; He i in.,
2019; Salehi i in., 2020; Zhou i in., 2020). Rezultatem nadmiernej demetylacji reszt
cytozyny genomowego DNA, ktorej towarzyszy stan hipometylacji 1 hiperacety-
lacji histonéw rdzenia nukleosomowego chromatyny jadrowej, jest nadekspre-
sja tych genow (Mann i in., 2004; Deshmukh i in., 2011; Narbonne i in., 2012;
Matoba i in., 2014; Rivera, 2019; Deng i in., 2020). Z kolei, nadmierna metyla-
cja reszt cytozyny DNA, ktora przyczynia si¢ do utrwalenia stanu hipermetylacji
i hipoacetylacji histonéw rdzenia nukleosomowego chromatyny, powoduje wy-
ciszenie aktywno$ci transkrypcyjnej genow kontrolujacych embriogeneze (Bonk
i1in., 2007; Urrego i in., 2014; Gao i in., 2018; Wang i in., 2019). Mutacje epige-
netyczne, ktore sg czesto obserwowane w rozwoju zarodkdw i ptodow uzyskiwa-
nych na drodze technologii wspomaganego rozrodu zwierzat (klonowanie soma-
tyczne, zaplodnienie in vitro), skutkuja wieloma negatywnymi konsekwencjami.
Wsréd najpowazniejszych skutkow epimutacji nalezy wymieni¢: 1) niski przed-
1 poimplantacyjny potencjat rozwojowy zarodkoéw (Shi i in., 2004; Wrenzycki i in.,
2005; Opiela i in., 2017; Samiec i Skrzyszowska, 2018a; Skrzyszowska i Samiec,
2020); 2) stabg jako$¢ przedimplantacyjnych zarodkoéw (Shi i in., 2004; Wrenzyc-
ki 1 in., 2005; Samiec i in., 2015; Samiec i Skrzyszowska, 2018b); 3) zaburzenia
proceséw implantacji blastocyst w endometrium macicy 1 procesOw powstawania
lozyska (placentacji) oraz liczne wady anatomo-histologiczne lozyska (De So-
usa i in., 2001; Farin i in, 2006; Riesche i Bartolomei, 2018; Silveira i in., 2018);
4) wysoka $miertelnos¢ zarodkow i ptodow w okresie okotoimplantacyjnym oraz
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okotourodzeniowym (Sinclair 1 in., 1999; Heyman i in., 2002, 2004; Farin i in.,
2006); 5) wysoki odsetek poronien (resorpcji ptodéw) w I trymestrze cigzy (Hill i in.,
2000; Young i in., 2001; Lee i in., 2004); 6) transformacj¢ nowotworowa komorek
w zarodkach i ptodach oraz w tkankach i narzadach urodzonego potomstwa (Hill
iin., 1999; Rhind i in., 2003; Panarace i in., 2007; Rudenko i Matheson, 2007; Gong
1in.,2014; Sheniin.,2017; LaRovereiin.,2019); 7) zaburzenia w procesach roznico-
wania komorek w ramach ich tkankowo- i organospecyficznej specjalizacji w czasie
histo- i organogenezy (Hill iin., 1999; Young i in., 2001; Chavatte-Palmeriin., 2002;
Smith i in., 2012; La Rovere i in., 2019); 8) wady rozwojowe ptodéw i potomstwa,
wynikajace z letalnych lub subletalnych efektow anatomo- i histopatologicznych
w obrgbie roznych narzagdow wewngtrznych (Farin i in., 2001; Edwards 1 in., 2002;
Dawson i in., 2004; Chavatte-Palmer i in., 2004, 2006; Park i in., 2005; Smith i in.,
2012); 9) ujawnienie si¢ fenotypowych cech charakterystycznych dla syndroméw
nadmiernej masy okotourodzeniowej potomstwa (LOS; ang. Large Offspring Syn-
drome) oraz rozrostu (hiperplazji komorkowej) 1 przerostu (hipertrofii komorkowe;j)
tozyska, tj. placentomegalii (LPS; ang. Large Placenta Syndrome) (Young i in.,
1998, 2001; De Sousa i in., 2001; Constant i in., 2006); jak réwniez 10) brak spon-
tanicznych porodow (Hill i in., 1999; Heyman i in., 2002; Batchelder i in., 2005;
Panarace i in., 2007; Rudenko i Matheson, 2007).

