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1. Wstep i cel pracy

Informacja dotycaca budowy i funkcjonowania organizmu zakodowanayes
DNA. W zalenaosci od typu komorki i aktualnego etapu jej rozwogeny ulegaj
specyficznej ekspresji. Sekwencja genomu wkezaci komorek danego organizmu
jest identyczna (z wyikiem limfocytow B i T u ssakdéw), co oznaczae ich
zréznicowanie nie jest wynikiem gromadzeniag smutacji w sekwencji DNA.
Stwierdzono réwnig ze czynniki transkrypcyjne nieagedynymi regulatorami tego
procesu. Musz zatem istnié dodatkowe elementy odgrywap rok w aktywowaniu i
hamowaniu ekspresji genow.

Epigenetyka jest nagk o dziedziczeniu pozagenowym, a gtdwnym
przedmiotem jej bada s3 czynniki regulujce aktywnéé gendw. Tworz one
charakterystyczny dla danego organizmu kod epigemey (epigenom). Jego
elementami $ kowalencyjne modyfikacie DNA (metylacja DNA) i tsow
(acetylacja, metylacja, fosforylacja, ubikwitynacjaumoilacja, rybozylacja ADP,
deaminacja, izomeryzacja proliny itd.) oraz niekada RNA.

W przeciwigistwie do genomu, epigenom nie jest identyczny weysikich
komodrkach organizmu. Kay z ich okoto 200 typow posiada swoj specyficzny
epigenom, ktory mege uleggé zmianom w zalenosci od etapu rozwoju oraz wptywu
czynnikéw zewntrznych.

Jedna z cech komdrek nowotworowychy gaburzenia dotyaze modyfikacji
epigenetycznych zwkane z ich redukgjoraz niewtaciwym miejscem lub czasem
wprowadzenia. Analiza ich DNA wskazata na alemie poziomu globalnej metylacji
DNA (hipometylacja) z jednoczesnym podiggeniem iléci m°C w obgbie
promotoréw regulatorow cyklu komoérkowego (hiperntetye), co prowadzi do
wyciszenia ich aktywngi. Istotny udzial mutacji epigenetycznych (epinujida a
jednoczénie ich odwracalny charakter (w przeciwstwie do mutacji genetycznych)
sprawity, ze staty s¢ celem poszukiwazwiazkOw 0 potencjalnym znaczeniu w terapii
chordb nimi zwazanych.

Wiedza na temat metylacji DNA, analiza zmian jejowe i poziomu oraz
skorelowanie tych zjawisk z procesem nowotworzetigrowadzity do uksztattowania
nowego poddgia w leczeniu i diagnostyce nowotwordw.

W przeciwigasstwie do obecnie stosowanej chemioterapii, celemapte
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epigenetycznej nie jest wywotanignierci komoérki, ale odtworzenie prawidtowego
wzoru metylacji, a tym samym uruchomienie natureinynechanizmow hamgych
rozwoj nowotworu. Zmusza to do innega motychczas sposobu rozumienia terminu
terapia antynowotworowa. Czynniki demetyltg nie powoduj szybkiej smierci
komérek nowotworowych, lecz wplywgaj na wydlzenie cyklu komérkowego
wywotane aktywag sygnatldow reguluicych. Dlatego uwza sk, ze terapia
epigenetyczna dulzie bardziej specyficzna, mniej toksyczna i bapefektywna ni
standardowa chemioterapia.

Ponad 30 lat temu wykazange dwie pochodne cytozyny (5-azacytydyna,
2'deoksy-5-azacytydyna) as modulatorami epigenetycznymi i hamujaktywnacé
enzymu metylujcego cytozya w DNA. S one stosowane w leczeniu, jednak ich
efektem ubocznym jest wysoka toksyc&hoW zwiazku z tym kontynuowaneas
badania magce na celu wyselekcjonowanie nowych gakiéw cechujcych sg
wyzszym potencjatem terapeutycznymism cytotoksycznécia.

Niniejsza rozprawa jest wynikiem prac awanych z poszukiwaniem nowych
inhibitorow procesu metylacji DNA.

Realizowatam nagpujace cele badawcze:

1. Opracowanie warunkow reakcji metylagji vitro dla oceny aktywriei

potencjalnych inhibitoréw,

2. Wyznaczenie wartei statej inhibicji (K) oraz okrélenie typu inhibicji

badanych zwizkéw niskoczasteczkowych,

3. Ocena zalenosci pomkdzy ich wi&ciwosciami fizykochemicznymi a

aktywndcia inhibitorowa,

4. Ocenienie wptywu wyselekcjonowanego inhibitora n&tyanaos¢

ludzkiej DNMT1,

5. Okreslenie wptywu wybranych zwzkOw na poziom globalnej metylaciji

DNA w komorkach eukariotycznych,

Analiza cytotoksyczngi badanych zvazkow w liniach komaérkowych,

~

Badanie wptywu wybranych pochodnych cytozyny na ywakiosé
domeny SRA biatka UHRF1 (biatko towarzyse DNMT1).



Czes¢ zagadnié@ omawianych w niniejszej pracy zostato opublikowany

Plitta B, Giel-Pietraszuk M, Barciszewski J. (200@)ibicja metylotransferazy
1 — cel terapii choréb nowotworowycNa Pograniczu Chemii i Biologitom
XX: 225-249.

Plitta B, Giel-Pietraszuk M, Markiewicz WT, Barceszski J. (2010) Metylacja
cytozyny w DNA i jej znaczenie w terapii przeciwnotmworowej. Postpy
Biochemij 57: 24-32.

Plitta B, Adamska E, Giel-Pietraszuk M, Fedoruk-Wymirska A, Naskit-
Barciszewska M, Markiewicz WT, Barciszewski J. (2PINew cytosine
derivatives as inhibitors of DNA methylatioBuropean Journal of Medicinal
Chemistry http://dx.doi.org/10.1016/j.ejmech.2012.07.024.

Prezentowane w tej rozprawie wyniki zostahgstzowo zawarte w nhagbujacych

zgtoszeniach patentowych:

RP 390769; Analog cytozyny, sposob otrzymywanialanua cytozyny,
inhibitor DNA metylotransferazy 1, sposéb inhibowarmetylacji DNA,
zastosowanie analogéw w leczeniu chorébazamych z odgpstwami od
normy metylacji DNA.

PCT/PL2011/000032; A cytosine analogue, a methqaearation of cytosine
analogue, a DNA methyltransferase 1 inhibitor, dhmé for DNA methylation
inhibiton, the use of analogue in the treatmentdiskease associated with

deviations from normal DNA methylation.



2. Wykaz stosowanych skrotow

. ADMET - parametry farmakokinetyczne: wchtanianie, dystryduc metabolizm,
eliminacja, toksyczri@ (ang.Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion,Xlaity)

. AID — indukowana aktywagj limfocytow B deaminaza cytydyny (angctivation-
induced cytidine deamingse

. AP — miejsce apurynowe, apirymidynowe

. APOBEC - deaminaza cytydyny (angpoliprotein B mRNA editing enzyme, catalitic
polypeptide

. APS — nadsiarczan amonu

. ATP — adenozynotrojfosforan

. AzaC — 5-azacytydyna

. AzadC - 5-aza-2'deoksycytydyna

. BER — naprawa DNA poprzez wycie zasady (andpase excision repgir

. Bicyna — N,N-di-(2-hydroksyetylo)-glicyna

. BrEt — bromek etydyny

. C — cytozyna

. CDKN2B — gen zalegnego od cyklin inhibitora kinaz 2B (biatko p15) @arcyklin-
dependent kinase inhibit@B)

. cpm — ilg¢ rozpadow promieniotworczych na miaut

. CpG — dinukleotyd cytozyna-guanina

. CXXC — domena palca cynkowego

. Da — dalton, jednostka masy atomowej

. DHAC - 5,6-dihydro-5-azacytydyna

. DMAPL1 - biatko zwizane z DNMT1 (andONA methyltransferase 1 associated protgin 1

. DMSO - dimetylosulfotlenek

. DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

. DNMT1- gen ludzkiej metylotransferazy 1 DNA

. Dnmtl— gen mysiej metylotransferazy 1 DNA

. DNMT — metylotransferaza DNA

. dsDNA — dwuniciowy DNA

. DTT — ditiotretiol

. EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy

. EHMT2 — metylotransferaza lizyny 9 histonu 3 (dnigtone H3-Lys-9-methyltransferase
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EZH2- onkogen kodugy biatko z grupy biatek Polycomb aktywne jako nhetyansferaza
histonéw (angenhancer of zeste homologye 2

FdC — 5-fluoro-2’-deoksycytydyna

FPG — glikozylaza foramidopirymidynowa DNA

FU — 5-fluorourydyna

G — guanozyna

GADD45a - biatko hamage wzrost komoérek, indukowane uszkodzeniami DNA
(ang.growth arrest and DNA-damage-induciblesd5

GSH — glutation

GSTP1- gen transferazy S-glutationowej P1

H — histon

H4IIE — linia komérkowa pierwotnego nowotworwtnoby szczuréw (angat hepatoma
Ha — atom bdacy akceptorem viizania wodorowego

HCP — promotory o wysokiej ifgi powtorzé dinukleotydu CpG (andiigh CpQ
HCT116 — linia nowotworu okgnicy (ang.colon cancer ling

HDAC1 — deacetylaza histonéw 1 (ahiston deacetylase) 1

Hd — atom bdacy donorem wjzania wodorowego

hESC — ludzkie zarodkowe komorki macierzyste (dognan embronic stem célls

Hhal — prokariotyczna metylotransferaza DNA pochwodzHaemophilus haemolyticus
hnC — 5-hydroksymetylocytozyna

HP1 — biatko nie-histonowe wchagz w skiad heterochromatyny, akice metylowan
lizyne 9 histonu 3 (andheterochromatin protein)1

ICP — promotory dredniej ilaci powtérzeé dinukleotydu CpG (angntermediate Cp
iIPSC — indukowane pluripotentne komorki macierzysteg. induced pluripotent stem
cellg

K —lizyna

LCP — promotory o niskiej ikei powtérzé dinukleotydu CpG (andow CpQ

LogP — logarytm wspéiczynnika rozdzialu Pgdiicego stosunkiem @ten danego
zwigzku w dwéch niemieszagych sé rozpuszczalnikach (oktanol/woda) w stanie
réwnowagi

MBD - biatka zawierajce domen wiazaca m°C (ang.methyl binding domain proteijs
m°C — 5-metylocytozyna

m’dC — 5-metylo-2’deoksycytydyna

MDS - zespét mielodysplastyczny (amgyelodysplastic syndroine
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MGMT — metylotransferaza®@netyloguaniny (ang>6-methylguanine-DNA-methyitrasnferase
MTT — bromek 3-[4,5-dimetylotiazol-2-ylo]-2,5-difglotetrazolowy

MW — masa casteczkowa (angnolecular weight

NER — naprawa DNA poprzez wycie nukleotydu (angiucleotide excision repgir
NLS - sygnat lokalizacjisidrowej (angnuclear localization signal

8-0kso-dG - 8-0kso-7,8-dihydro- 2'deoksyguanozyna

PAA — poliakrylamid

PiRNA — RNA oddziatujce z biatkami (angRiwi-interacting RNA

PCNA - antygen agdrowy komérek proliferujcych (ang.proliferating cell nuclear
antiger)

PGC — komorki praptciowe (angrimordial germ cell}

PHD - domena viizaca trimetylowan lizyne 4 histonu 3 (angplant homeodomajn
PMSF —fluorek fenylometylosulfonylu

PRC — kompleks represyjny biatlek Polycomb (gradycomb represive complex

pRNA — RNA oddziatujice z promotorami (angromotor-associated-RNA

pz — para zasad

PWWP — domena biatek DNMT3 zawiegeq sekwengj prolina-tryptofan-tryptofan-
prolina, odpowiadaca za wizanie z DNA

Rb — biatko retinoblastoma (anmgtinoblastoma protein

RdDM — metylacja DNA kierowana przez RNA (aiRNA directed DNA methylatipn
RFTS — miejsce vazania do widetek replikacyjnych (angeplication factory targeting
sequence

RING — domena zwieraga motyw 3 X cysteina-histydyna-4 x cysteinaaaty 2 atomu
cynku (angreally interesting new gene domgin

RNaza A — rybonukleaza A

rpm — obrot na mingt(ang.rotation per minutg

RFT — reaktywne formy tlenu

SAR — zalenos¢ pomkdzy budowy a dziataniem biologicznym (angtructure activity
relationship

SAH — S-adenozylo-L-homocysteina

SAM — S-adenozylo-L-metionina

SETDB1 —metylotransferaza tréjmetyhga lizyre 9 histonu 3 (ang. SET
domainbifurcated 11

SMUG1 - rozpoznapa jednoniciowe DNA glikozylaza uracylu (angingle-strand-
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selective monofunctional U DNA glycosylase 1)

SRA — domena biatka UHRF1 oddziajeg z mMiC w DNA (ang.set and ring- associated
ssDNA — jednoniciowy DNA

Sssl — prokariotyczna metylotransferaza DNA pochcazze Spiroplasmasp. szczep
MQ1

SUMO - biatko podobne do ubikwityny, bime udziat w procesie sumoilacji (arggnall
ubiquitin-related modifier

SUV39H1/2 — metylotransferaza lizyny 9 histonu Bg@suppressor of variegation 3-9
homologue 1/p

T — tymina

TEMED - tetrametylenodwuamina

TET - dioksygenaza metylocytozyny (aten-eleven translocation

TF — czynnik transkrypcyjny (angranscription factoy

TDG — glikozylaza tyminy w DNA (andiuman T DNA glycosylase

TLC — chromatografia cienkowarstwowa (attgn layer chromatography

TRD — domena rozpozrga cel (angtarget-recognition domajn

Tris — hydroksymetyloaminometan

T-DMRs —metylacja specyficzna dla danego typu tkanki (atigsue differntial
methylation regions

U — jednostka aktywrigi enzymatycznej

UHRF1-biatko podobne do ubikwityny posiadeg domeny PHD i RING (ang.
ubiquitin-like with PHD and RING finger proteir) 1

WR — wigzanie rotujce

13



3. Opracowanie literaturowe

3.1. Enzymy metylupce cytozyrg w DNA

W komorkach ssakow reakcjmetylacji cytozyny w pozycji C5 w DNA
katalizup 3 enzymy: DNMT1, DNMT3A i DNMT3B. Mana je podzieti na dwie
klasy: metylotransferazy przyzapce grupy metylowede novo(DNMT3A i 3B) i
metylotransferag odtwarzajca wzOr metylacji po replikacji (DNMT1). Biatko
pomocniczce DNMT3L o budowie metylotransferazy nieykazuje aktywnéci
katalitycznej (Cheng i Blumenthal, 2008).

