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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Omawiane w pracy wyniki badaid wskazuja, ze 5-metylocytozyna (SmC) moze ulega¢ hydrok-
sylacji do 5-hydroksymetylocytozyny (ShmC), a jej zawarto$¢ w genomie ssakéw ocenia si¢ na
okoto 0,02-0,7% catkowitej zawartosci cytozyny. Tak zmodyfikowana zasada jest zwiazkiem po-
Srednim w procesie aktywnej demetylacji DNA i obecnie nazywa si¢ ja ,,sz0sta zasada DNA”.

Chociaz aktywna demetylacja DNA pozostaje nadal zjawiskiem stabo poznanym, to uwaza sig,

Ze uczestnicza w tym procesie trzy grupy enzymow:

* biatka Tet katalizujace przemiang SmC do ShmC, ktéra nastgpnie moze by¢ utleniana do 5-for-
mylocytozyny (5fC) i 5-karboksylocytozyny (5caC);

* AID/APOBEC deaminujace SmC (lub 5hmC) do tyminy lub 5-hydroksymetylouracylu (ShmU)
btednie parujacego z guaning;

* glikozylaza TDG uczestniczaca w §$ciezce naprawy DNA typu BER, ktéra usuwa 5fC, 5caC
i ShmU zastgpowane nastgpnie cytozyna, czego efektem jest demetylowany DNA.

Dziatanie glikozylazy TDG (i/lub innych glikozylaz DNA) prawdopodobnie poprzedzone jest
deaminacja SmC do tyminy, poniewaz substratem dla TDG sa btedne pary G: T. Etap deamina-
cji zachodzi z udziatem biatek rodziny AID/APOBEC. Mozliwe jest wspétdziatanie TDG z wy-
mienionymi deaminazami.

Wydaje sig, ze obecnos¢ 8-oksyguaniny (8-oksyGua) w DNA ma nie tylko znaczenie mutagenne.
Postulowana jest rola tej oksydacyjnie zmodyfikowanej zasady w regulacji ekspresji genéw, po-
przez udziat w procesie relaksacji chromatyny. Mozliwe jest, ze 8-oksyGua wystgpujaca w spe-
cyficznych sekwencjach DNA moze uczestniczyé w regulacji transkrypcji, co sugerowatoby epi-
genetyczne znaczenie obecnosci tak zmodyfikowanej zasady w DNA.

czynniki epigenetyczne * metylacja DNA  aktywna demetylacja DNA  oksydacyjne
modyfikacje DNA ¢ 5-hydroksymetylocytozyna * 8-oksyguanina

Summary

Recent discoveries have demonstrated that 5-methylcytosine (5SmC) may be hydroxymethyla-
ted to 5-hydroxymethylcytosine (ShmC) in mammals and that genomic DNA may contain abo-
ut 0.02—0.7% of ShmC. The aforementioned modification is the key intermediate of active DNA
demethylation and has been named “the sixth base in DNA”.

Although active DNA demethylation in mammals is still controversial, the most plausible me-
chanism/s of active SmC demethylation include involvement of three families of enzymes; i) Tet,
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which is involved in hydroxylation of SmC to form ShmC, which can be further oxidized to 5-for-
mylcytosine (5fC) and 5-carboxylcytosine (5caC); ii) deamination of SmC (or ShmC) by AID/
APOBEC to form thymine or 5-hydroxymethyluracil (ShmU) mispaired with guanine; iii) the
BER pathway induced by involvement of TDG glycosylase to replace the above described base
modification (5fC, ScaC, ShmU) with cytosine to demethylate DNA.

A plausible scenario for engagement of TDG glycosylase (or some other G-T glycosylase) is thro-
ugh prior deamination of 5-mC to thymine, which generates a G: T substrate for the enzyme.
Here cytidine deaminase of the AID/APOBEC family was implicated in the deamination step. It
is possible that TDG may act in concert with these deaminases.

It seems that mutations are not the only effect of oxidatively modified DNA bases. These, as yet,
understudied aspects of the damage suggest a potential for 8-oxoguanine (8-oxoGua) to affect
gene expression via chromatin relaxation. It is possible that 8-oxoGua presence in specific DNA
sequences may be widely used for transcription regulation, which suggests the epigenetic nature

of 8-oxoGua presence in DNA.
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WpPRoOWADZENIE

Postepy w poznaniu sekwencji genomowej réznych organi-
zmbw, w tym genomu cztowieka, nie doprowadzity dotych-
czas do petnego zrozumienia zjawisk zwigzanych z realizacja
informacji genetycznej. Ta z kolei wydaje si¢ bezposrednio
zalezna od przejscia chromatyny upakowanej w luZniejsze
domeny, dostgpne dla bialek enzymatycznych, a wigc prze-
miany heterochromatyny w euchromatyng. Powiazane jest
to zaréwno z potranslacyjna modyfikacja histonow, jak i me-
tylacja badz demetylacja DNA. Modyfikacje takie okreslane
sq jako zmiany epigenetyczne, regulujace organizacje chro-
matyny i ekspresj¢ genéw, nie wptywajac bezposrednio na
sekwencj¢ nukleotydéw w DNA. Interesujacym przyktadem
wptywu metylacji DNA na funkcje komorek i dalsze tego kon-
sekwencje dla loséw organizmu jest pszczota miodna (Apis
mellifera). W przypadku tego owada wzor metylacji DNA
komérkowego decyduje o tym czy dany osobnik przeobra-
7i sig w robotnice, czy tez pisany mu jest los krélowej [50].

Najlepiej scharakteryzowanym markerem epigenetycznym
jest grupa metylowa w pozycji 5 cytozyny. Okoto 3-4%

genomowej cytozyny ulega metylacji, a powstajaca S-mety-
locytozyna (5SmC) stanowi 0,75-1% ogétu zasad DNA typo-
wej komérki ssakéw [12]. Pomimo powszechnego przeko-
nania, ze wzor metylacji DNA ustalany jest we wczesnych
fazach rozwoju zarodkowego i1 utrzymywany podczas zycia
osobniczego przez metylotransferazy DNA (DNMT), wy-
niki badani pochodzace z ostatnich dwdch lat sugeruja, ze
w komorkach ssakéw mozliwa jest takze aktywna demety-
lacja. W artykule oméwiono wyniki prac, ktére wskazuja
na mozliwo$¢ dynamicznej regulacji metylowania DNA,
co z kolei sugeruje mozliwos$¢ reprogramowania, jak sig
wydawato do niedawna nieodwracalnych, proceséw okre-
Slajacych charakter zréznicowanej komorki. Zwrécono tak-
ze uwage na wyniki badan, ktére sugeruja nowa, epigene-
tyczna funkcj¢ innej obecnej w DNA czasteczki, jaka jest
oksydacyjnie zmodyfikowana guanina, w postaci 8-oksy-
guaniny (8-oksyGua).

