Metylacja mitochondrialnego DNA: istnienie, lokalizacja i funkcja

STRESZCZENIE

pigenetyczna regulacja ekspresji genéw to intensywnie badany obszar biologii moleku-

larnej. Nalezy do niej metylacja cytozyn, ktorej mechanizm dzialania w DNA jadrowym
jest stosunkowo dobrze poznany. Za jej powstawanie odpowiadaja enzymy z rodziny mety-
lotransferaz DNA. Hydroksymetylacja to forma modyfikacji epigenetycznej wywodzaca sie
z metylacji. Uznaje si¢ ja za etap poSredni w procesie demetylacji cytozyn, a takze za moz-
liwy, samodzielny sposéb regulowania ekspresji genéw. Funkcjonalne znaczenie, a nawet
obecnosé metylacji w obrebie DNA mitochondrialnego (mtDNA) stanowi natomiast kwestie
sporna. Zgromadzone dane wskazuja na istotna role metylacji i hydroksymetylacji w funk-
cjonowaniu mitochondriow. Cho¢ epigenetyczna regulacja ekspresji genéw w mitochon-
driach nie jest do konica poznana, obecny stan wiedzy sugeruje, ze moze ona mie¢ wplyw na
prawidlowe funkcjonowanie komorki i patogeneze wielu choréb.

MITOCHONDRIA

Mitochondria to pétautonomiczne, u ssakéw dziedziczone odmatczynie, or-
ganella komorek eukariotycznych, ktére zgodnie z endosymbiotyczng teorig
pochodzenia organelli wywodza sie od bakterii klasy Alphaproteobacteria, ktére
weszly w symbioze z pierwotnymi komérkami eukariotycznymi [1]. Mitochon-
dria potrafia namnazac si¢ niezaleznie od cyklu komoérkowego. W pojedynczym
mitochondrium jest wiele kopii mitochondrialnego DNA (mtDNA), ktéry rézni
sie znaczgco od jadrowego DNA (nDNA) [2].

mtDNA

Ludzki mtDNA jest kolista czasteczka o dlugosci ok. 16500 par zasad (pz),
ztozong z dwéch nici: ciezkiej, bogatej w guaniny (ni¢ H - ang. heavy strand,
H-strand) oraz lekkiej, bogatej w cytozyny (ni¢ L - ang. light strand, L-strand).
mtDNA koduje 37 genéw, z ktérych 2 koduja rRNA, 22 - tRNA, a pozostate 13
- biatka wchodzace w sklad systemu fosforylacji oksydacyjnej (Ryc. 1) [3,4]. W
zaleznosci od zapotrzebowania energetycznego komorek, liczba kopii mtDNA
moze wynosi¢ od 100 do ponad 10000 [4,5]. Pozostala czes¢ proteomu mitochon-
drialnego (m.in.: biatka systemu fosforylacji oksydacyjnej, enzymy, czynniki
transkrypcyjne) zakodowana jest w jadrze komérkowym. Takie biatka posiadaja
sekwencje kierujace do mitochondriéw [1,6].
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Rycinal. Mapa ludzkiego mitochondrialnego DNA. Stworzone w programie BioRender, Toriska, K. (2025).
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Pomimo braku biatek histonowych w mitochondriach,
genom mitochondrialny utrzymuje strukture superskretu
dzieki innym, gesto pokrywajacym go biatkom wchodza-
cym w sklad mitochondrialnej maszynerii replikacyjnej i
transkrypcyjnej (gtéwnie biatko TEAM) [7]. Takie komplek-
sy nukleoproteinowe nazywane sa nukleoidami mitochon-
drialnymi [1].

OBSZAR REGULATOROWY

W mtDNA znajduje sie tylko jeden diuzszy odcinek nie-
kodujacy obejmujacy okoto 1100 pz (16 024-576), czesto na-
zywany petla D (ang. displacement loop, D-loop), regulujacy
transkrypcje i replikacje mtDNA. W jej obrebie znajduja
sie¢ wysoce konserwatywne sekwencje: miejsce inicjacji re-
plikacji nici ciezkiej (OH) oraz zwrécone w przeciwnych
kierunkach promotory obu nici [1,4,8]. Transkrypcja genéw
mitochondrialnych skutkuje powstaniem policistronowych
transkryptéw, ktére w wyniku enzymatycznej obrébki po-
transkrypcyjnej przeksztalcane sa do funkcjonalnych cza-
steczek mRNA, rRNA i tRNA [1,4].

FUNKCJE MITOCHONDRIUM

Cho¢ najpowszechniej uznawang za najwazniejsza funk-
cja mitochondriéw jest produkcja ATP w procesie fosfo-
rylacji oksydacyjnej, biora one udziat w licznych innych
kluczowych procesach komoérkowych, takich jak: kontrola
szlakéw apoptozy, utrzymywanie homeostazy i regulacja
gospodarki wapniowej, metabolizm kwaséw tluszczowych,
produkgja reaktywnych form tlenu, produkcja istotnych
metabolitoéw posrednich, synteza centréw zelazowo-siarko-
wych [6,9].

ZABURZENIA FUNKCJONOWANIA
MITOCHONDRIOW A ZDROWIE CZEOWIEKA

Mitochondria zaangazowane sa w liczne procesy meta-
boliczne, ktérych nieprawidtowosci moga skutkowaé cho-
robami czlowieka. Pierwotna dysfunkcja systemu fosfory-
lacji oksydacyjnej definiuje choroby mitochondrialne, ktére
moga by¢ wywolane przez mutacje w DNA jadrowym ko-
dujacym bialka transportowane do mitochondriéw.

Choroby mitochondrialne moga by¢ réwniez wywolane
mutacjami w mitochondrialnym DNA. Na przyktad pato-
genne warianty w genach MT-ND4, MT-ND1 i MT-NDe,
kodujacych biatka kompleksu I faricucha transportu elektro-
néw, powoduja wystapienie dziedzicznej neuropatii nerwu
wzrokowego Lebera (LHON - ang. Leber’s hereditary optic
neuropathy) [10]. Mutacja A>G w pozycji 3243 mitochon-
drialnego DNA najczesciej prowadzi natomiast do zespotu
MELAS (ang. myopathy, encephalopathy, lactic acidosis, stroke-
-like episodes).

Ze wzgledu na udzial mitochondriéw w metabolizmie
energetycznym komorki, na choroby wywolane zaburze-
niami ich funkcjonowania najbardziej podatne sa narzady i
tkanki zbudowane z komoérek o wysokim zapotrzebowaniu
energetycznym. Z tego powodu objawy choréb mitochon-
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drialnych obejmuja przewaznie uktad nerwowy i mieénio-
wy [10,11].

Nieprawidlowe funkcjonowanie mitochondriéw obser-
wuje sie w przypadku wielu choréb neurodegeneracyjnych
niemieszczacych sie w $cistej definicji choroby mitochon-
drialnej, takich jak choroba Alzheimera, choroba Parkinso-
na, stwardnienie zanikowe boczne, choroba Huntingtona.
Zaburzenia pracy mitochondriéw sa obecne réwniez w
przebiegu niektérych choréb metabolicznych, choréb ukta-
du krazenia i serca, choréb autoimmunologicznych i wielu
typach nowotworéw [11].

Objawy wynikajace z nieprawidlowo funkcjonujacych
mitochondriéw moga sie nie ujawnia¢ do momentu prze-
kroczenia progu stosunku mitochondriéw prawidtowo do
nieprawidlowo funkcjonujacych. Wynika to z obecnosci
wielu kopii mtDNA w komorce, posiadajacych jednako-
we sekwencje (homoplazmia) lub réznigce sie¢ miedzy soba
(heteroplazmia). W heteroplazmatycznych komérkach, czy
tkankach nieprawidlowe czasteczki wplywaja na ich fizjo-
logie dopiero po osiggnieciu okreélonego poziomu - tzw.
efektu progowego [2]. Jego wartosc jest trudna do zdefinio-
wania, poniewaz zalezy od wplywu mutacji na funkcjono-
wanie kodowanego bialka czy RNA, rodzaju tkanki oraz
kontekstu genetycznego - mitochondrialnego i jadrowego.

Zwraca sie takze uwage na dziatanie czynnikéw $rodo-
wiskowych - tu dobrym przykladem jest udowodniony
negatywny wplyw palenia tytoniu na ujawnienie sie i po-
step dziedzicznej neuropatii nerwu wzrokowego Lebera.
Potencjalnym wytlumaczeniem takich sytuacji sa modyfi-
kacje epigenetyczne i ich wplyw na ekspresje genéw, a w
kontekscie choréb - na zaburzenia ekspresji [7]giving rise
to mitochondrial diseases. Some mitochondrial myopathies,
however, present without a known underlying cause. Inte-
restingly, methylation of mtDNA has been associated with
various clinical pathologies. The present study set out to as-
sess whether mtDNA methylation could explain impaired
mitochondrial function in patients diagnosed with myopa-
thy without known underlying genetic mutations. Enhanced
mtDNA methylation was indicated by pyrosequencing for
muscle biopsies of 14 myopathy patients compared to four
healthy controls, at selected cytosines in the Cytochrome B
(CYTB. Niniejsza praca skupia sie na modyfikacjach epige-
netycznych wystepujacych w genomie mitochondrialnym
mogacych wplywac na funkcjonowanie mitochondriéow [2].