Obecna¢ charakterystycznych dla DNMT motywow aminokwasolwyc
spowodowata,ze DNMT2 pocatkowo przypisywana byka do tej grupy enzymow.
Biatko to katalizuje reakej przylaczenia grupy metylowej do cytozyny w tRNA, a
modyfikacji ulegaj zasady w pozycji 38 @la antykodonowa) tRNAP, tRNASY,
tRNAY® i 48 (ramy dodatkowe) tRNA® (Schaefer i in., 2009; Schaefer i in., 2010).
Metylacja cytozyny hamuje hydrotiztRNA katalizowan przez endorybonukleaz
(angiogenir), wykazupca podobiéstwo do RNazy A. Obecidé grupy metylowej
wptywa na struktuy petli antykodonowej ograniczag dostpnasé tego regionu tRNA
dla Dnmt2. Brak aktywrii tego enzymu w komorkacBrosophila prowadzi w
warunkach stresu np. oksydacyjnego czy temperatkgowdo powstawania matych
RNA pochodzcych z tRNA, ktére maogpetnic funkcje regulatorowe oddziahg np. z
MRNA (Schaefer i in., 2010).

W strukturze DNMT mena wyr@ni¢ domer regulatorowy znajdujca Sie
przy kaicu N i domer katalityczry przy kacu C (Xu i in., 2010). Domeny
regulatorowe DNMT1, 3A i 3B rig sie wielkoscia i sekwenci. S3 one
odpowiedzialne za oddziatywanie z biatkami, lokadig w jadrze oraz rozpoznawanie
specyficznych sekwencji DNA (Hermann i in., 2004Roroéwnanie struktur
pierwszorzdowych prokariotycznych i eukariotycznych metylosteraz DNA,
wskazato na podohistwo charakterystycznych motywéw znajgyjch s w domenie
katalitycznej kadego z enzymoéw, ktére stanavkryterium ich identyfikacji (Lauster i
in., 1989; Kumar i in., 1994; Cheng, 1995).
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3.1.1. DNMT1

Ludzki genDNMT1 znajducy sk ha chromosomie 19p13.2 koduje biatko o
masie 183,5 kDa zbudowane z 1616 aminokwasow (Beésto, 1988; Bestor, 1988;
Yen i in., 1992). Specyficzne tkankowo i gatunkow@nice w wielkgci DNMT1
zZwigzane § ze zmiagn ramki odczytu i alternatywnym skfadaniem mRNA. @nych
tkankach ludzkich wykazano obedno7 alternatywnie zioonych mRNA DNMTL1,
jednake nie stwierdzono istnienia biatek odpowiadgrch tym wariantom (Pradhan i
in., 1997; Deng i Szyf, 1998; Gaudet i in., 1998arlybt i in., 2000). Wykazano
natomiast obecrs¢ izoformy DNMT1b dhiszej o 16 aminokwaséw w komaorkach krwi
ludzkiej (Hsu i in., 1999; Bonfils i in., 2000Dnmtl myszy ulega ekspresji w
komodrkach rozwijajcego s¢ zarodka, a powstge biatko wykrywane jest w oldsie
jadra komorkowego na etapie wczesnej implantacji g[érai in., 1996). Natomiast w
oocytach i stadiach preimplantacyjnych obserwuje Binmtl krotsz o 118
aminokwaséw (Ratnam i in., 2002), pozbawi@ygnatu lokalizacji gdrowej (NLS),
ktéra wystpuje w cytoplazmie w postaci kompleksu z aneksyr{Howell i in., 2001).

Uwaza sk, ze powodem midzytkankowych rénic we wzorze metylacji jest
obecnaé¢ réznych wariantow DNMTL, rozpozrgjych dinukleotydy CpG w innych
kontekstach sekwencyjnych DNA (BogdanovVeenstra, 2009).

W budowie DNMT1 mana wyr&ni¢ (Ryc. 1):

e domer przy kaacu N (regulatorow),

» odcinek centralny zawiergly 12 powt6rzé Gly-Lys

* domer przy kaacu C (katalityczn) (Bestor, 1988; Bestor, 1992;
Kumar i in., 1994; Ramchandani i in., 1998; Margotn., 2000). Prawidiowe
powielanie wzoru RC wymaga skoordynowania dwéch proceséw: replikdcii
metylacji. W zwazku z tym w ob¢bie domeny regulatorowej znajdupic takie
motywy jak: sygnat lokalizacjiadrowej (NLS) oraz miejsca wzania biatka DMAP1 i
jadrowego antygenu komorek prolifegaych (PCNA), a take miejsce wjzania do
widetek replikacyjnych (RFTS) (Pradhan i Esteve)24).

Znana jest struktura krystaliczna mysiej Dnmtl wnkteksie z SAM i SAH
skréconej o 290 aminokwasow przy oo N (Takeshita i in.,, 2011).
Pokazata ona oddziatywania peeizy RFTS a domenkatalityczry biatka. RFTS
.zamyka” & domer blokujac kieszé& wiazaca DNA. Uktad taki jest stabilizowany
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dzieki tworzacym sk wigzaniom wodorowym oraz oddziatywaniom elektrostatycr
pomikdzy ujemnym potencjalem RFTS a dodatnim powierzalomeny katalitycznej
(Takeshita i in., 2011).

W obrbie domeny regulatorowej znajduje sakze motyw palca cynkowego
typu CXXC (C - cysteina, X — dowolny aminokwas)awicy DNA oraz 2 miejsca
oddziatywania z biatkami Rb. Za oddziatywanie ztgloevanymi lizynami histonéw
odpowiadaj 2 tandemowo utmne domeny BAH. Poradlzy RFTS a motywem CXXC
znajduje si tacznik, ktory oddziatuje z ¢tla PCQ (prolina—cysteina—glutamina)
domeny katalitycznej. W patzeniu z umiejscowieniem RFTS w kieszeni katalihgjz
prowadzi to do catkowitego zamaskowania miejscazyziego DNA w sytuacji braku
substratu. Oddziatywanie pogdzy motywem CXXC a DNA jest niezbne dla
uwolnienia RFTS z centrum katalitycznego (Takesta@d 1).

Pozbawienie enzymu domeny regulatorowe] prowadziuttaty zdolnéci
rozpoznawania hemimetylowanego DNA, a DNMT1 katgézreakas metylacji tak,
jak prokariotyczna metylotransferaza, wykorzystupbie nici DNA (Bestor, 1992).
Nalezy jednak zaznaczy ze do aktywnéci katalitycznej potrzebny jest fragment
domeny przy kacu N skrécony o 300 pierwszych aminokwaséw. Ponasiiera Sk,
ze domena regulatorowa niedlma jest dla prawidiowego fatdowaniac SDNMT1
(Zimmermann i in., 1997).

W obrbie domeny przy kicu N DNMT1 znajduj sic miejsca oddziatywania
z DNMT3A i 3B oraz motyw wjzacy biatko UHRF1 (Pradhan i Esteve, 2003a,b;
Takeshita, 2011).

Obie domeny enzymu pgdzone g polipetydem bogatym w aminokwasy Lys-
Gly (lizyna-glicyna; reszty 1112-1124). Podabsekweng} zaobserwowano przy
koncu aminowym histonu H4. Jest ona prawdopodobnymjsoeen modyfikacji
potranslacyjnej (Goll i Bestor, 2005; Takeshital 20

Model budowy domeny katalitycznej DNMT1 opracowamgtat na podstawie
struktury krystalograficznej enzyntdhal (Kumar i in., 1994). Potwierdzono go ki
rozwiazaniu struktury krystalograficznej mysiej Dnmtl K€ahita i in., 2011). Domena
ta zbudowana jest z ok. 500 aminokwaséw. W jejclulbr wyr@nia sk 10
charakterystycznych motywoéw, z czego 6 jest wystamdowawczych i bierze udziat w
aktywndici katalitycznej (Zangi i in., 2010). ¥bd nich motywy | i X tworz miejsce
wiagzania kofaktora - S-adenozylo-L-metioniny. W @ie motywu IV w sekwencji Pro-
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Cys-GIn (prolina-cysteina-glutamina) znajduje systeina, posiadaa grug tiolowa,
poprzez ktég nastpuje atak nukleofilowy na ggiel 6 pieécienia cytozyny. W
motywie VI znajduje s reszta kwasu glutaminowego (motyw glutaminian-esgiaa-
walina), ktéra jest donorem protonu dla azotu N3ozyny. Natomiast motyw IX
utrzymuje struktugy miejsca wazania substratu (Kumar i in., 1994; Takeshita j in.
2011).

W przeciwigistwie do prokariotycznych metylotransferaz (kihal), domena
TRD DNMT1 jest weksza. W momencie zwzania nici DNA w centrum aktywnym,
dochodzi do oddziatywadwdch reszt tryptofanu (W1500 i W1512) znajgyich sé w
obrgbie TRD z metylowa# nicia znajduaca sig po drugiej stronie helisy (Takeshita i
in., 2011).

DMARTPCNA  NLS RFTS CHAC

Rycina 1. Budowa DNMT1. Domeny przy daach C i N pajczone g 12 aminokwasowym
tgcznikiem. 1, 1V, VI, VII, IX, X - motywy domenytdldycznej cechujce sk najwieksz
zachowawcziq (Pradhan i Esteve, 2003a; Song i in., 2011; Takashn., 2011).

3.1.2. Rodzina DNMT3

W sktad rodziny DNMT3 wchodizdwa enzymy: DNMT3A i DNMT3B oraz
biatko pomocnicze DNMT3L (Xu i in., 2010). Geny olenzymdw ulegaj ekspres;ji
przede wszystkim (lecz nie wagznie) na wczesnym etapie rozwoju embrionalnego
oraz w komdrkach germinalnych. Natomiast ekspr@$)dMT3L zachodzi tylko podczas
wymienionych etapéw (Xu i in., 2010; Sharma i 2011). DNMT3A i 3B ustanawiaj
wzor metylacjide novo(Xu i in., 2010), jednak w komérkach germinalny@NMT3A
wraz z DNMT3L (a nie DNMT3B) biar udziat w metylacjde novdoci mapcych ulec
pictnowaniu (Okano i in., 1999; Chen i Riggs, 2011).

Geny kodujce DNMT3A i 3B lezace odpowiednio na chromosomie 2p23 i
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20g11.2 (Robertson, 2002). mMRNANMT3A i DNMT3B u cztowieka ma wielka@
odpowiednio 4,3 i 4,4 kpz, a powsteg z nich produkty biatkowe skiadagic z 912 i
853 aminokwasow (Xu i in., 2010). Obserwowanel dkankowo specyficzne warianty
splicingowe DNMT3A (Xu i in., 2010). Na przyktaddNMT3A ulega ekspresji w
embrionach oraz w wielu tkankach dorostych orgadimpodczas gdy DNMT3A2
wystepuje gtdwne w zarodku oraadrach, jajnikachgledzionie i grasicy (Xu i in.,
2010).

DNMT3B ma 6 tkankowo specyficznych wariantow splicingotuydworz
one 2 grupy. Pierwsza cechuje Stah aktywndcia katalityczra, druga to biatka
nieaktywne (w testacim vitro) (Xu i in., 2010).

Mimo intensywnych badanie wiadomo, jakie funkcje spetnagposzczegdlne
warianty splicingowe i czy zwrane g z modyfikowaniem cytozyny w pmych
kontekstach sekwencyjnych (Xu i in., 2010).

Tak jak w przypadku DNMT1, w budowie DNMT3A i 3B rma wyr@nic¢
domer regulatorow i katalityczry. W przeciwiéstwie do domen przy keach N,
czesci katalityczne obu biatek cechuje dupodobiéastwo (w 84%) (Goll i Bestor,
2005; Xu i in., 2010). W odtdieniu od DNMT1 domeny katalityczne biatek z rogzin
DNMTS3 s aktywne po usurciu domen regulatorowych (Gowher i Jeltsch, 2002).

Gen DNMT3L zlokalizowany jest na chromosomie 21g22.3, a jekspresja
zachodzi przede wszystkim podczas gametogenezyasiecpitnowania genomowego
(Aapola i in., 2000). Nie mama rozr@ni¢ fenotypu myszyDnmt3L-/- od tego z
nieaktywnymbDnmt3A Oba fenotypy cechowatyesemienionymi wzorami metylacji w
komorkach germinalnych oraz rozproszonymi retrapazonami. Swiadczy to o
istotnej funkcji DNMT3L w procesie wprowadzania waometylacji i konieczngi
oddziatywa miedzy tym biatkiem a DNMT3A w czasie ggthowania genomowego w
komorkach germinalnych. DNMT3L wptywa na aktywsdoDNMT3A stabilizupc
konformacg petli aktywnej oraz podnosz wydajnéd¢ zwigzania SAM (Jia i in., 2007;
Cheng i Blumenthal, 2008).
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3.1.3. Modyfikacje potranslacyjne DNMT

DNA metylotransferazy ulegaj licznym kowalencyjnym modyfikacjom
potranslacyjnym (PTS), ktore wplywapa ich funkcjonowanie oraz oddziatywanie z
innymi biatkami.

Sumoilacja DNMT1 oraz DNMT3A i 3B prawdopodobnie ipa na
oddziatywanie z biatkami HDAC (Denis i in., 201 Metylacja reszty lizyny 1094 w
DNMT1 jest sygnatem do degradacji tego biatka prpeateasom. Regulag ilos¢
enzymu wplywa ona na globalny poziom metylacji (Benin., 2011). Natomiast
fosforylacja DNMT1 aktywuje 4dz hamuje oddziatywania biatko-biatko i wptywa na
wiazanie do DNA (Denis i in., 2011). Modyfikacji tejega seryna 515 znajdigg s¢ w
obrgbie domeny przy kicu N w motywie RFTS. Jest ona prawdopodobnie rigzb
dla oddziatywania pomdzy domenami regulatoraw katalityczra, co jest konieczne
dla aktywndci enzymatycznej biatka (Goyal i in., 2007). Ziddikowano kinaz
CDKLS5 fosforylujagca DNMT1 przy kaacu N (Kameshita i in., 2008), jednak znaczenie
tej modyfikacji nie jest jasne. Wiadomo natomiage aktywnd¢ DNMTL1 jest
hamowana przez fosforylacjseryny 146 Kkatalizowan przez kinaz kazeinow
ldelta/epsilon (Sugiyama i in., 2010). Obserwowametakze modyfikacje reszt
serynowych 127 i 143 przez kinazy PKC i AKT, ktareg wptywat na stabilnéc
DNMT1 (Esteve i in., 2011; Denis i in., 2011). Fasfacja tych reszt
aminokwasowych hamuje oddziatywanie DNMT1 z PCNBHRF1, ktére niezédne
sa dla prawidtowego przebiegu procesu kopiowania waoetylacji (Denis i in., 2011).