5-HYDROKSYMETYLOCYTOZYNA - ,,5Z0STA ZASADA DNA”

Hydroksylowana pochodna 5SmC, czyli 5-hydroksyme-
tylocytozyna (5ShmC), zostata po raz pierwszy opisana
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w DNA ssakéw, we wczesnych latach 70 ubiegtego wie-
ku. Stwierdzono wéwczas bardzo wysoki poziom tej zmo-
dyfikowanej zasady, si¢gajacy az 15% zawartosci genomo-
wej cytozyny (C), w mézgach szczura, myszy i zaby [44].
Poniewaz péZniejsze prace nie potwierdzity tej rewelacji,
przez nastgpne 30 lat analiza ShmC, nie cieszyla si¢ spe-
cjalnym zainteresowaniem badaczy [29]. W 2009 r. opu-
blikowano wyniki dwoch prac, ktére jak si¢ okazato przy-
wrocity zainteresowanie ta modyfikacja DNA [30,53].

Z powodu znaczacej roli jaka odgrywa ShmC w proce-
sach fizjologicznych i stwierdzonego wysokiego poziomu
tej zmodyfikowanej zasady w DNA, obecnie nazywa si¢
ja czgsto ,,sz6sta zasadag DNA” [11].

5-Hydroksymetylocytozyna jest oksydacyjna modyfikacja
5mC, co sugeruje, ze jej komdrkowy poziom moze zale-
ze¢ od nasilenia stanu stresu oksydacyjnego. Nie uzyska-
no jednak dowodéw eksperymentalnych, wskazujacych
wyraznie na taka zaleznos¢ [53].

IMIECHANIZMY ODPOWIEDZIALNE ZA AKTYWNA DEMETYLACJE DNA

Udzial bialek Tet w przeksztalceniu SmC do ShmC

5-Metylocytozyna jest, jak wynika z wielu badan, waznym
elementem w regulacji ekspresji genéw. Metylacja DNA
odgrywa bowiem rolg w transkrypcyjnym wyciszaniu ge-
noéw i stuzy w komérce m.in. do wyciszania licznych se-
kwencji powtérzonych, pigtnowania rodzicielskiego, jak
rowniez wytaczania drugiego chromosomu X w komor-
kach osobnikéw zeriskich [24,40]. Ponadto wzdr metylacji
DNA to takze konsekwencja demetylacji tej biomolekuty.
Demetylacja DNA moze by¢ procesem pasywnym, zalez-
nym od replikacji, kiedy DNMT nie metyluje nowo zsynte-
tyzowanego taricucha DNA. W rezultacie druga runda re-
plikacyjna, ktérej nie towarzyszy metylacja zachowawcza,
daje catkowicie niezmetylowany DNA. Demetylacja DNA
moze przebiegac rowniez na drodze enzymatycznej nieza-
leznie od przebiegu cyklu podziatowego komérki [6,56].

Dotychczas zaproponowano kilka mozliwych mechanizméw

aktywnej demetylacji DNA u krggowcéw. Naleza do nich:

* bezposrednie usuwanie grupy metylowej z SmC, z udzia-
tem biatka MBD2b,

* wycigcie SmC przez glikozylaze (TDG lub MBD4) i za-
stapienie cytozyna w wyniku naprawy typu BER,

e przeksztalcenie SmC w tyming poprzez jej deamina-
cje z udzialem bialek AID/APOBEC, a nast¢pnie przy-
wrocenie pary G: C w wyniku naprawy BER, w ktdrej
uczestnicza glikozylazy TDG [6,48,56].

Niedawno opublikowane wyniki badan wskazuja, ze w ak-
tywnej demetylacji promotoréw gendéw ulegajacych ekspre-
sji moze réwniez uczestniczy¢ system naprawy NER [49].
Brak jest jednak potwierdzenia tych obserwacji w p6zniej-
szych badaniach. Warto réwniez nadmienié, ze w wyni-
ku naprawy NER usuwane sa masywne addukty w DNA
(bulky DNA adducts).

Wedtug najnowszych badan istotna role¢ w procesie de-
metylacji DNA moga odgrywac¢ biatka Tet (Ten-eleven-
translocation) katalizujace konwersje SmC do ShmC [26,53]
(ryc. 1).

Gen 7etl wykryto w DNA chorych na ostra biataczke
szpikowa (acute myeloid leukemia - AML) z translokacja
t(10;11) (q22;923) [11]. W wyniku tej translokacji docho-
dzi do fuzji N-koncowej czgsci biatka MLL (myelo/lym-
phoid leukemia, mixed-lineage leukaemia), zawierajacej
domene CXXC z C-koncowa cze¢scia biatka Tetl, ktora za-
wiera domeng katalityczng [31].

W 2009 r. zidentyfikowano u cztowieka trzy biatka, okre-
Slane odpowiednio jako Tetl, Tet2 i Tet3 bedace homolo-
gami bialek JBP1 i JBP2, wystepujacych u Trypanosoma
i bioracych udziat w utlenianiu grupy metylowej tyminy.
Wykazano przy tym, ze enzym Tetl czlowieka nie mo-
dyfikuje tyminy, ale moze katalizowa¢ reakcj¢ utlenienia
5mC do 5ShmC w warunkach in vitro i w hodowlach ko-
morkowych [53]. W kolejnych eksperymentach potwierdzo-
no podobna aktywnos$¢ enzymatyczna pozostatych biatek
Tet, zaréwno w przypadku komérek cztowieka, jak i my-
szy. Zaobserwowano réwniez, ze nadekspresja biatek Tet
skutkuje obnizeniem poziomu stgzenia SmC i wzrostem
5hmC [26,53]. Ponadto odnotowano obnizenie poziomu
5hmC w mysich komoérkach embrionalnych z obnizona
zawartoscia Tetl [53]. Wszystkie enzymy nalezace do ro-
dziny biatek Tet sa dioksygenazami zaleznymi od jonéw
Fe(Il) i a-ketoglutaranu, ktéry podczas reakcji ulega de-
karboksylacji do bursztynianu [36].

Udzial bialek Tet w demetylacji DNA oraz regulacji
transkrypcji

Obecnie rozwazanych jest kilka mozliwych sposobéw
uczestnictwa biatek Tet w demetylacji DNA i p6Zniejszej
regulacji ekspresji genéw. Pierwszy model zaktada, ze
5hmC pojawiajaca si¢ jako produkt reakcji katalizowanej
przez bialka Tet, nie jest rozpoznawana przez metylotrans-
ferazg DNA. To z kolei moze skutkowa¢ brakiem metyla-
¢ji nowo zsyntetyzowanego taiicucha DNA podczas repli-
kacji, prowadzac do demetylacji pasywnej (ryc. 1). Uwaza
sig tez, ze ShmC jest intermediatem, ktory odgrywa istot-
na role w aktywnej demetylacji, z zaangazowaniem me-
chanizmu naprawy typu BER (szczegéty w dalszej czgsci
artykutu) [4,11]. Pojawienie si¢ ShmC zamiast SmC w se-
kwencjach promotorowych moze skutkowaé réwniez obni-
zeniem powinowactwa bialek wiazacych metylowane CpG
(MBD) do tych sekwencji, co w konsekwencji moze pro-
wadzi¢ do aktywacji transkrypcji [11].