EPIGENETYKA

Modyfikacje epigenetyczne to odwracalne, tkankowo-
-specyficzne zmiany, ktére reguluja ekspresje genéw bez
ingerowania w sekwencje nukleotydowa DNA. W czasie
zycia komorki, jej wzoér epigenetyczny ulega dynamicz-
nym zmianom, co umozliwia kontrole aktywnosci genéw
podczas réznicowania i starzenia komérek oraz w odpo-
wiedzi na czynniki srodowiskowe. Ponadto, wzoér ten jest
odtwarzany w komérkach potomnych po podziale mito-
tycznym, a w ograniczonym stopniu takze po zajéciu me-
jozy, co umozliwia jego miedzypokoleniowe dziedziczenie
i wplywa na prawidlowy rozwéj zarodkowy [12]. Najlepiej
poznane zostaly mechanizmy epigenetyczne wystepujace
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w jadrze komoérkowym, m.in. kowalencyjne modyfikacje
DNA (np.: metylacja i hydroksymetylacja), potranslacyjne
modyfikacje biatek kontrolujgcych strukture DNA (np.: bia-
tek histonowych, bialek TFAM), potranskrypcyjne modyfi-
kacje rRNA, tRNA i mRNA oraz potranskrypcyjna regula-
cja ekspresji genéw z uzyciem niekodujacych RNA. Duzo
stabiej zbadana jest natomiast regulacja epigenetyczna w
organellach eukariotycznych posiadajacych wtasny DNA:
mitochondriach i plastydach [11,13].

METYLACJA DNA

Metylacja DNA to termin, ktérym czesto okresla sie
metylacje cytozyn, ze wzgledu na duzo wieksza czestosé
wystepowania tej modyfikacji w poréwnaniu z metylacja
pozostatych zasad azotowych budujacych podstawowe nu-
kleotydy [14]. Polega ona na przeniesieniu grupy metylowej
z S-adenozylo-L-metioniny na atom wegla w pozycji 5 pier-
Scienia pirymidynowego cytozyny, z utworzeniem 5-mety-
locytozyny (5-mC) oraz S-adenozylo-L-homocysteiny [18]
(Ryc. 2).

Reakgje te katalizuja enzymy z grupy metylotransferaz
(DNMTs - ang. DNA methyltransferases). W komoérkach ssa-
czych obecnych jest pie¢ metylotransferaz petnigcych rézne
funkcje: DNMT3A, DNMT3B, DNMT3L, DNMT1 i DNMT2
[15].

METYLOTRANSFERAZY DNA

Metylotransferazy z rodziny DNMT3 odpowiadaja za
metylacje de novo podczas rozwoju embrionalnego, a usu-
niecie genu kodujacego DNMT3A lub DNMT3B jest letal-
ne w przypadku myszy. U ludzi mutacje nawet w jednym
z nich prowadza do powaznych choréb, co wskazuje na
odrebne funkgje biologiczne tych enzyméw. DNMT3L jest
natomiast nieaktywnym katalitycznie czynnikiem regulato-
rowym, ktéry wzmacnia aktywnos$é enzyméw DNMT3A i
DNMT3B [15, 16].

Metylotransferazy DNMT1 utrzymuja istniejacy wzor
metylacji podczas replikacji i naprawy DNA w komérkach
somatycznych [16], wiec odpowiadajg za tak zwana mety-
lacje zachowawcza (ang. maintenance methylation). DNMT1
wykazuja najwigeksze powinowactwo do hemimetylowane-
go DNA, czyli DNA w ktérym metylowana jest tylko jedna
ni¢. Brak genu kodujagcego DNMT1 u myszy skutkuje Smier-
cig na wczesnym etapie rozwoju, a u ludzi mutacje w tym
genie sg przyczyna powaznych choréb neurodegeneracyj-
nych [15].

DNMT?2, obecnie nazywana TRDMT1 (ang. tRNA (cyto-
sine-5-)-methyltransferase), wykazuje strukturalne podobien-
stwo do pozostatych DNMTs, cho¢ katalizuje reakcje mety-
lacji RNA, a nie DNA [15].

Pomimo odrebnych funkcji DNMT3A, DNMT3B i
DNMT1, zaréwno metylacja de novo jak i metylacja zacho-
wawcza zaleza od wspotpracy wszystkich tych enzymoéw
[15].
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METYLACJA DNA JADROWEGO

Zanim przyjrzymy sie metylacji mtDNA, warto w zary-
sie pozna¢ zasady rzadzace metylacja nDNA i jej znacze-
nie. W jadrze komoérkowym cytozyny ulegaja metylacji
glownie w motywach dinukleotydowych CpG, gdzie ,p”
oznacza grupe fosforanowa, z ktérych wiekszos¢ wystepuje
w skupiskach, tzw. wyspach CpG. Umozliwia to utwo-
rzenie symetrycznego wzoru metylacji, odtwarzanego na
nowo syntetyzowanych niciach po kolejnych podziatach
komoérkowych [14,17]. Wyspy CpG znajduja sie najczesciej
w obrebie regionéw regulatorowych (np.: promotorach),
satelitach DNA, sekwencjach powtérzonych (w tym trans-
pozonach), ale takze w eksonach i intronach genéw [13,14].
W DNA jadrowym (nDNA - ang. nuclear DNA) okoto 70%
sekwencji CpG jest zmetylowanych [14]. Hipermetylacja re-
gionoéw regulatorowych zwykle charakteryzuje nieaktyw-
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Rycina 2. Metylacja DNA. Przeniesienie grupy metylowej z S-adenozylo-L-me-
tioniny (SAM) na atom wegla w pozycji 5 pierécienia pirymidynowego cytozyny,
z utworzeniem 5 metylocytozyny oraz S adenozylo-L-homocysteiny (SAH) (a).
Udzial metylaz DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, DNMT3L w metylacji DNA (b).
Na podstawie [18], stworzone w programie BioRender. Tonska, K. (2025)
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ne transkrypcyjnie rejony genomu, natomiast metylacja w
eksonach i intronach genéw moze stymulowac ich ekspresje
[13,15]. Wynika to z powstania zawady sterycznej w posta-
ci 5-mC, ktéra blokuje dostep czynnikéw transkrypcyjnych
do sekwengcji, ale umozliwia przylaczenie biatek wigzacych
zmetylowane DNA (MBP - ang. methyl-CpG binding protein).
Metylacja DNA pelni wiele funkcji zwigzanych z regulacja
ekspresji nDNA, takich jak pietnowanie rodzicielskie, inak-
tywacja drugiego chromosomu X w komérkach Zenskich,
rozw¢j ukltadu immunologicznego i réznicowanie komorek,
a takze wyciszanie retrowiruséw i transpozonéw [14,15].

Niesymetryczna metylacja nDNA (nie-CpG) wystepuje
w komoérkach zwierzecych stosunkowo rzadko, a jej rola nie
jest dokladnie poznana [17].

Zaburzenia metylacji nDNA (wywolane czynnikami we-
wnetrznymi lub srodowiskowymi) wplywaja na patogene-
ze wielu choréb, a ze wzgledu na odwracalny charakter mo-
dyfikacji epigenetycznych, sa one rozwazane w kontekscie
terapii epigenetycznych [14].

METYLACJA mtDNA

Biorgc pod uwage wplyw metylacji nDNA na wiele
kluczowych proceséw biologicznych oraz znaczenie mi-
tochondriéow w utrzymaniu homeostazy komoérkowej,
mozna przypuszczaé, ze metylacja mtDNA moze réwniez
odgrywac istotna role w funkcjonowaniu komorki.

Na przestrzeni kilku ostatnich dekad pelnienie istotnej
funkgji biologicznej, a nawet sama obecno$¢ metylacji mtD-
NA, pozostawaly kwestig sporng. Wczesne badania na ten
temat wskazuja na poziom metylacji w mitochondriach po-
nizej 5%. Wspolczeénie prowadzone badania wykorzystuja-
ce nowoczesne techniki nie dostarczaja spéjnych wynikéw
opisujacych mitochondrialny metylom, czyli calo$ciowy
wzdr metylacji mtDNA [18].

ZALEZNIE OD METODY I ZAKRESU BADANIA
OBSERWUIJE SIE ROZNE POZIOMY METYLAC]I

Metoda immunoprecypitacji wykazano wysoka zawar-
t08¢ 5-mC w mtDNA komoérek z linii HCT116 [16]. W tych sa-
mych regionach genéw mitochondrialnych MT-RNR1, MT-
-RNR2, MT-COIl i MT-ATP6, w tych samych komoérkach, za
pomoca sekwencjonowania bisulfitowego (BS - ang. bisulfite
sequencing) zaobserwowano natomiast metylacje na pozio-
mie ponizej 1%, co sugeruje, Ze wysokie wartosci metylacji
uzyskane uprzednio sg wynikiem ograniczen technicznych
i niewystarczajacej czutosci wykorzystanej metody anali-
tycznej. Za pomoca pirosekwencjonowania, po reakgji z wo-
dorosiarczynem, wykazano bardzo niski, lecz staty poziom
metylacji mtDNA w réznych regionach mézgu oséb zdro-
wych [19]. Podobnie niski poziom metylacji mtDNA wykry-
to w korze przedczotowej (0,37£0,04%), niezaleznie od nici
ani typu dinukleotydu (CG/CHG/CHH), z wyjatkiem kil-
ku cytozyn w dinukleotydach CpG, szczegdlnie w pozycji
m.545 w obrebie HSP1 w regionie petli D (5,49+0,97%). Do
tych badan zastosowano autorska strategie wykorzystujaca
sekwencjonowanie catego genomu po reakcji z wodorosiar-
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czynem (WGBS - ang. whole genome bisulfite sequencing), a
takze niezalezne techniki analityczne [20].