3.2. Mechanizm reakcji metylacji cytozyny

DNMT katalizup reakcg przylczenia grupy metylowej pochogtzj z donora —
S-adenozylo-L-metioniny do¢gla 5 cytozyny (Ryc. 2). W pierwszym etapie qpsje
wiagzanie SAM do DNMT1, a naginie tworzy st kompleks z DNA. Ta kolejrnig
zdarzé rozni sie od mechanizmu metylacji katalizowanej przez pritgczr Hhal,
gdzie najpierw dochodzi do wdania DNA do enzymu, co powoduje przemieszczenie
petli katalitycznej zawierajcej motyw IV i skierowanie cysteiny (Cys81) do rsieg
aktywnego.

Utworzenie kompleksu DNMT1 - SAM powoduje zm¢apozycji cysteiny
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katalitycznej (Cys 1229) i ustawienie jej w pablimapcej ulec metylacji cytozyny.
Nastpnie w wyniku oddziatywania DNA z motywem CXXC dadzi do zmian
konformacyjnych, prowadzych do usuricia motywu RFTS z kieszeni katalitycznej
(Takeshita i in., 2011).

Przemieszczenie cytozyny na zeiva helisy whaze sk z zerwaniem
oddziatlywa warstwowych pongdzy piescieniami zasad w helisie DNA oraz zmian
potozenia atomow fosforu o 4A w stosunku do pozycji seigwej (Cheng, 1995;
Ramchandani i in., 1998; Takeshita i in., 2011)niBea wegiel C5 w piefcieniu
cytozyny jest stabym nukleofilem i nie ® oddziatywa z elektrofilowym donorem
grup metylowych, dochodzi do ataku nukleofilowegapy tiolanowej (:S) enzymu na
wegiel C6. Prowadzi to do przeniesienia elektronowwegiel C5 i jego aktywagj
Tiolan powstaje w wyniku odagnigcia protonu przez ujemnie natadowagrupe

fosforanova DNA, a nastpnie przeniesienia go naasteczk wody (Zangi i in., 2010).

R. , Ad
\s|”
Glu - H R Glu o
\gHO NH N \o/’{o "oNH y CH,
: Ho+ S e
'N/ | N
A o A
Q O N
| :S-DNMT | S-DNMT
DNA DNA

Glu S
NH, T: NHHK\_B
N;\/H/CHS s R A
DNMT + - s-
| |

S-DNMT

DNA DNA

Rycina 2. Mechanizm metylacji cytozyny w DNA. W wyniku adgziania cytozyny z regzt
Glu motywu VI (ENV) nagpuje protonacja atomu N3 i powstanie 4,5-enamingsifpnie
dochodzi do ataku grupy tiolanowej (:S) cysteinyatan C6 w pigitieniu cytozyny. Powoduje
to wzrost nukleofilowsi w wyniku delokalizacji elektronéw i aktywaajegla w pozycji 5, a
naskpnie jego atak na grupmetylows S-adenozylo-L-metioniny. Produktami powsgtgmi po
przykczeniu grupy metylowej do C 8TC i SAH. Ostatnim etapem jest uwolnieniCroraz
enzymu poprzez odtworzenie podwojnegzaviia pomidzy C5 i C6 w cytozynie na drodie
eliminacji. Akceptorem wodoru jest zasada (B), mlapodobnie reszta argininy motywu VI
lub odchodzca grupa tiolanowa lub grupa fosfodiestrowa. Addeaozyna (Wu i Santi, 1987,
Cheng, 1995; Szyf, 2000; Gowher i Jeltsch, 200#gZain., 2010; Takeshita i in., 2011).
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3.3. Metylacja cytozyny w DNA
3.3.1. Znaczenie metylacji

Metylacja DNA odgrywa wazna role w regulacji ekspresji genow. Zgyzana
jest z peétnowaniem genomowym, inaktywacjchromosomu X i powstawaniem
dymorfizmu piciowego, wyciszaniem sekwencji retaospozonowych, napranDNA
oraz regulag cyklu komérkowego, a take z nowotworzeniem (Fujita i in., 1999;
Hendrich i in., 1999; Goll i Bestor, 2005; Yoo in&s, 2006). Najwyszy poziom
metylacji obserwuje s8i w niezr@nicowanych komoérkach macierzystych hESC
(Laurentiin., 2010).

Metylacja cytozyny jest modyfikagjdziedziczrm, przekazywas na drodze
mejozy do kolejnego pokolenia, przy czym ten roddajedziczenie nie podlega
prawom Mendla (Migicovsky i Kovalchuk, 2011). Ozmado,ze efekt, jaki wywotuje
otaczagce srodowisko w krytycznych okresach rozwoju organiz(oiaza) mae mie
diugoternimowe konsekwencje, poniewamiany we wzorze metylacji magby¢
przekazywane mudzy pokoleniami (Mitchell i in., 2011).

Modyfikacje epigenetyczne, w tym metylacja, mdygc takze przekazywane
migdzy komorkami somatycznymi na drodze podziatdw tpdmnych (Mitchell i in.,
2011).

Metylacja cytozyny w DNA zwizana jest z dtugoterminowym (lecz nie
trwatym) wyciszaniem aktywrigi genéw (Zilberman, 2007). Istnigiednak szczegdélne
wyjatki od tej reguty, poniewaobserwuje si takze dynamiczne zmiany we wzorze
metylacji w obebie promotorow gendéw aktywnych transkrypcyjnie. Bticowo
niemetylowany promotor genu pS2 podlegat dwukrotpecesom metylacji i
demetylacji w czasie 3 godzin w komorkach nowotwapiersi traktowanych
doksorubicyn. Podobny wynik uzyskano dla promotorow genOWiERFF3, GRM4 i
KCNJ8 (Kangaspeska i in., 2008). Pomimo tego gu$tva metylacja DNA jest
diugoterminovs modyfikach epigenetyczgy w przeciwigéstwie do modyfikacji
histonow uznawanych za krotkoterminowe (Wu i Zh&@f0).

Postuluje si, ze funkchp metylacji nie jest hamowanie ekspresji ggrar se
ale przywracanie stanu wyciszenia poprzez inicjogvadefiniowanej sekwencji wielu

zdarzé, takich jak m.in. zwjzanie biatek MBD, rekrutacja deacetylaz i

21



metylotransferaz histonéw oraz biatek HP1. Wuyja to, dlaczego metylacja w @bie
promotoréw jest obecna tylko w przypadku wyciszattiggoterminowego (Raynal i in.,
2012).

W wyciszenie ekspresji genu za pomometylacji zaangaowane § dwa
mechanizmy. Pierwszy zakladze obecné& grupy metylowej stanowi bezgedni
blokad: przeciwdziatajca wiazaniu czynnikdw transkrypcyjnych do promotora genu.
Niektére czynniki transkrypcyjne (TF) jak Sphk srazliwe na metylagj, ale nie
wszystkie TF maj miejsca metylacji w olbie sekwencji, do ktérych giwiaza.
Wowczas metylacja nie wptywa na ich aktywéadPelizzola i in., 2009; Pelizzola i
Ecker, 2011).

Drugi mechanizm zaktada wy#anie bialek MBD do grup metylowych, a
nastpnie oddziatywanie z deacetylazami histondéw, co ukuje kondensagj
chromatyny (Lan i in., 2010). ¥6d biatek MBD 5 cechuje sihomologa w obrbie
domen wizacych metylowane CpG (MeCP2, MBD1l, MBD2, MBD3, MBDA4)
natomiast trzy z rodziny Kaiso (Kaiso, ZBTB4, ZBT®3oddziatuj z metylowanym
DNA za pomog motywu palca cynkowego (BogdanéviVeenstra, 2009).

3.3.2. Metylacja CpG

Metylacja cytozyny jest jedyn dziedzicza modyfikach wyskpujaca w
eukariotycznym genomie poleged na utworzeniu kowalencyjnego agiania wgiel-
wegiel. Z jednej strony jest ona stabilna i 2eoby¢ dziedziczona, z drugiej wzor
metylacji genomu podlega dynamicznym zmianom w iezagcia organizmu i jest
podatny na wptywyrodowiska zewetrznego (Pelizzola i Ecker, 2011).

m°C jest obecna w genomach wszystkictglowcow i rdglin kwitnacych, a jej
catkowita ilas¢ w genomie ssakow wynosi ~1% wszystkich nukleozyd®anacza to,
ze ok. 5% wszystkich cytozyn ulega metylacji. Zateigkszas¢ z nich wysgpuje w
genomie w formie niezmetylowanej (ok. 95%) (Gdlastor, 2005; Laurent i in., 2010).
Metylacji ulegaj symetryczne sekwencje CpG : GpC, ktorycKdélv genomie ludzkim
wynosi 27639 (Maunakea i in., 2010) i ze werlyl na czsta tranzycg m°C do tyminy
jest mniejsza od statystycznie szacowanej o ok. 2BHal, 1986; Zilberman, 2007).
CpG nie g rbwnomiernie rozmieszczone w genomie. Skumulowsan& odcinkach o

diugcéci 0,5-4 kpz zawieragych 60-70% tego dinukleotydu zwanych z wyspami CpG
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(Jones i Baylin, 2002; Siedlecki i ZielenkiewicH(5).
Metylacji ulega 70-80% wszystkich CpG. 4o m°C jest zrénicowana w
obrgbie chromosomdéw. Najbardziej zmetylowarechiromosomy 16, 17, 19 i 22, co

Zwiazane jest z wksz iloscia gendw (Laurent i in., 2010).

3.3.3. Metylacja sekwencji niesymetrycznych

Analiza ludzkiego metylomu wykazataze oprécz dinukleotydow CpG
metylacji ulegaj takze sekwencje niesymetryczne CpNpG i CpNpN, gdziezhNaoza
adenir, cytozyre lub tymire. W zarodkowych komorkach macierzystych 20-25%
wszystkich zmetylowanych cytozyn znajduje i obrebie tych sekwenciji (Lister i in.,
2009). Najcgsciej spotykanym zmetylowanym dinukleotydem nie-CsSt CpA, a
wzrost poziomu jego metylacji obserwuje s genach kodagych biatka zwizane z
dojrzewaniem RNA i jego udzialem w procesach mdtabmych (Lister i in., 2009;
Laurent i in., 2010). CpA nie ulega metylacji w spb przypadkowy. W promotorach
genow aktywnych transkrypcyjnie (niezaie od obecnai CpG) widoczna jest
hipometylacja tych dinukleotydéw. Natomiast w giie genu ilé¢ m°CpA wzrasta
(Laurentiin., 2010).

Poniewa m’CpA nie jest sekwengjpalindromowy jak CpG, wydaje si ze
poreplikacyjne odbudowywanie tego typu metylacgtjaiemaliwe. Prawdopodobnie
za metylowanie cytozyn w sekwencjach CpNpG i CpNpNtym takze CpA, musz
odpowiadé biatka z grupy DNMT3 (Laurent i in., 2010). Zauxeao,ze w komorkach
macierzystych ekspresja DNMT3A i 3B jest a8ya w poréwnaniu z komorkami
zroznicowanymi (Laurent i in., 2010). Rlicowanie s zarodkowych komorek
macierzystych prowadzi do g€riowe] utraty metylacji CopNpG i CpNpN. Zauneano
jednak, ze ulega ona odtworzeniu w indukowanych pluripotentykomérkach
macierzystych (iPSC). Sugeruje tae metylacja tego typu me by cech
charakterystyczn komérek macierzystych i pelni rolw utrzymywaniu stanu
pluripotencji oraz zapobiega starzenig sismierci komorek (Cheng i Blumenthal,
2008; Lister i in., 2009).

23



3.3.4. Metylacja rejonéw promotorowych

Okoto 70% wszystkich ludzkich gendw posiada webe promotoréw wyspy
CpG (Saxonow i in., 2006), ktore mma podziek na 3 klasy réniace s¢ zawartdcia
tego dinukleotydu (Ryc. 3).

Pierwszy typ to_promotory CpG o niskie] zawddiomiejsc metylacji(LCG)

(Brenet i in., 2011). Analiza DNA komorek fibrobtéss wykazataze promotory tego

typu w 42% byty hipermetylowane. Jeduakzaobserwowano brak korelacji peduy

iloscia m°C a aktywnécia genu Poziom metylacji dla genéw aktywnych i

nieaktywnych byt zbliony. Zatem dla wyciszenia aktywswd genu istotne jest nie tylko
pojawienie si m°C, ale ,gstai¢” w jakiej ta zasada wyspuje. Powstaje pytanie,
dlaczego wyspy CpG pozostajiezmetylowane i ten status nie zmienia rsawet po
wielu podziatach? Dawiadczenia wykorzystage egzogermn metylotransferagz Sssi
pokazaty, ze wyspy CpG potencjalnie mggulec metylacji i nie obserwuje ¢si
blokowania wizania metylotransferazy do sekwencji DNA. Gdybyter@nie komorki
byly ,wolne” metylotransferazy to wyspy CpG uleglymetylacjide novo Oznacza to,
ze metylotransferazy ulegagekwestracji i kompartmentacji, co reguluje iclyakos¢
na tereniegdra komérkowego (Jones i Liang, 2009).

Drugi typ stanowq promotory CpG oéredniej zawartéci powtorzé tego

dinukleotydu (ICG). Natomiast trzeci to sekwencjegsokie] zawartéci CpG (HCG),

ktére charakteryzuajsie niskim poziomem metylacji nawet w koowo r&nicowanych
komorkach. Wysipuja one medzy innymi w genach uleggjych stalej transkrypcji
(Enlago i Yi, 2008).

Zwiazek pomedzy aktywndcia genu a metylagjjego promotora nie jest do
konca oczywisty. Istnieje tdica w czstotliwosci metylacji nieaktywnych promotorow
ICP i HCP (Ryc. 4). 75% HCP jest niezmetylowanypbdczas gdy 33% ICP ulega
hipermetylacji. HCP pozostgjniezmetylowane nawet §& geny s nieaktywne,
natomiast nieaktywne ICPa <zesciej zmetylowane, co me sugerowa ze ulegaj
metylacjide novo(Weber i in., 2007)Jest to zgodne ze wczeejszymi doniesieniami,
ktére wskazywaly, ze wigkszag¢ wysp CpG w olgbie promotoréw jest
niezmetylowanych, nawet e dany gen nie ulega ekspresji w tkance (Bird, 200
Moze by to zwihkzane z obecr$gia w obrbie hipometylowanych wysp nieaktywnych

genow znacznika w postaci dimetylowanej lizyny dmst 3 (H3K4). Jest on zwzany z
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aktywm chromatyn i pradopodobnie zapobiega metylacji (Weber i2007).