Sztuczna transformacja (modulacja) profilu pamieci epigenetycznej genomu
jadrowego zarodkoéw oraz praktyczne zastosowanie sztucznej modulacji epige-
netycznej komorek

Czynnikiem determinujacym nie tylko przed- i poimplantacyjny potencjat roz-
wojowy, lecz takze jako$¢ zarodkow jest stopien zaawansowania epigenetycznych
modyfikacji ich genomu jadrowego. Obnizenie aktywnosci transkrypcyjnej moze by¢
spowodowane gwattownym wzrostem czestotliwosci takich zmian w pamigci epige-
netycznej komorek zarodkowych (blastomerow) jak: 1) procesy metylacji reszt cyto-
zyny w DNA oraz 2) procesy deacetylacji reszt lizyny histondw rdzenia nukleosomo-
wego chromatyny jadrowej (Whitworth i Prather, 2010; Urrego i in., 2014; Samiec
i Skrzyszowska, 2018a, b; Xu i Xie, 2018; Rivera, 2019; Wang i in., 2019). Jednakze
te szkodliwe dla funkcji fizjologicznych i przezywalnosci blastomerow transformacje
biochemiczne genomu jagdrowego mozna zahamowac, a nawet odwrocié ich przebieg
w kierunku wzrostu natezenia ekspresji genow, korzystnego dla aktywno$ci meta-
bolicznej i proliferacyjnej komorek zarodkowych. Jednym ze sposobow odwrocenia
zaawansowanych zmian we wzorcu kowalencyjnych modyfikacji epigenetycznych,
ktére obejmujg gwattowna metylacje DNA lub spadek poziomu acetylacji biatek hi-
stonowych, wydaje si¢ by¢ sztuczna modulacja profilu pamigci epigenetycznej ge-
nomu jadrowego (ryc. 5) poprzez ekspozycje hodowanych in vitro oocytow i/lub
zarodkow ssakow na dziatanie syntetycznych zwigzkéw hamujacych aktywno$¢ me-
tylotransferaz DNA (inhibitory DNMT) oraz deacetylaz histonéw (inhibitory HDAC)
(Zhao i in., 2010a; Samiec i Skrzyszowska, 2012; Song i in., 2014; Wang i in., 2018).
Do grupy inhibitorow DNMT nalezg m.in.: 1) 5-azacytydyna (5-aza-C) (Gupta i in.,
2019) oraz jej pochodna — 5-aza-2’-deoksycytydyna (decytabina; 5-aza-dC) (Ding
i 1in., 2008; Huan i in., 2013; Saini i in., 2016, 2017); 2) zebularyna (nukleozydo-
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wy analog cytydyny) (Diao i in., 2013; Xiong i in., 2013; Taweechaipaisankul i in.,
2019a); jak rowniez 3) S-adenozylohomocysteina (SAH) (Jeon i in., 2008). Z ko-
lei, druga grupa egzogennych modulatorow epigenetycznych z rodziny inhibitoréw
HDAC obejmuje m.in.: 1) trichostatyng A (N-arylowa/N-fenylowa pochodna kwasu
hydroksamowego; TSA) (Lee i in., 2010; Bo i in., 2011; Opiela i in., 2017; Samiec
iin., 2015, 2019; Skrzyszowska i Samiec, 2020); 2) skryptaid (hydroksyamid kwasu
6-(1,3-dioksy-1H,3 H-benzo[de]izokwinolin-2-ylo)-heksanowego) (Zhao i in., 2009,
2010b; Xu i in., 2013; Wen i in., 2014); 3) kwas walproinowy (kwas 2-propylopenta-
nowy/kwas 2-propylowalerianowy; VPA) lub walproinian sodu (2-propylopentanian
sodu/2-propylowalerian sodu; SV) (Costa-Borges i in., 2010; Kim i in., 2011; San-
galli i in., 2014); 4) oksamflatyn¢ (aromatyczna/N-fenylowa pochodna sulfonoamidu
kwasu hydroksamowego) (Su i in., 2011; Park i in., 2012); 5) butanian sodu (maslan
sodu; NaBu) (Dasiin., 2010; Liuiin., 2012; Kumar i in., 2013); a takze 6) bishydrok-
syamid kwasu m-karboksycynamonowego (CBHA) (Dai i in., 2010; Song i in., 2014;
Agrawal i in., 2018a, b).