Za pomoca sekwencjonowania bisulfitowego mtD-
NA z krwi obwodowej zaobserwowano natomiast me-
tylacje na poziomie 2,59%+0,75% u zdrowych kobiet oraz
3,72%%1,83% u zdrowych mezczyzn [21]. W pracy bada-
jacej wplyw zanieczyszczenn powietrza na metylacje mtD-
NA, u os6b nienarazonych na czastki stale wykazano me-
tylacje genéw MT-TF i MT-RNR1 na poziomie 5,06+0,30%
w kozuszku leukocytarno-ptytkowym, za pomoca wysoce
ilosciowego pirosekwencjonowania PCR po reakcji z wo-
dorosiarczynem (ang. highly quantitative bisulfite-PCR pyro-
sequencing) [22]. Wykorzystujac pirosekwencjonowanie po
reakcji z wodorosiarczynem, metylacje wykazano w genie
MT-RNR?2 oraz w petli D mysiego i ludzkiego mtDNA [23].
Za pomoca sekwencjonowania nowej generacji, po reakcji z
wodorosiarczynem (Illumina MiSeq), zidentyfikowano po-
nadto 54 ze 133 badanych miejsc CpG w mtDNA w krwi
kobiet w wieku 18-91 lat, ktére wykazywaly metylacje na
poziomie $rednio 2-6%, ale jednoczeénie charakteryzowaty
sie silna specyficzng zmiennoscia osobnicza i zmiennoscia
zalezna od obszaru czasteczki [24].

METYLACJA MTDNA MOZE BYC WYZSZA
W DINUKLEOTYDACH NIE-CPG

Stosujac metode sekwencjonowania bisulfitowego wy-
kazano wysoki poziom metylacji w petli D mtDNA pocho-
dzacego z krwi obwodowej oraz ludzkich kultur komérko-
wych. Co najwazniejsze, zaobserwowano dwukrotnie wyz-
szy poziom metylacji w dinukleotydach nie-CpG (35%) w
poréwnaniu z dinukleotydami CpG (17%), przy czym me-
tylacja ta byla obecna wylacznie na nici lekkiej mtDNA. Wy-
niki te podwazaja wiarygodnos¢ badan, w ktérych globalny
poziom metylacji mtDNA oceniano wytacznie na podstawie
poszczegdlnych pozycji CpG, poniewaz pomijanie metylacji
w dinukleotydach nie-CpG moglo prowadzi¢ do zanizenia
uzyskiwanych wartosci [17].

Niesymetryczna metylacje nie-CpG zaobserwowano
réwniez w genie MT-COI i petli D mtDNA komoérek $réd-
blonka, gdzie metylowane cytozyny formowaly skupiska z
najczesciej zmetylowanymi dinukleotydami CpA i CpG, a
najrzadziej CpC [25].

Powyzsze wyniki pokazuja ztozonos¢ wiarygodnej oce-
ny poziomu metylacji mtDNA. Dostepne dane wskazuja
jednak, ze poziom metylacji CpG wynosi maksymalnie kil-
ka procent, za to metylacja jest wyzsza w innych rodzajach
dinukleotydéw. Jednym z istotnych elementéw mogacych
wplywaé na uzyskiwane poziomy metylacji i ich wiarygod-
nos¢ wydaje sie by¢ wybor techniki analitycznej.

FUNKCJONALNE ZNACZENIE METYLAC]JI MTDNA

Na podstawie powyzszych wynikéw badan prowadzo-
nych na réznych rodzajach komérek na przestrzeni wielu
lat mozna zalozy¢, ze w mitochondriach metylacja zacho-
dzi, cho¢ w mniejszym stopniu i w innych regionach niz w
nDNA. Fakt wystepowania metylacji nie stanowi sam w so-
bie dowodu na jej znaczenie biologiczne. W celu poznania
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potencjalnej funkcji metylacji mtDNA wielokrotnie badano
zaleznosci miedzy poziomem metylacji w réznych rejonach
mtDNA a ekspresjg genéw mitochondrialnych (wptyw na
transkrypcje) oraz liczba kopii mtDNA (wplyw na replika-
gje). Przedmiotem badan stal sie¢ rowniez mechanizm me-
tylacji mtDNA oraz potencjalny udzial w niej metylotrans-
feraz DNA, ktoére ulegaja ekspresji w jadrze komérkowym
i odpowiadaja za metylacje nDNA. Istnienie specyficzne-
go mechanizmu odpowiedzialnego za metylacje mtDNA
wskazywatoby na jej funkcjonalne znaczenie.

OBECNOSC METYLOTRANSFERAZ
DNA W MITOCHONDRIACH

DNMTT1 byta wielokrotnie wykrywana w obrebie mito-
chondrium, natomiast obecno$s¢ DNMT3A i DNMT3B w
tym organellum nie jest jednoznacznie okreslona. W ko-
morkach z linii HCT116 nie wykryto w mitochondriach ani
DNMT3A, ani DNMT3B [1,16,17,26]. W komoérkach migsni
gladkich naczyn krwionoénych zaobserwowano niski po-
ziom DNMT3A [26], natomiast w komoérkach HelLa oraz
w mysich fibroblastach wykryto niskie poziomy DNMT3B
[17]. Wskazuje to na tkankowo specyficzna obecnoé¢ tych
metylotransferaz DNA w mitochondriach. Potwierdza to
m.in. analiza wykonana za pomoca immunoblottingu, w
ktérej wykazano tkankowo specyficzng obecnoé¢ DNMT3A
ze szczegblnym wzbogaceniem w tkankach pobudliwych
(miesnie szkieletowe, neurony) [23]. DNMT3B réwniez wy-
krywana byta w mitochondriach tkankowo specyficznie [1].

Na funkcjonalne znaczenie DNMT1 w mitochondriach
wskazuje wykrycie jej w interakcji z obszarem petli D, a
takze obszarami kodujacymi rRNA i bialka, proporcjonal-
nie do obecnosci dinukleotydéw CpG. Ponadto, zidentyfi-
kowana zostata specyficzna mitochondrialna izoforma tego
enzymu, posiadajaca domene kierujaca do mitochondrium
najego N-koricu. Sekwencja kodujaca te domene obecna jest
w rejonie 5 od miejsca startu transkrypcji genu kodujace-
go DNMT1, a podwyzszonej ekspresji ulega w warunkach
stresu oksydacyjnego [16].

Usuniecie metylotransferazy DNMT1, DNMT3A lub
DNMT3B z komoérek powoduje zmniejszenie stopnia me-
tylacji mtDNA w pozycjach CpG [17]. Ponadto obecnosé¢
DNMT3A i DNMT3B mogtaby wyjasni¢ przewage metylacji
nie-CpG w mitochondriach. Ich aktywno$¢ enzymatyczna
moze bowiem ulec zmianie, promujac metylacje CpH (gdzie
H odpowiada A, T lub C) przy nieobecnoéci DNMT3L, co
obserwowano dotychczas w jadrze komérkowym [27].

Metylacja CpG nie jest jednak catkowicie eliminowana, a
poziom metylacji CpH nie ulega istotnym zmianom, nawet
w przypadku usuniecia wszystkich trzech metylotransferaz
DNA. Sugeruje to obecnos$¢ odrebnego mechanizmu mety-
lacji w mitochondriach, oprécz tego opartego na metylo-
transferazach DNA znanych z jadra komoérkowego [1,17].

WPLYW METYLACJI MTDNA NA EKSPRESJE
GENOW MITOCHONDRIALNYCH

Wielokrotnie dowodzono negatywnej korelacji mie-
dzy stopniem metylacji mtDNA a poziomem ekspresji
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genéw mitochondrialnych oraz liczba kopii mtDNA [3].
Nadekspresja mtDNMT1 nasila jego wigzanie z mtDNA,
w szczegblnosci z obszarem regulatorowym, co skutkuje
wzrostem poziomu jego metylacji. W efekcie zahamowaniu
ulega ekspresja genow mitochondrialnych [28], jak réwniez
replikacja mtDNA, objawiajaca si¢ zmniejszona liczba kopii
mtDNA. Zaburzona ekspresja metylotransferaz DNA wy-
woluje natomiast odwrotne efekty w postaci zwiekszonego
poziomu ekspresji genéw mitochondrialnych i liczby kopii
mtDNA [29].

Zaleznoéci te potwierdzono traktujac komoérki inhibitora-
mi DNMT1: 5-Aza-2'-deoksycytydyna i adenowirusowym
shRNA (ang. short hairpin RNA) skierowanym przeciwko
DNMT1. Wywotato to spadek poziomu metylacji mtDNA.
Wprowadzenie do komérek DNMT1 z sekwencja kierujaca
do mitochondriéw wywolalo obnizenie poziomu ekspresji
wielu genéw mitochondrialnych, m.in.: MT-ND4, MT-ND5,
MT-ND6, MT-ATP6, MT-COI, MT-COIIlL. Spadl réwniez
poziom ATP w komoérce w wyniku obnizenia aktywnosci
oddychania komérkowego oraz zmniejszyla sie liczba kopii
mtDNA [26]. Potwierdza to dodatkowo funkcjonalne zna-
czenie DNMT1 w mitochondriach.

Z tych obserwacji nasuwa sie wniosek, ze mtDNMT1 od-
powiada za metylacje mtDNA, szczegolnie w obrebie obsza-
ru regulatorowego, co skutkuje obnizeniem efektywnosci
transkrypgji i replikacji mtDNA. Regulacja ekspresji genéw
jest jednak procesem wysoce skomplikowanym i zalezy od
wielu réznych czynnikéw. Z tego wzgledu metylacja moze
wplywaé zaréwno hamujaco jak i stymulujaco na ekspre-
sje gendw i replikacje DNA. Kontroluje ona dostepnosé do
DNA czynnikéw transkrypcyjnych, polimeraz RNA, topo-
izomeraz i inhibitoréw biatkowych wiazacych do DNA, jak
réwniez bierze udzial w kontroli replikacji DNA [4]. Przy-
kladowo, wzrost efektywnosci metylacji cytozyny w pozycji
m.545 znajdujacej sie w obrebie pierwszego miejsca inicjacji
transkrypcji nici ciezkiej wewnatrz petli D zwigksza powi-
nowactwo biatka TFAM do tego regionu, co z kolei skut-
kuje wzrostem ekspresji genéw kontrolowanych zaré6wno
przez HSP1, HSP2 oraz LSP [20]. Ponadto, w warunkach
podwyzszonej ekspresji mtDNMT1, wraz ze zmniejszeniem
ekspresji genu MT-ND1, zaobserwowano wzrost ekspresji
genu MT-ND6 [16].

