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Popularnonaukowe streszczenie projektu

Aby organizmy mogly funkcjonowa¢ w zmiennym S$rodowisku konieczne sa duze zdolnosci
adaptacyjne. Zaczynaja si¢ one juz na poziomie genomow poprzez m.in. regulacje transkrypcji, modyfikacje
potranslacyjne, alternatywne sktadanie genow czy epigenetyczne modyfikacje DNA. Do modyfikacji
epigenetycznych DNA moze zaliczy¢ takie procesy jak: metylacja, demetylacja (usuwanie grupy
metylowej), deaminacja (usuwanie grupy aminowej) czy uracylowanie. Metylacja cytozyny do 5-
metylocytozyny jest jedna z najczestszych zmian tego typu. W reakcji tej biorg udzial enzymy tzw.
metylotransferazy DNA (DNMT). Wyrézniamy kilka metylotransferazz DNMT1 (odpowiedzialna
za powielanie wzoru metylacji podczas replikacji DNA), DNMT 3 (odpowiedzialng za metylacje de novo)
czy DNMT?2 (odpowiadajaca najprawdopodobniej za metylacje tRNA).

Kilka kluczowych aspektow proceséw epigenetycznych, dobrze poznanych u ssakoéw, pozostaje
catkowicie nieodkrytych w organizmach nizszych, takich jak bezkrggowce. Dla przyktadu globalna
demetylacja DNA ma miejsce podczas wczesnych etapow rozwoju zarodkowego ssakow, pozwalajac
na przeprogramowanie genomu niezbedne do prawidtowego rozwoju nowego organizmu. Do tej pory nie
wiadomo, czy aktywna demetylacja jest rownie wazna w przypadku bezkregowcow oraz czy u organizmow
innych niz ssaki funkcjonuje szlak aktywnej demetylacji DNA.

Bardzo waznym organizmem modelowym jest muszka owocowa (Drosophila melanogaster). Przez
wiele lat uwazano, iz Drosophila utracita zdolno$¢ do metylacji cytozyny (nie ma 5-metylocytozyny
W swoim materiale genetycznym). Takie przypuszczenia wynikaty z faktu, iz owady te nie posiadaja petnego
systemu metylacji cytozyny (posiadaja jedynie DNMT?2). Jednakze dzigki wykorzystaniu nowoczesnych i
czulych metod udato si¢ oznaczy¢ niewielkie ilosci 5-metylocytozyny zarowno na etapie rozwoju
embrionalnego, jak i u dorostych owadow. Co ciekawe, u D. melanogaster odkryto odpowiednik biatek TET
(ang. Ten Eleven Translocation), ktore sa zaangazowane w proces aktywnej demetylacji DNA u ssakow.
Wykazano, ze enzym ten moze katalizowaé reakcje utleniania 5-metylocytozyny do 5-
hydroksymetylocytozyny, a modyfikacja ta zostala wykryta u dorostych muszek owocowych. Inng funkcja
opisywanego biatka moze by¢ produkcja 5-hydroksymetylouracylu. Nie wiadomo czy S$ladowe ilo$ci
metylowanej cytozyny, obserwowane w genomie D.melanogaster, wptywaja na skomplikowany cykl
rozwojowy muszki owocowej. Taka role przypisuje si¢ uracylowi. W $§wietle dotychczasowych badan
bardzo prawdopodobnym jest, ze rol¢ znacznika molekularnego pelni na etapie rozwoju larwalnego obecny
w DNA uracyl sparowany z adening. Wykazano niezwykta akumulacje uracylu w DNA u D. melanogaster
zwlaszcza na etapie rozwoju larwalnego. Wydaje sie, ze taki niezwykly mechanizm, polegajacy na tolerancji
i interpretacji obecnos$ci uracylu w DNA, przy braku aktywnosci glikozydazy uracylowej UNG (enzym
usuwajacy uracyl z DNA), moze by¢ uniwersalny dla owadow holometabolicznych (ulegajacych
przeobrazeniu zupelnemu). Bardzo mozliwe jest, ze rowniez 5-hydroksymetylouracyl petni role znacznika
molekularnego.

W projekcie proponujemy poszukiwania nowych markerow epigenetycznych w materiale
genetycznym muszki owocowej (Drosophila melanogaster). Do zidentyfikowania i/lub oznaczenia
ilosciowego 5-metylocytozyny, 5-hydroksymetylocytozyny, 5-formylocytozyny, 5-karboksycytozyny, 5-
hydroksymetylouracylu, uracylu oraz 8-oxoguaniny (w formie deoksynukleozydow), w genomowym DNA,
izolowanym z owadoéw w roznych stadiach rozwojowych, planujemy wykorzysta¢ uwazang za ,,ztoty
standard” technike UPLC-MS/MS, z wykorzystaniem standardow wewngtrznych, znakowanych stabilnymi
izotopami. Planujemy roéwniez przeprowadzi¢ doswiadczenia na modelu in vitro. Do tego celu postuzag nam
hodowle komoérkowe linii S2 Drosophila.



