Uloha cholinu pri udrziavani funkcie pecCene: novy dokaz
epigenetickych mechanizmov

Abstrakt

Skumanie: U Tudi, ktori jedia stravu s nizkym obsahom cholinu, sa vyvinie stukovatenie
pecene a poskodenie pecene. U hlodavcov kfmenych stravou s deficitom cholinu a metioninu
sa nielenze stukovati pecen, ale vyvija sa aj fibr6za a hepatokarcinom. Tento prehl'ad sa
zameriava na ulohu cholinu vo funkcii pecene s osobitnym dorazom na epigenetické
mechanizmy u¢inku.

Diétny prijem darcov metylu, ako je cholin, ovplyviiuje metylaciu DNA a histénov, ¢im meni
epigenetickl regulaciu génovej expresie. Pecen je hlavnym organom, v ktorom dochadza k
metylacnym reakciam, a mnohé z pecCenovych génov zapojenych do drah rozvoja
stukovatenia peCene, hepatalnej fibrozy a hepatokarcindmov st epigeneticky regulované.

Zhrnutie

Prijem cholinu v strave sa meni v trojndsobnom rozsahu a mnohi l'udia maji genetické
polymorfizmy, ktoré zvySuju ich dopyt po choline. Cholin je dblezitym donorom metylu
potrebnym na tvorbu S -adenosylmetioninu. Diétny prijem cholinu je ddlezitym
modifikatorom epigenetickych znakov na DNA a histonoch, a tym moduluje génovu expresiu
v mnohych drdhach zapojenych do funkcie a dysfunkcie pecene.

Uvod

Ludia musia jest’ stravu obsahujicu cholin, pretoZe jeho metabolit fosfatidylcholin tvori 40—
50 % bunkovych membran a 70-95 % fosfolipidov v lipoproteinoch, zI¢i a povrchovo
aktivnych latkach; je potrebny na tvorbu acetylcholinu, délezitého neurotransmiteru; jeho
metabolit betain je potrebny pre normalnu glomerularnu funkciu obli¢iek a mozno aj pre
mitochondridlnu funkciu; a poskytuje jednouhlikové jednotky prostrednictvom oxidacie na
betain metioninovému cyklu na metylac¢né reakcie.

Existuje odporti¢any primerany prijem cholinu (asi 550 mg/den) ale prijem cholinu v strave sa
500 mg/den ekvivalentov cholinu, v tomto poradi, v $tudii Framingham Offspring Study, v
Stadii Atherosclerosis Risk In Communities a v §tidii Nurse's Health Study. Prijem cholinu
bude pravdepodobne niz§i v krajinach s nizkymi prijmami. Pacienti kfmeni roztokmi totalnej
parenteralnej vyzivy (TPN) dostavajii len malé mnoZstva cholinu (z lipidovych emulzii) a
mnohi z nich maju cholinovy deficit.



Cholin a funkcia pecene

Velka cast’ metabolizmu cholinu prebicha v peceni a ta patri medzi prvé organy, ktoré
akumuluju cholin absorbovany z ¢reva. Ked’ l'udia jedia stravu s nizkym obsahom cholinu,
stukovatenie pecene je jednou z prvych neziaducich udalosti a u niektorych I'udi dochadza k
vyznamnému posSkodeniu pecene (hodnotené uvolnovanim peceniovych enzymov do
krvi). Cudia s jednym z niekolkych vel'mi Castych genetickych polymorfizmov (SNP) v
génoch metabolizmu cholinu maju vacsiu pravdepodobnost’ vzniku hepatalnej dysfunkcie,
ked’ im chyba cholin a tito I'udia maji abnormélne plazmatické metabolomické profily, aj ked’
su kfmené normalnou stravou obsahujucou cholin. U pacientov kfmenych roztokmi TPN sa
Casto rozvinie dysfunkcia pecene a u niektorych sa to wvyrie$i, ked dostani zdroj
cholinu. Nevieme, ¢i pacienti, ktori su citlivi na poskodenie pecene spojené s TPN, su ti, ktori
maji SNP v génoch metabolizmu cholinu.