Wyglada wiec, ze zasadniczo metylacja mtDNA wplywa
negatywnie na poziom ekspresji, jednak w poszczegélnych
pozycjach moze mie¢ dziatanie odwrotne, prawdopodobnie
posrednio, przez wplyw na replikacje. Dodatkowo efekt
metylacji mtDNA na transkrypcje genéw mitochondrial-
nych moze by¢ genowo specyficzny i potencjalnie tkanko-
wo specyficzny.

TKANKOWO SPECYFICZNA METYLACJA mtDNA

Zawarto$¢ mitochondriéw w komérkach rézni sie m.in. z
powodu na réznic w zapotrzebowaniu energetycznym po-
szczegblnych tkanek. Ze wzgledu na udzial mitoepigene-
tyki w regulacji ekspresji genéw mitochondrialnych, wzér
epigenetyczny z duzym prawdopodobieristwem réwniez
rézni si¢ w zaleznosci od typu komorki. Wskazuja na to
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chociazby zidentyfikowane w mitochondriach tkankowo
specyficzne metylotransferazy DNA [23,30].

Mimo wzglednie stalego roztozenia metylacji cytozyn, w
genomie mitochondrialnym obecne sa konkretne loci (szcze-
goblnie w obrebie obszaru regulatorowego, ale réwniez we-
wnatrz genéw odpowiedzialnych za funkcje oddechowe
mitochondriéw), charakteryzujace sie réznicami we wzorze
metylacji w zaleznosci od typu tkanki i etapu jej rozwoju.
Mimo niewielkich zakreséw zmiennosci, wystarczaja one,
aby skutecznie rozrézni¢ poszczegolne tkanki. Co cieka-
we, wzory metylacji konkretnych tkanek u réznych oséb
sa do siebie bardziej podobne niz wzory metylacji réznych
tkanek u jednej osoby. Swiadczy to o wysoko tkankowo
specyficznej naturze metylacji mtDNA [31,32].

WPLYW STARZENIA NA METYLACJE mtDNA

W mtDNA wykazano korelacje miedzy poziomem me-
tylacji a wiekiem [7], majaca zwykle charakter negatywny
[24,29]. W grupie kobiet w wieku 18-91 lat, model predykcji
taczacy wiek z poziomem metylacji dwoéch pozycji geno-
mu mitochondrialnego wyjasnil 50% zmiennoéci metylacji.
Trafnoé¢ przewidywan byla najwieksza w grupach poni-
zej 59 roku zycia. Wskazuje to na istnienie innych czynni-
kéw majacych istotny wpltyw na poziom metylacji, ktérych
udzial rosnie wraz z wiekiem. Mozliwe, Ze jest to wynik
akumulacji dziatania czynnikéw srodowiskowych i osobni-
czych wraz z uplywem czasu [24].

Zmiana poziomu metylacji zachodzi rowniez w mtDNA
starzejacych sie komoérek srédblonka. W stosunku do komo-
rek proliferujacych zidentyfikowano u nich 25 pozycji hipo-
metylowanych i 8 pozycji hipermetylowanych. Wiekszos¢
z nich znajdowala sie¢ w obrebie miejsca inicjacji replikacji
nici ciezkiej wewnatrz petli D. Zmianom tym towarzyszyt
wzrost ekspresji genu MT-ND5 oraz wzrost liczby kopii
mtDNA [25]. Stopniowy spadek metylacji regionéw starto-
wych genéw (GSS - ang. gene start sites) MT-ND6 i MT-ATP6
zaobserwowano réwniez w komérkach nerwowych mézgu
wraz z jego rozwojem [31].

Wydaje si¢ zatem, ze poziom metylacji mtDNA zmienia
sie¢ wraz z wiekiem, co ma wplyw na poziom ekspresji ge-
néw mitochondrialnych. Nie mozna stwierdzi¢ czy zmiana
taka jest niezaleznym markerem starzenia, czy tez jedynie
wynikiem innych proceséw zachodzacych wraz z wiekiem.

PELEC A METYLACJA mtDNA

U mezczyzn stwierdzono wyzszy poziom metylacji
mtDNA niz u kobiet, czemu odpowiadala mniejsza liczba
kopii mtDNA. Réznice te moga by¢ wynikiem kontroli
metabolizmu mitochondrialnego przez zeriskie hormony
plciowe estrogeny, poniewaz wplywaja one na system
obrony antyoksydacyjnej [29]. W przypadku kobiet
metylacja obszaru regulatorowego wyjasnia wiekszy
procent zmienno$ci liczby kopii mtDNA niz u mezczyzn,
co sugeruje, ze zmiany metylacji mtDNA u kobiet maja
wiekszy wplyw na funkcjonowanie mitochondriéw [21].
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Nie stwierdzono natomiast korelacji miedzy stopniem
metylacji cytozyny w pozycji m.545 w korze przedczoto-
wej a plcia mimo, Ze jest to jedna z nielicznych pozycji w
mtDNA, w ktérych zaobserwowano istotny poziom metyla-
qji [20]. W komérkach nowotworowych pacjentéw z rakiem
jelita grubego nie zaobserwowano podobnej zaleznosci.
Przypuszcza¢ mozna, ze na wzor i poziom metylacji mtD-
NA w pierwszej kolejnosci wptywa proces nowotworzenia,
a w drugiej dopiero plec [5,33].

Wydaje si¢ zatem, ze réznice w poziomie metylacji wyni-
kajace z r6znic plciowych nie maja charakteru uniwersalne-
go i moga by¢ tkankowo specyficzne.

METYLACJA mtDNA A ZABURZENIA
FUNKCJONOWANIA MITOCHONDRIOW

Skoro metylacja cytozyn wystepuje w mtDNA i wptywa
na ekspresje gendéw mitochondrialnych, to z duzym
prawdopodobieristwem wplywa ona na prawidlowe
funkcjonowanie mitochondriéw. Zmiana wzoru epigene-
tycznego moglaby potencjalnie przyczynia¢ sie do zabu-
rzet pracy tego organellum i prowadzi¢ do rozwoju wielu
choréb. W celu poznania tych zaleznosci prowadzone sg
badania nad wplywem zmian wzoru metylacji mtDNA na
wystepowanie zaburzen réznego typu, szczegélnie tych po-
wigzanych z nieprawidtowym funkcjonowaniem mitochon-
driéw.

CHOROBY NEURODEGENERACY]JNE

Choroby neurodegeneracyjne charakteryzuja sie poste-
pujaca w czasie utrata komoérek nerwowych, co w wiekszo-
Sci przypadkéow prowadzi do $mierci. Metody ich leczenia
ograniczaja sie do tagodzenia objawéw i spowalniania ich
progresji [34]. Poznanie molekularnych mechanizméw sto-
jacych za ich rozwojem jest szczegdlnie istotne, poniewaz
mogloby przyczynic sie do opracowania skutecznych tera-
pii i dzialani prewencyjnych.

Najpowszechniej wystepujacymi chorobami neurodege-
neracyjnymi sa choroba Alzheimera i choroba Parkinsona
[34]. Obie powiazane sg z zaburzeniami funkcjonowania
mitochondriéw spowodowanymi warunkami stresu oksy-
dacyjnego. W komoérkach nerwowych kory srédwechowej
pacjentow z choroba Alzheimera zaobserwowano wyzszy
poziom metylacji w regionie petli D oraz obnizony poziom
w obrebie genu MT-ND1. W pézniejszych stadiach choroby
wystepuje réwniez podwyzszona ekspresja genu MT-ND1,
co moze by¢ efektem zmian metylacji mtDNA na wcze-
$niejszych etapach oraz warunkéw stresu oksydacyjnego
[19]. Wyniki badar nie wskazuja na jednoznaczna korelacje
poziomu metylacji mtDNA z wystepowaniem choroby Par-
kinsona. W istocie czarnej mézgu zaobserwowano zmniej-
szony poziom metylacji petli D [19], ale w korze przedczo-
towej, gdzie ogdlny poziom metylacji mtDNA byt bardzo
niski, nie wykazano jego korelacji z wystepowaniem choro-
by Parkinsona [20].

Stwardnienie zanikowe boczne (ALS, ang. amyotrophic
lateral sclerosis) to choroba neurodegeneracyjna, ktorej przy-
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czyny sa zloZone i obejmujg zaréwno czynniki genetycz-
ne, jak i sSrodowiskowe. Dziedziczne formy ALS stanowia
jedynie 10% wszystkich przypadkoéw, z czego ponad 50%
jest zwigzanych z mutacjami w genach C9orf72 lub SOD1.
ALS, podobnie do choréb Alzheimera i Parkinsona, powia-
zane jest z zaburzeniami funkcjonowania mitochondriéw i
wysokim stresem oksydacyjnym. W limfocytach krwi pa-
gjentéw z ALS, wywotanym mutacjami w genie SOD1, wy-
kryto obnizony poziom metylacji petli D, ktéry korelowat
ze zwiekszong liczba kopii mtDNA. Zmiany w metylacji
oraz wzrost intensywnosci replikacji mtDNA moga by¢ w
tym przypadku efektem warunkéw stresu oksydacyjnego,
poniewaz SOD1 koduje dysmutaze ponadtlenkowa biorg-
ca udzial w odpowiedzi antyoksydacyjnej. Podobne zalez-
nosci zaobserwowano w przypadkach nierodzinnych, w
przeciwienistwie do zdrowych kontroli i pacjentéw z ALS
wywolanym mutacjami w genie C9orf72 [29]. Dalsze bada-
nia w tym zakresie mogtyby przyblizy¢ nieznane dotad me-
chanizmy odpowiedzialne za rozwo6j sporadycznych przy-
padkéw ALS.