Wyniki badan wszystkich wymienionych wyzej autorow wskazuja, ze zastosowa-
nie inhibitorow DNMT i/lub inhibitoréw HDAC do sztucznej transformacji profilu
pamigci epigenetycznej genomu jadrowego hodowanych in vitro oocytow i zarodkow
réznych gatunkow ssakow (Swinia, bydto, koza, owca, jak zwyczajny, bawot indyjski/
wodny — rzeczny lub blotny, dziki kot bengalski, mysz) wywiera pozytywny wptyw
na ztozone procesy przeprogramowania aktywnosci transkrypcyjnej gendéw. Ten ko-
rzystny wpltyw przejawia si¢ w przywrdceniu scenariusza prawidlowego i pelnego
przeprogramowania pamigci epigenetycznej jader komoérkowych w rozwijajacych sie
zarodkach i ptodach oraz w przywroceniu prawidlowego wzorca ekspresji kluczo-
wych grup gendéw (np. gendow pluripotencji) w ich komérkach poprzez zwickszenie
czestotliwosdci pasywnej 1 aktywnej demetylacji reszt cytozyny DNA oraz ostabienie
natezenia deacetylacji (tj. wzmozong hiperacetylacj¢) reszt lizyny histonéw chroma-
tyny jadrowej (Wang i in., 2011a, b, 2018; Saini i1 Selokar, 2018; Taweechaipaisankul
iin., 2019b). Posrednim wskaznikiem wtasciwego przebiegu procesu epigenetycznego
przeprogramowania aktywnosci transkrypcyjnej DNA genomowego w transformowa-
nych/modulowanych epigenetycznie zarodkach, ktore uzyskano na drodze technolo-
gii wspomaganego rozrodu zwierzat (ARTs; ang. assisted reproductive technologies)
takich jak: klonowanie somatyczne (SCNT; ang. somatic cell nuclear transfer), stan-
dardowe zaptodnienie in vitro (IVF; ang. in vitro fertilization) 1 mikrochirurgiczne
zaplodnienie in vitro technika docytoplazmatycznej iniekcji plemnika (ICSI; ang. in-
tracytoplasmic sperm injection), jest zwigkszenie potencjalu rozwojowego ex vivo
i/lub in vivo zarodkow i ptodow (mierzonego na podstawie odsetka zarodkow rozwi-
jajacych sie do stadium blastocysty, odsetka rozwijajacych si¢ do konca cigzy ptodow,
czy odsetka potomstwa urodzonego w odniesieniu do grupy kontrolnej), podwyzsze-
nie cytologicznej jako$ci blastocyst, ocenianej w oparciu o catkowitg liczbg komorek,
a takze obnizenie czesto$ci wystepowania anomalii rozwojowych i defektow anato-
mo-fizjologicznych ptodéw oraz poprawa kondycji zdrowotnej urodzonego potom-
stwa (Yang i in., 2007; Shi i Wu, 2009; Diao i in., 2013; Samiec i Skrzyszowska,
2018a; Skrzyszowska i Samiec, 2020).
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Ryc. 5. Modulacja profilu pamigci epigenetycznej genomu jadrowego zarodkow kozy domowej
uzyskiwanych na drodze klonowania somatycznego
Fig. 5. Modulating profile of nuclear genome epigenetic memory in cloned caprine embryos generated by
somatic cell nuclear transfer (SCNT)

