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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Modyfikacje epigenetyczne, do ktérych zalicza sie metylacje DNA oraz modyfikacje histonéw
sg wlaczone w regulacje ekspresji gendw, a ich zaburzenia mogg sie przyczyni¢ do powstawania
i progresji nowotwordéw. Okreslony wzdr metylacji DNA jest wynikiem prawidtowego przebie-
gu zaréwno procesu metylacji jak i demetylacji. Niedawne badania dowodza, ze gléwna role
w demetylacji DNA odgrywaja biatka TET (ten-eleven translocation). Biatka TET (TET1, TETZ,
TET3) sa zaleznymi od jonéw zelaza(1l) oraz a-ketoglutaranu dioksygenazami, a ich aktywno$¢
enzymatyczna polega na hydroksylacji 5-metylocytozyny do 5-hydroksymetylocytozyny oraz
dalej do 5-formylocytozyny i 5-karboksycytozyny. Zmodyfikowane cytozyny sa usuwane przez
enzymy zaangazowane w naprawe DNA. Wydaje sie jednak, ze rola TET w regulacji ekspresji
gendw nie ogranicza sie tylko do ich katalitycznej aktywnosci. Biatka TET moga wchodzi¢
w interakcje z biatkami komplekséw uczestniczacych w modyfikacjach histonéw (np. EZH2,
OGT, Sin3a lub HCF1) i wptywajac na ich aktywno$¢ oraz zdolno$¢ do wigzania sie z chromatyng
przyczyniajg sie do zmiany w profilu metylacji, acetylacji, czy O-GlcNAcylacji histonéw. Liczne
doniesienia sugeruja, ze zmniejszona ekspresja genéw TET, jak réwniez mutacje w genach TET
sg zwiazane z rozwojem i progresjg réznych typéw nowotwordw.

5-hydroksymetylocytozyna - biatka TET - demetylacja DNA - modyfikacje epigenetyczne - supresory
nowotworéw
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Summary

Epigenetic modifications, including DNA methylation and histone modifications, are involved
in regulation of gene expression, and alterations in these modifications are implicated in can-
cer onset and progression. The specific pattern of DNA methylation depends on the balance
between methylation and demethylation processes. Recent studies have shown that TET
proteins play a key role in DNA demethylation. TET proteins (TET1, TET2, TET3) are iron(Il)
and a-ketoglutarate dependent dioxygenases, and their enzymatic activity involves hydro-
xylation of 5-methylcytosine to 5-hydroxymethylcytosine and further to 5-formylcytosine
and 5-carboxylcytosine. These modified cytosines are removed by enzymes involved in DNA
repair. However, the role of TETs in gene expression regulation is not limited to their catalytic
activity. TETs can interact with proteins of complexes involved in the modification of histones
(i.e. EZH2, OGT, Sin3a or HCF1) and by affecting their activity and, chromatin binding ability,
they can cause changes in patterns of histone methylation, acetylation and 0-GlcNAcylation.
There is growing evidence that decreased expression of TET proteins and mutation in TET
genes are associated with cancer onset and progression.

5-hydroxymethylcytosine - TET proteins - DNA demethylation - epigenetic modifications - tumor suppressors
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5-caC - 5-karboksycytozyna; 5-fC — 5-formylocytozyna; 5-hmC - 5-hydroksymetylocytozyna;
5-hmU - 5-hydroksymetylouracyl; 5-mC - 5-metylocytozyna; AID/APOBEC - deaminaza cy-
tydynowa; AITL - angioimmunoblastyczny chtoniak wywodzacy sie z komérek T; AML - ostra
biataczka szpikowa; BER - system naprawy DNA przez wycinanie zasad azotowych; ChIP-Seq
— immunoprecypitacja chromatyny w potaczeniu z jednoczesnym sekwencjonowaniem DNA;
CMML - przewlekta biataczka monocytowa; CXXC - domena o strukturze palca cynkowego; DAPK
—kinaza biatkowa zwigzana ze Smierciag komoérkowa; DDK - gen kodujacy biatko bedace inhibitorem
szlaku WNT; DNMT - metylotransferaza DNA; DSBH - domena katalityczna biatek TET; DUOX1
- dioksygenaza nalezaca do rodziny oksydaz NAD(P)H; ESC - embrionalne komérki macierzyste;
EZH2 - metylotransferaza histonowa, sktadnik kompleksu PRC2; HCF1 - biatko uczestniczace w re-
gulacji transkrypcji; HDAC - deacetylaza histonowa; HMGA2 - czynnik remodelujgcy chromatyne;
IDH - dehydrogenaza izocytrynianowa; KRAS - onkogen, kodujacy biatko o aktywnosci GTP-azy,
nalezace do rodziny biatek Ras; LIG3 - ligaza DNA; LSD1 — demetylaza lizyny; LZTS1 - gen supre-
sorowy; MBD4 - biatko wigzace zmetylowane dinukleotydy CpG, majace wtasciwosci glikozylazy
DNA; MDS - zespoty mielodysplastyczne; MeCP2 - biatko wigzace zmetylowane dinukleotydy
CpG; MGMT - metylotransferaza metyloguaninowa; MLL - metylotransferaza histonowa; MPN
- nowotwory mieloproliferacyjne; NADP* - dinukleotyd nikotynamidoadeninowy; NEIL1-3 - en-
donukleazy biorace udziat w naprawie uszkodzert DNA; NLS - sekwencja lokalizacji jadrowej; OGT
— O-GlcNAc transferaza; PARP1 - polimeraza poli-ADP-rybozy; PCNA - jadrowy antygen komérek
proliferujacych; PLA - ligacja zblizeniowa; PRC2 - kompleks represyjny Polycomb; Sin3a - biatko
regulujace transkrypcje; SLUG1 - glikozylaza DNA; TDG - glikozylaza DNA; TET - biatko katalizujace
hydroksylacje 5-metylocytozyny; TIMP - tkankowe inhibitory metaloproteinaz; UHRF1 - biatko
zwiekszajace aktywnos¢ metylotransferazy DNA 1; WT1 - gen supresorowy zwigzany z guzem
Wilmsa; XRCC1 - biatko zaangazowane w naprawe DNA.