Zwiazek ALS ze zmianami metylacji mtDNA wykazano
réwniez na transgenicznych myszach z mutacja SOD1. W
komérkach miesni szkieletowych i neuronach zaobserwo-
wano podwyzszony poziom DNMT3A w mitochondriach
oraz obnizony poziom metylacji genu mitochondrialnego
kodujacego 165 rRNA juz na wczesnych i przedobjawowych
etapach choroby. Mechanizm odpowiedzialny za spadek
metylacji przy wzroécie poziomu DNMT3A jest nieznany,
ale podejrzewa sie, ze moze by¢ to spowodowane nabyciem
przez DNMT3A aktywnosci demetylazy w warunkach wy-
sokiego stezenia Ca?*. Co najwazniejsze, w mysich mode-
lach ALS wykazano, ze zmiany we wzorze metylacji mtD-
NA moga stymulowac apoptoze neuronéw motorycznych
[23]. Z tego wzgledu jest to istotny kierunek przysztych ba-
dari na temat mechanizmoéw sprawczych ALS.

Zaburzeniami funkcjonowania mitochondriéw charak-
teryzuje sie¢ réwniez mézgowa, autosomalna dominujgca
arteriopatia z podkorowymi zawatami i leukoencefalopatia
(CADASIL - ang. Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy
with Subcortical Infarcts and Leucoencephalopathy). W komor-
kach z krwi obwodowej pacjentéw z CADASIL zaobserwo-
wano wyzszg, w poréwnaniu do zdrowych kontroli, liczbe
kopii mtDNA, korelujaca z obnizonym poziomem metylacji
obszaru regulatorowego [21].

Powyzsze wyniki wskazuja, ze metylacja mtDNA moze
by¢ kolejnym elementem stanowiacym podloze molekular-
ne wielu choréb neurodegeneracyjnych, wplywajacym na
metabolizm mitochondrialny pacjentéw z tymi chorobami.

CHOROBY UKEADU KRAZENIA

W plytkach krwi pacjentéw z chorobami ukiadu krazenia
wykryto zwiekszony, w poréwnaniu do zdrowych kontroli,
poziom metylacji genéw kodujacych biatka wchodzacych w
sklad oksydazy cytochromu ¢ (MT-COI, MT-COII i MT-CO-
III), a takze genu kodujacego mitochondrialny tRNA leucy-
nowy (MT-TL1). Poziom metylacji genéw kodujacych bial-
ka wchodzace w sklad syntazy ATP (MT-ATP6 i MT-ATPS)
oraz dehydrogenazy NADH (MT-ND5) nie ulegl zmianie.
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Wskazuje to na specyficznoé¢ genowa regulacji metylacji
gendéw mitochondrialnych w ptytkach krwi u oséb z choro-
bami uktadu krazenia [30].

Komoérki miesni gtadkich naczyn krwionosnych u oséb
z niedrozno$cia tetnic charakteryzuja sie zmniejszeniem
intensywnosci oddychania mitochondrialnego oraz utra-
ta zdolnosci do skurczu. Zaobserwowano, ze u pacjentéw
DNMT1 kierowana jest do mitochondriéw, gdzie wywoluje
hipermetylacje petli D i w efekcie hamuje ekspresje genéw
mitochondrialnych. U pacjentéw wykazano zmniejszong
aktywnoséé komplekséw 11 IV fariicucha transportu elektro-
néw, natomiast nie stwierdzono zmiany aktywnosci kom-
pleksu II, ktéry jako jedyny z kompleksow taricucha odde-
chowego kodowany jest w catoéci w genomie jadrowym
[26].

Na mysich modelach niedroznosci tetnic wykazano, ze
prawidlowa kurczliwos$é komoérek miesni gladkich naczyn
krwionoénych mogta by¢ przywrécona poprzez transplan-
tacje do nich ex vivo mitochondriéw pozbawionych DNMT1I.
Wprowadzenie do komérek DNMT1 z sekwencja kierujaca
do mitochondrium powodowalo natomiast zahamowanie
ekspresji wielu genéw mitochondrialnych odpowiedzial-
nych za prawidlowe funkcjonowanie tego organellum. Wy-
wolywalo to zmniejszenie aktywnosci oddychania komoér-
kowego, zmniejszenie poziomu ATP w komérce, zmniejsze-
nie stezenia Ca?" i zmniejszenie liczby kopii mtDNA, a w
efekcie zmniejszenie kurczliwosci komorek [26].

Obserwacje te wskazujg, ze metylacja petli D przez
DNMT1 jest przyczyna zmniejszenia poziomu ATP w
komorce, a w efekcie zaburzen kurczliwosci tych komorek.
Odwracalno$¢ tego procesu, wykazana na mysich mode-
lach, mogtaby zosta¢ wykorzystana w potencjalnych tera-
piach 0s6b z niedroznoscia tetnic.

CHOROBY METABOLICZNE I OTYLOSC

Otylos¢ zwigzana jest ze zwiekszonym ryzykiem zacho-
rowania na cukrzyce typu II oraz choroby uktadu krazenia,
a takze z wystepowaniem zaburzeri metabolizmu glukozy i
tluszczow, ktére w duzym stopniu zachodza w mitochon-
driach [35]. Cukrzycy typu Il czesto towarzysza powiklania,
a jednym z nich jest retinopatia cukrzycowa [28].

We krwi 0s6b otytych z niewrazliwoscia na insuline oraz
w komérkach naczyn krwionosnych siatkéwki oka oséb z
retinopatia cukrzycowa wystepuje wyzszy poziom metyla-
qji petli D mtDNA w poréwnaniu do 0s6b zdrowych. Praw-
dopodobnie spowodowane jest to hiperglikemia prowadza-
cg do zaburzen funkcjonowania mitochondriéw i produkgji
ROS uszkadzajacych taficuch oddechowy. W wyniku ob-
nizonej aktywnosci faricucha oddechowego spada poziom
NAD*. SIRT1 to zalezna od NAD* deacetylaza hamujaca
aktywnoé¢ DNMT1. Warunki stresu oksydacyjnego pro-
wadza wiec do obnizenia aktywnosci SIRT1, a tym samym
podwyzszenia aktywnosci DNMT1. Skutkuje to zwiekszo-
nym poziomem metylacji mtDNA, a w konsekwencji zaha-
mowaniem transkrypgji i replikacji mtDNA, poglebieniem
dysfunkcji mitochondriéw i zaburzeniem sygnalizacji in-
sulinowej [28,35]. Metylacja mtDNA uczestniczy zatem w
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inicjowaniu zaburzen metabolicznych, ktére sprzyja rozwo-
jowi cukrzycy typu 2.

Zmiany wzoru metylacji mtDNA zaobserwowano réw-
niez u pacjentéw z niealkoholowym sttuszczeniowym za-
paleniem watroby, charakteryzujagcym sie zaburzonym
metabolizmem tluszczéw w mitochondriach wywotanym
stresem oksydacyjnym. U pacjentéw wykazano podwyz-
szony poziom metylacji genu mitochondrialnego MT-ND6,
co skutkowato obnizeniem jego ekspresji [7].

Dane sugeruja, ze przynajmniej czesciowo za dysfunk-
cje miotochondriéw obserwowana w niektérych chorobach
metabolicznych moze odpowiadaé¢ zaburzenie metylacji
mtDNA.

CHOROBY NOWOTWOROWE

Komoérki nowotworowe charakteryzuja sie podwyzszo-
nym poziomem metylacji jadrowego DNA, co wigze sie ze
zmianami w ekspresji wielu genéw [33]. Hipermetylacja
wysp CpG w regionach promotorowych moze np. prowa-
dzi¢ do wyciszania genéw supresorowych i w efekcie za-
burzaé takie procesy jak cykl komérkowy czy apoptoza. Z
nowotworzeniem wiazg sie zmiany w funkcjonowaniu mi-
tochondriéw, ktére objawiaja sie m.in. zmianami w metabo-
lizmie glukozy [4,33]. Poniewaz mitoepigenetyka wplywa
na prawidlowa prace mitochondriéw, jej rola w procesie
nowotworzenia jest przedmiotem licznych badan.

W komoérkach nowotworowych oséb z rakiem jelita gru-
bego, kostniakomiesakami lub glejakami wielopostaciowy-
mi wielokrotnie wykazywano hipometylacje mtDNA w ob-
rebie petli D w poréwnaniu do tkanek nienowotworowych.
Zauwazono takze jej korelacje ze zwiekszona liczba kopii
mtDNA i podwyzszong ekspresja genu mitochondrialnego
MT-ND2 [4,5,33].

Gen mitochondrialny MT-ND2 koduje biatko wchodzace
w skiad kompleksu I taficucha oddechowego bedacego en-
zymem limitujacym fosforylacji oksydacyjnej. Wzrost jego
ekspresji moze skutkowaé wydajniejszym procesem synte-
zy ATP. Jest to szczegodlnie istotne w przypadku komoérek
nowotworowych, ze wzgledu na ich bardzo wysokie zapo-
trzebowanie energetyczne [5,33].