Hlodavcom sa tiez stukovati pecen, ked st kfmené diétami s nizkym obsahom cholinu a
metioninu a tento zvieraci model sa bezne pouziva na Stadium nealkoholického stukovatenia
pecene (NAFLD), ktoré postihuje 20 % svetovej populacie, 50 % diabetikov. pacientov a 90
% morbidne obéznych [ludi. Pravdepodobny mechanizmus zodpovedny za rozvoj
stukovatenia pecene pri deficite cholinu suvisi so syntézou lipoproteinu s vel'mi nizkou
hustotou (VLDL), ¢o je primarny balik, v rdmci ktorého sa z pecene vylucuja
triglyceridy . Fosfatidylcholin je nevyhnutnou stcast'ou obalu VLDL, a ked’ nie je dostupny,
triglyceridy nemdzu byt exportované z peCene, a preto sa hromadia v
cytosole. Fosfatidylcholin  vznikd v pefeni metylaciou fosfatidyletanolaminu alebo
inkorporaciou vopred pripraveného cholinu (zvycajne zo stravy). U premenopauzélnych Zien
je menej pravdepodobné, Ze sa pri nizkocholinovej diéte vyvinie stukovatenie pecene, pretoze
estrogén indukuje peCenovy gén (PEMT), ktory je zodpovedny zade novo tvorbu
fosfatidylcholinu . U viac ako 20 % premenopauzalnych Zien SNP v PEMT spdsobuje, Ze
menej reaguju na estrogénovt indukciu tohto génu a musia jest’ cholin, aby zabranili vzniku
stukovatenia peCene.

U Tudi NAFLD niekedy progreduje do poSkodenia peCene a hepatokarcindmu a model
hlodavcov s deficitom cholinu a metioninu nam moéze pomdct’ pochopit’ zdkladné dovody
tejto progresie. U potkanov a mysi kimenych stravou s nizkym obsahom cholinu-metioninu sa
najskor vyvinie stukovatenie pecene, potom sa peceii stane fibrotizovanou, po ¢om nasleduje
vyvoj lozisk enzymovo zmenenych hepatocytov, ktoré exprimuju y-glutamyltranspeptidazu
[19] a placentarnu formu glutationu S — transferaza podobna tym prekancer6znym bunkam
vyvolanym chemickymi karcinogénmi. Nakoniec sa u tychto zvierat vyvini adenémy a
hepatocelularne karcinodmy. Pridanie cholinu do tejto nedostatocnej stravy Uplne zabraiiuje
rozvoju rakoviny u pokusnych zvierat, ¢o naznacuje, Ze cholin samotny ma dolezita tlohu . Je
zaujimave, ze hepatocyty v bunkovej kultre, ktoré sa pomaly prestvaju do rastovych médii s
nizkou koncentraciou cholinu, sa tiez transformuji na bunky hepatokarcinomu. To naznacuje,
7ze zakladné mechanizmy pre tato odpoved na nizku hladinu cholinu st vlastné
hepatocytom. Nedostatok cholinu a metioninu tiez zvySuje citlivost hlodavcov na
karcinogény pecene, ako je aflatoxin BI1. Napriklad davka aflatoxinu Bl potrebna na
vyvolanie hepatokarcindbmov bola znacne znizena u potkanov kfmenych diétou s nizkym
obsahom cholinu a metioninu. Nedostatok cholinu a metioninu teda posobi ako iniciator a
prométor karcinogenézy.



ULOHA ZIVIN DOROV METYLU (METIONIN, CHOLIN A FOLAT) PRI UDRZANI
METYLACNEJ KAPACITY

Po pouziti S -adenosylmetioninu  (SAM) na metyldciu substratusa vytvoriS -
adenosylhomocystein a potom homocystein. Na regeneraciu metioninu musi byt homocystein
(ktory je toxicky pre bunky) metylovany a vysledny metionin sa potom mdze premenit’ na
SAM. Tento metioninovy cyklus v peceni vyuziva metylové skupiny z metyl-tetrahydrofolatu
alebo z betainu na premenu homocysteinu na metionin. Cholin je prekurzorom tvorby betainu,
a teda aj mnohych metylovych skupin darovanych homocysteinu prostrednictvom enzymu
betain homocystein metyltransferaza (BHMT). BHMT spracovava vyznamnu Cast’ bunkového
homocysteinu, pretoze Bhmt knockout mysi sa stavaju hyperhomocysteinemickymi dokonca
aj pri adekvatnom prisune dietetického metyl-tetrahydrofolatu.