dzialna za wyciszanie ekspresji genéw. Metylacja DNA

jest podstawowym mechanizmem stuzacym wycisze-

Wszystkie komérki organizmu cztowieka zawieraja
ten sam genom, ale nie wszystkie geny ulegaja eks-
presji w kazdej z nich. W poszczegdélnych komérkach
cze$¢ gendw jest aktywna, inne natomiast sa czasowo
lub catkowicie inaktywowane. Wzdr ekspresji gendw
zalezy od etapu rozwoju komérek, ich rodzaju oraz
funkgji i jest utrzymywany dzieki okreslonym mecha-
nizmom epigenetycznym [90]. Jednym z podstawo-
wych sposobdéw epigenetycznej regulacji ekspresji
gendw jest metylacja reszt cytozyny w DNA. Podczas
tego procesu swoiste metylotransferazy DNA (DNMT,
DNA methyltransferase) przenosza grupy mety-
lowe z donora, ktérym jest S-adenozylometionina na
piaty atom wegla pierscienia pirymidynowego cyto-
zyny. Metylacja cytozyny w taticuchu DNA zachodzi,
gdy znajduje sie w sasiedztwie guaniny (dinukle-
otydy CpG). Dinukleotydy CpG moga by¢ rozproszone
w genomie lub wystepowaé w skupiskach w postaci
tzw. wysp CpG. Metylacja wysp CpG umiejscowionych
w regionach promotorowych gendéw jest odpowie-

niu licznych sekwencji powtérzonych, pietnowaniu
rodzicielskiemu oraz inaktywacji jednego z chromo-
soméw X w komdrkach osobnikéw zeriskich [77,90].

Wyniki wielu badan wykazaty, ze komérki nowo-
tworowe charakteryzuja sie znacznymi zmianami
we wzorze metylacji DNA w poréwnaniu z komér-
kami prawidtowymi. W komérkach nowotworowych
obserwuje sie globalng hipometylacje genomu przy
jednoczesnym zwiekszeniu poziomu metylacji (hiper-
metylacji) wysp CpG w sekwencjach promotorowych
okre$lonych gendéw. Globalna hipometylacja genomu
moze prowadzi¢ do aktywacji protoonkogenéw oraz
zmniejszenia stabilno$ci genomu przez wzrost aktywa-
cji transpozondw, ktére w komdrkach prawidtowych sa
wyciszone przez metylacje. Hipermetylacja wysp CpG
w regionach promotorowych genéw supresorowych
oraz genédw naprawy DNA przyczynia si¢ natomiast do
nowotworzenia wskutek zahamowania ich ekspresji
[16,91,97,113].
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Okreslony wzdr metylacji DNA zalezy nie tylko od prze-
biegu samego procesu przyltaczania grup metylowych
do reszt cytozyny, ale jest réwniez wynikiem procesu
pasywnej i aktywnej demetylacji DNA. Demetyla-
cja pasywna jest wtedy, kiedy metylotransferaza nie
metyluje nowo zsyntetyzowanego taticucha DNA pod-
czas replikacji, czyli zatrzymana jest metylacja zacho-
wawcza, co powoduje utrate metylacji DNA podczas
kolejnych podzialéw komdrek. Demetylacja aktywna
zachodzi enzymatycznie i przebiega niezaleznie od
replikacji DNA [4,31].

Najnowsze doniesienia sugeruja, ze bardzo istotna role
w demetylacji DNA odgrywaja biatka TET, ktére katali-
zujg konwersje 5-metylocytozyny (5-mC) do 5-hydrok-
symetylocytozyny (5-hmC). Obecno$é 5-hmC w DNA
ssakdéw sugerowano po raz pierwszy juz ponad 40 lat
temu [82]. Poniewaz jednak w pSZniejszych pracach
nie udalo sie jednoznacznie potwierdzi¢ wystepowania
tej zmodyfikowanej cytozyny w DNA, nie interesowano
sie tym zagadnieniem przez nastepne kilkadziesiat lat.
Sytuacja zmienita sie zdecydowanie po opublikowaniu
w 2009 r. przez dwie niezalezne grupy badaczy prac,
wskazujacych, ze 5-hmC moze powstawaé z 5-mC i jest
powszechnie obecna w DNA ssakéw [51,98]. Przepro-
wadzono wiele badan, ktérych wyniki potwierdzaja
udziat biatek TET w demetylacji DNA oraz ich zwiazek
ze zmianami wzoru metylacji DNA w nowotworach.
Biatka TET wydaja sie takze zaangazowane w regula-
cje innych modyfikacji epigenetycznych, tj. modyfi-
kacji histonéw przez interakcje ze swoistymi biatkami
odpowiedzialnymi za te modyfikacje i ich rekruta-
cje do chromatyny. Liczne doniesienia wskazuja, ze
zmniejszona ekspresja genéw TET, jak réwniez muta-
cje w genach TET sa zwigzane z rozwojem i progresja
réznych typéw nowotwordw.

CHARAKTERYSTYKA GENOW I BIALEK TET

W komérkach czlowieka zidentyfikowano trzy biatka
TET okre$lone jako TET1, TET2 i TET3, kodowane przez
trzy rézne geny. Gen TETI jest umiejscowiony w chromo-
somie 10 (10q21), zawiera dwanascie eksonéw i koduje
biatko zawierajgce 2136 reszt aminokwasowych [2]. Gen
TET2 znajduje sie w chromosomie 4 (4q24) i sktada sie
z 11 eksondéw. W procesie alternatywnego sktadania
mRNA powstajg trzy izoformy biatka TET2, zbudowane
z 2002, 1164 lub 1194 reszt aminokwasowych. Tylko
najdtuzsza izoforma TET2 zawiera C-koricowa domene
katalityczng. Wszystkie trzy izoformy TET2 charakte-
ryzuja sie swoistg tkankowo ekspresja. W wiekszosci
typéw tkanek najmniejsza ekspresje wykazuje izoforma
3 (1194 aminokwaséw), natomiast dwie pozostate ule-
gaja ekspresji na podobnym poziomie. SzczegSlnie duza
ekspresje izoform zawierajacych 2002 i 1164 reszt amino-
kwasowych obserwuje sie w komdrkach hematopoetycz-
nych [53]. Gen TET3 umiejscowiony jest w chromosomie
2 (2p13) i podobnie jak w przypadku TET2 zidentyfiko-
wano trzy izoformy biatka TET3, zawierajace 1660, 1440
lub 728 reszt aminokwasowych [69].