Z drugiej strony istnieja badania wskazujace brak wpty-
wu metylacji mtDNA na ekspresje genéw w kontekscie
nowotworzenia [4]. Moze to by¢ spowodowane m.in. spe-
cyficznoscia komoérkowa regulacji epigenetycznej, co po-
twierdza wywolanie stymulacji proliferacji, hamowania
apoptozy oraz wzrostu liczby kopii mtDNA przez czynnik
hipometylacji 5-aza-2’-deoksycytydyne (5-AZA) tylko w
dwoch z szesciu badanych linii komérkowych raka jelita
grubego [36].

Mozna wnioskowad, Ze jednoznaczne okreslenie udziatu
zmienno$ci epigenetycznej mtDNA w nowotworzeniu jest
réwnie trudne jak ocena wplywu zmiennosci genetycznej
tego genomu.
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Lepsze zrozumienie zaleznosci pomiedzy metylacja
mtDNA a procesami nowotworzenia mogtoby przyczynic
sie do wykorzystania jej jako potencjalnego markera dia-
gnostycznego do wczesnego wykrywania nowotworéw [4].

POTENCJAL TERAPII EPIGENETYCZNYCH

Ze wzgledu na zaleznosci miedzy wystepowaniem réz-
nych typéw choréb a stopniem metylacji mtDNA, jest ona
rozwazana jako potencjalny biomarker diagnostyczny wie-
lu schorzen [13]. Wykazano, ze m.in. wzér metylacji wybra-
nych genéw mitochondrialnych w plytkach krwi charak-
teryzuje sie¢ wysoka wartoscia predykcyjna w kontekscie
chorob uktadu krazenia, w tym nadciénienia tetniczego [30].

Istotng cecha modyfikacji epigenetycznych jest ich od-
wracalny charakter, stwarzajacy mozliwos¢ modulacji epi-
genetycznej regulacji ekspresji genéw mitochondrialnych, a
tym samym szanse na przywrécenie prawidlowego funk-
cjonowania mitochondriéw przez ukierunkowane inter-
wengcje terapeutyczne [7,13]. Takie podejscie byloby jednak
uzasadnione jedynie w przypadku gdyby zmiany metylacji
mtDNA stanowily przyczyne zaburzen mitochondrialnych,
podczas gdy w wielu sytuacjach zwiazek przyczynowo-
-skutkowy miedzy tymi zjawiskami nie zostat jednoznacz-
nie okreslony [19]. Istnieja przestanki sugerujace przyczy-
nowa role modyfikacji epigenetycznych w rozwoju tych
zaburzen.

Jedna z nich jest fakt, Ze w wielu przypadkach zmiany
w metylacji mtDNA wystepuja w bardzo wczesnych, czesto
przedobjawowych etapach choréb. Sytuacje taka wykazano
m.in. w przypadku choroby Alzheimera [29], a takze trans-
genicznych myszy z mutacja w genie SOD1, bedacych mo-
delami ALS [23]. Podobnie w komérkach nowotworowych,
zaburzenia we wzorze metylacji wystepuja zaréwno na za-
awansowanych jak i wczesnych etapach rozwoju raka jelita
grubego, a takze w komoérkach, ktére nie wykazuja jeszcze
objaw6w nowotworzenia [5]. Istniejg jednak hipotezy twier-
dzace, ze zwigkszenie liczby kopii mtDNA oraz poziomu
ekspresji genéw mitochondrialnych wynikajace z obnize-
nia stopnia metylacji, jest mechanizmem rekompensujacym
zaburzenia mitochondriéw wynikajace z warunkéw stresu
oksydacyjnego oraz zwiekszonego zapotrzebowania ener-
getycznego w przypadku wielu choréb metabolicznych lub
nowotworéw [29]. W takiej sytuacji zmiany epigenetyczne
stanowiltyby skutek, a nie przyczyne wystapienia zaburzen
pracy mitochondriow.

Bydlece komorki srédblonka siatkéwki oka hodowane w
warunkach podwyzszonego stezenia glukozy, stanowiace
model in vitro retinopatii cukrzycowej, charakteryzuja sie
zwigkszonym poziomem transkrypcji DNMT1, zwiekszo-
na metylacja w obrebie petli D, zmniejszona ekspresja nie-
ktérych genéw mitochondrialnych, a takze zwiekszonym
stopniem zachodzenia apoptozy w stosunku do komoérek
hodowanych w warunkach kontrolnych (bez podwyzszo-
nego stezenia glukozy). Zahamowanie aktywnosci DNMT1
spowodowato zanik ww. zmian, co sugeruje ze podwyzszo-
ny poziom metylacji wywolany aktywnoscia DNMT1 przy-
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czynial sie do intensyfikacji programowanej $mierci tych
komorek [28].

Zwiekszona ekspresja mitochondrialnej formy DNMT1
powoduje réwniez hipermetylacje mtDNA i zahamowanie
ekspresji wielu genéw mitochondrialnych, a w efekcie ob-
nizenie syntezy ATP i ograniczenie zdolnosci do skurczu
komorek mieéni gtadkich naczyn krwionosnych. Potwier-
dza to przywroécenie prawidlowej kurczliwosci komoérek w
przypadku dostarczenia do komérek mitochondriéw po-
zbawionych DNMT1 [26].

Te dwie sytuacje wskazuja na rzeczywista role zaburzen
wzoru metylacji mtDNA na rozw6j zaburzen funkcjonowa-
nia mitochondriéw. Sugeruja takze, ze metylacje te mozna
kontrolowa¢ przez regulacje aktywnosci DNMT1, co moze
w przyszlosci stac sie punktem wyjscia do terapii epigene-
tycznych.

SPOSOBY WPLYWANIA NA
MODYFIKACJE EPIGENETYCZNE

Jednym z inhibitoréw metylotransferaz jest 5-aza-2'-de-
oksycytydyna (5-AZA), - analog cytydyny trwale blokuja-
cy aktywnos¢ tych enzymoéw, a w efekcie przyczyniajacy
sie¢ do pasywnej demetylacji [36]. Jest ona wykorzystywa-
na w kontekscie nDNA w terapiach os6b z nowotworami,
wykazano bowiem, ze 5-AZA wywoluje spadek zywotno-
Sci komorek linii nowotworowych, stymuluje apoptoze i
zatrzymuje cykl komoérkowy [36]. Ponadto, zwigzek ten
zwigksza podatnos¢ komoérek nowotworowych na leki oraz
stymuluje odpowiedZ immunologiczna [37,38]. Wykazano,
Ze stosowanie 5-AZA hamuje aktywnos¢ DNMT1 réwniez
w mitochondriach, co skutkuje demetylacja petli D [26], ale
na ten moment nie wydaje sie, Zeby zwiazek ten mial zna-
czenie terapeutyczne w kontekscie mitochondriéw. 5-AZA
oraz zwigzki pochodne, np.: 5-azacytydyna, wykazuja niska
stabilnosé, a w wysokich dawkach moga by¢ toksyczne, co
ogranicza mozliwos¢ wykorzystywania ich w terapiach.

W kontekscie mitochondrium mozna by stosowaé me-
tylotransferazy, ktére nakierowane bylyby na konkretne
regiony mtDNA dzigki specyficznym domenom wiazacym
DNA. W tym przypadku zagrozeniem moglaby by¢ nie-
specyficzna aktywnos¢ tych enzymoéw, ktéra mozna jednak
ograniczy¢ stosujac metylotransferazy o obnizonej aktyw-
noséci lub systemy dwuskiadnikowe. Kolejnym sposobem
regulacji jest wykorzystanie antysensowych oligonukleoty-
déw skierowanych przeciwko mRNA kodujacych metylo-
transferazy dziatajagce w mitochondriach [39].

Innym podejéciem jest regulacja wzoru metylacji poprzez
aktywna demetylacje z wykorzystaniem enzyméw TET
przeksztalcajacych 5-mC do 5-hmC lub innych zwiazkéw
bedacych demetylazami DNA np.: glikozylaza DNA tymi-
ny [39,40].

CHARAKTERYSTYKA TERAPII EPIGENETYCZNYCH
Wykorzystywanie modyfikacji epigenetycznych w tera-

piach jest szczegélnie atrakcyjne ze wzgledu na trwalos¢
efektu ich dzialania. Zmiany ekspresji genéw wywotane
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modyfikacja wzoru metylacji moga by¢ przekazywane
przez podziaty komérkowe, zapewniajac trwalg zmiane na-
wet po usunieciu czynnika modulujacego np.: metylotrans-
ferazy [39].

Ze wzgledu na tkankowo-specyficzny charakter mody-
fikacji epigenetycznych, niezbedne byloby jednak opra-
cowanie systemu umozliwiajacego dostarczanie ich do
wybranych tkanek lub typéw komorek, co stanowi istotne
wyzwanie technologiczne. Ponadto, ekspresja genéw pod-
lega wielopoziomowej i zloZonej regulacji, w zwiazku z
czym, wprowadzenie pojedynczej zmiany we wzorze epi-
genetycznym moze prowadzi¢ do efektéow odmiennych od
zalozonego celu. Z tego wzgledu szczegoélnie istotne jest
dogltebne poznanie mechanizméw molekularnych leza-
cych u podstaw regulacji epigenetycznej, zanim mozliwe
bedzie bezpieczne i skuteczne wykorzystanie modyfikacji
epigenetycznych w zastosowaniach klinicznych. Dotyczy to
zwlaszcza mitoepigenetyki, ktéra pozostaje obszarem stabo
poznanym, wymagajacym dalszych badanii podstawowych
[39].