Ako bude diskutované neskor, metylacia DNA a histonov predstavuje dolezity mechanizmus
modulécie génovej expresie nazyvanej epigeneticka regulacia. Nie je prekvapujuce, Zze zmeny
v dodavke alebo vyuziti cholinu v potrave formuju epigenom.

Bolo preskimanych niekol’ko potencidlnych mechanizmov, ktorymi diéty s nizkym obsahom
cholinu a metioninu vedu k hepatokarcinogenéze. Tieto zahfnaji nekrézu pecene s naslednou
regeneraciou; indukcia oxidacného poskodenia DNA a peroxidacie lipidov v dosledku uniku
vol'nych radikalov z mitochondrii s naslednou oxidaciou baz DNA, ktora vedie k zarezom a
deléciam pocas opravy baz; zmenend signalizacia proteinkinazy C v dosledku akumulécie
diacylglycerolu; a strata apoptotickych odpovedi pecene. Tento prehl'ad sa zameria na d’alsi
navrhovany mechanizmus — zmenu stavu labilnych epilokusov vyvolant diétami bez metylu .

EPIGENETIKA

Epigeneticka reguldcia génovej expresie zahffia chemicktl modifikaciu nukleotidov v DNA na
Specifickych miestach. DNA zvyc€ajne nie je v bunkach pritomna v linearnej forme, ako si ju
beZzne predstavujeme, ale skor je DNA pevne ovinutd okolo proteinov (histonov). Pozitivne
nabitd DNA je pritahovana k zaporne nabitym histonom, ¢im sa vytvara kompaktny sféricky
komplex. Jeden mechanizmus na modifikaciu tejto tesne navinutej Struktiry nastava, ked’ st
metylované Specifické cytozinové zvysky [priblizne 70 % cytozinovych zvyskov susediacich
s guaninmi (CpG) v génoch je metylovanych, rovnako ako intergénne CpG ostrovy a CpG v
transponovatel'nych elementoch, ktoré su také bezné v l'udsky geném. Tato CpG metylacia sa
dosiahne enzymatickym prenosom metylovych skupin zo SAM na cytozin. Ked’ st CpG na
DNA metylované, pritahuja proteiny viazuce metyl, ktoré potom pritahuju
histondeacetyldzy. Tieto enzymy odstrafiuji acetylové skupiny na Specifickych lyzinovych
zvyskoch v histénoch a tym zvysSuji negativny naboj proteinu. Pevny chromatinovy komplex
tvoreny kladne nabitou DNA a zaporne nabitymi histonmi brani transkripénym faktorom
dostat’ sa k DNA a aktivovat’ génovu expresiu. Ked DNA CpG nie su metylované, interakcia
histonu DNA je slabsia, ¢im sa otvara chromatin a vytvara sa permisivne prostredie pre
génovu transkripciu. Jednoducho povedané, metylacia DNA zvyc€ajne vypne gény.



Struktira nukleozomov DNA je pevne zvinuta v opakujicich sa jednotkach nukleozomov
(vykresl'ovanie zachytené pomocou open-source java appletu j/mol zloZenych zo 147 péarov
baz DNA obalenych okolo histonového oktaméru vyrobeného z dvoch koépii Styroch
jadrovych histonov H2a, H2b, H3 a H4. Transkripcia génov je modulovana tym, ako pevne je
chromatin zbaleny, a epigenetické znacky na histonoch (na Specifickych lyzinoch, ako su K9
a K4) ana DNA mdézu modifikovat’ tato chromatinova $truktiru. Znazornena je aj de novo
metylacia jadrovej nukleozémovej jednotky DNA metyltransferazou 3b (DNMT3Db)
a mechanizmus deacetylacie histonu komplexom metyl-CpG-vidzbového proteinu 2-histon
deacetylazy (MECP2-HDAC).