Wszystkie biatka TET sg dioksygenazami, a ich aktyw-
no$¢ katalityczna jest uzalezniona od obecnosci jondw
zelaza(IT) oraz 2-ketoglutaranu (2-KG). 2-KG, bedacy
substratem biatek TET, powstaje podczas cyklu kwaséw
trikarboksylowych, a wytwarzany jest przez zalezne
od NADP*, homodimeryczne enzymy zwane dehydro-
genazami izocytrynianowymi (IDHs, isocitrate dehy-
drogenases). Zaréwno izoforma cytosolowa (IDH1), jak
i mitochondrialna (IDH2) biorg udziat w przemianie izo-
cytrynianu w 2-KG [13]. Uwzgledniajac to, ze aktywno$¢
biatek TET jest uzalezniona od obecnosci 2-KG, muta-
cje w genach IDH1/2 moga zmniejszaé konwersje 5-mC
do 5-hmC katalizowanej przez biatka TET. Zmutowane
warianty IDH wytwarzaja 2-hydroksyglutaran (2-HG)
zamiast 2-KG. 2-HG ze wzgledu na podobienistwo struk-
turalne do 2-KG powoduje zahamowanie funkcji (inhi-
bicja kompetycyjna) wszystkich biatek TET, jak réwniez
innych dioksygenaz [15,108].

Biatka TET zawieraja trzy miejsca wigzace jony zelaza-
(IT) oraz jedno miejsce pozwalajace na zwiazanie 2-KG
(ryc. 1). Region odpowiedzialny za aktywno$¢ kata-
lityczna znajduje sie na C-koticu biatek. Sktada sie
z dwéch domen: bogatej w reszty cysteinowe (Cys-rich
domain) oraz domeny DSBH (double-stranded B-helix-
2-KG-Fe(I1)-dependent dioxygenase domain), ktéra
oprécz wlasciwosci katalitycznych moze réwniez wia-
zaé jony metali. W odréznieniu od pozostatych cztonkéw
rodziny TET, w strukturze biatka TET1 znajduja sie trzy
sekwencje lokalizacji jadrowej (NLS, nuclear localization
sequence) [98,108]. Na N-koricu biatek TET1 i TET3 znaj-
duje sie domena CXXC, o strukturze palca cynkowego.
Domena jest zdolna do wigzania zaréwno niezmodyfiko-
wanych, jak i metylowanych lub hydroksymetylowanych
cytozyn, zwlaszcza znajdujacych sie w obrebie dinukle-
otydéw CpG (ryc. 1) [114].

Na aktywno$¢é biatek TET korzystnie wptywa kwas
askorbinowy, ktéry oddziatuje z C-koticowa domenag
katalityczna biatek TET, co prawdopodobnie powoduje
jej zwiniecie i umozliwia wigzanie jonéw zelaza(Il).
Nie wykazano, aby inne przeciwutleniacze wywieraty
podobny wplyw na aktywnos¢ biatek TET, co wskazuje,
ze aktywacja TET przez kwas askorbinowy nie wynika
tylko z jego funkgji jako czynnika redukujacego [68,112].
W komdrkach z wyciszona ekspresja TET1/2 obecno$é
kwasu askorbinowego nie wptywa ani na zwiekszenie
oksydacji 5-mC, ani na ogélny poziom tej modyfikacji.
Natomiast stwierdzono, ze zmniejszenie stezenia kwasu
askorbinowego przy prawidtowej ekspresji genédw TET
wplywa znaczaco na zmniejszenie stezenia 5-hmC w plu-
cach, watrobie i mézgu, ale prawdopodobnie réwniez
i w innych tkankach [5,112].

Biatka TET A pemeryLacia DNA

Demetylacja DNA moze by¢ procesem biernym lub
aktywnym. W obu przypadkach biatka TET wydaja sie
odgrywa¢ znaczaca role. Demetylacja bierna jest podczas
replikacji i wynika z braku metylacji przez metylotrans-
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' - miejsce wigzania Fe(ll)
' - miejsce wigzania 2-KG

' - sekwencja NLS 1

2136 TET1

aminokwaséw

2002 TET2

aminokwaséw

10 TET3

aminokwaséw

Ryc. 1. Struktura domenowa biatek TET; (D — domena katalityczna, bogata w reszty cysteinowe (Cys-rich domain); CXXC — domena o strukturze palca cynkowego;
DSHB — domena katalityczna, zdolna do wigzania jonéw metali (double-stranded B—helix-2KG-Fe(ll)-dependent dioxygenase domain)

feraze DNMT1 nowo syntetyzowanej nici. Przyczyna
braku metylacji podczas syntezy DNA moze by¢ obec-
no$¢ w nici macierzystej 5-hmc, powstajacej z udziatem
biatek TET. Poniewaz metylotransferaza DNMT1 wyka-
zuje mniejsze powinowactwo do 5-hmC niz do 5-mcC jej
aktywno$¢ jest hamowana i w nici potomnej pojawiaja
sie cytozyny niemodyfikowane [4,35]. Do prawidlowego
funkcjonowania DNMT1 niezbedne jest takze biatko
UHRF1 (ubiquitin-like, containing PHD and RING finger
domains 1), ktére wspomaga wigzanie DNMT1 do hemi-
metylowanych widetek replikacyjnych. Biatko to wyka-
zuje ponad 10-krotnie mniejsza zdolno$¢ do wigzania
hemihydroksymetylowanych nici DNA. W przypadku
duzego stezenia 5-hmC w DNA ulegajacym replikacji
oraz braku aktywnosci metylotransferaz odpowiedzial-
nych za metylacje de novo (DNMT3a, -3b) dochodzi do
biernej demetylacji DNA [26,35].