Przyktadem genu aktywnego, metylowanego w cbier promotora jest
onkogen TWIST kodupcy czynnik  transkrypcyjny o  wiaiwosciach
antyapoptotycznych i prometastatycznych. Obgtnan°C nie powoduje jego
wyciszenia i nie obaa ekspresji ani w komérkach zdrowych, ani w koméhkaaka
piersi (Gort i in., 2008).

Nalezy podkrdlié, ze aby sygnal metylacji wptygh na wyciszenie, w olgbie

promotora muszznajdowa sie zmetylowane CpG w dej gestasci (ICP i HCP). Jest

to zwiazane m.in. z wydajrigia wigzania s¢ biatek MBD do tych sekwenc{iWeber i
in., 2007).
79% promotoréw typu LCP jest hipermetylowanych w miwokach

germinalnych i somatycznych i w obu przypadkachostzrzawartéci CpG whzat sk
ze wzrostem iléci zmetylowanych cytozyn. Zauwano jednak,ze hipermetylacja
promotoréw typu ICP i HCP obserwowana w komorkabloblastow nie wyspowata
w komorkach germinalnych. $6d promotorow typu HCP i ICP, ktére byty
hipermetylowane w komorkach somatycznych, 86 i 49%o0zostawato
niezmetylowanych w komérkach linii germinalnej. &et w czasie rozwoju organizmu
dochodzi do hipermetylacji promotorow CpG w arwowanych komdrkach
somatycznych. Promotory typu ICRy $ajbardziej podatne na regukacpoprzez
metylacg i czesciej ulegaj metylacjide novow procesie rgnicowania si komorek
(Weber i in., 2007; Ball i in., 2009).

Na skutek spontanicznej deaminacfiGrdo tyminy (tranzycja A€ — T) CpG
stanowy tzw. ,gormce miejsca’” mutacji. Analizag utrat CpG w procesie
réznicowania s§ komorek, zauwsono czstszy spadek ikmi tego dinukleotydu w
promotorach typu LCP ailCP i HCP, przy czym ob#énie ilasici CpG w LCP byto
wieksze w promotorach zmetylowanyctht miezmetylowanych. Poréwmg promotory
ICP i HCP, spadek ikwi CpG w ICP byt wkszy, nawet w promotorach
niezmetylowanych, co sugeruje ze mame by okresowo zmetylowane w komaorkach
germinalnych (Ryc. 4) (Weber i in., 2007).

W komodrkach somatycznych geny specyficzne dla kekdyerminalnych
(DAZL, SPO11, SOX30, BRDT, ALF, TPTE, REC§) kipermetylowane. Dotyczy to
takze genow, ktérych promotorya hogate w CpG, a ktére normalnie shronione
przed metylagg w  komorkach somatycznych (Weber iin., 2007).
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Analizujac promotory zréanicowanych komorek somatycznych pochamzch
z watroby (endoderma)sledziony (mezoderma) i mézgu zaweao, ze tylko 4-8%
wysp CpG w ohgbie promotorow jest zmetylowanych specyficznie dénego typu
tkanki (T-DMRs — rejon zmetylowany specyficzniejidarry i in., 2009). Metylacja
tych fragmentow podlega zmianom w czasiezniGowania s} komorek czy
karcenogenezie (Doi i in., 2009). Nagksze zranicowanie mg¢dzytkankowe [(I76%)
obserwuje si w odlegtaci do 2kpz od kacow tych wysp w olgtbie tzw. brzegdw (ang.
shore$. 18% T-DMRs znajduje siw odlegtgci powyzej 2kpz od promotordow.
Oznacza toze T-DMRs w 96% zlokalizowaney poza wyspami CpG znajdigiymi Sk
w obrebie promotoréw, a ich metylacja zostata skorelowartsamowaniem ekspresji

gendw (Irizarry i in., 2009).

LCP

Rycina 3. Typy promotorow CpG i ich metylacja) Udziat procentowy promotéw typu HCP,
ICP, LCP B) Czstas¢ wyskpowania hipermetylacji w poszczegoélnych typach ptondw
(Weber iin., 2007).
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ICP

zawartosé CpG

LCP

Rycina 4. Typy promotoréw i ich metylacja. Zatex¢ pomedzy zawartscig dinukleotydow
CpG w sekwencji promotora aestotliwascig ich metylacii i jej wplywem na zami@an?C—T
oraz represt aktywndci genu i podatn&@ na metylagi de novo w komoérkach somatycznych.
Promotory typu ICP ¢ podatne na regulagj zwigzary z metylagy i cechujy sie czsty
metylacg w komoérkach somatycznych, powedyj wyciszenie zwrzanych z nimi genow.
Szeroké¢ stupkow wskazuje eztotliwas¢, z jaky dany proces zachodzi lub:ztesite (w
przypadku represiji transkrypcyijnej) (Weber i ir0p2).

3.3.5. Metylacja wewntrzgenowa

Analizujac wzér metylacji DNA z mdzgu cziowieka zauwmomo, ze 16%
wszystkich CpG byto zmetylowanych, z czego 34% staly CpG wewntrzgenowe.
24,4% CpG wewstrzgenowych charakteryzowatog specyficznym tkankowo wzorem
metylacji. Zr@&nicowana metylacja tych fragmentow sugeruje istofankcje tej
modyfikacji. Liczne prace wskazaly na pozytywikorelacg pomkdzy metylacy
wewngtrz genu a jego aktywsoia (Maunakea i in., 2010). Wysoki poziom°
wewntrz genu mee poprawia wydajna¢ transkrypcji poprzez zapobieganie inicjaciji
tego procesu z alternatywnych miejsc startu (Bal.j 2009). Obrienie metylacji
wewmntrz genu mae spowodowa spadek poziomu jego ekspresji (Shann i in., 2008).
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Obserwujc wzor metylacji na chromosomach X zaumsao, ze stosunek metylacji na
chromosomie nieaktywnym Xi do chromosomu aktywn&gowynosit 2,4. Jednale
wigkszy poziom metylacji wewatrz aktywnych genow znaleziony zostat na
chromosomie aktywnym. Jednoéme promotory CpG byly chronione przed metydacj
na chromosomie aktywnym (Hellman i Chess, 2007).

Aktywacje ekspresji genow wywotanmetylaci wewratrzgenow zauwaono
takze w komorkach limfocytow B (Ball i in., 2009). Natdast geny cechage s¢
srednim poziomem ekspresji byly najsilniej zmetylowa wewntrzgenowo w
komorkach pochodzych z istoty szarej (Maunakea i in., 2010). Poiewiele gendw
posiada alternatywne miejsca inicjacji transkrygmpwyzej miejsca startu translacji
badz wewmtrz genu, dlatego uwa sk, ze gtdbwm funkcja wewmtrzgenowej
specyficznej tkankowo metylacji me by regulowanie aktywni alternatywnych
promotoréw (Maunakea i in., 2010).

Badapc poziom metylacji wewqtrzgenowe] zauweno take, ze ilos¢
zmetylowanych cytozyn jest wksza w obgbie egzonow (ok. 10% w ludzkich
zarodkowych komérkach macierzystych)z nintronow, ktére zmetylowaneasna
poziomiesredniej genomu. Obserwujezgednak wzrost poziomu metylacji w rejonie 5’
splicingowym, a w miejscu 3’ spadek. Jest to prgvadimbnie wywotane wptywem
sekwencji donora i akceptora wokoOt miejsca splicing maze bra& udziat w

regulowaniu tego procesu (Laurent i in., 2010).

3.3.6. Ustanawianie wzoru metylacji

Wedtug obowazujacej reguty nowy wzor metylacji ustanawiany je& novo
na wczesnych etapach embriogenezy w okresie ingdprtdarodka. Odbywa sito
dzieki aktywnasci DNMT3A i 3B, dla ktorych matryg maze by niezmetylowane i
hemimetylowane DNA (Pelizzola i Ecker, 2011). despoprzedzone usugiem ntC
odziedziczonej z gamet (He i in., 2011b). Wymazyyvgst prawie catkowicie wzor
metylacji ustanowiony w poprzednich pokoleniachzypczym demetylacja genomu
pochodacego od ojca nagbuje gwattownie, poprzedzg replikacg DNA. Sugeruje to
aktywma demetylagg za pomog enzymu. Jak do tej pory nie wskazano biatka
wykazupcego tak aktywnaé. DNA pochodzace od matki ulega pasywnej, zailej od
replikacji demetylacji (Mayer i in., 2000). Nowy @z jest genowo specyficzny i
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umazliwia réznicowanie si komorek, a po kalym podziale jest przekazywany do
potomnych komoérek somatycznych (Ji i in., 2010).

W p&niejszych etapach (dziell.5-12.5) dochodzi do metylagie novow
pierwotnych komérkach praptciowych (angrimordial germ celly co prowadzi do
ustanowienia nowego wzoru specyficznego dla ga@ieeri i Riggs, 2011). Etnuje on
odpowiednieloci w zalenosci od ich pochodzenia (ojcowskieadz matczyne) oraz
wycisza i utrzymuje w tym stanie elementy transpaeme i sekwencje repetytywne
(Law i Jacobson, 2010; He i in., 2011b). Za metyoie elementéw transpozonowych i
pictnowanie gendéw mag by¢ odpowiedzialne dwa e mechanizmy. Pierwszy
zwiazany jest z piRNA. W procesie tym niedlme jest oddziatywanie poguzy
biatkami Piwi i pIRNA a sktadnikami kompleksu matjcego DNA. Piwi nalea do
biatek z rodziny Argonaute, ktore awh si do casteczek piRNA o diugai 24-32
nukleotydéw ulegajcych ekspresji z fragmentéw transpozonowych. Elsarbiatek
Piwi i piRNA zachodzi tylko w komérkach germinaliycU myszy dwa biatka z
rodziny Piwi — MILI i MIWI2 s3 zaangaowane w powstawanie piRNA w gonadach
meskich w fazie ptodowej. piRNA bierze udziat w wyziiu transpozonéw poprzez
kierowanie do nich kompleksoéw metyaych (He i in., 2011b). Przypuszczalnie za0
si¢ to odbyw& poprzez inicjowanie przez Piwi-piRNA komplekséwwiarajacych
enzymy modyfikugce chromatye, a nastpnie metylowanie cytozyny przez
DNMT3A/3L (Aravin i in., 2008). Wyniki eksperymentd prowadzonychin vitro
pokazuj, ze DNMT3A i 3B mog tworzy¢ kompleksy biatko-RNA, a DNMT3A
oddziatuje z matymi niekodagymi RNA (Weinberg i in., 2006; Denis i in., 2011).

Prawdopodobne jest;ze metylacja DNA kierowana przez RNA (RdDM)
wystepuje nie tylko u rélin, ale take w komorkach ssaczych (Denis i in., 2011).
Przyktadem jest pRNA (angoromotor-associated RNAJest to niekodage RNA
komplementarne do promotora rybosomalnego RNA (rlRNBierze udziat w
tworzeniu tripleksu DNA-RNA w olebie tega promotora, ktéry jest specyficznie
rozpoznawany przez DNMT3B (Schmitz i in., 2010).

Zjawisko ustanawiania wzoru metylacji iggowania genomowego zyziane
jest take z ,odczytywaniem” przez DNMT modyfikacji znajdaych s¢ na histonach.
Istnieje silna zalenos¢ pomidzy metylacy lizyny 4 histonu 3 (H3K4) a metylagj
cytozyny w DNA. Do allosterycznej aktywacji DNMT3Adochodzi w wyniku
oddziatywania pomeidzy demetylowasn przez demetylaz 1B (KDM1B) lizyna
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histonu 3 (H3K4) a DNMT3A i 3L (Wang i in., 2009alv i Jacobson, 2010; Li i in.,
2011). W badaniacin vitro wykazano take, ze DNMT3A i B mog wiaza sig do
niemetylowanej H3K4 nawet bez obeédiobiatka pomocniczego DNMT3L (Otani i
in., 2009; Zhang i in., 2010). Dodatkowo DNMT3A adktuje z trimetylowan Lys
histonu 3 (H3K36me3), co aktywuje metyla@NA (Dhayalan i in., 2010). Sygnatem
metylacji jest take H3K27me3, modyfikacja wprowadzana przez komplEKs$i2 i
biatka Polycomb (Denis i in., 2011).

Szczegotowy mechanizm metylagjie novo badany jest poprzez analiz
oddziatlywania pomidzy DNMT3A i DNMT3L (Jia i in., 2007). Twokgz one
tetrameryczny kompleks, w ktorym 2asteczki DNMT3A znajdyj sie obok siebie,
natomiast 2 DNMT3L rozmieszczoneg 80 bokach i oddziatajz lizynami histonu H3.
Pomkdzy miejscami aktywnymi obu ggteczek DNMT3A znajduje siokoto 1 sket
helisy DNA, co oznaczae kady tetrameryczny kompleks jednoéme metyluje dwie
cytozyny znajdujce st w odlegiGei ~ 8-10 par zasad (27,2-34A). Tlumaczy to
cyklicznas¢ wysigpowania dinukleotydéw CpG (Law i Jacobson, 2010).

W procesie metylacjide novo biora udziat take inne biatka jak
metylotransferaza histonow G9a, EZH2 i SETDB1. N&tja heterochromatyny
pericentrycznej zachodzi c¢ki oddziatywaniu biatka HP1 z DNMT3A i 3B. Sygnhatem
dla tego procesu jest metylacja lizyny 9 histonyHBK9me3) katalizowana przez
metylotransferag histonbw SUV39H1/2. W obbie euchromatyny enzym G9a
metylujpcy H3K9 rekrutuje DNMT3A i 3B do wyciszenia gendévktyavnych we
wczesnych etapach rozwoju embrionalnego (Sharmm, i2011). Wszystkie podane
przyktady @ bezpdrednim dowodem na paizenie dwoch epigenetycznych
mechanizméw regulacji ekspresji gendw tj. modyfjkdastondw i metylacji DNA
(Law i Jacobson, 2010).

