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Mechanizmy zachowywania metylacji DNA u ssakow:
czas, wiernos¢ i podstawy kopiowania wzoru metylacji

DNA jest nosnikiem informacji genetycznej. Podstawowe informacje sa w nim zakodowane w postaci
czteroliterowego kodu genetycznego zbudowanego z chemicznie réznych zasad DNA. Sekwencja tych zasad jest
identyczna w  prawie wszystkich komorkach okre§lonego organizmu. Jednak w organizmach
wielokomorkowych, komorki réznych tkanek interpretujg ten sam kod genetyczny w rozny sposob. Umiejetnosé
ta wynika z dodatkowej warstwy informacji, ktéra opiera si¢ o modyfikacje jednej z zasad, uzyskiwang przez
dodanie matej hydrofobowej grupy metylowej (kod epigenetyczny). Modyfikacja ta powoduje konwersje reszt
cytozyny (C) do reszt 5S-metylocytozyny (5mC).

Podczas podziatu komoérkowego, obie komodrki potomne otrzymujg pelen zestaw informacji. Dzieje si¢ tak
dzieki temu, ze DNA jest zbudowane z dwoch komplementarnych nici zawierajacych ten sam kod genetyczny.
Podczas podziatu, DNA jest rozdzielane semi-konserwatywnie, tzn. kazda komdrka potomna otrzymuje jedng
oryginalng ni¢ i drugg ni¢ syntetyzowang w oparciu o ni¢ oryginalng. Na podstawowym poziomie kodu
genetycznego, sekwencja nowo powstalej nici jest bezposrednio zdefiniowana przez sekwencje nici
macierzystej. Jednak, podczas syntezy DNA komorki dysponuja jedynie zestawem czterech standardowych
(niemodyfikowanych) zasad. Dlatego tez drugi, epigenetyczny poziom informacji, jest kopiowany w bardziej
skomplikowany sposob. Selektywna modyfikacja reszt cytozyny do 5mC, jest wprowadzana na podstawie
informacji z nici macierzystej, jak rowniez innych elementow kodu epigenetycznego oraz enzymow dziatajacych
in trans” (wrazliwych na obecno$¢ modyfikacji w innych miejscach).

W ramach przedstawionego projektu, planujemy skoncentrowac¢ si¢ na epigenetycznej informacji zawartej w
DNA, a precyzyjniej, na mechanizmach selektywnej konwersji reszt cytozyny do 5mC. Wigkszosé
dotychczasowych badan dotyczyta usrednionego poziomu tej modyfikacji. W ramach niniejszego projektu,
chcemy przeanalizowac przebieg tego procesu w czasie oraz okreslic wierno$¢ kopiowania informacji o
potozeniu reszt SmC z doktadnoscig do pojedynczej komorki.

Podstawowymi narzedziami, ktore planujemy wykorzystac, sa chemiczne metody rozrézniania modyfikowanych
i niemodyfikowanych zasad oraz najnowsze techniki sekwencjonowania DNA, ktére pozwalajg na odczyt
bilionéw zasad w ramach jednego doswiadczenia. Niektore z narzedzi, ktorych chcemy uzyé, zostaty
opracowane w ciggu ostatnich dwoch lat (w formie dostepnej do rutynowego wykorzystania). Daje nam to
unikalng szans¢ dostosowania do nowych potrzeb metodologii, uzywanej wczesniej jedynie w polaczeniu ze
starymi technikami do sekwencjonowania (typu Illumina, IonTorrent lub PacBio).

Planujemy poprawi¢ czasowa rozdzielczo$¢ informacji o kopiowaniu metylacji DNA. Chcemy réwniez
precyzyjnie okresli¢ wiernos¢ tego procesu, zarowno bezposrednio po syntezie DNA, jak i po uptynigciu czasu
niezbednego do naprawy ewentualnych btedéw przez epigenetyczne mechanizmy kontrolne. Wyniki naszych
badan powinny przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia poziomoéw kontroli metylacji DNA, bardziej
skomplikowanych niz proste kopiowanie instrukcji pochodzacych z nici macierzystej. ChcielibySmy réwniez
wyjasni¢, w jaki sposob komorki unikajg wiernego powielania informacji epigenetycznej, gdy jest to niezbedne
do jej przeprogramowania.

Nasze badania beda wazne nie tylko ze wzgledu na to, iz przyczynia si¢ do lepszego zrozumienia jednego z
podstawowych fenomenow zycia. Sg one istotne rowniez z powodow medycznych. Procesy nowotworowe
wynikajg przede wszystkim zmian genetycznych (na podstawowym poziomie kodu genetycznego). Jednak
podczas rozwoju nowotworu, komoérki wykazuja rowniez rosngcg liczbe zaburzen epigenetycznych. Mozliwos¢
precyzyjniejszego monitorowania tych procesow moze tym samym mie¢ w przysztosci znaczenie medyczne.