W komérkach embrionalnych myszy wykazano podwdjna
role biatka Tetl w procesie regulacji transkrypcji i to za-
réwno aktywacyjna, jak i represyjna. W przypadku genéw
aktywnych transkrypcyjnie, Tetl uczestniczy w hipomety-
lacji obszaréw promotorowych, co z kolei skutkuje wzro-
stem poziomu ekspresji tych genéw. Wykazano, ze Tetl
wiaze si¢ preferencyjnie z regionami charakteryzujacymi
si¢ duza zawartoscia dinukleotydéow CpG. Zaobserwowano
réwniez, ze wyspy CpG niezwiazane z biatkiem Tetl ce-
chuje wyzsza zawarto§¢ SmC w poréwnaniu z wyspami
CpG promotoréw genéw, do ktérych przytacza sig¢ Tetl.
Przytaczanie Tetl do promotoréw genéw jest wigc odwrot-
nie skorelowane ze stopniem ich zmetylowania. W my-
sich komérkach macierzystych o obnizonej ekspresji genu
Tetl odnotowano znaczaco wyzszy poziom SmC w pro-
motorach genéw bogatych w dinukleotydy CpG, zwiasz-
cza w miejscach wigzania biatek Tetl, w poréwnaniu do
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komorek kontrolnych. Obserwacje te moga sugerowac, ze
biatka Tetl sa niezbedne do utrzymania stanu hipomety-
lacji promotoréw genéw aktywnych transkrypcyjnie [55].
Biatko Tetl uczestniczy réwniez w hamowaniu transkryp-
cji przez bezposrednie wiazanie korepresora Sin3a, two-
rzacego kompleks z deacetylazami histonéw (HDAC) [54].
Na role Tetl w represji transkrypcji wskazuja obserwacje
wspélnego wiazania si¢ Tetl i kompleksu biatek Polycomb
2 (polycomb represor complex — PRC2) do tych samych
genéw. Kompleks PRC2 jest odpowiedzialny za metylacje
lizyny w pozycji 27 histonu H3 (H3K27me3), rozpozna-
wana nastgpnie przez swoiste biatka efektorowe, co w efek-
cie prowadzi do hamowania procesu transkrypcji [4,8].

Sugeruje sig, ze biatka Tetl i Tet2 odgrywaja rol¢ w utrzy-
maniu pluripotencji komérek macierzystych, natomiast
obecnos¢ Tet3 zwiazana jest z procesem réznicowania
komoérkowego [36]. Niedob6r Tetl w embrionalnych ko-
morkach macierzystych myszy (embrionic stem cells —
ESC) skutkuje nasileniem metylacji w obrgbie promoto-
ra NANOG i zahamowaniem ekspresji, a to z kolei moze
prowadzi¢ do utraty pluripotencji komérek [26]. Biatko
NANOG uznawane jest za gtéwny czynnik utrzymuja-
cy w stanie pluripotencji embrionalne komérki macierzy-
ste. Nadekspresja tego biatka w komdrkach ESC zwigk-
sza ich aktywnos¢ proliferacyjna, powodujac jednoczesnie
utrzymanie pluripotencjalnego charakteru komoérek [41].
Supresja genu NANOG promuje natomiast réznicowanie
komoérek macierzystych.

Gen Tet3 wykazuje wysoka ekspresj¢ w oocytach oraz
powstajacych po zaptodnieniu zygotach. Ostatnie badania
wskazuja, ze tuz po zapltodnieniu komorki jajowej, SmC
jest hydroksylowana do ShmC tylko w meskim przedja-
drzu. Moze to sugerowaé, ze obserwowana globalna deme-
tylacja genomu ojcowskiego przed fuzja przedjadrzy jest
faktycznie globalna hydroksylacja SmC z udziatem Tet3
[20,25,36]. Po zmianie wzoru metylacji genomu ojcowskie-
go poziom Tet3 ulega znacznemu obnizeniu. Aktywnosé
Tet3 wzrasta ponownie kiedy komoérki zaczynaja réznico-
wanie. Trwajacemu réznicowaniu towarzyszy jednocze-
$nie obnizenie zawartosci Tetl 1 Tet2 w komoérkach [36].

GENoMOWA ZAWARTOSC SHMC

O ile poziom 5mC jest dosy¢ staty w wielu typach tkanek
i mozna go okresli¢ na okoto 4,5% catkowitej zawartosci C,
o tyle zawartos¢ ShmC wabha si¢ w szerokich granicach, w za-
leznosci od typu komorek, czy tkanek [11]. W watrobie i ja-
drach poziom ShmC jest niski, podobnie jak w kulturach tkan-
kowych [52]. W migsniu sercowym i nerkach poziom ShmC
jest sredni, a najwyzszy stwierdzono w embrionalnych komor-
kach macierzystych i osrodkowym uktadzie nerwowym [19].
Szczegbtowa analiza wykazata, ze w siatkéwee i mézdzku
myszy poziom ShmC wynosi okoto 0,3% zawartosci cytozy-
ny, natomiast w obszarach mézgu zwiazanych z funkcja po-
znawcza, korze mézgowej i hipokampie, w granicach 0,7%
[35]. Poniewaz ostatnie badania wskazuja, ze procesy mety-
lacji i demetylacji DNA zwigzane sg z ksztaltowaniem pa-
migci uwaza sig, ze wzajemne przejscie SmC—5hmC moze
odgrywac rolg w ksztattowaniu pamiegci i rozwoju mézgu.
Potwierdzaja to obserwacje wskazujace, ze poziom ShmC
w hipokampie 90-dniowej myszy wzrasta dwukrotnie, w po-
réwnaniu do zwierzat w pierwszym dniu zycia [35].

Bardzo matg zawartos¢ ShmC stwierdzono w komorkach
nowotworowych [32]. W tkance nowotworowej jelita gru-
bego poziom tej modyfikacji wynosit 0,02-0,06%, pod-
czas gdy w ,,zdrowej” tkance obrzeza nowotworu, mie-
Scit si¢ w granicach 0,46—0,57%, catkowitej zawartosci
nukleotydow.

Poczatkowo dominowato twierdzenie, ze formowanie
ShmC jest prostym sposobem na reaktywacje genéow wy-
ciszonych poprzez metylacje cytozyny, ale ostatnie bada-
nia wykluczaja raczej taka mozliwos¢, poniewaz wysoki
poziom ShmC nie zawsze koreluje ze wzmozona aktywa-
cja transkrypcji [14,42,54,55,57].

W genomie embrionalnych komdérek macierzystych naj-
wyzsza zawartos¢ ShmC stwierdzono w miejscach star-
tu transkrypcji i wzdtuz sekwencji obszaréw kodujacych
genu, z wyrazna przewaga wystgpowania tej zmodyfiko-
wanej zasady w eksonach, w poréwnaniu z sekwencjami
intronowymi [14,54,55,57]. W mézgu dorostego cztowie-
ka zdecydowanie wyzszy poziom ShmC stwierdzono w re-
gionach promotorowych niz w sekwencjach obszaréw ko-
dujacych genéw. Stwierdzono takze réznice w dystrybucji
5hmC w genach myszy migdzy komérkami zréznicowany-
mi, takimi jak neurony i embrionalnymi komdérkami ma-
cierzystymi, co wskazuje, ze taka modyfikacja zasad moze
odgrywa¢ odmienng role w regulacji transkrypcji w obu
wspomnianych typach komérek [8].