Obecnie, sztuczna modulacja epigenetyczna komorek znajduje takze praktyczne
zastosowanie w nowoczesnych terapiach antynowotworowych (tzw. epiterapiach)
(Galetzka 1 in., 2012; Hitchins, 2015; Roos i in., 2014, 2016; Amengual i in., 2018;
Sermer i in., 2019). Z jednej strony, celem onkologicznych epiterapii nowej generacji
jest wykorzystanie eksperymentalnie, przedklinicznie, klinicznie i farmakokinetycz-
nie przetestowanych — pod katem potencjalnych wtasciwos$ci onko- i teratogennych
— modulatorow/modyfikatorow epigenetycznych, albo z grupy niespecyficznych badz
specyficznych egzogennych inhibitorow DNMT i/lub HDAC, albo z grupy ektopo-
wych acetylotransferaz (acetylaz) histonéw (HATSs) i/lub demetylaz reszt lizyny hi-
stonéw H3 oraz H4 (HDMs), do wywotania stosunkowo szybkiej i skutecznej inak-
tywacji kaskady patogenetycznych proceséw wewnatrzkomorkowej kancerogenezy
(karcynogenezy) (Huang i Wen, 2015; Jankowska i in., 2015; Maes i in., 2015; Rie-
del i in., 2015; Hu i in., 2018; Persky i in., 2018). Z drugiej za$ strony, celem tych
nowatorskich metod epigenetycznie uwarunkowanej chemioterapii przeciwnowo-
tworowej jest inicjowanie proceséw nicodwracalnego unicestwiania, tj. starzenia si¢
1 mortalizacji (u$miertelnienia), komorek neoplastycznych (nowotworowych) po-
przez uaktywnienie antymitogennego/cytostatycznego profilu oddziatywania $ciezek
epigenomowo-zaleznej supresji ztosliwej transformacji onkogennej komorek (Kratz
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iin. 2014; Jia i in., 2016; Kamdar i in., 2016; Benevolenskaya i in., 2016; McClure
iin., 2018; Schobert i Biersack, 2018).

Wyzej wymienione strategie epigenetycznej terapii onkologicznej sa coraz czg-
$ciej stosowane w badaniach przedklinicznych 1 w prébach klinicznych zwigzanych
7 opracowaniem i optymalizacjg leczenia: 1) rakow pochodzenia zarodkowego (po-
tworniaki i rozrodczaki jajnika, nasieniaki jader, kosméwczaki, rdzeniaki zarod-
kowe); 2) nowotworéw hematologicznych (ostra i przewlekta biataczka szpikowa,
przewlekla bialaczka limfocytowa, szpiczak mnogi/plazmocytowy, zespoty mielo-
dysplastyczne, ztosliwe chtoniaki nieziarnicze B- i T-komorkowe, ziarnica ztosliwa/
chloniak Hodgkina); oraz 3) nowotworow jelita grubego (okreznicy), prostaty i piersi.

Ponadto, aplikacyjne mozliwoS$ci sztucznej transformacji epigenetycznej komorek
przy uzyciu ektopowych inhibitorow DNMT i/lub HDAC badz acetylaz i/lub demety-
laz reszt lizyny biatek histonowych (HATs i/lub HDMs) zostaty zwiekszone poprzez
ich wykorzystanie w nowoczesnych metodach epiterapeutycznych, stosowanych nie
tylko w przypadku zdiagnozowania u pacjentow chorob neurodegeneracyjnych, lecz
rowniez w przypadku identyfikacji u nich jednostek chorobowych, ktére sg ujete
w aktualnych klasyfikacjach psychiatrycznych (Best i Carey, 2010; Qureshi i Mehler,
2011; Shimamura 1 in., 2011; Ai i in., 2012; Brunet 1 Berger, 2014; Lee i Sachdev,
2014; Tremolizzo i in., 2014; Maes i in., 2015).