W komoérkach embrionalnych DNMT3 ulegajvzmazonej ekspresji, co jest
zgodne z zapotrzebowaniem na enzymy wprowadeayzor metylacji (Jones i Liang,
2009). Natomiast w komdrkach somatycznych ich edgpr jest znacznie 1sza,
chocia nadal wystpuje. Jedynie izoforma DNMT3A2 ulega catkowitemuciggeniu
w komérkach somatycznych (Jones i Liang, 2009). s¥gko take, ze oddziatywanie
pomkdzy trzema metylotranserazami jest nighie w ustanawianiu prawidtowego

wzoru metylacji (Pelizzola i Ecker, 2011).
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3.3.7. Powielanie wzoru metylacji

Model dotycacy wprowadzenia i utrzymywania wzoru metylacji zbst
zaproponowany przez Riggs’a (1975) oraz Hollidayrugh’a (1975). Wz6r globalnej
metylacji ustanowiony w komérkach rozrodczych iwezesnych etapach rozwoju jest
powielany, aby zapewfikomorce tasamd@é oraz utrzymaé transpozony w stanie
wyciszonym (Law i Jacobsen, 2010). Podtrzymywarienw nTC polega na metylacji
nowo syntetyzowanej nici potomnej DNA wg wzoru zinnatczynej. Odbywa siw
czasie fazy S cyklu komorkowego (Leonhardt i i992; Margot i in., 2000; Eden i in.,
2003ab). Dodatkowo obserwuje; przesungcie procesu poza fazeplikacji o ponad
godzirg (Liang i in., 2002). W proces zaargavana jest DNMT1, ktérej miejsca
aktywndaici definiowane g przez modyfikacje histondw wprowadzone przez kakpl
PRC (Brenet i in., 2011). DNMT1 oddzialuje z PCNA wbrbie widetek
replikacyjnych. Zahamowanie tego oddziatywania dylknieznacznie skutkuje
obnizeniem poziomu metylacji DNA (Spada i in., 2007; Lawlacobson, 2010).
Jednake catkowity brak DNMT1 w kompleksie replikacyjnymoime spowodowa
skierowanie komorki na jednz licznych éciezek programowanegmierci (Brown i
Robertson, 2007). Dodatkowo wykazanae nokaut genuDNMT1 w komorkach
nowotworu okeznicy powoduje obrienie poziomu catkowitej metylacji genomu, ktére
pogkbia sk jeszcze bardziej w przypadku podwojnego nok@NMT1i 3B (Pradhan i
Esteve, 2003b).

Chocia model powielania wzoru metylacji po 4dej replikacji jest szeroko
akceptowany to liczne badania pokazuje musi on ulec rozszerzeniu. Komorki, w
ktérych aktywna jest tylko DNMT1, pozbawione snetylacji zaangawanej w
pictnowanie genomowe czy wyciszenie elementow repetyygh oraz stopniowo trac
metylacg wraz z wzrastapa iloscia podziatow komorki (Jones i Liang, 2009).
Wykazano te, ze DNMT1 mae katalizowd reakcg de novo(Pradhan i in., 1999).
Ponadto w modelu powielania wzoru metylacji brak@gkementu naprawczego.
Wszystkie systemy oparte na kopiowaniu (np. synt&ddA) maja elementy
sprawdzajce poprawn& tego procesu. Jest mato prawdopodobimeby wielokrotne
kopiowanie nie powodowato powstawaniseeddw. Sugeruje toze oprécz DNMT1
niezkzdne g dodatkowe aktywniei enzymatyczne (Jones i Liang, 2009).

Istotny jest take fakt obecn&ci miejsc hemimetylowanych w DNA.
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Zaktadanoze s one stabo rozpoznawane, co prowadzi do ich niepeloreplikacyjnej
metylacji. Jednake ilos¢ tych miejsc jest znacznie gkisza nk sadzono. Po wydczeniu
genow (angknock-outf DNMT3AI 3B, 30% CpG w olgbie sekwencji powtorzonych
pozostaje hemimetylowanych, co sugeruje,enzymy te zwazane § z symetrycza
metylacp tych sekwencji (Liang i in., 2002; Chen i in., Z)Bharma i in., 2011).
Analizujac metylacg jednego z chromosomow X zauwemo, ze & 16% grup
metylowych po kadym podziale wprowadzanych jed¢ novo(Riggs i Xiong, 2004).
Poniewa poziom metylacji danego allelu nie jest charaktevyany tylko przez dwie
graniczne wartei — 0 i 100%, ale przyjmuje caly zakres wacigpasrednich, obecnie
uwaza Sk, ze proces metylacji jest procesem stochastycznysgwym i kopiowany
jest raczej ,status” metylacji a obserwowana hefenm@¢ nie jest wynikiem wiernego
przepisywania wzoru. Utrzymanie takiego wzoru meatjyl wymaga po kadym
podziale aktywnéci de novo(Laird i in., 2004; Jones i Liang, 2009).

Pierwotny model utrzymywania wzoru metylacji nieagkdniat take faktu,
ze DNA nie wystpuje w komorce jako samodzielnaasieczka, ale nawigly jest na
oktamer histonow twoez struktue zwary nucleosomem. DNMT metylage de novo
nie wystpuja w komaorce w stanie wolnym, ale zwane § z nukleosomami. Obecfd
zmetylowanego DNA w nukleosomach jest nigdta dla wazania DNMT3A i 3B oraz
utrzymania odpowiedniego ich poziomu w komorce. Ukegh poziomu metylacji
poprzez np. wyciszenie genDNMT1 prowadzi do degradacji wolnych DNMTS3.
Natomiast odbudowanie metylacji prowadzi do gsizenia poziomu DNMT3 poprzez
stabilizacg ich wigzania do nukleosomoéw. D&ii takiemu systemowi kontroli
aktywnasci obu DNMT3 komaorka unika biinej metylacjide novopo kadym podziale
komorki (Jia i in., 2007; Sharma, 2011).

Mozna uzna, ze DNMT1 jest enzymem kopiagym bez wzgidu na struktuy
chromatyny, natomiast DNMT3 oddziadug nukleosomami poprzez zyganie z nici
matczyn i pozostag w tym kontakcie w komérkach somatycznych, uzumgdnibkdy
w kopiowaniu wzoru na nici nowo zsyntetyzowanej. NDN3 biora udziat w
utrzymywaniu wzoru metylacji w obibie wysp CpG oraz sekwencji repetytywnych.
Metylacja poza wyspami CpG katalizowana jest prg&avny enzym utrzymuagy
metylaci (DNMT1). Swiadczy o tym spadek ifgi m°C w obgbie rejonéw z mniejsz
iloscia CpG w komorkach z wyciszonym gen®&NMT1(Liang i in., 2002).
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Niezwykle istotne dla specyficzéa reakcji metylacji katalizowanej przez
DNMT1 jest oddziatywanie z biatkiem UHRF1 (Ryc. Rore tworzy kompleks z
PCNA (Muto i in., 1995; Hopfner i in., 2000), a tgmie za pérednictwem domeny
SRA wiaze hemimetylowany DNA (Bostick i in., 2007; Sharihi, 2007; Achour i in.,
2008). Do tego kompleksu pragkza s¢ DNMT1 (Unoki i in., 2009). UHRF1
uczestniczy réwnie w procesie metylacji histonu H3K9 oddzialtjz enzymem
G9a/EHMT2, katalizyjcym & reakcg. W dalszym etapie zmetylowana H3K9
oddzialuje z UHRF1, ktére dalej e HDACL1 bionca udziat w powstawaniu
heterochromatyny (Unoki i in., 2009).

Na podstawie analizy struktury krystalicznej konkgle domeny SRA z
oligonukleotydem DNA zawieragym sekwenej m°CpG stwierdzonoze nPC zostaje
wysunkta na zewatrz helisy i umieszczona w hydrofobowej kieszeniatika
utworzonej przez Tyrd71 i Tyr4d83, co pozwala na [gfabilizacg poprzez
oddziatywania warstwowe (Avvakumov i in., 2008; Hasoto i in., 2008). Domena
SRA ,obejmuje” docelow m°C, oddziatujc zaréwno w matym jak i dym rowku
DNA. Wysunkcie zasady na zewtiz helisy, opisane wczeiej dla metylotransferazy,
obserwowane jest ¢gto w kompleksach enzymdw modyfikaych zasady zarbwno w
DNA jak i RNA. Zwiazanie mC przez UHRF1 wskazuje DNMT1 cytozyrktéra ma
ulec metylacji. Stwierdzonaze UHRF1 nie ulega ekspresji w tkankach serca, ptuc,
watroby, nerek i pcherza moczowego, natomiast jego wysoki poziomzrmao
obserwowa w grasicy i szpiku kostnym oraz w komérkach nowartowych (Unoki i
in., 2009). Zmniejszenie poziomu UHRF1 prowadziztacace] redukcji zdolngci
proliferacyjnej komorek progenitorowych naskorka, odpzymywanej przez
wspotdziatanie DNMT1 i UHRF1. Skutkiem tego jestamgjczona zdoln tkanki do

samoodnowy (Seniin., 2010).
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Rycina 5. Udziat biatka UHRF1 w metylacji DNA i kondensacfiromatyny (Bostick i in.,
2007).

3.4. Demetylacja cytozyny

Aktywna demetylacja cytozyny jest procesem enzycmtym, w ktorym
usungcie grupy metylowej zwizane jest z zerwaniem axiania pomgdzy dwoma
atomami wgla. Demetylacja me zachodzi réwniez w wyniku pasywnej utraty Pe,
gdy brakuje DNMT1 w czasie kolejnych rund replikadPodczas gdy pasywna
demetylacja jest procesem znanym i akceptowanymieje wiele kontrowersji na
temat aktywnej formy tego procesu (Wu i Zhang, 3010

Postuluje si, ze globalna aktywna demetylacja zachodzi dwukroniezasie
rozwoju embrionalnego: pierwsza dotyczy ojcowskieBNA i zachodzi przed
pierwszym podziatem zygoty, druga komérek praptgiolw (PGC) pomidzy dniami
11.25 a 13.5 (Teperek-Tkacz i in., 2011). Observaijetakze aktywra demetylaci
obejmupca specyficzneloci w komoérkach somatycznych takich jak neurony czy
limfocyty T (Chen i Riggs, 2011).

3.4.1. Globalna demetylacja

Globalm demetylagi DNA pochodacego od ojca obserwujezst-8 godzin po
zaptodnieniu. Jest mato prawdopodohiehyy proces ten przebiegat w sposob pasywny,
tym bardziejze po zastosowaniu inhibitora replikacji (afidik@)ndemetylacja genomu
pochodzacego od ojca nadal zachodzi. Nie jest jednak jaziyesygnat indukucy ten
proces pochodzi z gametgnskiej czy neskiej. Zauwaono, ze niektore fragmenty nie

34



podlegaj demetylaciji tj. te, ktére ulegapigtnowaniu, retrotranspozony oraz fragmenty
heterochromatyny okotocentromerowej i w glie centromeréw. Dodatkowo w tym
samym czasie matczyny DNA pozostaje oporny na tlmetylacji. Mae by to
wynikiem specyficznych modyfikacji histonowady obecnéci odpowiednich ich
wariantow (Wu i Zhang, 2010).

Okoto 7 dnia rozwoju embrionalnego komérki PGGniéuja sie, a nasipnie
przemieszczaj Pocatkowo ich wzor metylacji jest taki jak pozostatydomorek
epiblastu. Po przemieszczeniu do grzebienia ptajomM@ang.genital rigdg wzor ten
zostaje po raz drugi wymazany. Poniewa komoérkach PGC zachodzi ekspresja
DNMT1 w czasie ich podziatdw, globalna demetylacgjaejmujca take geny
podlegajce petnowaniu i lzdace do tej pory wyciszone, musi rhieharakter aktywny
(Wu i Zhang, 2010; Okada i in., 2010). Szacuje se w przypadku drugiej rundy
demetylacji w mskich komérkach PGS pozostaje 40, a zefiskich 30% mC
(Migicovsky i Kovalchuk, 2011).

Aktywna demetylacja obserwowana jest wdlilde pojedynczychoci takze w
komdrkach somatycznych w odpowiedzi na odpowiedsygnaty. Na przyktad w
aktywowanych limfocytach T dochodzi do aktywnej dgwacji (bez replikacji) w
obrgbie enhancera promotora genu interleukiny 2 (Whang, 2010).

3.4.2. Procesy aktywnej demetylacji

Proponuje si kilka proceséw mageych odpowiadaza demetylagj DNA:
«  enzymatyczne usuggie ntC,
* naprawa poprzez wygie zasady (BER),
« deaminacja *C prowadzaca do powstania tyminy, po ktérej ngsije proces BER
usuwajcy nieprawidtowe sparowanie T-G,
* naprawa poprzez wygie nukleotydéw (NER),
e oksydatywna demetylacja poprzez utlenianie,
* demetylacja zwizana z SAM i rodnikami (Wu i Zhang, 2010).

Najprostszym mechanizmem demetylacji wydaje $y¢ enzymatyczne
usunicie grupy metylowej z AC. Wymaga to jednak aktywse enzymatycznej, ktéra
bylaby w stanie zerwasilne wazanie C-C. Pojawity sidoniesieniaze biatka wizace
zmetylowane CpG (MBD2) mag katalizow& taka reakcg uwalniapc metanol
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(CH3OH) (Bhattacharya i in., 1999), jednak wyniki tee raostaty potwierdzone. Nie
udatlo s¢ do tej pory zidentyfikow& zadnego biatka wykazagego aktywnéé

demetylazy(Wu i Zhang, 2010).
Proponuje s udziat procesu BER w demetylacji DNA. Mechanizmatiny

poleg& na wyceciu 5-metylocytozyny przez DNA glikozylaza nastpnie usurgciu
szkieletu fosfocukrowego przez ligAP i endonukleaz Miejsce apirymidynowe jest
uzupetniane przez polimeramajca zdolngé naprawy i zszywane z regatici DNA
przez ligaz (Sancar i in., 2004). Mechanizm ten zostat zapnop@ny ze wzgdu na
wystepowanie u rélin enzymow z rodziny Demeter, ktore posiadaktywnaé
glikozylazy i AP liazy (Wu i Zhang, 2010), i ktérezpoznaj i usuwaj m°C z DNA.
W przypadku organizméw gbnnych ten sposéb usuwania®@ jest dobrze opisany,
natomiast u ssakow nie potwierdzono jego ob&tndPrzede wszystkim nie ma
ortologéw enzyméw z rodziny Demeter. Wykazano jédaletywndi¢é m°C glikozylazy
w ekstraktach z embrionéw kurzych (Jost, 1993) sBalbadania ujawnitye w skiad
kompleksu wchodgz RNA, helikaza RNA i homolog glikozylazy TDG usuwey T.
Jednake aktywng¢ zwiazana z wycinaniem P& byta znacznie msza (30-40 krotnie).
Podobnie MBD4 posiada aktywsio glikozylazows w stosunku do AC, jednake
wydajnai¢ wiagzania do pary T-G jest vigza. Wykazano jednake MBD4 hydrolizuje
wiazanie glikozydowe uwalniag 5-metylocytozyn, przez co aktywnie demetyluje
promotor genu CYP27B1 (cytochrom p450 27B1) w odpdsi na PTH
(parathormon). Fosforylacja MBD4 przez kindzatkowa C zwicksza powinowactwo
MBD4 do nTC (Wu i Zhang, 2010; Teperek-Tkacz i in., 2011).