Wigkszos¢ uzyskanych wynikéw badan dotyczacych em-
brionalnych komérek macierzystych zgodnie wskazuje, ze
5hmC jest umiejscowiona zaréwno wzdtuz aktywnych, jak
i nieaktywnych genéw, ktérych promotory zawieraja sred-
nig zawartos$¢ sekwencji CpG [8].

Wiazanie biatka Tetl, zar6wno z metylowanymi sekwen-
cjami CpG, jak i zawierajacymi ShmC, potwierdza role
tego enzymu w konwersji SmC do ShmC [59] i by¢ moze
dalszej konwersji do 5fC i ScaC.

Potwierdzeniem wynikéw badan dotyczacych dystrybucji
S5hmC w embrionalnych komdérkach macierzystych my-
szy sa rezultaty prac dotyczacych preferencyjnego wia-
zania biatka Tet do DNA. Takie wigzanie zlokalizowano
w miejscach startu transkrypcji. Interesujace sa wyniki ba-
dan, ktére wykazuja, ze brak Tetl powoduje wzrost zawar-
tosci SmC w miejscach startu transkrypcji [8].

CHARAKTERYSTYKA GENOW I BIALEK TET

Poznane u ssakéw enzymy Tetl, Tet2 i Tet3 kodowane
sq przez trzy odrgbne geny. Gen Tet! zlokalizowany na
chromosomie 10g21, zawiera 12 eksonéw obejmujacych
134 kpz i koduje biatko sktadajace si¢ z 2136 aminokwa-
séw. Tet2 umiejscowiony na chromosomie 4q24 zawiera
11 eksondéw i obejmuje obszar 96 kpz. W wyniku alterna-
tywnego splicingu powstaja trzy izoformy biatka Tet2, zbu-
dowane odpowiednio z 2002, 1164 i 1194 aminokwaséw.
Gen Tet3 znajduje si¢ na chromosomie 2p13, ma diugos¢é
61,8 kpz i zawiera 9 eksonéw. Zidentyfikowano 3 izofor-
my biatka Tet3 sktadajace si¢ odpowiednio z 1660, 1440
i 728 aminokwasow [34]. Wszystkie biatka Tet zawieraja
po trzy miejsca wiagzania jonéw Fe(II), oraz jedno miejsce
wigzania a-ketoglutaranu. Dodatkowo biatko Tetl zawiera
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3 motywy NLS (sygnat lokalizacji jadrowej, nuclear loca-
lization signal) oraz domeng CXXC wiazaca cynk, ktéra
jest obecna we wszystkich metylotransferazach DNA i bial-
kach MBD wiazacych metylowane DNA [34]. W przypad-
ku Tetl region bogaty w reszty cysteinowe (cysteine-rich
domain — CD) oraz motyw DBSH (double-stranded B-he-
lix) tworza domeng katalityczna enzymu.

Biatka TET A NOWOTWORY

Pierwsze przestanki sugerujace, ze biatka Tet moga by¢ za-
angazowane w proces kancerogenezy i powstawania nie-
ktorych postaci biataczek pojawity sie wraz z identyfika-
cja Tetl u pacjentéw z ostra biataczka szpikowa (AML),
bedacych nosicielami translokacji t(10;11) (q22;923).
Kolejne badania wykazaty jednak, ze w licznych przy-
padkach biataczek mutacje najczesciej wystgpuja w ge-
nie Tet2 [11,34]. Somatyczne mutacje 7et2 obserwowano
w ostrych biataczkach szpikowych (AML), przewlektych
rozrostach mieloproliferacyjnych (MPN — chronic myelo-
proliferative neoplasms), zespotach mielodysplastycznych
(MDS), przewleklych biataczkach mielomonocytowych
(CMML - chronic myelomonocytic leukemia). Mutacje
punktowe dotycza giéwnie domeny katalitycznej biat-
ka Tet2, skutkujac zakt6éceniem przeksztatcania SmC do
ShmC. Potwierdzaja to badania, w ktérych komorki szpi-
ku kostnego pacjentow z ostra biataczka szpikowa, z mu-
tacja Tet2, wykazywaly znaczaco nizszy poziom 5hmC
w poréwnaniu do oséb zdrowych [11,28].

Ubziat BIALEK TET W PRZEKSZTALCANIU SHMC DO
5-FormyLocYToZYNY (5FC) 1 5-KARBOKSYLOCYTOZYNY (5CAC)

Jak juz wspomniano ShmC powstaje z SmC, jako produkt
reakcji katalizowanej przez rodzing enzyméw Tet. Okazato
si¢ jednak, ze ShmC nie jest koicowym produktem reak-
cji enzymatycznej katalizowanej przez Tet. W warunkach
in vitro oczyszczone bialko enzymatyczne przeksztatca
S5hmC do 5fC i dalej do postaci 5caC (ryc. 1). W macie-
rzystych komoérkach embrionalnych myszy wykrywa sig
niewielkie ilosci obu pochodnych powstajacych z prze-
mian ShmC. Sa to wartosci 10—-100 razy nizsze, niz poziom
S5hmC [11,23,46]. Wskazuje to, ze dynamiczne mozliwo-
Sci przeksztatcania genomu byty dotad przez badaczy nie
w pelni doceniane. Zaréwno 5fC jak i 5caC sa substrata-
mi dla glikozylazy TDG [23].

Przypuszcza sig, ze 5caC moze by¢ bezposrednio prze-
ksztalcana w C z udzialem niezidentyfikowanej do tej
pory dekarboksylazy [26]. Jednak bardziej prawdopodob-
na w tych przemianach wydaje si¢ Sciezka metaboliczna,
ktéra wymaga udzialu mechanizmu naprawy typu BER,
a doktadniej glikozylazy TDG, w usuwaniu 5caC/5fC i za-
stapieniu tych pochodnych cytozyna [9,10,23]. Usunigcie
genu TDG u myszy (nokaut genetyczny) jest w skutkach
letalne juz w fazie rozwoju embrionalnego i zwiazane z za-
kt6éceniami wzoru metylacji DNA [10]. Niezbgdnos¢ biat-
ka TDG w przebiegu rozwoju embrionalnego pozwolita na
wysunigcie wniosku, ze demetylacja jest zwigzana z wcze-
$niejsza deaminacja SmC i przeksztalceniem w tyming
z udziatem AID (ryc. 1), poniewaz kanonikalnym substra-
tem dla TDG sa bi¢dne pary G: T. Letalno$¢ embrionalna
myszy z brakiem biatka TDG prawdopodobnie wynika nie
tylko z faktu zaburzenia demetylacji DNA, ale takze by¢

moze z braku bezposredniej aktywacji transkrypcji wielu
gendéw. Biatko TDG oddziatluje bowiem z wieloma czyn-
nikami transkrypcyjnymi, w tym z receptorami retinoido-
wym, estrogenowym, tyroidowym [10].