Biatka TET biora réwniez udziat w aktywnej demetylacji
DNA, ktdra przebiega niezaleznie od replikacji (ryc. 2).
5-mC i 5-hmC ulegajg deaminacji przez biatka z rodziny
AID/APOBEC (activation induced deaminase and apo-
lipo-protein B RNA-editing catalytic component) odpo-
wiednio do tyminy i 5-hydroksymetylouracylu (5-hmu).
Zwiekszone wytwarzanie biatka AID/APOBEC nasila pro-
ces demetylacji 5-hmC, a to zwieksza poziom 5-hmU. Nie
odnotowano wptywu zwiekszonej ekspresji tej deami-
nazy na zmiane poziomu 5-mC. Dopiero po zwiekszeniu
ekspresji zaréwno AID/APOBEC, jak i TET1 odnotowano
zauwazalne zwiekszenie demetylacji 5-mC, co byto
spowodowane nasilong przemiang 5-mC do 5-hmC ze
wzgledu na nadekspresje TET1. Wskazuje to, ze AID/APO-
BEC swoiscie oddzialuje na 5-hmc, a nie na 5-mC [30].
Nastepnie za sprawg glikozylaz TDG (mismatch specific
thymine DNA glycosylase) i SLUG1 (single-strand selec-
tive monofunctional uracil DNA glycosylase) dochodzi
do usuniecia tyminy i 5-hmU z DNA i zastapienia ich
cytozyna. Jest to tzw. system naprawy DNA przez wyci-
nanie zasad (BER, base excision repair) [36,75]. Istotng
role w demetylacji odgrywa réwniez biatko MBD4
(methyl-CpG binding domain protein 4), ktére oprécz

domeny wigzacej zmetylowane dinukleotydy CpG, ma
takze zakonserwowang ewolucyjnie domene o aktyw-
noéci glikozylazy. MBD4 dzieki interakcjom z biatkami
z rodziny AID/APOBEC usuwa blednie sparowane pary
T:G oraz 5-hmU:G, co prowadzi do powstania w DNA nie-
zmetylowanych cytozyn [36,86]. Wszystkie opisane gli-
kozylazy wykazuja wieksza efektywno$¢ w przypadku
wycinania 5-hmU, niz tyminy. Istotny jest tu udziat bia-
tek TET oraz przeprowadzanej przez nie reakcji hydrok-
sylacji reszt 5-mC w procesie demetylacji DNA [14].

Biatka TET moga sie przeksztatcaé¢ do 5-hmC, dalej do
5-formylocytozyny (5-fC) i 5-karboksycytozyny (5-caC),
aczkolwiek ilo§¢ w genomie tak zmodyfikowanych cyto-
zyn jest okoto 100-krotnie mniejsza niz 5-hmC. Niemniej
jednak, zaréwno 5-fC, jak i 5-caC, odgrywaja wazna role
w demetylacji DNA bedac swoistymi substratami gliko-
zylazy TDG. Inne glikozylazy nie wykazuja zdolnosci do
wycinania tych pochodnych cytozyny [44,64]. Mimo ze
glikozylaza TDG moze wycina¢ z DNA pochodne 5-hmC
(5-hmU, 5-fC i 5-caC), to nie wykazuje aktywno$ci wzgle-
dem par 5-hmC:G. Wskazuje to na istotny udziat procesu
deaminacji, ktéry poprzedza wycinanie btednie spa-
rowanych zasad, w systemie naprawy DNA typu BER
[37,64].

Niedawne badania wykazaly interakcje biatek TET
z wieloma czynnikami uczestniczacymi w kilku etapach
procesu naprawy DNA przez wyciecie zasad. Stwier-
dzono bezposrednie interakcje biatek TET z glikozyla-
zami DNA, ktére wycinaja uszkodzone lub utlenione
zasady, tj. TDG, MBD4, jak réwniez NEIL1, NEIL2, NEIL3
(nei endonuclease VIII-like). Wszystkie trzy biatka
TET oddziatujg réwniez z polimeraza poli-ADP-rybozy
(PARP1, poly (ADP-ribose) polymerase 1), ktéra rozpo-
znaje pekniecia jednoniciowe i modyfikuje czynniki
uczestniczace w naprawie przez polyADPrybozylacje
oraz LIG3 (DNA ligase 3) i XRCC1 (X-ray repair cross-
-complementing protein 1), biorace udziat w ligacji
DNA po insercji cytozyny [71]. Wyniki sugeruja, ze utle-
nianie przez TET 5-mC do 5-hmC oraz wycinanie utle-
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AID/APOBEC

AID/APOBEC

Ryc. 2. Aktywna demetylacja DNA z udziatem biatek TET; 5-metylocytozyna (5-mC) utworzona z cytozyny (C) za posrednictwem metylotransferazy DNA (DNMT) jest
przeksztatcana w 5-hydroksymetylocytozyne (5-hmC), a dalej do 5-formylocytozyny (5-fC) i 5-karboksycytozyny (5-caC) z udziatem biatek TET. 5-fCi 5-caC moga
by¢ usuwane przez glikozylaze TDG, 5-mCi 5-hmC ulegaja deaminadji z udziatem biatek AID/APOBEC, tworzac odpowiednio tymine (T) oraz 5-hydroksymetylouracyl

(5-hmU).Ti5-hmU sg wycinane przez takie glikozylazy, jak TDG, MBD4, czy SLUGT

nionych pochodnych cytozyny przez system naprawy
BER sg procesami przeprowadzanymi w sposéb skoor-
dynowany w czasie i przestrzeni przez jeden duzy kom-
pleks biatkowy [71].

ZawarTo$¢ 5-HmC

Podczas gdy ilo$¢ 5-mC jest bardzo podobna w réznych
tkankach i dotyczy okoto 5% wszystkich cytozyn, to
zawarto$¢ 5-hmcC jest zasadniczo rézna w zaleznosci od
rodzaju tkanki oraz etapu rozwoju organizmu. Najwiek-
sza ilo$¢ 5-hmC wystepuje w embrionalnych komér-
kach macierzystych (ESCs, embryonic stem cells) oraz
w o$rodkowym uktadzie nerwowym [29,43]. Mniejsza,
lecz nadal w miare duza zawarto$¢ 5-hmcC obserwuje sie
w watrobie, nerkach, jelicie grubym i odbytnicy. Naj-
mniej 5-hmC znajduje sie w ptucach, sercu, piersiach
i tozysku [54]. Badania z wykorzystaniem embrional-
nych komérek macierzystych wykazaty, ze duza zawar-
to$¢ 5-hmC dotyczy przede wszystkim eksonéw oraz
wysp CpG znajdujgcych sie wewnatrz genéw. Nato-
miast regiony intronowe oraz wyspy CpG wystepujace
w promotorach genéw cechuja sie niskim poziomem
5-hmC. Co wiecej, 5-hmC jest umiejscowiona gtéwnie