Naprawa typu BER m@ zachodzi takze po deaminacji AT, w wyniku ktérej
powstaje T i prowadzi do zasipienia tyminy przez cytozyn(Wu i Zhang, 2010).
Pierwszy etap deamninacji mpdkatalizow& deaminazy lub DNMT. Aktywnd
glikozylazy T posiadaj TDG i MBD4. Badnia naDanio rerio pokazaly, ze w
demetylacji DNA biog udziat dziatajce kooperatywnie deaminazy posiadaj cynk w
miejscu aktywnym: AID i APOBEC oraz MBD4 i GADD4%®/u i Zhang, 2010). AID
i APOBECL1 ulegaj ekspresji w embrionach ssakéw w momencie globalesjetylacji
(Morgan i in., 2004), natomiast GADD45a wzmacniadzdlywanie pongdzy
AID/APOBEC1 a MBD4, ktére jest glikozylad usuwa powstatT z niesparowania T-
G (Teperek-Tkacz i in., 2011). Potwierdzeniemazku pomedzy AID a demetylagj
jest utrata aktywacji wywotane] demetylacj gendw pluripotencjalrici
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OCT4 i NANOG w heterokarionach (komorki, ktére paozji posiadag wiele
genetycznie rimych pder) w wyniku wyciszenia aktywdoi genu AID z
wykorzystaniem siRNA. Jedna znane gograniczenia w aktywrigi tych enzymow,
zwiazane z ich specyficzioia substratow. Substratem AID jest ssSDNA, natomiast ani
TDG ani MDB4 nie usuwaj T z miejsc tandemowych niesparawarl-G.
Prawdopodobnie demetylacja zainicjowana aktysgo AID skorelowana jest z
transkrypci, w czasie ktérej obecne jest sSDNA (Wu i Zhand,®0reperek-Tkacz i
in., 2011).

Miejsca deaminacji katalizowanej przez AID/APOBE®©gn by¢ wskazywane
przez odpowiednie modyfikacje histondéw. W czasienelgylacji genom pozbawiony
jest metylacji lizyny 9 histonu H3 (H3K9me2/3). MWatiast acetylacja lizyny 9 oraz 14
histonu 3, a tale metylacja lizyny 4 H3 (H3K4me3) zyziane g z kierowaniem AID
do miejsca deamninacji (Teperek-Tkacz i in., 2011).

Badania DNMT3A i 3B ssakow pokazatye w sytuacji ograniczonego
dostpu SAM lub jej braku, majone aktywné&¢ deaminazy i wspotdziakajz TDG.
Poniewa jednak SAM jest zwizkiem wanym w wielu procesach, wahania w jego
stezeniu na terenie komérki miatyby powee konsekwencje biologiczne (Wu i Zhang,
2010).

Wszystkie biatka uczestnigze w naprawie typu BER (MBD4, endonukleaza
AP, Pop, ligaza DNA) ulegaj ekspresji na etapach przedimplantacyjnych, co evapi
zalazenie, ze proces deaminacji i system BER zaaogane § w usuwanie nC
(Teperek-Tkacz i in., 2011). Dodatkowo, enzymy BER obecne w ojcowskim
pronucleus w komodrkach PGC w czasie ich globalnej demejilac

Inng proponowan metody demetylacji jest NER. W wyniku tego procesu
usuwane sfragmenty diugéci okoto 29 par zasad zawiegeg bkdne sparowanie T-G.
Biatka GADD45A | B zostaly powizane z demetylagj poniewa wyciszenie
GADD45A prowadzito do hipermetylacji a nadekspredf@a demetylacji zwizanej z
napraws NER. Jednake wyniki uzyskane dla GADD45A nie zostaly zweryfikane
(Wu i Zhang, 2010; Teperek-Tkacz i in., 2011).
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3.4.3. Usuwanie 5-metylocytozyny poprzez utlenianie

Oksygenazy TET zatee od a-ketoglutaranu katalizaj utlenienie mC do
hm’C. TET1 oraz TET2 ulegajzwickszonej ekspresji w komérkach embrionalnych i
PGC w czasie globalnej demetylacji, a #akw przypadku reprogramowania
fibroblastow w celu ich przemiany w indukowane potentne komorki macierzyste
(Hajkova i in., 2010; Koh i in., 2011; Nabel i Kdh2011). Poniewa hnrC nie
wystepuje we wszystkich tkankach organizmow zwéeszch, pojawia s pytanie, czy
jest ona istotna dla fizjologii ssakéw. ObeghdnPC stwierdzono w komérkach
nerwowych Purkinjego, gdzie stanowi okoto 409%Qn Natomiast w niektérych
komoérkach embrionalnych szacowanadldin™C wynosi 1 na kade 3000 pz (~ 1%).
Jej funkcja jest jednak nadal nie znana. Pontelr@aC jest stabilnym nukleozydem,
moze tak jak inne zmodyfikowane skftadniki DNA wplygvana lokalr struktue
chromatyny lub oddziatywa z czynnikami regulacymi transkrypgi poprzez ich
wigzanie hdz blokowanie im dospu do chromatyny. Na przyktad represory
transkrypcji takie jak MECP2, MBD1, MBD2 i MBD4 wia si¢c do nTC, natomiast nie
dochodzi do takich oddziatywiaz hn?C. Prawdopodobnie biatka TET mopdyc
zwiazane z pasywndemetylacj w dziehcych s¢ komérkach embrionalnych, poniewva
DNMT1 nie rozpoznaje hit€, przez co nie wprowadza symetrycznej metylacjnica
nowo powstatej (Wu i Zhang, 2010).

hm’C maze take stanowé produkt przejciowy demetylacji, prowadz w
konsekwencji do zagpienia hmC przez C. Mogtoby to przebiegjalzicki naprawie
typu BER i waza sic z wyckciem hmC przez odpowiedniglikozydaz, badz tez z
etapem deaminacji M@ do 5-hydroksymetylouracylu, a ngstie usuniciem tego
nukleozydu przez specyficzglikozydaz np. SMUG1 (Wu i Zhang, 2010).

Konwersja hmC do C i usunicie formaldehydu mee nasgpowa takze w
wyniku dziataniagwiatta UV oraz wysokiego pH (Wu i Zhang, 2010).

W zwiazku z du iloscia hnPC w komérkach embrionalnych badana jest rola
biatek TET w tych komoérkach. W czasie iclem@cowania s poziom mRNA TET1 i
hnmC spada, co mi® oznaczd ze biatko to jest wzne dla utrzymania przez nie
tozsamdci. Biatko TET1 reguluje ekspresjgenu NANOG wiazac sk do jego
promotora i blokuyjc jego hipermetylagj Potwierdza to utrata zdolfm do

samoodnowy przez komorki embrionalne w wyniku agygenia (angknock-dow
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TET1 ale nie TET2 lub TET3. Efektem braku TET1 jester¢c embrionu (Wu i Zhang,
2010).

Wykazano take, ze biatka TET katalizuj reakcje utleniania AT, w wyniku
ktorych powstaj 5-formylocytozyna (fC) i 5-karboksylocytozyna (ca®@azwane
siodmy | 6smy zasad DNA. Sposob ich usuwania z DNA jest na razie rsiejg mae
przebiegé z udzialem hipotetycznej dekarboksylazy (Ito | 2011), ladZ przy udziale
TDG (Heiin., 2011a).

3.4.4. Usuwanie r°C zaleine od S-adenozylo-L-metioniny

Poszukujc biatka bioacego udziat w demetylacji ojcowskiej @gzi genomu
zygoty wyselekcjonowano biatko ELP3. Kryterium siasita obecné¢ motywu
CXXC, ktory posiada wysokie powinowactwo do niezytmvanych sekwencji CpG.
Biatka ELP twora kompleks elongacyjny skfaday sk z 6 podjednostek (ELP1-6),
ktéry oddziatuje z RNA polimerazll w czasie etapu elongaciji transkrypcji (Okada i
in., 2010; Wu i Zhang, 2010). Biatko ELP3 posiadengéry HAT — acetylotransferazy
histonow oraz domenwiazaca SAM i centrum zelazowo-siarkowe (Fe-S), @ki
ktéremu powstaje czynnik utlenigy w postaci rodnika 5’-deoksyadenozynowego w
czasteczce SAM. Rodnik ten odbiera wodoér z grupy nostgj prowadzc do
powstania rodnika RC. W kolejnych etapach dochodzi do powstania®®nazicki
obecndci czsteczki  wody. Zerwanie wkania wgiel-wegiel nasgpuje
prawdopodobnie wedtlug mechanizmu zbliego do reakcji katalizowanej przez
metylotransferaz Atak reszty cysteiny na agiel 6 prowadzi do uwolnienia
formaldehydu (Wu i Zhang, 2010).

Obserwowana w czasie rozwoju embrionalnego i w kilaeh somatycznych
demetylacja DNA jest przyczygmpojawienia si wielu pytar dotyczicych tego procesu.
Przede wszystkim nadal poszukuje snzymu posiadagego aktywné&é demetylazy
oraz jednego mechanizmu, wedtug ktérego proces ttang miatby zachod#i. Jest
prawdopodobne,ze w przeciwiastwie do metylacji cytozyny, wiele proceséw
zaangaowanych jest w usuwanie®@. Istotne jest tate rozpoznanie czynnikéw, ktére
decyduj o tym, ze to ojcowski a nie matczyny genomowy DNA ulegayekie]
demetylaciji.
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3.5. Przyczyny zaburzé w profilu epigenetycznym

Wprowadzany na etapie epiblastu wzor metylacji jag staty. W kolejnych
etapach rozwoju obserwujegsinetylacg i demetylacg genow wedtug specyficznego
programu. Procesy te scisle kontrolowane. Zmiany we wzorze metylagirsezlzdne
dla rozwoju i r@nicowania. W czasigycia mog by¢ one take indukowane przez
otaczajce srodowisko, hdz tez przypadkowo pojawiasie jako bkdy w kopiowaniu
wzoru metylacji. Wraz ze starzenieng srganizmu, obserwowany jest spadek poziomu
metylacji, ktory jest odwrotnie proporcjonalny déugosci zycia (Richardson, 2003;
Gravina i Vijg, 2010). Zjawisko to obserwowano wekszaci tkanek kegowcow
(myszy, szczuréw, krow, ludzi). Analizig proces powielania wzoru metylacji genu
FMR1 po kadym podziale komorki, zauwano, ze stopié poprawndéci kopiowania
metylacji kadej cytozyny w allelu hipermetylownym wynosi 0,96dy analizowano
cytozyny niezmetylowane w allelu niezmetylowanymmpsth poprawngci tego procesu
wzoru wynosit 0,99. Wiksze odchylenie (0,83) zaobserwowano dla cytozyn
niezmetylowanych w allelu hipermetylowanym. Wynj@&dnoznacznie pokazyjze po
kazdej replikacji pojawiaj sic bledy we wzorze metylacji (Gravina i Vijg, 2010).
Proces ten zwkany jest z faktemze wraz z wiekiem obna st aktywnad¢ enzymow
metylupcych DNA (Richardson, 2003; Donkena i in., 2010).

Przyczyrm hipometylacji mae by aktywnagé RFT. Stres oksydacyjny
spowodowany zaburzeniami metabolizrmadb tez czynnikami zewstrznymi takimi
jak dieta czy czynnikérodowiskowe zwjzany jest z powstawaniem zZwkszonej ilgci
RFT. Zmiany w DNA polegare na modyfikacji zasad (5-OH-cytozyna, 5-OH-urgcyl
delecjach czy przerwaniu nici, wynilkajz aktywndci powstagcych rodnikow
hydroksylowych. Ma to wplyw na proces metylacji, ktorym takie uszkodzone
podlegajgce mutacjom DNA, jest substratem. W wyniku dzisda®FT powstaje 8-
okso-dG. Atom N7 guaniny jest akceptorem protonuwigzaniu wodorowym
tworzacym st pomkdzy DNA a MBD. Utlenienie guaniny powoduje zangan
akceptora w donor oraz wymiamprotonu na atom tlenu. Obecd®-okso-dG obria
mozliwoéé wiazania st bialek MBD do miCpG, co wplywa na proces kondensacii
chromatyny. Dodatkowo P& maze by utleniana do hnC. Zasipienie grupy
metylowej grup hydroksymetylow réwniez obniza zdolnéé¢ wiazania MBD. hmC
moze by usuwana przez system BER (Wu i Zhang, 2010).

40



RFT wptywap takze na aktywn&¢ DNMT1 przyczyniajc sk do demetylacji
genomu (Donkena i in., 2010).

Przyczyrm zaburzé we wzorze metylacji mag by¢ réwniez niedobory
prekursorow syntezy S-adenozylo-L-metioniny, doryté nalea metionina, kwas
foliowy, witamina B12, cholina. Niedostatecznasdatych sktadnikow prowadzi do
ograniczenia iléci donora grupy metylowej, co me skutkowa hipometylacy
(Donkena i in., 2010). Niezwykle istotna jest zakmutagenn@& m°C, ktéra mae
ulega spontanicznej deaminacji, w wyniku ktérej powstdjgmina (Lutsenko i
Bhagwat, 1999). Obec&® metylowanych dinukleotydow CpG zisza take
podatné¢ genu na mutacje powodowane promieniowaniem UVegdomaylin, 2002).

Obnizenie poziomu metylacji prowadzi do rozregulowaniecgzyjnej kontroli
ekspresji gendw, a w konsekwencji do niestaithgenomu (Yoo i Jones, 2006; Fraga
i Esteller, 2007), poniewa wigze Sk to z utrag pictnowania genomowego i
translokacjami fragmentoéw chromosomow, ktére uldgiyometylacji (Donkena i in.,
2010). Gromadge sté w czasiezycia bkdy we wzorze metylacji, powodige
zaburzenia w profilu ekspresji genow, indukupzwdj proceséw chorobowych, w tym
chordb neurologicznych, autoimmunologicznych i nomaréw (Gravina i Vijg, 2010).

W DNA komérek nowotworowych globalna #b m°C jest od 20 do 60%
mniejsza nt w komorkach prawidtowych (Esteller, 2003). Dodatkowidoczne s
réznice we wzorze metylacji w ollsie promotorow oraz tzw. brzegéw wysp CpG w
DNA komorek nowotworowych i prawidiowych (Doi i in2009). Mae by to
skutkiem wymienionych wcZzaiej zaburzé w ekspresji i aktywnici metylotransferaz,
ktére obserwowaneasw nowotworach ptuc, wiroby, piersi,zotadka, chtoniakach i
retinoblastomie (Chik i in., 2011). Przyczymoze by wzrost ekspresji enzymu
DNMT3B, powodowany globaln demetylaci wywotara obnizeniem aktywnéci
DNMT1 (Casillas i in., 2003; Fraga i Esteller, 20@onkena i in., 2010) lub #e
nadekspresja DNMT1 (Chik i in.,, 2011). Obie te zmyiapowoduj zwigkszenie
poziomu mMC réwniez w obrbie promotoréw i brzegéw wysp, ktére w normalnych
komdrkach danego organizmu nie powinny lzynetylowane. Wykazano réwiiieze
efektem uszkodZe oksydacyjnych DNA jest kierowanie kompleksu biatlkego
sktadajcego st z DNMT, sirtuin oraz biatek Polycomb do promotora@awierajcych
wyspy CpG. Wynika to z pojawieniagsiv obrbie tych sekwencji zwkszonej iléci 8-
okso-dG (O’Hagan i in., 2011).