Substratem dla TDG sa takze bledne pary zasad 5fC: G
i 5caC: G. Co ciekawe, w lizatach embrionalnych komé-
rek macierzystych wykazano aktywnos¢ glikozylazy wy-
cinajacej S5caC z oligonukleotydéw, natomiast w komor-
kach pozbawionych TDG, takiej aktywnosci nie wykazano
[23]. Wiadomo takze, ze nadekspresja TDG prowadzi do
obnizenia poziomu 5caC, natomiast obnizenie aktywno-
$ci enzymu zwiazane jest z akumulacja tak zmodyfikowa-
nej zasady [23].

Deaminacia 5MC DO TYMINY KATALIZOWANA PRZEZ
AID/APOBEC | AKTYWNA DEMETYLACJA Z UDZIALEM
GLiKozyLAzY TDG

Ponad dekade temu odkryto w DNA limfocytéw B gen,
ktérego produkt petni funkcje deaminazy cytozyny, prze-
ksztalcajacej cytozyne w uracyl (activation — induced cy-
tidine deaminase — AID, deaminaza cytydyny indukowana
aktywacja limfocytéw B) [38]. Obecnos¢ uracylu w genach
kodujacych immunoglobuliny (Ig) jest jednym z czynni-
kéw prowadzacych do powstania réznorodnosci przeciw-
cial i petni wazna role zaréwno w procesie somatycznych
hipermutacji, jak i somatycznej rekombinacji prowadza-
cej do przetaczania izotypéw przeciwciat [39].

W ostatnich latach wykazano, ze AID zaangazowana jest
takze w proces aktywnej demetylacji DNA [3,10].

Pierwsze eksperymentalne dowody wskazujace na udziat
AID w procesie aktywnej demetylacji SmC opieraja si¢ na
wynikach pracy opublikowanej w 2008 roku [48]. W ba-
daniach prowadzonych na zarodkach danio prggowanego
(zebrafish) udowodniono, ze aktywne usuwanie grupy me-
tylowej z 5SmC wymaga obecnosci biatek AID i MBD4.
W wyniku deaminacji SmC powstaje tymina (w parze z gu-
aning), ktéra nastepnie jest usuwana i zastapiona przez cy-
tozyne po rozpoznaniu uszkodzenia przez MBD4. Wyniki
Rai i wsp. [48] sugeruja rowniez, ze do aktywnej demetyla-
cji wymagane jest takze nieenzymatyczne biatko Gadd45,
niezbedne do promowania interakcji migdzy AID i MBD4.
Wyniki pracy Popp i wsp. [47] sugeruja podobna rolg biat-
ka AID w globalnej demetylacji DNA, jaka zachodzi pod-
czas poznych stadiow embriogenezy u myszy. Potwierdzity
to badania dotyczace myszy pozbawionych AID (AID™),
ktérych pierwotne komorki zarodkowe wykazywaty wzrost
hipometylacji w obrebie catego genomu [37]. Obecnie su-
gerowany jest takze udziat innej niz AID deaminazy cy-
tozyny z rodziny APOBEC, w procesie aktywnej deme-
tylacji podczas rozwoju embrionalnego myszy poniewaz
zwierzgta pozbawione AID nie wykazuja znaczacych de-
fektow w rozwoju osobniczym [47].

Badania dotyczace reprogramowania jadrowego (nuclear
reprogramming) dostarczyly pierwszych znaczacych do-
wodow na udziat AID w aktywnej demetylacji DNA ko-
morek ssakéw [3]. W niedzielacych si¢ heterokarionach,
powstatych w wyniku fuzji embrionalnych komérek ma-
cierzystych myszy z ludzkimi fibroblastami, obserwowa-
no szybka demetylacje regionéw promotorowych genéw
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OCT4 i NANOG, ktére sa odpowiedzialne za utrzymanie
pluripotencji komérkowej. Opisane wyzej zjawiska byty
zalezne od biatka AID poniewaz spadek poziomu tego en-
zymu zwiazany byt z zablokowaniem demetylacji promo-
toréw genéw i ograniczeniem ich ekspresji.

Zaangazowanie biatka AID w proces deaminacji SmC
i zwigzane z tym utworzenie btednych par zasad G: T su-
geruje udziat $ciezki naprawy BER w procesie aktywnej
demetylacji. Obnizenie poziomu ShmC i SmC mozliwe
jest w sposob pasywny jako wynik replikacji i podziatu
komorki. Nie ulega jednak watpliwosci, ze spadek pozio-
mu metylacji mozliwy jest takze w wyniku aktywnej de-
metylacji w komorkach niereplikujacych. U roslin proces
zalezny od $ciezki naprawczej BER jest znany od dawna
i zostat dobrze scharakteryzowany [4]. Wymaga on zaan-
gazowania swoistej glikozylazy bezposrednio usuwajace;j
SmC [16]. W komérkach ssakéw nie znaleziono enzymu/6w
o podobnej aktywnos$ci. Wyniki badan przeprowadzonych
w ostatnich latach sugeruja inny mechanizm aktywnej de-
metylacji w komodrkach ssakéw, ktéry jednak wymaga za-
angazowania enzymoéw bioracych udziat w naprawie typu
BER [10,21]. Dwie glikozylazy, ktére wystepuja w komor-
kach ssakoéw moga bra¢ udzial w procesie aktywnej deme-
tylacji. Sa to biatka TDG i/lub SMUG [10,21]. Obie gliko-
zylazy moga by¢ zaangazowane w proces wycinania T i/lub
produktéw oksydacji 5-hydroksymetylouracylu (ShmU)
par zasad z G, co sugeruje, ze dzialaja one w kompleksie
z biatkami Tet i AID/APOBEC [10,21]. Myszy pozbawio-
ne TDG (TDG™) gina w 9-10 dniu rozwoju embrionalne-
g0, co wskazuje, ze obecnosc tej glikozylazy jest niezbed-
na w procesie demetylacji i w prawidtowej ontogenezie.
W badaniach immunocytochemicznych wykazano bezpo-
Srednig interakcj¢ pomigdzy biatkami TDG i AID [10].

AKTYWNA DEMETYLACJA W KOMORKACH SSAKOW JAKO ODPOWIEDZ
NA BODZIEC ZEWNETRZNY

Zdecydowana wigkszo$¢ prac opisujacych aktywna deme-
tylacje dotyczyta macierzystych komérek embrionalnych.
Demetylacja DNA jest procesem zachodzacym w trakcie
regulacji aktywnosci genomu komorek ,,dojrzatych”, w od-
powiedzi na bodziec zewngtrzny badZ czynnik sygnaliza-
cyjny. Obserwowana jest we wczesnych etapach rozwoju
osobniczego (komoérki zarodkowe) i w wysoce wyspecja-
lizowanych komoérkach postmitotycznych (neurony) [4].