w luzno upakowanej, aktywnej chromatynie. Sugeruje
sie, ze 5-hmC odgrywa istotna role w regulacji eks-
presji i aktywno$ci genédw zwigzanych z pluripoten-
cja komérek ESC oraz w zmianach epigenetycznych
w nich zachodzacych [6,23,109]. W komdrkach dojrza-
tych tkanek tendencja jest odwrotna, niz w przypadku
ESC. 5-Hydroksymetylocytozyny sa przewaznie umiej-
scowione w obrebie regionédw promotorowych, anizeli
w samych genach [46]. Po zaptodnieniu zygoty, poziom
ekspresji TET1 i TET2 systematycznie wzrasta wraz
z kolejnymi etapami rozwoju embrionalnego, podczas
gdy poziom ekspresji TET3, ktéry w komdrkach ptcio-
wych byt stosunkowo wysoki, ulega gwattownemu
spadkowi. Wywoluje to wahania w poziomie 5-hmcC, co
najprawdopodobniej przyczynia sie do regulacji eks-
presji okreslonych gendw na danych etapach rozwoju
embrionalnego [41,105].

InTerakcIE TET z INNYMI BIALKAMI

Oprécz udziatlu w demetylacji DNA, biatka TET moga
wplywaé na modyfikacje epigenetyczne niezaleznie
od swojej aktywno$ci enzymatycznej przez interak-
cje z innymi biatkami. Badania Wu i wsp. wykazaty, ze
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w mysich komérkach embrionalnych meSC Tet1 uczest-
niczy w wyciszaniu ekspresji niektérych genéw przez
ulatwianie rekrutacji kompleksu represyjnego Poly-
comb 2 (PRC2, Polycomb repressive complex 2) do boga-
tych w pary CpG promotoréw tych gendw [107]. Chociaz
nie wykazali oni bezpo$redniej interakcji miedzy Tet1
i gtéwnym sktadnikiem kompleksu, metylotransferaza
histonowa EZH2 (enhancer of zeste homolog 2), ktéra
odpowiada za trimetylacje reszty lizyny 27 histonu H3
(H3K27), to wyciszenie ekspresji Tet1 zaklécato wigzanie
EZH2 do miejsc docelowych PRC2 [107]. Stwierdzono réw-
niez, ze Tetl wigze sie z kompleksem korepresora Sin3A
(Sin3 transcription regulator family member A), ktéry
odpowiada za represje transkrypcji przez deacetylacje
histonéw [104]. Analiza miejsc wigzania komplekséw
Sin3A i Tetl do DNA wykazata, ze ulegaja one w znacz-
nym stopniu kolokalizacji, co moze sugerowaé udziat
Tet1 w bezposredniej rekrutacji Sin3A do miejsc docelo-
wych podlegajacych represji. Badania z wykorzystaniem
metody ligacji zblizeniowej in situ (PLA, proximity liga-
tion assay) potwierdzily interakcje TET1 z EZH2 i Sin3A,

jak réwniez pozwolity na zidentyfikowanie kilku innych
biatek oddziatujacych z TET1, tj. biatka wigzacego zmety-
lowane dinukleotydy CpG (MeCP2, methyl CpG binding
protein 2), deacetylaz histonowych 1, 6 i 7 (HDAC, histone
deacetylase), jadrowego antygenu komdrek proliferu-
jacych (PCNA, proliferating cell nuclear antigen) i LSD1
(lysine-specific demethylase 1A) (ryc. 3A) [9].

Wyniki wielu badan wskazujg na interakcje miedzy
biatkami TET a 0-GlcNAc transferazg (OGT, O-GlcNAc
transferase) [11,20,42,92,100,115]. Oddziatywania mie-
dzy tymi biatkami sg szczegdlnie interesujace ponie-
waz mogg wskazywaé na udzial biatek TET w regulacji
ekspresji gendéw w odpowiedzi na zmiany metabolizmu
komérek nowotworowych [40]. Zwiekszone wychwyty-
wanie i zuzycie glukozy przez komérki nowotworowe
zwieksza ilo$¢ powstajacej w szlaku biosyntezy heksozo-
amin UDP-N-acetyloglukozoaminy, ktéra jest substratem
dla O-GlcNAc transferazy [7,33,88]. OGT jest enzymem
odpowiadajacym za modyfikacje biatek komérkowych
przez przytaczenie pojedynczych reszt N-acetylogluko-
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Ryc. 3. Interakcje miedzy biatkami TET a biatkami kompleksow zaangazowanych w modyfikacje histondw; A — TET1 utatwiajac rekrutacje komplekséw PRC2

i Sin3a przyczynia sie do kondensagji chromatyny, a tym samym do wyciszenia ekspresji genow. Metylotransferaza histonowa EZH2, bedaca gtownym sktadnikiem
kompleksu PRC2 jest odpowiedzialna za trimetylacje lizyny 27 histonu H3 (H3K27-me3). Natomiast Sin3a oddziatuje z deacetylazami histonowymi (HDAC)
prowadzac do spadku acetylacji histonow. B — TET2/3 wchodzg w interakgje z 0-GlcNAc transferaza (0GT), utatwiajac jej rekrutacje do chromatyny. 0GT modyfikuje
seryne 112 na histonie H2B (H2BS112-0-GIcNAc) umozliwiajac ubikwitynylacje lizyny 120 na histonie H2B (H2BK120-Ub). H2BK120-Ub jest rozpoznawana przez
metylotransferaze histonowa MLL, odpowiedzialng za trimetylacje lizyny 4 na histonie H3 (H3K4-me3). Nastepstwem tych modyfikacji jest rozluznienie chromatyny.
0GT modyfikuje rowniez czynnik HCF1 (czerwone kétka — 0-GlcNAcylacja) stabilizujac kompleks Set1/COMPASS, w ktdrego sktad wchodzi MLL; wzrost H3K4 jest
charakterystyczny dla promotordw aktywnych transkrypcyjnie gendw
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zaminy wigzaniem O-glikozydowym do reszt seryny lub
treoniny biatka. Ta dynamiczna modyfikacja wptywa na
aktywno$¢, stabilizacje i umiejscowienie wielu biatek
m.in. enzyméw metabolicznych, kinaz, fosfataz, czynni-
kéw transkrypcyjnych [34,79]. Zwiekszona ekspresja OGT
i hiper-O-GlcNAcylacja sa cechami charakterystycznymi
wiekszo$ci nowotwordéw [17,22,63]. Badania wskazuja,
ze 0-GlcNAcylacja moze stanowié element kodu histo-
nowego. OGT modyfikuje histony H2A, H2B, H3 i H4 [89]
przez co wplywa na transkrypcje gendw [28] i progresje
cyklu komérkowego [25].