Ako bolo uvedené vyssie, acetylacia histonov je dolezitd pre udrzanie Struktury chromatinu,
ale metylacia histonov je tiez dolezitym epigenetickym signalom (mono-metyl a di-metyl
lyzin 9 na histone H3), ktory potlaca génovu transkripciu, zatial’ ¢o di -metyl a trimetyllyzin 4
na histone H3 su v oblastiach obohatené o transkripéne aktivny chromatin. Pouzitim SAM
ako donoru metylu je monometyl a dimetyllyzin 9 na histone H3 tvoreny
histonmetylazou G9a, =zatial ¢o trimetyllyzin 9 na  histbne H3 je tvoreny
metylazou SUV39. Mechanizmy metylacie DNA a metylacie histonov vykazuji presluchy,
¢im sa vytvara posiliiujuci signalny systém kontrolujtci génovu expresiu.

Zmeny v epigendme su castejSie pocas citlivych obdobi vyvoja, ked” sa progenitorové bunky
delia a eSte nie st diferencované. PoCas vyvoja prebiehaji hlboké epigenomickeé
transformdcie, vratane metylacie DNA katalyzovanej DNMT3. Po vytvoreni si epigenom
udrziava relativne stabilny stav transkripcie v zrelych somatickych bunkach. Pocas mitdzy je
tento vzor metylacie verne kopirovany do sesterskych retazcov DNA pomocou génov
udrziavania a dozrievania chromatinu DNMT1 , HDAC1 a SMARCAD1. Vybrané lokusy na
génoch vSak vykazuji urcity stupen epigenetickej plasticity a zostavaju citlivé na hladiny
Zivin neskor v Zivote.



Preco je epigeneticka flexibilita dolezita? Ako v kazdej inej zivej bunke, geneticka informacia
kédovand v genoéme hepatocytov je fixna, ale epigeneticky regulacny mechanizmus je
superponovany, aby sa dosiahla flexibilita pri spracovani genetickej informécie. Epigenetické
znaky ur€uju, preco bunky s rovnakym genetickym kdédom moézu mat’ rdzne diferencované
fenotypy (somatickt individualitu): hepatocyty exprimuju iné gény ako Kupfferove bunky,
hviezdicové bunky, endotelové bunky alebo fibroblasty v peceni. Epigenetické znaky mozu
umoznit’ metabolicku flexibilitu (prispdsobenie metabolickych dréh v reakcii na signaly
prostredia). Epigeneticky je regulovanych niekolko génov, ktoré sa ustredné pre
metabolizmus v peceni, vratane receptora y aktivovaného peroxizomovym proliferatorom
(PPARY), proteinu 1-c viazuceho nuklearny sterol (SREBP-1c), alkoholdehydrogenazy,
glutation-S-transferdza, serindehydraza, CYP450 2cll, glukokindza, pyruvatkinaza,
metabolizmus fosfoenolpyruvatu prostrednictvom reguldcie cholesterolu a epigeneticka
karboxykinaza [cholesterol ] peCenového X receptora. Funkcia pecene je teda ciastocne
zavisld od toho, ako dobre st vytvorené epigenetické regulacné mechanizmy. Pecenl je
zaroven pravdepodobne najdolezZitejSim organom, ktory kontroluje dostupnost SAM
potrebného na vytvorenie epigenetickych znakov.