Jednym z najbardziej interesujacych zjawisk jest proces
aktywnej demetylacji regiondw promotorowych genu mo-
zgowego czynnika neurotropowego (brain — derived neu-
rothropic factor —- BDNF) i czynnika wzrostu fibroblastéw
(fibroblast growth factor 1 — FGF1) w neuronach postmi-
totycznych [4].

Z pracy Guo i wsp. [21] wynika, ze za demetylacjg¢ DNA
komoérek HEK 293 odpowiedzialne jest wzajemne oddzia-
tywanie migdzy biatkami Tet, AID/APOBEC i glikozylaza-
mi uczestniczacymi w $ciezce naprawy typu BER. Proces
rozpoczyna konwersja SmC do ShmC, po ktdérej nastgpuje
indukowana enzymatycznie (AID/APOBEC) deaminacja
5hmC do 5hmU, ktéry jest wycinany i nastgpnie zamie-
niany na cytozyng w procesie BER. Wykazano, ze rzeczy-
wiscie glikozylazy TDG i SMUG sa zaangazowane w ten
typ naprawy [10,21,23].

Inne przyktady aktywnej demetylacji w odpowiedzi na do-
cierajacy do komorki sygnal obserwowano w trakcie sty-
mulacji limfocytéw T przez interleuking 2, podczas odpo-
wiedzi immunologicznej oraz stymulowanej estrogenami
odpowiedzi transformowanych komorek raka piersi [4].

Czv 8-0KksYGUA JEST CZYNNIKIEM EPIGENETYCZNYM?

Najlepiej poznana i wszechstronnie badana, oksydacyjna
modyfikacja DNA o wtasciwosciach mutagennych, jest
8-oksy-2’deoksyguanozyna (8-oksydG), opisywana tez
jako posta¢ tautomeryczna 8-hydroksy-2’deoksyguano-
zyna (8-OHdG) [58].

Oksydowana guanina jest jednym z najczesciej powstaja-
cych produktéw modyfikacji zasad DNA przez reaktyw-
ne formy tlenu. Tak zmodyfikowana guanina moze two-
rzy¢ stabilne pary zasad, zaréwno z cytozyna jak i adenina.
W tym ostatnim przypadku moze to prowadzi¢ do trans-
wersji GC—TA. W badaniach in vivo wykazano, ze obec-
nos¢ 8-oksyGua w DNA jest odpowiedzialna za zamiang
guaniny w tyming, podczas procesu replikacji (z czgsto-
$cia 0,7%) [7]. Biorac pod uwage funkcjonujace w komor-
kach mechanizmy naprawy, ktére efektywnie usuwaja taka
zmodyfikowana zasad¢ mozna zatozy¢, ze 8-oksyGua ma
stabe wlasciwosci mutagenne [58].

Wydaje sig, ze indukowane zmiany mutacyjne nie sg je-
dynym skutkiem obecnosci zmodyfikowanej guaniny
w DNA. Rozwazany jest tez mozliwy wptyw 8-oksyGua
na ekspresje¢ genéw, poprzez udziat w relaksacji konkret-
nych domen chromatyny.

Dane, ktére sugeruja mozliwos¢ regulacji transkrypcji
z udziatem 8-oksyGua pochodza z prac dotyczacych genéw,
ktérych aktywnos¢ regulowana jest przez estrogeny [45],
gendw regulowanych stanem hipoks;ji [18,43] i pozostaja-
cych pod wplywem czynnika transkrypcyjnego Myc [2].

W 2008 roku wykazano, ze ekspozycja komdrek na estro-
gen zwigzana jest z wyraznym wzrostem poziomu 8-oksy-
Gua w regionach promotorowych dla 17§ estradiolu [45].
Jednym z mechanizméw odpowiedzialnych za remodelo-
wanie chromatyny, poprzez jej relaksacje, moze byé wy-
cinanie 8-oksyGua z udziatem glikozylazy OGG1 w re-
gionach promotorowych niektérych genéw. Ekspozycja
komoérek na estrogen zwiazana jest ze wzrostem poziomu
8-oksyGua w DNA i rekrutacja OGG1 oraz topoizomera-
zy 1IB (TopolIP) w miejscu wystepowania elementéw od-
powiedzi na estrogen (ERE), regionéw promotorowych
genéw odpowiedzi na 17f estradiol (E2). Umiejscowienie
kompleksu receptora E2 w okreslonych obszarach chroma-
tyny jest powiazane z demetylacja lizyny 4 w histonie H3
(H3K4). Taka demetylacja, za ktéra odpowiedzialna jest
swoista demetylaza LSD1, powoduje wzmozone generowa-
nie H,0,, co z kolei indukuje formowanie 8-oksyGua w Sci-
Sle okreslonych miejscach genomu. Reakcja jest wydajnie
hamowana przez N-acetylo-L-cysteing, ktdra jest zmiata-
czem wolnych rodnikéw tlenowych [45]. Doktadna analiza
miejsc promotorowych wykazata, ze zaréwno OGGl, jak
i TopolIP sa kumulowane preferencyjnie w regionach ERE.
Model jaki zaproponowali Perillo i wsp. [45] zaklada, ze
miejsca peknigé nici DNA utworzone przez OGGl1 funk-
cjonuja jako punkty przytaczania TopollP. Przerwa w nici
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DNA umozliwia topoizomerazie relaksacj¢ chromatyny
i tworzenie kompleksu inicjujacego proces transkrypcji.

Podobny mechanizm regulacji transkrypcji zaobserwowa-
no w przypadku genéw aktywowanych czynnikiem trans-
krypecyjnym Myec [1,2] (ryc. 2). Sekwencja odcinka DNA,
do ktérego wiaze si¢ biatko Myc zostala zdefiniowana jako
CACGTG (E-box, kaseta-E). Po przytaczeniu si¢ czynni-
ka Myc do okreslonych regionéw chromatyny demetylaza
LSD1 zaczyna przejsciowa demetylacj¢ lizyny 4 histonu
H3. Wykazano, ze przylaczenie Myc jest powigzane z re-
krutacja LSD1 do promotorowych regionéw zawierajacych
sekwencje CACGTG. Podobnie jak w przypadku regionéw
promotorowych dla genéw odpowiedzi na 17f estradiol,
takze i w tym przypadku LSDI1 generuje H,O, i induku-
je formowanie 8-oksyGua w obregbie opisanych sekwen-
cji. Do miejsc zawierajacych 8-oksyGua rekrutowana jest
glikozylaza OGG1 i endonukleaza Apel (ryc. 2).