Badania z zastosowaniem metody immunoprecypitacji
chromatyny w potaczeniu z jednoczesnym sekwencjo-
nowaniem DNA (ChIP-Seq, chromatin immunoprecipita-
tion-sequencing) wykazaty kolokalizacje TET2, TET3 i OGT
w miejscach bogatych w histon 3 trimetylowany na lizy-
nie 4. (H3K4me3) i odpowiadajacych wystepowaniu pro-
motoréw gendw aktywnych transkrypcyjnie [11,20,100].
Chociaz biatka TET mogg by¢ O-GlcNAcylowane, mody-
fikacja nie wptywa na ich aktywno$¢ katalityczna
[11,20,42]. Interakcje z OGT moga jednak stabilizowaé
biatko Tet1 [92] oraz wplywad na jadrowe umiejscowie-
nie Tet3 [115]. Biatka TET odgrywaja podstawowa role
w rekrutacji OGT do chromatyny dzieki czemu moze ona
modyfikowaé histony (ryc. 3B). Chen i wsp. wykazali, ze
w mysich komérkach embrionalnych mESC biatko Tet2
jest konieczne, aby OGT mogta modyfikowaé histon H2B
na serynie 112 [11]. Modyfikacja na reszcie seryny 112 ula-
twia kolejng modyfikacje H2B, tj. ubikwitynylacje reszty
lizyny 120. OGT w kompleksie z biatkami TET O-GlcNAcy-
luje takze czynnik transkrypcyjny HCF1 (host cell factor
1) i przyczynia sie do stabilizacji kompleksu Set1/COM-
PASS zawierajacego metylotransferaze MLL (mixed-line-
age leukemia), ktéry taczy sie z H2BK120 i odpowiada za
trimetylacje H3K4 [18,20,28].

Wydaje sie wiec, ze udziat biatek TET w regulacji aktyw-
nosci gendw wykracza poza ich role w demetylacji. Moga
one wplywaé na modyfikacje histonéw przez rekruto-
wanie swoistych biatek do chromatyny. Istnieja réwniez
doniesienia sugerujace, ze 5-hmC jest modyfikacja epi-
genetyczna per se, petnigca odrebng role od 5-mC, ktéra
moze by¢é rozpoznawana przez swoiste biatka wpty-
wajgce na strukture i funkcje genomu. Jednym z bia-
tek, ktére moga rozpoznawaé 5-hmc jest biatko MeCP2
[26,67,95].

Exspresia TET 1 poziom 5-HMC w NOWOTWORACH

Nowotwory uktadu krwiotwérczego

Pierwsze sugestie dotyczace mozliwo$ci udziatu biatek
TET w procesie karcynogenezy pojawity sie po odkry-
ciu biatka TET1, jako fuzyjnego partnera biatka MLL
u pacjentéw z ostra biataczka szpikowa (AML, acute
myeloid leukemia) bedacych nosicielami translokacji
t(10;11)(q22;q23) [62]. P4Zniejsze badania wykazaty jed-
nak, ze to nie TETI, ale TET2 jest genem najczesciej ule-
gajgcym mutacjom w biataczkach [72]. Wiele mutacji

tego genu stwierdzono w nowotworach mieloprolifera-
cyjnych (MPN, myeloproliferative neoplasms), zespotach
mielodysplastycznych (MDS, myelodysplastic syndrome)
oraz przewleklej biataczce monocytowej (CMML, chronic
myelomonocytic leukemia) i przewleklej biataczce szpi-
kowej (CML, chronic myeloid leukemia) [2,3,19,45,72,85].
Wystepowanie mutacji jest szczegélnie czeste w przy-
padku CMML (30-50%) oraz w angioimmunoblastycznym
chtoniaku z komérek T (50-80%) (AITL, angioimmunobla-
stic T-cell lymphoma) [72]. Somatyczne delecje i mutacje
inaktywujace TET2 zostaty réwniez stwierdzone w 4-13%
MPN, 20-25 % MDS i 7-23% AML [18].

Przeprowadzono wiele badan dotyczacych zalezno$ci
miedzy poziomem 5-hmC a mutacjami i ekspresjg TET
w nowotworach uktadu krwiotwdrczego. Figueora i wsp
stwierdzili, ze u pacjentéw z AML, u ktérych wyste-
puja mutacje TET2 stezenie 5-hmC w DNA jest obnizone,
a 5-mC podwyzszone [24]. Podobnie mutacje TET2 obni-
zaja stezenie 5-hmC i podwyzszajg 5-mC w CMML [83]
oraz u pacjentéw z MDS [59]. To moze wskazywaé na
decydujaca role TET2 w utrzymaniu modyfikacji DNA.
Ko i wsp. réwniez sugeruja udziat TET2 w tumorogenezie
zwigzanej z uktadem krwiotwdrczym, jednak ich badania
wskazuja, ze mate stezenie 5-hmC nie zawsze jest zwia-
zany z mutacjami TET2 i wystepuje réwniez u pacjentéw
bez mutacji w genie TET2 [49]. Badania wskazuja, ze niski
poziom 5-hmC moze wynika¢ réwniez z innych przyczyn,
np. mutacji w genie IDH1, ktéry koduje dehydrogenaze
izocytrynianowa, enzym przeksztalcajgcy izocytrynian
do a-ketoglutaranu. Mutacje w genach IDH1 i IDH2 sg do$¢
czesto obserwowane w biataczkach [1,15,24,65,66,81]. Pol-
lyea i wsp. wykazali, ze mutacje IDH u pacjentéw z AML
wiaza sie ze wzrostem stezenia 2-hydroksyglutaranu,
ktéry hamuje aktywno$é TET2 i obniza poziom 5-hmC
[84]. Réwniez inne czynniki mogg wptywaé na poziom
5-hmC. Najnowsze badania wskazuja, ze WT1, produkt
biatkowy genu supresorowego WT1 (Wilms tumor sup-
pressor gene 1), wchodzi w interakcje z TET2 i TET3 i bie-
rze udzial w regulacji poziomu 5-hmC. Stwierdzono, ze
nadekspresja WTI prowadzi do wzrostu poziomu 5-hmc,
awyciszenie ekspresji do spadku [87].