41



Uwaza sk, ze spowodowany hipermetyladprak aktywnéci genéw, w obgbie
ktéorych mutacje obserwowanea srzadko, ma istotne znaczenie w procesie
nowotworzenia. Przyktadama $akie geny jakMGMT, ktory koduje biatko zwizane z
naprawvs DNA, CDKN2B kodupcy biatko p15 iRASSF1Abedace regulatorem cyklu
komérkowego (Jones i Baylin, 2002). W procesie z&iaia obserwuje sitakze
hipermetylagg promotorow genéw RB1, p16, APC. Nadmierna metglgmomotora
genuGSTP1wystkpuje w ponad 90% przypadkow nowotworu raka prostarpwadzi
do braku enzymu transferazy S-glutationowej P1lzwigksza wraliwos¢ komorki i
DNA na RFT (Donkena i in., 2010). Hipermetyla@bserwuje si takze w obebie
rybosomowego DNA, co prowadzi do ograniczenia jegaskrypcji, a w konsekwencji
do zahamowanie procesu translacji w czasie starzaniorganizmu (Jones i Baylin,
2002). Takie procesy magpowodowa trwate dziedziczne zmiany w epigenomie,
zwiazane z zaburzeniami w kondensacji chromatyny (Cimk 2011).

Globalna hipometylacia DNA prowagtza do zaburze w obrkbie
chromosomow, patzona z hipermetylagjrejondw promotorowych gendw supresji
nowotworowej i zmieniofn ekspresi DNMT1 ma podobne konsekwencje jak
transformacja nowotworowa indukowana przez mutg@ggeetyczne (Jones i Baylin,
2002; Esteller, 2003; Stresemann i in., 2006; Frdgsteller, 2007). Dodatkowo uwa
sig, ze zaburzenia we wzorze metylacji powaghgl nowotworzenie wygpuja znacznie
czesciej niz mutacje (Donkena i in., 2010). Na przyktad w génaHL (supresor,
ktérego mutacje powodajujawnienie s syndromu von Hippela-Lindau) or&CRL1i
serynowo-treoninowej kinazie 11STK1) pojawiajp sie mutacje w komorkach
germinalnych, ktére as przyczym rodzinnych form nowotworow nerek, piersi czy
okreznicy. W innych przypadkach nowotwory tea swywotywane poprzez
hipermetylagt promotoréw tych genéw (Jones i Baylin, 2002). Bigj zbadane jest
to w przypadku genuBRCA1l ktérego mutacje obserwuje ¢siw rodzinnych
nowotworach piersi. Jednak 10-15% tych nowotworéw to formy nierodzinne, gdzi
nastpuje wyciszenie genu przez metykaqdones i Baylin, 2002). W komorkach
nowotworowych mutacje w obie jednego z alleli ss aktywnie podtrzymywane,
podczas gdy drugi allel ulega hipermetylacji, ktgest kopiowana po kolejnych
podziatach (Jones i Baylin, 2002). Jest to istdbi@ac pod uwag, ze wylkczenie
dwoch alleli danego genu np. zwanego z kontral cyklu adz napraw DNA, jest
niezledne dla uzyskania fenotypu nowotworowego (Knus@oop).
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Jak istotne jest epigenetyczne wyciszanie genéwraegsie nowotworzenia
podkrela takze fakt wzrostu podatsoi genomowego DNA na mutagereZrodukt
genu MLH1 bierze udziat w naprawie nieprawidtowych sparowsy DNA.
Hipermetylacg tego genu obserwuje ¢siw nowotworach charakteryzigych se
niestabilngcia sekwencji mikrosatelitarnych. GenMGMT, ktorego produkt
zaangaowany jest w proces naprawy adduktow®-r@etyloguaninowych (ich
pozostawienie prowadzi do tranzycji G-A), ulega enipetylacji w nowotworach
okreznicy, ptuc, chioniakow. Inaktywacja tego genu gxeina jest tale z
gromadzeniem gimutacji w p53 i K-RAS (Jones i Baylin, 2002).

3.6. Inhibitory DNMT1

Zaburzenia we wzorze metylacja $1ajlepiej scharakteryzowanepimutacy
(Denis, 2011). Odwracal§é metylacji czyni z niej atrakcyjny cel w terapii aridb
nowotworowych. Zahamowanie tego procesu w kolejnpciuziatach komorki nie
powoduje jej natychmiastowgpmierci, ale pozwala na aktywacyyciszonych przez
hipermetylagt genow supresorowych. Zatem farmakologiczne ogranie aktywnéci
enzymu biogcego udziat w kopiowaniu wzoru metylacji (DNMT1)rogvadzace do
reaktywacji gendéw proapoptotycznych i regulatoréykle komérkowego w wyniku
demetylacji, daje szanse na zatrzymanie proceswtwawzenia (Lyko i Brown, 2005;
Yoo i Jones, 2006). Celem terapii epigenetyczratjgahamowanie rozwoju nowotworu
i indukcja apoptozy w wyniku aktywacji wyciszonychenow supresorowych i
proapoptycznych (Ryc. 6A) (Kaiser, 2010).

Obecnie stosowane lekictiace inhibitorami DNMT1 - Vidaza (AzaC) i
Dacogen (decytabina — AzadG) pochodnymi cytydyny (Yoo i Jones, 2006). AzaC
zostata opisana jako cytotoksyczna w stosunku dondkek nowotworowych
(Constantinides i in., 1977). Wykazano jedndare ze powodowata ona przeksztatcanie
sie mysich komérek embrionalnych w komérkigéniowe (Constantinides i in., 1977).
Zasugerowange mae mie to zwiazek ze zmianami w profilu metylacji DNA. Zatem
azanukleozydy wykazgj2 typy aktywndci antynowotworowej: — cytotoksycz&o i
demetylacja DNA (Cai i in., 2011).

Po wniknkciu do komorki AzaC i jej analogi ulegafosforylacji przez kinag

urydynowo-cytydynow, a nasgpnie wbudowaniu do fecucha RNA. Po redukcji grupy
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hydroksylowej znajduce]j sk przy C'2 rybozy przez reduktazybonukleotydow stap

si¢ substratem w syntezie DNA (Santini i in., 2001k. @0% AzaC ulega tej reakcji
(Martinet i in., 2012). Inhibicja procesu metylagrzez azanukleozydy polega na
kowalencyjnym wazaniu enzymu do DNA. Obecfiobardziej elektroujemnego azotu
w pozycji 5 piefcienia cytozyny powoduje wzrost elektrofiloson C6, co utatwia atak
katalitycznej cysteiny enzymu i metylaoy pozycji 5. Przy braku protonu w pozycji
N5, niezlednego do odtworzenia podwojnego amania me¢dzy pozycjami 5 i 6,
wiazanie kowalencyjne portdzy enzymem a pigcieniem zasady nie ulega zerwaniu
(Ryc. 6B) (Gowher i Jeltsch, 2004). Amanie enzymu do substratu (DNA) powoduje
zmniejszanie puli aktywnych DNMT, w konsekwencjiegp poziom nmC w
powielanym genomie maleje. Traktowanie komorek n@weoowych zwazkami
hamupcymi metylacg prowadzi do uaktywnienia grupy genow ml6 MLH1, RB
ktére kontroluj proliferacg komorki, jej r&nicowanie, proces apoptozy i inne procesy
utrzymupce homeostaz komorki (Yoo i Jones, 2006). Podnosi zakacetylag
histonow H3 i H4 w olabie promotorow, co zwiane jest z utrzymaniem chromatyny
w formie aktywnej (Cai i in., 2011). W celu obiania cytotoksyczrwi pochodnych 5-
azacytydyny wykorzystano analogi deoksyrybonukléoty. AzadC i jej pochodne,
ktére ulegaj fosforylacji za pérednictwem kinazy deoksycytydynowej ia s
wbudowywane bezgoednio do DNA (Yoo i Jones, 2006). AzadC hamujeyakios¢
nie tylko DNMT1 ale take DNMT3B (Cai i in., 2011). Potwierdzeniem aktywoo
AzadC w komodrkach byto obserwowane otamie stopnia zidiwosci nowotworu w
mysim modelu neoplazji przewodu pokarmowego poplzpametylacg DNA (Laird i
in., 1995) oraz aktywacja genu supresji nowotwoljoRiLIM2 hipermetylowanego w
komdrkach nowotworu piersi, prowaga do zahamowania procesu nowotworowego
(Qu i in., 2010). Zauwsno take, ze AzadC wzmacnia welwos¢ komorek
nowotworu piersi MDA-231 na aktywlé cytostatykow (taksol, doksorubicyna, 5-
fluorouracyl) poprzez wptyw na geny reguicg cykl komoérkowy (Xu i in., 2007;
Mirza i in., 2010). Efektem dziatania AzadC w kom@rjest rownie selektywna
degradacja DNMT1 w proteasomach przebiggmjszybciej i replikacja (Ghoshal i
in., 2005).

Istotny jest fakt,ze sygnat demetylacji jest trwaty i w linii YB5 (i
nowotworu okeznicy) traktowanej 5-aza-2’deoksycytydyntrzymywat s¢ nawet do 6
mieskcy.

44



AzaC i AzadC znalazly zastosowanie w leczeniu naigdplazji (Kaminskas i
in., 2005; Egger i in., 2004). Wykazan, niskie dawki AzaC poprawiaty stan zdrowia
(0 30%) i dtugec przerycia (o 60%) u starszych pacjentéw z MDS (Silvermam.,
1993). Podobne wyniki uzyskano dla AzadC (Kantarjiain., 2006). Stosowanie
niskich dawek azanukleozydéw w leczeniu epigenetyce jest uzasadnione
mechanizmem dziatania tych zwmkéw. Wysokie dawki powodajsmierc komorki
wywotams toksyczndgcia zwiazku. Natomiast w obeclo niskich stzen komorki
przezywaja, ale z poprawionym wzorem metylacji (Kaiser, 201®otwierdzono
utrzymywanie si zmian w ekspresji gendéw i waych szlakach sygnalizacyjnych
zaangaowanych w proces nowotworzenia w wyniku inkubowawigkrotkim czasie
komoérek z niskimi, nanomolarnymi dawkami azanukjeligv. Nie zaobserwowano
natomiast uszkodae DNA, apoptozy czy zatrzymania cyklu komoérkowegddr&
bylyby dowodem na ich cytotoksyczto Natomiast komorki nabywatly nowego,
nienowotworowego fenotypu (Tsai i in., 2012). Nietwierdzono jednak efektu
terapeutycznego tych zyzkow w terapii guzow litych (Weiss i in., 1977). yomikiem
obnizajacym efektywné¢ azanukleozydow jest ich krotki okres poitrwania w
roztworach wodnych. W roztworach o zasadowym pHspien zasady otwiera si
podczas gdy w pH kwaym hydrolizie ulega wazanie glikozydowe. Wplywa to
ujemnie na maiwos¢ wykorzystania azanukleozydow jako lekow stosowanyc
doustnie (Notari i DeYoung, 1975; Lin i in., 198 Bowstat jednak prolek w formie
2'3'5'-tiacelylo-5-azacytydyny, ktory w badaniacha nrmyszach cechuje ¢silepsz
biodostpnadscia, rozpuszczalriwia i stabilndgcia | moze by podawany doustnie
(Ziembaiin., 2011).

W badaniach klinicznych, w czasie ktorych ogranitzgezas podawania AzaC
do 2 tygodni, nie obserwowano indukcji nowotworéwomych, kkdacych wynikiem
hipometylacji (Yang in., 2003). Chociastosowanie AzaC poprawia pgzevalngsé
pacjentow, to u vekszaci z nich rozwijala si opornag¢ na stosowany lek (Komashko i
Farnham, 2010). W trakcie dtugotrwatej terapii ngleakze bra& pod uwag mazliwosé
spowodowania mutacji i niestabilém chromosomow (Eden i in., 2003ab). Ponadto
AzadC mae aktywowa nie tylko wyciszone geny supresji nhowotworoweg &lkze
geny prometastatyczne (Cai i in., 2011). Zaobsermvmwtake, ze dtugoterminowe
stosowanie AzaC mme prowadzi do uzigliwienia ostrej biataczki promielocytowej
(APL) w modelu mysim, prawdopodobnie poprzez hiptyhaeje powodujca
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aktywacg onkogendéw czy niestabilé® chromosoméw (Scaglioni i in., 2011). Inne
badania pokazatye zwhzek ten wptywa na ekspregjendw znajdujcych w aktywnej
chromatynie, ktdrych promotory nie ulegly wéameejszej hipermetylacji (Komashko i
Farnham, 2010). Wykazanae AzaC blokuje metylagj tRNA poprzez inhibigj
DNMT2, co mae wiaza sSig z prawdopodobnym hamowaniem innych RNA
metylotransferaz oraz wpitywana struktug i funkcjonowanie RNA (Schaeffer i in.,
2009).

Anomer AzadC -o-5-aza-2'deoksycytydyna wykazujezaza aktywnaé w
poréwnaniu do amonerg, poniewa nie mae by inkorporowany do DNA. Zwizek
ten jest take mniej toksyczny. Hamuje jednak aktywaé®NMT1, co potwierdzono na
komodrkach mysiej biataczki L1210 i ludzkich komdckabiataczkowych CCRF-CEM
(ang.human T-cell lymphoblast-like cell ling~erguson i in., 2011).

Analizowany byt take wptyw dinukleotydu S110 (5-Aza-CpG) na reakcj
metylacji. Stabilné¢ oraz cytotoksycznig tego zwazku byta poréwnywalna z AzadC.
Azacytydyna w S110 nie ulega deaminacji, co potdng mae wydtwy¢ okres
pottrwania tego zwaizku i jego biodosipnas¢. Zwiazek ten hamuje aktywisé DNMT1
wedtug tego samego mechanizmu jak decytabina (Berguin., 2011).

Nizsza toksyczndcia | wyzszg stabilngcia w roztworach wodnych
charakteryzuje 8i5,6-dihydro-5-azacytydyna (DHAC) (Beisler i in976; Beisler i in.,
1977; Presant i in., 1981; Stopper i in., 1995niBwa wyniki uzyskane w etapie | i Il
byly przeciwstawne i nie zauwano istotnego wplywu DHAC na demetylagi16™*?
w mesotheliomie, zaprzestano zatem adad tym zwizkiem (Curt i in., 1985;
Fergusoniin., 2011).