Inhibicja procesow oksydacyjnych w obecnosci N-acetylo-
L-cysteiny lub redukcja poziomu LSD1, OGG1 i endonu-
kleazy Apel skutkuje drastycznym obnizeniem poziomu
transkrypcji genéw aktywowanych czynnikiem transkryp-
cyjnym Myc. Warto podkresli¢, ze okoto 15% genéw w ge-
nomie cztowieka moze zawiera¢ w regionach promotoro-
wych sekwencje wiazace czynnik transkrypcyjny Myc [1,2].
Obecnie przyjmuje sig, ze sekwencje/regiony regulatorowe
genéw wchodza we wzajemna interakcjg za pomoca weze-
$niej formowanych petli [2]. Wyniki badan opisanych wyzej
pozwolity na zaproponowanie modelu zaktadajacego po-
stgpujaca relaksacje¢ DNA, w wyniku przylaczenia biatka
Myec i formowanie petli, ktére umozliwiaja bezposrednia
interakcje polimerazy RNA 11 i czynnika transkrypcyjne-
go. Demetylacja histonu H3, péZniejsze reakcje oksyda-
cyjne i indukowana naprawa 8-oksyGua sg niezbgdne do
efektywnego formowania kompleksu inicjujacego proces
transkrypcji. Wyniki przeprowadzonych ostatnio badan
wykazaly, ze obecnos¢ czynnika Myc jest takze niezbed-
na w procesie elongacji transkrypcji poniewaz przeciw-
dziata przerywaniu transkrypcji i zatrzymaniu komplek-
su transkrypcyjnego [2].

Zaklada sig, ze podstawowy poziom 8-oksyGua w jadro-
wym DNA komorek ssakéw jest zblizony do poziomu
jednej czasteczki na 10° zasad azotowych [15]. W bada-
niach zespotu kierowanego przez Gillespie [18], dotycza-
cych genéw indukowanych hipoksja wykazano, ze stan ten
jest odpowiedzialny za wyrazny wzrost poziomu 8-oksy-
Gua (do wartosci dwéch zmodyfikowanych czasteczek na
10° zasad), ale jest on obserwowany wytacznie w elemen-
tach odpowiedzi na hipoksje (HRE). Co wigcej, obecnos¢
8-oksyGua wykryto wytacznie we frakcji chromatyny
wrazliwej na nukleazg mikrokokalna, a wigc wzbogacona
w sekwencje aktywne transkrypcyjnie [43]. Ta sama gru-
pa badaczy stwierdzita, ze obecnos¢ w sekwencjach HRE
miejsc AP (po usunigciu zasad), ktére sa intermediatem
w procesie usuwania 8-oksyGua, jest odpowiedzialne za
wiazanie czynnika transkrypcyjnego indukowanego hipok-
sja (HIF) i za wydajna ekspresje genu reporterowego [61].
Bazujac na wynikach tych doswiadczen autorzy wysuneli
hipotezg, ze intencjonalne wprowadzanie 8-oksyGua i jej
pOZniejsza naprawa wplywa na relaksacje DNA, co z ko-
lei jest odpowiedzialne za rekrutacje czynnikéw transkryp-
cyjnych i aktywacje procesu transkrypcji.

Na bezposredni udziat 8-oksyGua w regulacji transkrypcji
wskazuja wyniki badan, w ktérych do sekwencji docelo-
wych wiazacych czynnik transkrypcyjny NF-kB wprowa-
dzano 8-oksyGua. Oksydacja w sekwencji konsensusowe;j
jednej z czterech czasteczek guaniny powodowata kilka-
krotny wzrost powinowactwa podjednostki pSO czynnika
NF-xB [22]. Poniewaz wiele sekwencji promotorowych jest
wzbogaconych w guaning, autorzy wskazuja mozliwos¢é,
ze oksydacyjna modyfikacja tej zasady moze by¢ jednym
z czynnikéw regulacyjnych procesu transkrypcji. W tym
kontekscie ciekawe wydaja si¢ rezultaty innych prac, z kt6-
rych wynika, ze istnieje mozliwos$¢ przemieszczenia po-
tencjatu oksydacyjnego i jego preferencyjna akumulacja
w sekwencji bogatej w guaning [17].

Wyniki uzyskane przez zespét Katedry Biochemii
Klinicznej CM UMK wskazuja, ze frakcje chromatyny
jadrowej aktywne transkrypcyjnie (euchromatyna, frakcja
zwiazana z matriks jadrowa) charakteryzuja si¢ pigciokrot-
nie wyzszym poziomem 8-oksydG w DNA od frakcji trans-
krypcyjnie nieaktywnej (heterochromatyna). Teoretycznie
mozna zalozy¢, ze ta wysoce znamienna statystycznie réz-
nica mogtaby by¢ wynikiem wigkszej dostgpnosci DNA
dla RFT w euchromatynie, ktdéry jest w mniejszym stopniu
chroniony w tej frakcji przez biatka histonowe, niz DNA
heterochromatyny. Taka teoria nie thumaczy jednak podob-
nie wysokiego, jak w euchromatynowym DNA, poziomu
8-0ksydG w DNA frakcji zwiazanej z macierza jadrowa,
poniewaz ta frakcja stanowi $cisle upakowana strukturg.

Aby ostatecznie zweryfikowa¢ mozliwos¢ preferencyjnej
indukcji 8-oksydG, w naszych badaniach, podjeliSmy sig
analizy poziomu 8,5'-cyklo-2'-deoksyadenozyny (cdA),
w wymienionych frakcjach chromatyny. CdA jest podob-
nie jak 8-oksydG produktem oddziatywania rodnika ‘OH
z DNA. W przeciwienistwie jednak do 8-oksydG, obec-
nos¢ cdA w DNA powoduje zaburzenia w strukturze he-
lisy [27] i jest silnym inhibitorem procesu transkrypcji.
Nie stwierdzono réznic w poziomie cdA migdzy eu- i he-
terochromatyna oraz frakcja zwiazana z macierza jadro-
wa, co wyklucza prawdziwos¢ argumentu ,,dostgpnosci’.
Przedstawione wyzej wyniki pozwolity nam na sformuto-
wanie hipotezy zakladajacej uniwersalne (nie ograniczone
tylko do grupy gendéw przedstawianych wyzej) znaczenie
obecnosci 8-oksydG w DNA, jako czynnika zwiazanego
z regulacja transkrypcji (dane nieopublikowane).

PobsumowaNIE

Jednym z podstawowych warunkéw przezycia komor-
ki jest utrzymanie integralnosci i stabilnosci genomu.
Skumulowanie zmian sekwencji DNA wywotanych przez
uszkodzenia zasad azotowych, moze prowadzi¢ do muta-
cji, a tym samym efektow patologicznych, czy przyspie-
szonego starzenia, a nawet wprost do §mierci komorki.

Komoérki zawieraja enzymy naprawcze, minimalizujace
czgsto$¢ pojawiania si¢ mutacji, a tym samym nastgpstwa
uszkodzent DNA. Jezeli jednak ilo§¢ zmian w DNA przekra-
cza mozliwosci naprawy ostateczng linig obrony komorki
moze by¢ jej Smier¢ w procesie apoptozy, dla dobra cate-
go organizmu wielokomérkowego. W ten sposéb komor-
ka, z duzg liczba zmian w strukturze DNA jest eliminowa-
na zanim stanie si¢ zagrozeniem dla przezycia organizmu.
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Ryc. 2. Schemat zaktadanego mechanizmu requlacji transkrypcji z udziatem 8-oksydG (na podstawie [2], zmodyfikowane)
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Taka naturalna ,,logika”, zaktadajaca obrong integralno-
Sci materialu genetycznego za wszelka ceng, wydaje sig
mie¢ gieboki sens biologiczny zapewniajacy trwanie zy-
cia w przeciagu miliardéow lat ewolucji.