W celu doktadnego okre$lenia roli TET2 w powstawa-
niu nowotwordw uktadu krwiotwdrczego przeprowa-
dzono badania z wykorzystaniem mutantéw mysich
z wylaczonag ekspresja genu Tet2 [39,49,55]. Zaobserwo-
wano, ze u myszy z defektem genu Tet2 wzrasta proli-
feracja hematopoetycznych komérek progenitorowych
w szpiku kostnym oraz dochodzi do przesuniecia ich
réznicowania w kierunku powstawania linii mielomo-
nocytowej. Jednak delecja samego Tet2 okazala sie nie-
wystarczajaca do rozwoju nowotwordw, co wskazuje,
ze potrzebne sg dodatkowe mutacje w innym genie lub
kilku genach [39,49,55].

Guzy lite

Sposréd wszystkich tkanek i narzadéw najwyzsze ste-
zenie hydroksymetylocytozyny stwierdza sie w mézgu
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[102]. Stwierdzono znaczne obnizenie stezenia 5-hmC
w guzach mézgu w poréwnaniu z tkankg prawidtowg
[50]. Obnizenie stezenia 5-hmC jest szczegdlnie wyrazne
w glejakach bardziej zaawansowanych o wysokim stop-
niu ztodliwosci [78]. U pacjentéw ze ztosliwymi glejakami
stwierdzono zalezno$¢ miedzy spadkiem stezenia 5-hmC
a skréconym czasem przezycia [78]. Poniewaz mutacje
w genie IDHI sa dosy¢ czeste w glejakach [80,110], spraw-
dzono czy istnieje zalezno$¢ miedzy tymi mutacjami
a poziomem 5-hmC. Wyniki okazaly sie jednak niejed-
noznaczne. W wielu pracach stwierdzono, ze nie ma réz-
nic w poziomie 5-hmC w glejakach charakteryzujacych
sie mutacjg IDHI w poréwnaniu z glejakami bez mutacji
w tym genie [46,70,78]. Réwniez w glejaku wieloposta-
ciowym nie potwierdzono takiej zaleznosci. Stwierdzono
natomiast, ze taka zaleznos¢ istnieje w przypadku gwiaz-
dziaka rozlanego i anaplastycznego [60]. Badania gleja-
kéw sugeruja korelacje miedzy poziomem 5-hmC a TET1
i jego jadrowym umiejscowieniem. Zaobserwowano, ze
70% glejakéw niewykazujgcych obecno$ci 5-hmC cha-
rakteryzuje sie brakiem wykrywalnego poziomu TET1
lub tylko jego cytoplazmatyczng ekspresja [70].

Obnizenie stezenia 5-hmcC jest réwniez charaktery-
styczne dla wielu innych nowotwordw, np. piersi,
jelita grubego, watroby, ptuc, stercza, trzustki
[21,32,46,58,103,111]. Wyniki wielu badan sugeruja, iz
spadek ten jest skorelowany ze zmniejszonym poziomem
ekspresji gendw TET, szczegdlnie TETI [21,52,58,103].
W raku zotadka oprécz obnizenia ekspresji TET1, stwier-
dzono réwniez obnizenie ekspresji TET2, TET3, TDG
i IDH2, ale tylko w przypadku TET1, obserwowano pozy-
tywng korelacje z poziomem 5-hmC [21]. Obnizona eks-
presja genéw TET (szczegblnie TET2) oraz IDH2 wydaje
sie gtéwnym mechanizmem odpowiedzialnym za spadek
poziomu 5-hmC w czerniaku [56]. Zupelnie odmienne
rezultaty uzyskano jednak w przypadku nowotworu
tagodnego macicy - mieéniaka gtadkokomérkowego.
Ekspresja TET1 i TET3 zaréwno na poziomie mRNA, jak
i biatka byta wyzsza w tkance zmienionej nowotworowo
w poréwnaniu z tkankg prawidlows. Z podwyzszonym
poziomem TET korelowat wzrost poziomu 5-hmC [73].

Biatka TET Jako SUPRESORY NOWOTWOROW

To, ze w wielu nowotworach geny TET ulegaja mutacjom
lub ich ekspresja jest obnizona wskazuje, ze moga one
petnié role genéw supresorowych (ryc. 4). Wyniki kilku
badar wydajg sie potwierdza¢ te hipoteze [56,94,96]. Hsu
i wsp wykorzystujac przeszczepy ludzkich komdérek raka
piersi lub stercza implantowane myszom pozbawionym
grasicy stwierdzili, Ze obnizona ekspresja TET1 wigze sie
ze wzrostem guza oraz zdolnoscig komdérek do inwazji
i przerzutowania [38]. Analiza materiatu klinicznego
pacjentéw z nowotworem piersi wykazata, ze obnizony
poziom mRNA TETI koreluje ze wzrostem zaawanso-
wania nowotworu i niekorzystnym rokowaniem dla
pacjenta [38]. Autorzy wykazali takze, ze TET1 hamuje
inwazyjno$¢ komdérek nowotworowych wptywajac na
zwiekszenie ekspresji genédw kodujgcych tkankowe inhi-

bitory mataloproteinaz (TIMP, tissue inhibitors of meta-
loproteinase) przez zmniejszenie metylacji DNA. Biatka
TIMP zmniejszaja aktywno$¢ metaloproteinaz, ktére
degradujac macierz zewngtrzkomérkowa przyczyniaja
sie do inwazji komdrek nowotworowych [38].

Neri i wsp. sugerujg, ze TET1 hamuje rozwdj raka jelita gru-
bego przez derepresje inhibitoréw szlaku WNT [74]. TET1
wiaze sie z promotorem genéw DDK (Dickkopf WNT signa-
ling pathway inhibitor), ktére kodujg inhibitory szlaku
WNT i powoduje ich hipometylacje. Spadek ekspresji TET1,
ktéry wystepuje podczas inicjacji karcynogenezy jelita gru-
bego powoduje represje tych gendw przez ich metylacje, co
prowadzi do konstytutywnej aktywacji szlaku WNT [74].