HYDROKSYMETYLACJA MITOCHONDRIALNEGO
DNA - OBECNOSC I ROLA

W genomie mitochondrialnym na istotnym poziomie
wystepuje rowniez hydroksymetylacja DNA [16,17,41] i - w
przeciwienistwie do DNA jadrowego - obecna jest rownie
czesto w dinukleotydach CpH, co dinukleotydach CpG.
Sugeruje to wystepowanie w mitochondriach oddzielnego
mechanizmu odpowiedzialnego za powstawanie tej mo-
dyfikacji epigenetycznej, cho¢ we frakcji mitochondrialnej
wielokrotnie wykrywano obecnoé¢ enzyméw z rodziny
TET, odpowiedzialnych za enzymatyczne utlenienie 5-mC
do 5-hmC w jadrze komérkowym [42]. Na przyklad w mito-
chondriach komérek HeLa wykazano obecnoé¢ biatek TET1
i TET2, a w mitochondriach mysich fibroblastow - TET1
[17,41]. Na zwiazek enzyméw TET z hydroksymetylacja
mtDNA wskazuje m.in. wzrost poziomu hydroksymetylacji
mtDNA korelujacy ze wzrostem ekspresji genu kodujace-
go biatko TET2 po urazie niedokrwienno reperfuzyjnym,
w ktoérego przebiegu obserwuje sie spadek ekspresji wie-
lu genéw mitochondrialnych i obnizenie produkcji ATP w
komorkach. Zastosowanie inhibitora enzyméw TET wyeli-
minowalo zmiany epigenetyczne i transkrypcyjne w mito-
chondriach, w wyniku czego zmniejszy! si¢ efekt obnizenia
produkcji ATP. Te obserwacje stawiaja enzym TET2 jako
potencjalny cel terapeutyczny podczas leczenia pacjentéw
po urazie niedokrwiennym [43].

Funkcje hydroksymetylacji DNA sa duzo stabiej poznane
niz jego metylacji, szczegdlnie w mitochondriach. Ze wzgle-
du na jej stosunkowo powszechne i odmienne od nDNA
roztozenie w mtDNA podejrzewa sie jednak, ze pelni ona
istotng role w regulacji ekspresji genéw, a nie stanowi je-
dynie produktu posredniego procesu demetylacji [42]. Po-
twierdza to obserwacja spadku poziomu hydroksymety-
lacji mtDNA w korze mézgu myszy starych (24 miesiace)
w poréwnaniu do myszy dorostych (4 miesiace), koreluja-
cego ze wzrostem transkrypcji genéw mitochondrialnych
kodujacych biatka bedace podjednostkami dehydrogenazy
NADH. Jednocze$nie u myszy starszych nie wykryto zmian
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w poziomie metylacji w stosunku do myszy miodszych. Ze
wzgledu na niewystarczajacy stan obecnej wiedzy, nie moz-
na jednoznacznie powigza¢ ww. zmian epigenetycznych ze
wzrostem ekspresji tych genéw [41].

TECHNIKI ANALITYCZNE WYKORZYSTYWANE
DO BADANIA METYLAC]I mtDNA

Rozbieznosci w wynikach badan nad metylacja mtDNA
moga by¢ efektem ograniczenn poszczegdlnych z nich, po-
niewaz kazda metoda analityczna charakteryzuje sie zesta-
wem wlasnych zalet i wad [20]. Genom mitochondrialny
rozni sie strukturalnie od genomu jadrowego, dlatego pod-
czas jego analizy nalezy zwréci¢ szczegélng uwage na nie-
ktére aspekty mogace wpltywac na wiarygodnos¢ uzyska-
nych wynikéw. Sg to m.in. kolistos¢ czasteczki mtDNA, czy
obecnos$¢ wysoce podobnych do mitochondrialnego DNA
sekwencji jadrowego DNA (NUMTs - ang. nuclear mitochon-
drial DNA sequences). Z tego wzgledu wymagane moga oka-
zad sie linearyzacja mtDNA, izolacja i oczyszczenie mtDNA
z badanego materiatu lub inne dzialania zalezne od wyko-
rzystywanej techniki [3,11].

SEKWENCJONOWANIE BISULFITOWE

Najpowszechniej wykorzystywana i dobrze poznang me-
toda detekcji metylacji DNA jest sekwencjonowanie DNA
po reakcji z wodorosiarczynem sodu. Pod jego wplywem
niezmetylowane cytozyny przeksztalcane sa do uracylu,
natomiast 5-metylocytozyny nie ulegaja modyfikacji (Ryc.
3). Czasteczki DNA poddane dzialaniu wodorosiarczynu
wykorzystywane sa nastepnie jako matryca w reakcji PCR,
ktoérej produkty posiadaja tymine w miejscu niezmetylo-
wanych cytozyn. Otrzymane fragmenty sekwencjonuje sie
i poréwnuje do pierwotnej, niezmodyfikowanej czasteczki
DNA, by okresli¢, ktére tyminy sa przeksztalconymi cyto-
zynami [13,44]. Dzieki tej technice mozna wykry¢ metylacje
DNA na obu niciach czasteczki z rozdzielczoscia do poje-
dynczych zasad, co jest istotne w kontekscie analizy wply-
wu polozenia metylacji na ekspresje genéw [3,27].

Wplyw tla i falszywie pozytywnych wynikéw jest tym
wiekszy im nizZsza jest rzeczywista zawartos¢ zmetylowa-
nych cytozyn. Warto za kazdym razem przeprowadzad
kontrole negatywna z uzyciem czasteczki pozbawionej me-
tylacji w celu okreslenia czutoéci metody, tym bardziej, ze
bledy moga pojawiac sie réwniez na etapach poprzedzaja-
cych sekwencjonowanie. Jest to szczegdlnie istotne w kon-
tekécie mitochondrialnego DNA, w ktérym stwierdzane
poziomy metylacji byly do tej pory niskie [18] .

W celu zajécia pelnej konwersji cytozyn do uracylu pod
wplywem wodorosiarczynu sodu czasteczka DNA musi
wystepowac w formie jednoniciowej, dlatego przed reakcja
poddaje sie ja denaturacji. mtDNA ma kolista, superskre-
cong strukture, co zwigksza jego sktonnosé do renaturaciji.
Obecnos¢ dwuniciowego mtDNA w mieszaninie reakcyjnej
obniza wydajnosé¢ konwersji C— A, prowadzac do wynikéw
falszywie pozytywnych [45,46]. Linearyzacja czasteczki
mtDNA zmniejsza ryzyko niepelnej konwersji, jednak nie
eliminuje go catkowicie, poniewaz mtDNA moze nie ulec
calkowitemu przeksztalceniu do formy liniowej lub rena-
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turowad, odtwarzajgc kolista strukture [3,18]. Ograniczenie
wplywu falszywie pozytywnych wynikéw jest mozliwe
réwniez poprzez zaprojektowanie odpowiednich starteréw
do reakcji PCR, komplementarnych do hipotetycznie catko-
wicie przekonwertowanej czasteczki [18]. Jednak nawet w
przypadku zastosowania wszystkich wyzej wymienionych
srodkéw ostroznosci konieczne moze okazac si¢ wykonanie
kontroli pozytywnej z uzyciem czasteczki o znanym pozio-
mie metylacji w celu ustalenia rzeczywistego stopnia nie-
pelnej konwersiji.

W wyniku traktowania czasteczki DNA wodorosiarczy-
nem obecne w niej 5-hydroksymetylocytozyny (5-hmC)
przeksztalcane s do 5-metylenosulfonianéw cytozyny, kto-
re tak samo jak niezmodyfikowane 5-metylocytozyny roz-
poznawane sa jako cytozyna w reakcji PCR [47]. Sekwen-
cjonowanie bisulfitowe nie jest wiec odpowiednie do rozpo-
znawania tych dwéch modyfikacji epigenetycznych miedzy
soba [48]. W tym celu nalezaloby wykona¢ kolejne analizy
takie jak glikozylacja (grupa glikozylowa przylacza sie wy-
tacznie do 5-hmC), a nastepnie glukozo-wrazliwe ciecie
[27] lub immunoprecypitacja z zastosowaniem przeciwciat
anty-5mC i anty-5hmC [2]. Ponadto 5-metylenosulfoniany
cytozyny hamuja polimerazy w reakcji PCR, co sprawia, ze
regiony bogate w 5-hmC moga dawa¢ zanizone wartosci w
ilosciowych analizach metylacji [27,47].

Sekwencjonowanie bisulfitowe nie wymaga izolacji i
oczyszczania mtDNA z mieszaniny catkowitego DNA ko-
morkowego, ale wiaze sie to z ryzykiem blednego przy-
pisania produktéw sekwencjonowania podczas analizy
uzyskanych sekwencji, ze wzgledu na obecno$¢ NUMTs
[11,27]. Sekwencje jadrowe moga zosta¢ uznane za mito-
chondrialne, co skutkuje falszywie pozytywnymi wynika-
mi, poniewaz nDNA charakteryzuje sie wyzsza zawartoscig
metylacji niz mtDNA. Zawyzenie poziomu metylacji moze
by¢ réwniez efektem blednego przypisania fragmentéow
mtDNA do DNA jadrowego. Dzieje sie tak gtéwnie w przy-
padku fragmentéw, w ktérych niezmetylowane cytozyny
ulegty konwersji do tymin, co zmniejsza ich powinowac-
two do mtDNA i zwieksza ryzyko przypisania do nDNA.
W konsekwencji dochodzi do sztucznego wzrostu stosunku
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cytozyn metylowanych do niezmetylowanych w mtDNA
[20].

Najlepsza strategia mapowania metylacji ograniczajaca
wplyw NUMTs na wyniki jest przyréwnywanie uzyska-
nych danych do referencyjnego mtDNA, a nie calego geno-
mu cztowieka. Nie eliminuje to jednak catkowicie zagroze-
nia zwigzanego z NUMTs, dlatego zaleca sie potwierdze-
nie uzyskanych wynikéw innymi metodami lub izolowac i
oczyszcza¢ mtDNA przed wykonaniem analiz w celu usu-
niecia zanieczyszczert nDNA z probek [20,24].

