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Kazda komorka ludzkiego ciata zawiera ten sam material genetyczny, jednak w komorkach réznych
tkanek ulega on zupelnie odmiennej ekspres;ji, przektadajac si¢ na unikalny fenotyp. Dokltadna i dynamiczna
regulacja ekspresji poszczegélnych gendéw stanowi podstawe plastycznosci ludzkiego genomu i umozliwia
szybkie reagowanie na zmieniajace si¢ warunki w Srodowiska. Szczegdlng role w regulacji ekspresji genow
odgrywaja procesy epigenetyczne, do ktorych nalezy metylacja DNA i niedawno odkryta, aktywna
demetylacja DNA, katalizowana przez biatka z rodziny TET (ang. Ten-Eleven-Translocation). Ta nowo
poznana grupa enzyméw, do ktorych zalicza si¢ biatka TET1, TET2 i TET3, odpowiedzialna jest za
enzymatyczne utlenianie 5-metylocytozyny, (zasady powstajacej w procesiec metylacji DNA) do 5-
hydroksymetylocytozyny, a takze 5-hydroksymetylocytozyny do 5-formylocytozyny i 5-karboksycytozyny,
ktore sa nastgpnie usuwane z DNA i zastepowane niezmodyfikowana cytozyna. Co wigcej niedawno
odkryto, ze biatka te mogg réwniez produkowac 5-hydroksymetylouracyl z tyminy — jedng z najbardziej
enigmatycznych modyfikacji DNA, ktoérej pochodzenie wciaz nie zostalo do konca wyjasnione. Warto
nadmieni¢, iz mutacje w genach kodujacych biatka TET sa bardzo czgsto obecne w roznego typu
nowotworach, w szczegdlnosci w nowotworach hematologicznych, a same zaburzenia w aktywnej
demetylacji DNA stanowig jeden z kluczowych elementéw procesu kancerogenezy.

Pomimo duzego zainteresowania $wiata naukowego, wcigz bardzo mato wiadomo na temat
aktywnos$ci enzymatycznej poszczegoélnych cztonkéw rodziny biatek TET i ich udzialu w formowaniu
epigenetycznych pochodnych 5-metylocytozyny. Dlatego tez celami naszego projektu sa:

. Oszacowanie udzialu aktywnoS$ci enzymatycznej poszczegolnych cztonkow rodziny biatek

TET w tworzeniu 5-hydroksymetylocytozyny, 5-formylocytozyny, 5-karboksycytozyny i 5-

hydroksymetylouracylu;

. Okreslenie proporcji 5-hydroksymetylouracylu powstalego w wyniku utlenienia tyminy i

deaminacji 5-hmCyt;

. Okreslenie, czy istniejg jakiekolwiek réznice w podatnosci poszczegoélnych cztonkow

rodziny TET na dziatanie stymulujace askorbinianu (witaminy C).

W tym celu postuzymy si¢ najnowszymi zdobyczami inzynierii genetycznej (m.in. nowatorska
technika CrispR/Cas9), ktére pozwalaja selektywnie wyciszy¢ ekspresje poszczegdlnych bialek TET w
ustalonych liniach komoérkowych komoérek prawidtowych, jak i nowotworowych. Badane komorki zostana
takze poddane dziataniu drobnoczasteczkowych inhibitoréw i aktywatorow aktywnosci enzymatycznej
biatek TET. W celu oznaczenia wyzej wymienionych modyfikacji w DNA postuzymy si¢ wysoce
zaawansowang technika badawcza: dwuwymiarowa ultrasprawng chromatografia cieczowa z tandemowa
spektrometrig mas (2D-UPLC/MS/MS), jak réwniez oznaczymy ekspresje poszczegdlnych gendéw TET za
pomoca techniki RT-qPCR przy uzyciu LightCycler 480 oraz cytometrii przeptywowe;.

Zaproponowane przez nas badania pozwola na lepsze zrozumienie procesow epigenetycznych, w
szczegolnosci procesu aktywnej demetylacji DNA. Dostarczg rowniez unikalnych, wysoce doktadnych i
powtarzalnych danych na temat aktywnosci enzymatycznej poszczegodlnych biatek TET i ich udzialu w
formowaniu wzoréw epigenetycznych modyfikacji DNA. Jest to szczegélnie wazne w kontekscie
patogenezy wielu nowotwordow i ich leczenia, gdyz zaburzenia w epigenetycznej regulacji aktywnos$ci genow
warunkujacych proliferacje i roznicowanie komoérek leza u podstaw rozwoju tych jednostek chorobowych.

Pozyskane dane moga w przysztosci przyczyni¢ si¢ do opracowania szybkich i tanich testow
diagnostycznych. Ich zastosowanie w rutynowej praktyce Klinicznej pozwolitoby na wczesne wykrycie
zaburzen w funkcjonowaniu biatek TET u pacjentéw z nowotworami zto§liwymi, bez koniecznosci analizy
profilu mutacji (np. przy pomocy sekwencjonowania DNA). Warto takze nadmieni¢, iz dane na temat
zaburzen funkcjonowania biatek TET, majace swe odbicie w profilu poszczegolnych pochodnych
epigenetycznych moga w znacznym stopniu utatwi¢ ocene przezycia pacjenta, pomoc w wyborze optymalnej
strategii terapeutycznej, a takze umozliwi¢ monitorowanie postgpow leczenia choroby nowotworowej i
oszacowanie ryzyka jej nawrotu. Co wigcej, niniejsze badania moga stanowi¢ przyczynek do wprowadzenia
scisle spersonalizowanych strategii terapeutycznych, opartych na wyborze najskuteczniejszych w leczeniu
danego pacjenta chemioterapeutykow.