W swietle wynikéw badan uzyskanych w przeciagu ostat-
nich kilku lat, wydaje sig, ze ta oczywista regula ma swo-
je wyjatki. Modyfikacje zasad azotowych, o znaczeniu
mutagennym moga bowiem petni¢ istotna role w przeka-
zywaniu sygnatéw niezbg¢dnych do prawidtowego funk-
cjonowania komorki, realizowanego w przebiegu me-
tabolizmu komoérkowego. O ile rola takich modyfikacji
w aktywnej demetylacji DNA jest dobrze eksperymen-
talnie udokumentowana, o tyle epigenetyczna rola obec-
nosci 8-oksyGua w DNA nie ma jednoznacznego oparcia
doswiadczalnego. Nalezy jednak pamigtac, ze do niedaw-
na rola RFT i nastgpstwa ich dziatania w uktadach bio-
logicznych byty kojarzone raczej jednoznacznie z dziata-
niem patogennym. Obecnie wiadomo, ze niektére z tych
reaktywnych czasteczek (NO, H,0,, O,”), pelnia wazna
role w przekazywaniu sygnaléw komoérkowych, specjali-
zacji komérek i w wielu innych procesach biologicznych.
Wydaje sig, ze jeden z najczesciej formowanych produk-
tow oddziatywania RFT z DNA, 8-oksyGua moze petnic¢
takze funkcje zwiazane z regulacja transkrypcji. Czgsto
sekwencje promotorowe genéw sa bardzo $cisle owinig-
te wokot rdzenia histonowego nukleosomu, co utrudnia
wigzanie bialek regulacyjnych [13]. W procesie aktywa-
cji transkrypcji takie sekwencje musza by¢ udostgpnione
dla czynnikéw transkrypcyjnych. Zaktada sig, ze czynniki
remodulujace chromatyng moga jednoczesnie pelnic rolg
relaksacyjna [13]. Warto zatem postawi¢ pytanie, w jaki
sposob czynniki remodelujace moga si¢ wiaza¢ z DNA
i doprowadzi¢ do relaksacji tej molekuty skoro sekwen-
cje promotorowe pozostaja w Scistym kompleksie z biat-
kami? Dodatkowo, krétkie sekwencje promotorowe maja
dosy¢ sztywna strukture [51,60].

Pewnym rozwigzaniem omawianych zjawisk moze by¢ in-
tencjonalne wprowadzenie peknigcia nici DNA w wyniku
wycinania wprowadzonej uprzednio 8-oksyGua, jak zapro-
ponowano w badanych modelach eksperymentalnych, opi-
sywanych w tym opracowaniu.

Podstawowym nadal wydaje si¢ pytanie, czy wieloko-
morkowy organizm ,,sta¢” jest na celowe wprowadzanie
w miejsca promotorowe gendéw uszkodzenia, aby umoz-
liwi¢ tym samym regulacj¢ fundamentalnych proceséw
komoérkowych. W przypadku proceséw regulujacych ak-
tywna demetylacj¢ DNA odpowiedZ brzmi tak, jest to nie
tylko mozliwe, ale i konieczne zwazywszy na letalny fe-
notyp myszy pozbawionych biatka TDG. Jednak i w tym
przypadku pozostaje kilka nie do konica zrozumiatych
kwestii. Dlaczego biatko Tet czasami przeksztalca SmC
do ShmC, a innym razem do 5fC lub 5caC? Dlaczego ist-
nieja dwa niezalezne szlaki demetylacji, opierajace si¢ na

PismiENNICTWO

deaminacji i oksydacji? Czy rézny ich przebieg jest przy-
pisany odmiennym procesom fizjologicznym np. deamina-
cja preferowana jest podczas embriogenezy? Jesli chodzi
o regulatorowa rolg 8-oksyGua, to mimo kilku ekspery-
mentalnych dowodéw, ktére sugeruja udziat tej molekuty
w regulacji transkrypcji, nadal potrzeba bardziej przeko-
nujacych dowodéw na poparcie tej tezy.

Warto podkresli¢, ze rowniez innego typu zmiany, uczest-
niczace, jak si¢ przypuszcza, w regulacji stopnia upakowa-
nia chromatyny, zwigzane z modyfikacja histonéw, a do-
ktadnie z demetylacja reszt lizynowych, sa takze zwigzane
z oksydacja podobna do opisywanej wczesniej, bioracej
udzial w aktywnej demetylacji DNA [5,33].

Enzymy uczestniczace w tym procesie sa, podobnie jak
biatka Tet, dioksygenazami zaleznymi od zelaza i o-keto-
glutaranu. Nalezy takze pamigtaé, ze wspomniane wyzej
biatko LSD1, ktére jest bezposrednio zaangazowane w de-
metylacje lizyny 4 histonu H3 i generowaniu 8-oksyGua,
jest monooksygenaza. Opisane w pracy zjawiska wska-
zuja, ze tlen dla organizméw aerobowych, jest nie tylko
niezbedny do efektywnego pozyskiwania energii, ale tak-
ze moze petni¢ podstawowa role w regulacji sygnalizacji
epigenetycznej.

Tlen umozliwil rozwdj i ekspansj¢ na Ziemi organizméw
wielokomoérkowych wykorzystujacych go w swoim meta-
bolizmie. Za wygodg pozyskiwania w ten sposéb energii
tlenowce ptaca jednak wysoka ceng. Sa nia wolne rodni-
ki, generowane z tlenu w przebiegu przemian metabolicz-
nych. Ich nadmiar moze by¢ niebezpieczny, bowiem stres
oksydacyjny wiazany jest z licznymi patologiami komor-
kowymi i uwazany za czynnik w procesach starzenia.
Jednak w trwajacej miliony lat ewolucji biochemicznej
komorki aerobowe nauczyty sig korzystaé z powstajacych
w nich wolnych rodnikéw i wiaczaé je w procesy wrecz
warunkujace trwanie zycia biologicznego. Do takich fun-
damentalych proceséw z pewnoscia naleza te, ktére zwia-
zane sa z regulacja funkcjonowania materialu genetycz-
nego. By¢ moze zatem paradoksalnie te same czynniki,
ktore uczestnicza w przebiegu proceséw warunkujacych
przebieg zjawisk zyciowych, sa jednoczesnie czynnikiem
ograniczajacym i limitujacym czas zycia i czynnikiem
sprawczym licznych patologii komérkowych. Udziat tle-
nu i jego metabolitéw w funkcjonowaniu genomu wydaje
si¢ zatem by¢ jednym z ciekawszych zagadnien wspétcze-
snej biologii i medycyny, a jego zrozumienie to zar6wno
satysfakcja z odkrycia piekna zjawisk biologicznych, jak
i wymiar praktyczny np. zwiazany z zastosowaniami me-
dycyny molekularnej.
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