METYLO-WRAZLIWE TRAWIENIE ENZYMATYCZNE

Metoda powszechnie wykorzystywang we wczesnych
badaniach nad metylacja mtDNA bylo trawienie restrykcyj-
ne z zastosowaniem metylo-zaleznych endonukleaz. Umoz-
liwia ona uzyskanie informacji na temat wzoru metylacji z
dokladnoscig do pojedynczych nukleotydéw [27]. Doktad-
noé¢ wynikéw zmniejsza natomiast ryzyko niepelnego tra-
wienia czasteczek DNA [48] oraz potencjalne zanieczysz-
czenia nDNA. Zaleca sie izolowac¢ i oczyszcza¢ mtDNA, a
takze ustala¢ wysokos$¢ tla przed dokonaniem analiz [27].
Co istotne, wykorzystywane w przesziosci enzymy kiero-
wane byly wylacznie na miejsca CpG, z pominieciem po-
zostalych cytozyn w ulozeniu nie-CpG. W zwiazku z now-
szymi badaniami wskazujacymi na powszechno$¢ metylacji
poza miejscami CpG w genomie mitochondrialnym czto-
wieka, badania wykonywane z wykorzystaniem tej techniki
nie stanowia wiarygodnego zrédfa informacji na temat po-
ziomu metylacji w mtDNA [17].

IMMUNOPRECYPITACJA

Immunoprecypitacja DNA z uzyciem przeciwciat anty-
-5mC jest technika pozwalajaca na analize metylacji DNA
z odréznieniem 5-mC od 5-hmC (przeciwciata anty-5hmC),
co sprawia, ze jest stosunkowo czesto wykorzystywana w
badaniach epigenetycznych [3,16,17]. Metoda ta posiada
jednak istotne ograniczenia techniczne, ktére zmniejszaja
jej atrakcyjnosé. Gtéwnym z nich jest niska wiarygodnosc¢
wynikéw dla fragmentéw DNA z mala zawartodcia zme-
tylowanych cytozyn, ktéra moze prowadzi¢ do znacznego
zawyzenia poziomu metylacji [24,48]. Jest to szczegdlnie
istotne w przypadku mtDNA, w ktérym metylacja wyste-
puje na bardzo niskim poziomie. Wymagane jest réwniez
ustalanie wysokosci tla, tzn. aktywnosci przeciwcial w
niezmetylowanych regionach. Ponadto, rozdzielczos¢ tej
techniki ograniczona jest do okreélania Sredniego poziomu
metylacji, a nie metylacji konkretnych pozycji w czasteczce.
Dodatkowo, podobnie jak w przypadku sekwencjonowania
bisulfidowego, nalezy zwraca¢ uwage na zanieczyszczenia

nDNA [27].
INNE TECHNIKI ANALIZY METYLAC]I

Inne metody sg duzo rzadziej wykorzystywane. Jedna z
nich jest spektrometria mas, ktérej rozdzielczos¢ ogranicza
sie do $redniego poziomu metylacji dla danej czasteczki
DNA [27,48]. Wymaga ona oczyszczonego mtDNA, a wy-
niki moga by¢ zaburzone, jesli dojdzie do niekompletnej
hydrolizy DNA [3,27].
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Inna wykorzystywana technika jest ELISA (ang. enzyme-
-linked immunosorbent assay), ktéra do detekcji metylacji wy-
korzystuje specyficzne przeciwciala anty-5mC oraz anty-
-5hmC [3]. Metoda ta wymaga wyizolowanego i oczyszczo-
nego mtDNA, a takze kazdorazowego ustalania wysokosci
tla (aktywnos¢ przeciwcial na obszarach niezmetylowa-
nych). ELISA informuje jedynie o srednim poziomie metyla-
qji danej czasteczki DNA [27], a jesli wyniki normalizowane
sa wzgledem standardu z zestawéw komercyjnych o nie-
znanych sekwencjach, nie daje informacji o rzeczywistym
poziomie metylacji w czasteczce [48]. Techniczne ogranicze-
nia ELISA moga by¢ przyczyna trudnosci w wykrywaniu
niskich pozioméw metylacji i w efekcie niewiarygodnych
wynikéw w przypadku mtDNA [24].

JAKA METODE BADANIA METYLACJI WYBRAC?

Jak zawsze, wybdr metody analitycznej jest uzaleznio-
ny od celu i zakresu badania. Powyzsze metody r6znia sie
czulodcia, zdolnoscia do odréznienia metylacji od hydrok-
symetylacji oraz rozdzielczoscig. Najczulsza metoda jest
sekwencjonowanie nastepnej generacji po konwersji wodo-
rosiarczynem. Przy pokryciu rzedu 1000 odczytéw pozwa-
la na zaobserwowanie réznic nawet 1% [49], podczas gdy
metylo-wrazliwe trawienie enzymatyczne czy immunopre-
cypitacja w najlepszych przypadkach pozwalaja na zaob-
serwowanie réznic kilkuprocentowych. Biorac pod uwage
fakt, ze do wiarygodnej analizy wielokopiowego genomu
jakim jest mtDNA zwykle wykorzystuje sie¢ nawet wyzsze
pokrycie, sekwencjonowanie bisulfitowe moze stuzy¢ do
wykrycia réznic w metylacji ponizej 1%.

Metylacje od hydroksymetylacji najlatwiej mozna roz-
rézni¢ przy zastosowaniu immunoprecypitacji, ktéra ma
niewielka rozdzielczos¢ i nie pozwala na okreslenie, ktére
doktadnie pozycje sa metylowane. Niewatpliwie za$ mety-
lo-wrazliwe trawienie enzymatyczne jest metoda najtafisza.
Pozwala jednak na bardzo ograniczona analize wybranych
miejsc restrykcyjnych.

Gwarancja uzyskania wiarygodnych i obejmujacych wie-
le aspektéw metylacji wynikéw mogloby zatem by¢ wyko-
rzystanie dwoch metod - wysokoprzepustowego sekwen-
cjonowania bisulfitowego i immunoprecypitacji. Jednocze-
$nie warunkiem sukcesu jest zastosowanie odpowiednich
kontroli o znanym poziomie metylacji.

PODSUMOWANIE

Pomimo kontrowersji zwigzanych z wystepowaniem
metylacji cytozyn w genomie mitochondrialnym, wiele ba-
dan wskazuje nie tylko na jej obecnos¢ [21,22,24], ale row-
niez na pelnienie przez nig istotnych funkgji biologicznych
zwigzanych z regulacja ekspresji genéw mitochondrialnych
[4,26,29]. Analizy te wskazuja jednocze$nie na istnienie
wspoélnych mechanizméw epigenetycznych dziatajacych
we wszystkich tkankach jak i wysoce tkankowo specyficz-
nych. Na poziom metylacji wplyw moze mie¢ takze wiek
czy ple¢. Z drugiej strony, nie mozna przecenia¢ wpltywu
metylacji mtDNA, np.: wplyw samego procesu nowotwo-
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rzenia maskuje zmiany w poziomie metylacji mtDNA zwig-
zane z wiekiem [5,33].

Istotnym zagadnieniem w badaniach metylomu mito-
chondrialnego jest dobdér wiasciwej metody badawczej.
Mimo intensyfikacji badan nie istnieje na ten moment
idealna metoda detekcji metylacji mtDNA. Aby wyelimi-
nowa¢ wynikajace z nich bledy nalezy zastosowaé odpo-
wiednie dziatania i $rodki ostroznosci np.: przeprowadzi¢
linearyzacje czasteczki mtDNA oraz dostosowaé strategie
mapowania metylacji [20]. Optymalna moze okaza¢ sie
izolacja mtDNA z catkowitego DNA komoérkowego i jego
dokladne oczyszczenie. Ogranicza to bowiem wplyw zanie-
czyszczen nDNA oraz zwieksza wiarygodnosé wynikéw
[32]. Warto stosowac kontrole zaréwno pozytywne jak i ne-
gatywne, poniewaz pozwoli to ustali¢ czuto$¢ metody oraz
uniknac¢ btedéw wynikajacych z wieloetapowej analizy. Jest
to szczegdlnie istotne w przypadku mtDNA, gdzie poziom
metylacji zdaje sie by¢ bardzo niski i wszelkie bledy tech-
niczne moga mieé istotne znaczenie podczas interpretacji
wynikéw [18]. Istotne jest rowniez analizowanie metylacji
na poziomie pojedynczych nukleotydéw, co daje mozliwosé
okreslenia wzoru metylacji oraz stopnia metylacji poszcze-
golnych pozycji w genomie mitochondrialnym cztowieka.
Optymalna strategia jest wykorzystywanie jednocze$nie
kilku metod potwierdzajacych obecnosé metylacji mtDNA
[21].
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Epigenetic regulation of gene expression is an intensively studied area of molecular biology. It includes cytosine methylation, whose mecha-
nism of action in nuclear DNA is relatively well understood. This process is mediated by enzymes from the DNA methyltransferase family.
Hydroxymethylation is, considered both an intermediate step in cytosine demethylation and a potentially independent mechanism of regu-
lation of gene expression. Functional significance - and even the presence - of methylation within mitochondrial DNA (mtDNA) remains a

matter of debate.

Accumulated evidence indicates that methylation and hydroxymethylation may play important role in mitochondria. Although epigenetic
regulation of gene expression in mitochondria is not yet fully understood, the current state of knowledge suggests that it may influence proper

cellular function and the pathogenesis of numerous diseases.
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