Te nowatorskie metody terapii epigenetycznej sa ukierunkowane na proby przed-
kliniczne oraz praktyke kliniczng w przypadku takich choréb neurodegeneracyjnych
jak: 1) padaczka (epilepsja); 2) choroba Alzheimera; 2) choroba Parkinsona; 3) cho-
roba Huntingtona (plasawica Huntingtona); 4) stwardnienie rozsiane (tac. sclerosis
multiplex — SM; ang. multiple sclerosis — MS); jak rowniez 5) stwardnienie zanikowe
boczne (choroba Charcota, choroba Lou Gehriga, choroba neuronu ruchowego; tac.
sclerosis lateralis amyotrophica — SLA; ang. amyotrophic lateral sclerosis — ALS)
(Gray 1 Dangond, 2006; Cacabelos i Torrellas, 2014; Devall i in., 2014; Wang 1 in.,
2014; Bennett i in., 2015; Feng i in., 2015; Gjoneska 1 in., 2015; Kiigiikali i in., 2015;
Narayan i in., 2015; Pihlstrem 1 in., 2015; Valor, 2015; Fagone i in., 2016; Neven
iin., 2016).

Wspomniane wczesniej epiterapie nowej generacji znajdujg takze coraz szersze
zastosowanie w przedklinicznej i klinicznej fazie badan, majacych na celu stworzenie
nowoczesnych i doskonalenie juz istniejacych metod leczenia takich choréb psychicz-
nych jak: 1) choroba afektywna dwubiegunowa (psychoza maniakalno-depresyjna,
cyklofrenia); 2) schizofrenia; 3) depresja; 4) autyzm; 5) demencja; 6) alkoholizm;
oraz 7) sktonnos$ci samobojcze, autodestrukcyjne i neurotyczne (Archer i in., 2010;
Aiiin., 2012; Lee i Sachdev, 2014; Wong i in., 2014; Tremolizzo i in., 2014; Castella-
niiin., 2015; Ibi i Gonzalez-Maeso, 2015; Januar i in., 2015; Fries i1 in., 2016; Walker
iin. 2016).

O istotnos$ci btednych modyfikacji biochemicznych DNA i chromatyny jadrowej
jako epimutacji determinujgcych wystgpowanie réznych fenotypoéw chorobowych
$wiadczy¢ moze tworzenie biomedycznych baz danych, ktore obejmuja wzajemne
zaleznos$ci miedzy mutacjami genetycznymi (genowymi i chromosomowymi), mu-
tacjami epigenetycznymi w obrebie kodu metylujacego DNA (metylomu) oraz kodu
histonowego chromatyny (epigenomu histonowego) oraz rearanzacjami struktury
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przestrzennej (architektoniki) chromatyny jadrowej i rozwojem cech genotypowych
1 fenotypowych charakterystycznych dla okre§lonych jednostek chorobowych (Ai
i1in., 2012; Brunet i Berger, 2014; Devall i in., 2014; Bennett i in., 2015; Hitchins,
2015; Huang i Wen, 2015; Pihlstrom i in., 2015; Riedel i in., 2015). Najpelniejszym, jak
dotad, uwzgledniajagcym wszystkie te powiazania katalogiem wydaje si¢ by¢ baza danych
DAnCER (ang. Disease-Annotated Chromatin Epigenetics Resource) (Archer i in., 2010;
Kiigiikali 1 in., 2015; Lardenoije i in., 2015; Narayan i in., 2015; Yan i in., 2016).

Podsumowanie

Na obecnym etapie badaf oraz w stosunkowo nieodleglej przysztodci przedstawi-
ciele okreslonych klas sztucznych modulatorow epigenetycznych znalazty lub znaj-
da praktyczne zastosowanie w epiterapiach nowej generacji, ktore moga okazaé si¢
niezwykle przydatnym narzedziem biomedycznym w leczeniu wybranych jednostek
chorobowych cztowieka o podtozu epigenetycznym. Doskonata egzemplifikacja ta-
kich dziatan sektora medyczno-biofarmaceutycznego moga by¢ terapie epigenetycz-
ne ukierunkowane na kliniczne leczenie niektérych chordéb neurodegeneracyjnych
(np. epilepsji) 1 psychicznych (np. choroby afektywnej dwubiegunowej), a takze na
kliniczne leczenie $cisle wskazanych hematologicznych choréb nowotworowych (np.
zespotow mielodysplastycznych, chtoniakow, czy ostrej 1 przewlektej biataczki szpi-
kowej), ktore uzyskaty akceptacje prawna i1 bioetyczng oraz zgode Amerykanskiej
Agencji ds. Zywnosci i Lekow (US FDA; ang. United States Food and Drug Admin-
istration) (Kalin i in., 2009; Yoon i Eom, 2016; Sermer i in., 2019).