Zahamowanie demetylacji DNA na skutek utraty eks-
presji TETI to gtéwny element zaleznej od onkogenu
KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene) transforma-
cji komérek nienowotworowych linii NTH3T3 [106]. Eks-
presja TET1 jest hamowana przez szlak sygnatowy KRAS/
ERK, dochodzi do obnizenia poziomu 5-hmC oraz wzro-
stu 5-mC w obrebie niektérych genéw, np. genu kodu-
jacego kinaze biatkowa DAPK (death-associated protein
kinase), genu kodujacego metylotransferaze metylogu-
aninowg MGMT (06-methylguanine DNA methyltrans-
ferase), genu kodujacego dioksygenaze DUOX1 (dual
dioxidase 1) [106]. Fu i wsp. stwierdzili, ze nadekspresja
TET1 w komdérkach raka zotadka linii MGC-803 powoduje
spadek ekspresji EZH2, onkogenu odpowiedzialnego za
progresje procesu nowotworzenia oraz zwieksza wytwa-
rzanie biatka p53, petniacego funkcje supresora nowo-
twordw [27]. Innym genem, na ktérego ekspresje maja
wplyw biatka TET jest LZTS1 (leucine zipper, putative
tumor suppressor 1) - supresor nowotworzenia, ktérego
represje obserwuje sie w wielu typach komérek zmie-
nionych nowotworowo [8,10,47,76,99,103]. Jego brak jest
powigzany z przerzutowaniem do weztéw chtonnych
oraz skréconym czasem przezycia chorych na raka piersi
[101]. Odnotowano spadek ekspresji LZTS1 u pacjen-
tek z rakiem piersi w poréwnaniu z osobami zdrowymi,
czemu towarzyszylo zmniejszenie ekspresji TET1 oraz
nizszy poziom 5-hmcC w locus genu LZTS1 [103].

Ekspresja genéw TET moze by¢ regulowana przez dziata-
nie mikroRNA (miRNA; miR), ktére swoiscie inaktywuja
mRNA i tym samym przyczyniaja sie do zmniejszenia
iloci kodowanego przez nie biatka. U pacjentéw z ostra
biataczkg szpikowg (AML) i bez mutacji w genie TET2,
odnotowano wzrost ekspresji miR-125, miR-101, miR-
29, miR-26 i miR-7 czemu towarzyszyt spadek poziomu
5-hmC oraz ekspresji wszystkich genéw TET, a zwlaszcza
TET2 [12]. Podobng zalezno$¢ miedzy ekspresja okreslo-
nych miRNA a ekspresja TET zauwazono w innych typach
nowotwordw. W komérkach czerniaka miR-767 obniza
ekspresje TET1 i TET3 [61], a w raku watrobowokomérko-
wym miR-29 wplywa negatywnie na ekspresje TET1 [57].

Istnieja réwniez doniesienia, ze biatka TET mogg regu-
lowa¢ ekspresje niektérych miRNA. Do takich miRNA
nalezy miR-200, ktérego funkcjg jest hamowanie ekspre-
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Ryc. 4. Biatka TET a progresja nowotwor6éw; zmniejszona ekspresja genéw TET, ktdra stwierdza sie w wielu typach nowotworéw, moze by¢ spowodowana m.in.
przez oddziatywanie okreslonych microRNA lub czynnikdw, takich jak KRAS/ERK czy HMGA2. Obnizone stezenie biatek TET moze spowodowac wzrost progresji

i przerzutowanie nowotworéw przez zmniejszenie ekspresji gendw supresorowych (p53, LZTST), obnizone wytwarzanie tkankowych inhibitoréw metaloproteinaz
(TIMP), inhibitoréw szlaku WNT i supresorowego microRNA (miR-200) oraz przez zwiekszenie ekspresji EZH2 i wytwarzanie metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomérkowej (MMP), a takze przez nasilona ekspresje genéw kodujacych czynniki biorace udziat w przejsciu epitelialno-mezenchymalnym (EMT)

sji gtéwnych czynnikéw bioracych udziat w przejsciu epi-
telialno-mezenchymalnym. MiR-200 jest antagonista
proonkogennego miR-22, ktérego zwiekszona ekspresje
obserwuje sie w komérkach biataczkowych [93] i komér-
kach raka piersi [94]. Wzrost stezenia miR-22 w komérkach
raka piersi powoduje spadek ekspresji TET, co prowadzi do
wzrostu metylacji regionu promotorowego i obniza eks-
presje miR-200. Skutkiem obnizenia ekspresji miR-200 jest
zwiekszenie zdolnosci komérek nowotworowych do prze-
rzutowania [93,94].

Na aktywno$¢é TET1 w komérkach ma wplyw czynnik
remodelujgcy chromatyne HMGA2 (high mobility group
AT-hook2). Czynnik ten cechuje sie niewielka ekspresja
w komérkach somatycznych, natomiast wysokg w przy-
padku komdérek ESC oraz komérek nowotworowych.
HMG2 zmniejsza ekspresje TET1 oraz niektérych gendw
homeotycznych (HOXA7 i HOXA9), co prowadzi do zwiek-
szenia ekspresji genéw zaangazowanych w proces nowo-
tworzenia. Wyciszenie HMGA2 w komdérkach raka piersi
powoduje wzrost ekspresji TET1 i HOXA7/9, zmniejszajac
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zdolno$é komérek nowotworowych do wzrostu i prze-
rzutowania [96].

Uwaal KoNcowe

Badanie mechanizméw zwigzanych z utrzymaniem
prawidtowego wzoru modyfikacji epigenetycznych ma
ogromne znaczenie dla pelnego zrozumienia mechani-
zmu procesu transformacji nowotworowej. Wyniki wielu
badan potwierdzity znaczaca role biatek TET w deme-
tylacji DNA i ich zwiagzek ze zmianami wzoru metylacji

PismiennicTwo

DNA w nowotworach. Jednak udziat TET w regulacji eks-
presji genéw nie ogranicza sie tylko do ich katalitycz-
nej aktywnosci. Represja lub aktywacja wielu genéw
moze zaleze¢ od interakcji TET z biatkami wchodzg-
cymi w sktad réznych komplekséw odpowiedzialnych za
modyfikacje histonéw oraz remodelowanie chromatyny.
Biorgc pod uwage liczne doniesienia sugerujace role TET
W procesie powstawania i progresji nowotworéw pozna-
nie tych interakcji jest bardzo wazne ze wzgledu na moz-
liwo$¢ stworzenia nowych celéw dla epigenetycznych
terapii przeciwnowotworowych.
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