Pecen — doélezity organ riadiaci metylaciu

Polovica metioninu pochadzajiceho zo stravy sa vyuziva v peceni na tvorbu SAM, ktory je
potrebny na metylacné reakcie a viac ako 85 % metylacnych reakcii prebieha v peceni. Je
zaujimave, ze kritické gény na kontrolu metabolizmu metylu a kapacity metylacie DNA st
samotné regulované metylaciou. Napriklad MAT1A (formy SAM) je nedostatocne
exprimovany, ked’ je hypermetylovany a expresia metyltransferaz
DNA DNMT1 A DNMT3A je kontrolovana metylaciou Specifickych miest
CpG. Expresia G9a histonmetylazy je tieZz znizena, ked’ si CpG na Specifickych miestach v
géne metylované. Hlodavce kfmené potravou s nizkym obsahom cholinu a metioninu teda
nedostatoéne metyluju tieto gény metyltransferazy, a preto nadmerne exprimuju tieto
metyltransferazy. To vysvetl'uje, pre¢o su niektoré gény paradoxne premetylované napriek
nedostatku metyl-donorov. Rozptylené prvky obsahujice opakujuce sa sekvencie DNA
predstavujit 30 % gendmu cicavcov a metylacny stav tychto prvkov je modifikovany
dostupnostou cholinu v potrave u hlodavcov. Dalsi potencidlny mechanizmus modulacie
aktivity DNA metyltransferdzy v peceni s nedostatkom metylu je zamerany na
mitochondrie. Abnormalne zlozenie membrany sposobuje uvolnovanie vol'nych radikalov a
oxiduje nukleotidy za vzniku 8-hydroxydeoxyguanozinu, ktory inhibuje metylaciu
cytozinu. Mechanicky akumulacia intracelularneho tuku, =zapal, fibr6za a pripadne
karcinogenéza si multifaktoridlne a epigenetické mechanizmy zohravaji v tomto scenari
ustrednl ulohu.

Epigenetické mechanizmy zapojené v nealkoholickej tumorigenéze pecene,
nealkoholickej steatohepatitide a progresii k tumorigenéze pecene

Niektoré¢ z hlavnych signdlov a mechanizmov zapojenych do NAFLD, nealkoholickej
steatohepatitidy (NASH) a progresie smerom k karcinogenéze pecCene su signalizacia
prostrednictvom cytokinov/chemokinov (TNFa, TGFpB,IL-6, a IL-10), CCL2/MCP1
zacieleny na PPARa (dochddza k zvySeniu metylacie promoétora antifibrotického
receptorového proteinu PPARa v peceni s deficitom cholinu, CCL5 sa zvySuje akumulaciou



hepatocelularnych lipidov a CXCLS8/IL-8; zvySena de novo syntéza triglyceridov; zniZzena
syntéza a export VLDL; a znizena oxidacia mastnych kyselin s dlhym retazcom.

Ako uz bolo spomenuté¢ vyssie, mnohé z pecenovych génov zapojenych do ciest rozvoja
stukovatenia peCene su epigeneticky regulované, vratane PPARy, SREBP-Ic, glukokinazy,
pyruvatkinazy, fosfoenolpyruvat karboxylovej kyseliny a enzymy metabolizmu
cholesterolu. Tukova pecenn moze progredovat’ do poSkodenia pecene, ktoré je sprevadzané
fibrézou [jazvovité tkanivo syntetizované aktivovanymi peceniovymi hviezdicovymi bunkami
(@HSC, tj myofibroblasty)]. Nedavne Stidie vysvetluja, ako sa zvySuje fibroza pecene v
prostredi s nizkym obsahom metyl-donorov. Nizke hladiny zapalovych signalov v kombinacii
s epigenetickymi mechanizmami normalne udrzuji hepatické hviezdicové bunky (HSC) v
kl'ude. Signalizacia TGF-B1 sprostredkuje aktivaciu HSC znizenim expresie homologu
fosfatazy a tenzinu (PTEN), represora fosfatidylinozitol 3,4,5 trifosfatkinazy/serin-
treoninkinazy Akt (PI3K/AKT) a extracelularneho signdlu -regulované kindzové (ERK)
signdlne drahy. AHSC ziskavaji novy stbor epigenetickych znakov, ktoré kontroluji génovi
expresiu tak, aby sa zachoval aHSC bunkovy fenotyp. Po dosiahnuti epigenomu aHSC vedie
k zvySenej expresii DNMT1la zvySenym hladindAm MECP2 s naborom modifikatorov
histonov. Tieto zmeny stabilizuji chromatin aHSC a udrzuji nizku expresiu PTEN, ¢im
zabezpecuju progresiu fibrdzy. Strucne povedané, proces fibrozy sa iniciuje aktivaciou HSC
prostrednictvom cytokinov a rastovych faktorov a ziska sa novy subor epigenetickych znakov,
ktoré si zachovavaju ich novy bunkovy fenotyp. Znizena dostupnost’ metylovych donorov tak
modze iniciovat a udrziavat peceniovu fibrézu. Je zaujimavé, ze tieto modifikované
epigenetické mechanizmy podporujliice opravu pecene st dedi€né. NovSie generacie menej
reaguju na fibrézu, pretoze generuju znizeny pocet HSC, zvySent expresiu antifibrogénneho
PPAR-y a znizeny TGF-p. Tieto adaptécie boli epigeneticky prenasané cez muzsku zarodocnu
liniu  prostrednictvom  histonovych  modifikacii. To moZe vysvetlit  pritomnost
hypometylovaného PPAR-y u Tudi s miernymi formami fibrézy v prostredi s tazkym
nedostatkom metylu.