Ponadto, rezultaty zakrojonych na szeroka skale dziatan z zakresu rozwoju no-
wych strategii transformacji/modulacji epigenetycznych, ktore stuzg zwigkszaniu
efektywnos$ci uzyskiwania i powielania zarodkéw wybranych gatunkow i ras zwierzat
gospodarskich nowoczesnymi metodami biotechnologii rozrodu oraz genomowe;j in-
zynierii zarodkowej (klonowania somatycznego, zaptodnienia in vitro, czy tez mikro-
iniekcji konstrukeji genowych do zygot), ze wzgledu na duze znaczenie dla rozwoju
gospodarki oraz stosunkowo wysoki potencjal aplikacyjny w rolnictwie i w sektorze
przemystowo-badawczym, moga realnie doprowadzi¢ w najblizszej przysztosci i po-
winny przyczyni¢ si¢ w perspektywie kilkuletniej do:

1) ochrony zasobdw genetycznych i tworzenia rezerw genetycznych zagrozonych
wyginieciem, rodzimych ras zwierzat gospodarskich wybranych gatunkows;

2) restytucji oraz multiplikacji subpopulacji ginacych i rzadkich ras zwierzat
hodowlanych w celu zachowania biordéznorodnosci oraz podwyzszenia stopnia we-
wnatrzpopulacyjnej i miedzyosobniczej zmiennosci genetycznej;

3) poprawy wskaznikow warto$ci hodowlanej i uzytkowej zwierzat gospodar-
skich, w tym zwigkszenia ich wydajno$ci mlecznej, migsnej i rozptodowe;;

4) przetozenia wynikow prac rozwojowych na wdrozenia w r6éznych dziedzinach
gospodarki krajowej, m.in. w rolniczym sektorze biotechnologicznym, ktérych celem
jest tworzenie odzwierzecych produktow biotechnologicznych dla przemystu rolno-
-spozywczego 1 biofarmaceutycznego oraz medycyny weterynaryjnej, transplantacyj-
nej i regeneracyjnej tkanek zwierzat gospodarskich, a takze na potrzeby przedklinicz-
nych i klinicznych testow w terapiach genetycznie uwarunkowanych lub nabytych
chorob zwierzat hodowlanych.
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Epigenetic mechanisms and the possibilities of epigenetic modulation in the ontogenesis
of mammals

SUMMARY

Genetic factors are one of the major regulators responsible for ontogenetic development of mam-
mals. Nonetheless, extragenic (epigenetic) factors appear to play the most pivotal role in the molecular
mechanisms underlying proper gene expression at all the stages of ontogenesis in different mammalian
species. In turn, aberrations in the processes of epigenetic reprogramming of genome-wide transcriptional
activity (designated as the so-called epimutations) not only bring about a lot of severe developmental
anomalies in mammalian embryos, conceptuses and progeny, but also give rise to premature senescence
or oncogenic transformation of cells and even neurodegenerative and psychiatric diseases. The purpose
of our study is to present the state of the art deciphering epigenetic agents and mechanisms determin-
ing normal ontogenetic development of mammals. Furthermore, this study secks to provide knowledge
about the broad spectrum of dysfunctions occurring in the processes of epigenetic reprogramming within
nuclear genome with an insight into anatomo-, histo-, and physiopathological changes at various devel-
opmental stages of mammalian ontogenesis. At the present stage of investigations, suitable approaches to
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epigenetic therapies, examples of which have been described in the current research article, can turn out
to be remarkably helpful to treat some disease entities with an epigenetic background, e.g., epilepsy or
myelodysplastic syndromes.

Key words: mammals, genes, epigenetic factors and mechanisms, genome reprogramming, transcriptio-
nal activity, epimutations, ontogenesis, assisted reproductive technologies, developmental abnormalities,
neoplastic transformation, oncological, neurodegenerative and mental disorders, epigenetic modulation