Mechanizmy zodpovedné za udalosti iniciujice nddor alebo progresiu nadoru su tiez
CiastoCne epigenetické. Mnohé tumor supresorové gény su epigeneticky regulované, vratane
génov pre regulaciu bunkového cyklu (p15 a pl16), apoptézu (DAPK a APAF-1), bunkova
adherenciu (CDH1 a CDH3) a opravu DNA (BRCAL a hMLH). Hepatocelularne karcinomy
maju epigendom, ktory je Uplne odlisSny od normalnych hepatocytov, s nadmernou alebo
nedostatonou metylaciou DNA Specifickou pre gén, zmenenymi epigenetickymi znakmi
histonu a abnormélnou expresiou génov pre metyltransferazy DNA a enzymy modifikujuce
histon. Diéty s nedostatkom metylu, ktoré sposobili rakovinu pecene, boli spojené s
globalnymi a génovo Specifickymi epigenetickymi zmenami, vratane hypometylacie c-myc, c-
fos a c-Ha-ras. Tieto zmeny vo vzorcoch metylacie cytozinu sa vyskytuji po kratkodobom
kfmeni diétami s deficitom cholinu a predtym, ako sa vyvina hepatokarcindémy, ¢o naznacuje
skor kauzalnu nez nasledni tulohu. Zaujimavé je, ze mySacie modely, v ktorych bol
metylmetabolizmus naruSeny genetickou manipuldciou, ako st napriklad mysi Matla ' [v
ktorych je metionin adenozyltransferaza (tvori SAM) vymazana a mysi Bhmt 7~ (v ktorych je
potrebny BHMT na prenos metylovej skupiny z betainu na homocystein, je deletovany,
vznika steat6za peCene a hepatokarcinomy.

Dalgie produkty metabolizmu cholinu ovplyviiuju karcinogenézu a podielaju sa na
epigenetickych ~ mechanizmoch. Kyselina ~ lyzofosfatidova  (LPA)  prostrednictvom
transmembranovych receptorov spojenych s G-proteinom reguluje bunkovu proliferaciu,



diferenciaciu, morfogenézu a ochranu pred apoptdzou. Fosfatidylcholin je prekurzorom
tvorby LPA. Gény kodujice receptory pre signal LPA st regulované epigenetickymi
mechanizmam. Hlodavce kfmené stravou s deficitom cholinu a metioninu mali aberantni
metylaciu génu pre LPA1 receptor podobnym sposobom ako metylacné abnormality opisané
pri hepatocelularnych karcinémoch.

Zaver

Pecent je organ, kde su metabolické drahy cholinu, metylfolatu, metioninu a SAM
najaktivnejsie, a je to organ, v ktorom dochadza k vécSine metylacnych reakcii. Pecen je
vel'mi citliva na dostupnost’ donorov metylu v strave, vratane cholinu. Pri nedostatku tychto
zivin pecen stukuje, hepatocyty odumieraju, vznika fibroza a nakoniec sa objavia loziska
karcinomov. K tejto progresii dochadza nielen preto, ze tieto Ziviny su potrebné na produkciu
dolezitych S$trukturnych komponentov (membran) a signalnych molekul (napr. LPA a
acetylcholinu), ale aj preto, Ze tieto ziviny ovplyviiuju epigeneticki regulaciu génovej
expresie.
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