Lepszy efekt uzyskano dla 5-fluoro-2’deoksycytydyfisdC). Podstawienie
fluorem atomu wodoru przy C5, blokuje migvos¢ odtworzenia wizania podwojnego
pomigdzy atomami C5 i C6 i ogkzenie enzymu (Ryc. 6B) (Eidinoff i in., 1959;
Gowher i Jeltsch, 2004). Zwaek ten wykazuje wielokierunkaw aktywnaé
metabolicza zwiagzam z deaminag do 5-fluorourydyny w komdrkach ssakéw, co
ogranicza jego zastosowanie w terapii epigenetyc¥mo i Jones, 2006; Ferguson i
in., 2011).

Inny analog cytydyny, zebularyna (1-beta-D-ribofwrayl-2(1H)-pirymidyna),
pozbawiona jest egzocyklicznej grupy aminowej, @yaaicza jej oddziatywanie z
guanozymn, obniajac tym samym energiwiazania DNA z enzymem (Gowher
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i Jeltsch, 2004). Zwrek ten pierwotnie zostal scharakteryzowany jakateskzny
inhibitor deaminazy cytydynowej. Zaletzebularyny jest stabildé w srodowisku
obojgtnym i kwanym oraz mniejsza toksyczstow stosunku do linii komorkowych hi
5-azanukleozyddw, co stwarza potenciamazliwos¢ doustnego przyjmowania tego
leku (Cheng i in., 2003). Ponadto w badaniach nand&®ach nowotworowych
obserwowano znaczne ograniczenie wzrostu komorek vptywem zebularyny w
poréwnaniu z lin fibroblastow. Byto to efektem zwkszonej aktywacji ekspresji genu
p21, ktérego produkt hamuje proliferacfCheng i in., 2004). Ze wzglu na znacznie
wyzsza aktywna¢ kinazy urydynowo-cytydynowej w komérkach nowotwesah,
zebularyna jest inkorporowana do DNA w ekézym stopniu i w komodrkach
prawidtowych (Cheng i in. 2004). Oprécz hamowarkéyanosci DNMT1 zebularyna
wplywa na hamowanie wzania MBD oraz zmienia profil acetylacji histonow.
Wykazano,ze zwhzek ten ma wiiwosci antymitogenne i angiostatyczne (Cai i in.,
2011). Istotn wadh jest jednak jego niska biodephas¢, co powoduje konieczgd
stosowania milimolowych eten w celu uzyskania atenia terapeutycznego w
surowicy krwi (Holleran i in., 2005). Ponadto wykam,ze jest ona wysoce mutagenna
dla komérekk. coli(Lee i in., 2004).

W celu obnienia wysokie] toksyczriai AzadC wynikajcej z wbudowania do
tancucha DNA, zostata ona wprowadzona w dzigsnukleotydowy oligomer DNA o
strukturze helisy zamketiej na kaicach przez dwie ¢gble. Czsteczka ta wize sk
kowalencyjnie z DNMT1 (Vives i in., 2004; Kuch i.jn2008). Jej charakterystyczny
ksztalt ma na celu przedienie okresu poéttrwania w surowicy pacjenta (Kucim.i
2008). Wykazanoze zwizek ten wydajnie wnika dagra komoérkowego powodag
znaczne obrenie aktywnéci proliferacyjnej komérek. Jednoczree pozbawiony jest
toksyczndci charakteryzujcej wolm AzadC. Powstawanie kompleksu dodekamer-
DNMT1 potwierdzono w badaniacdh vitro (Kuch i in., 2008).
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Rycina 6. A- Cel terapii epigenetycznej. Zastosowanie inhibor@NMT1 ogranicza
aktywnd¢ tego enzymu. Demetylacja promotoréw wyciszonychéwe np. supresji
nowotworowej prowadzi do ich aktywacB- Mechanizm inhibicji DNMT1 przez pochodne
nukleozydowe. Przyczynworzenia st trwatego kowalencyjnego kompleksu enzym-DNA jest
zasgpienie w cgsteczce AzadCagla akceptorowego bardziej elektroujemnym atomentuaz
Zwigksza to elektrofilowsa atomu C6, co utatwia atak grupie tiolowej enzyMu.obecngci
SAM, grupa metylowa przenoszona jest na N5, jedrakjest protonu, ktory niegbiny jest do
uwolnienia enzymu i odtworzeniaqgeania podwojnego pordzy atomami 5 i 6. 5-fluoro-2'-
deoksycytydyna ma atom fluoru zamiast protonu pteynie C6, ktéry w procesie metylacji
zastpowany jest grup metylowg. Poniewa atom fluoru jest stap grupg odchodzcyg, jego
obecn@¢ hamuje procesp-eliminacji i uwolnienia enzymu. Zebularyna hamupNA
metylotransferaz poprzez tworzenie wzania kowalencyjnego w napstwie ataku cysteiny na
C6. Mimo obecndti protonu przy atomie C5 procegkeliminaciji nie zachodzi. Wynika to z
braku grupy 4-aminowej powodujego przesuniecie reakcji w kierunku tworzenia Keksu
enzym-DNA. Glu- reszta kwasu glutaminowego motywlu Bt akceptor wodoru
(prawdopodobnie reszta argininy motywu VIII lub bddzca grupa tiolanowa lub grupa
fosfodiestrowa) (Gowher i Jeltsch, 2004).
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Analizowany jest efekt terapiad¢zonej, w ktérej wykorzystywane emhibitory
nie tylko DNMT1, ale take innych enzymow biacych udziat w regulacji
epigenetycznej, w tym deacetylaz histonow (HDAG3dnbczesne podanie dwoch
typow inhibitorow podnosi skuteczfio dziatania zwizkow hamujcych aktywnéc
HDAC. Zaobserwowano tak, ze zastosowanie inhibitorow HDAC prowadzi do
aktywacji gendw, ktorych promotory pozosgthjpermetylowane (Raynal i in., 2012).

Oznacza toze metylacja nie unienitiwia ekspresji gendw i nie zapobiega ich
aktywacji w wyniku remodelowania chromatyny, a jedmesne zastosowanie obu
typow inhibitoréw zwgksza szanse na aktywaadjyciszonych gendéw supresorowych
(Raynal i in., 2012).

W badaniach klinicznych wykazanoze terapia d4czona (inhibitory
DNMT1/HDAC) zahamowata lub ograniczyta wzrost nowotu u 8 z 28 pacjentow.
Jednake oznacza toze u ok. 2/3 pacjentéw terapia ta nie zakoyta s¢ sukcesem.
Tlumaczone jest to stababsorpcj lekbw do zmienionej tkanki i/lub mutacjami
wywotanymi przez wczaiejsz chemioterap, ktére spowodowaty nabycie odpo#cd
na leki, ktorych miejscem docelowym jgdra komorkowe (Kaiser, 2010).

Obecnie prowadzonych jest ponad 30 Ihaddinicznych zwhzanych z
zastosowaniem terapii azanukleozydami wapoéniu z standardawchemoterapi lub
inhibitorami HDAC np. AzaC i inhibitor HDAC (romigesyna) w leczeniu
zaawansowanych guzoéw litych (Martinet i in., 2012).

Druga grupa inhibitorbw DNMT1 obejmuje zyzki blokujace centrum
aktywne enzymu, ktore nieaspochodnymi nukleozasad (Ryc. 7 i 8). Jegj
przedstawicielem jest RG-108. Zaek ten znacgo obnia poziom metylacji genomu
i nie wykazuje aktywngci cytotoksycznej. Jego zastosowanie jest jednaknicgone
ze wzgkdu na wysok hydrofobowd¢ (Brueckner i in., 2005; Stresemann i in., 2006).

Pod lktem inhibicji kompetycyjnej DNMT1 badano tak stabilm w
roztworach wodnych hydralazgnktora charakteryzuje esiniska cytotoksycznécia.
Hamuje ona wzrost komorek nowotworowychvivo powoduac aktywacg ekspresji
genu APC poprzez jego demetykacW badaniachn vitro pokazano jednak #6a
wrazliwos¢ nowotworowych linii komdrkowych na ten zaziek (Song i Zhang, 2009).
Hydralazyna przeszta pozytywnie | etap ha#inicznych. W Il etapie testowana jest
aktywnas¢ tego zwazku w pohkczeniu z standardanchemioterapi cytotoksykami (Cai
iin., 2011).
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Poszukujc efektywnych terapeutykéw analizowano #akanalogi SAM
pozbawione grupy metylowej. Przyktadem jest singina, ktorej stata inhibicji (K
dla metylotransferazy EcoRI wynosi 10nM. Mechanidamtania tego zwizku polega
na trwatym wazaniu enzymu z DNA (Reich i Mashhoon, 1990). Efektziatania tego
typu zwiazkéw s mutacje wywotane deaminagjnC do T (Zingg i in., 1996).

Podejmowane ss rowniez préby blokowania dogpu metylotransferazy do
sekwencji docelowej na DNA. W tym celu wykorzystige zwiazki wiazace s¢ do
dinukleotydow CpG. Wiiwosci takie wykazuy pochodne kwasu 4-
aminobenzoesowego: prokaina, stosowana j&lamlek miejscowo znieczulgy i
prokainoamid, lek antyarytmiczny (Villar-Garea 1.,ir2003; Stresemann i in., 2006).
Prokaina powodowata obim@nie poziomu metylacji DNA w ludzkich komorkach
nowotworowych (linia nowotworu piersi MCF-7). Stegana w sizeniu 2mM
wykazywatasredni indukci apoptozy. Byla jednak dobrze tolerowana przez k&mo
(Stresemann i in., 2006).

Przyktadem inhibitora niekompetycyjnyego jest padin chinoliny (SGI-1027).
Zwiazek ten charakteryzuje ¢siwysolky liofilowoscia. W analizie jego wptywu na
komoérki H4IIE | HCT116 wykazano demetylacjendw supresji nowotworowej pl6,
MLH1 i TIMP3, a take kierowanie DNMT1 do degradacji w proteasomach.
Obserwowano tate inhibicg wzrostu przy braku cytotoksyczsw i aktywacii
apoptozy, a tate nieznaczny tylko wzrost ggenia biatka GSH — markera stresu
oksydacyjnego (Datta i in., 2009; Ferguson i i@1D).

Ze wzgkdu na spodziewan niska cytotoksyczné¢, inhibitorow DNMT1
poszukuje s takie wsréd zwiazkoéw pochodzenia naturalnego (Liu i in., 2009).
Przyktadem jest psammaplina, pochodna bromotyrozymyskiwana z gpki P.
purpureg ktora inhibuje aktywn@ DNMTL1 in vitro (Pifia i in., 2003). Wydaje gize
elementem niezlinym w procesie inhibicji DNMT1 jest bisulfidowyadznik
przytlaczony do grupy hydroksyiminoamidowej. PsammaplinainAibuje wszystkie
DNMT i deacetylazy histonow, natomiast psammapli@awykazuje specyficzn
aktywnas¢ tylko w stosunku do DNMT1 (Pifia i in., 2003). Neganym aspektem
dziatania psammapliny A jest ograniczanie aktyendakze innych enzymow na
przyktad topoizomerazy Il (Kimiin., 1999).
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Jednym z najszerzej badanych @tiéw naturalnych jest galusan
epigalokatechiny (EGCG)eldacy gtownym polifenolen zielonej herbaty (Fang i, in.
2003). Pokazano,ze powoduje on spadek metylacji DNA w komodrkach
nowotworowych i wzrost transkrypcji genow supresjivotworowej (Fang i in., 2003).
Za pomog modelowania komputerowego wykazan® EGCG potencjalnie nmie
oddziatywa& z wanymi Kkatalitycznie resztami DNMT1, ktorych zadaniejast
stabilizacja struktury helisy DNA w czasie reakajetylacji poprzez oddziatywanie z
cytozyma (Fang i in., 2003). Inne badania nie potwierdzaptywu EGCG na metylag¢j
DNA w komorkach (Stresemann i in., 2006). Wystmi natomiast hipotez ze
inhibicja DNMT1 w liniach komérkowych jest skutkienstresu oksydacyjnego
wywotanego przez EGCG. Wykazano bowiese EGCG ulega deprotonacji w
srodowisku obajtnym i zasadowym (pH 6,8-7,8), czego efektem jeswgtawanie
anionorodnika ponadtlenkowego (*Q2téry nast¢pnie uczestniczy w reakcji Fentona.
W jej wyniku tworz sig toksyczne rodniki hydroksylowe *OH. Oznacza towgsyw
EGCG na metylagj jest pdredni (Nakagawa i in., 2004; Elbling i in., 2005;
Stresemann i in., 2006).

Innym przyktadem aktywnego =zwzku pochodzenia #innego jest
kurkumina, polifenol wysfpujacy w ostryu (Curcuma longa Zwiazek ten
charakteryzuje siniska wartascia IC50 (30nM) dla prokariotycznego enzymu Sssl, a
modelowanie komputerowe wskazuje, potencjalne me on oddziatywa w obrbie
miejsca katalitycznego DNMT1. Kurkumina a#e st do ponad 30 mnych biatek,
przez co blokuje wiele szlakow przekazywania sygwat proliferacg komorek,
inwazyjnag¢ oraz zdolné do metastazy i angiogenezy komoérek nowotworowych.
Wykazuje take wiaciwosci antyoksydacyjne i przeciwzapalne. Niska biogiostsé
spowodowana jej stab absorpcgy w jelitach oraz krotkim czasem potowicznej
eliminacji z organizmu (1,45h) nie pozwala na b&rpdnie wykorzystanie w terapii
nowotworéw (Kunnumakkara i Aggarwal, 2008; Liu i,i2009).
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Rycina 8. Inhibicja DNMT1. 5-azacytydyna, 5-aza-2’-deoks$ydyna, zebularyna uleggj
wbudowaniu w tacuch DNA, a nasgpnie hamuj dziatanie DNMT1 poprzez tworzenie
trwatych komplekséw z tym enzymem. Prokaingaqwise z sekwencjami CpG blokuje dgst
DNMT1 do tych sekwencji. RG108 i sinefungina blgkgentrum aktywne hamyg
katalizowam przez niego reakgj 2'dR — 2-deoksyryboza, R- ryboza (Brueckner, i2607).

3.7. Inhibitory UHRF1

Odkrycie udziatu biatka UHRF1 w procesie metylagjzszerza potencjalne
cele dla poszukiwa nowych terapeutykdw przeciwnowotworowych. Gieaie
struktury krystalicznej domeny SRA biatka UHRF1 atna maliwos¢ modelowania
inhibitorow tego biatka blokapych kieszé wiazaca m°C. Jednake celem dla
terapeutykéw magby¢ takze domeny PHD i RING wizace s¢ do metylowanej H3K9
i E3 ligazy ubikwitynowej. Kombinacja inhibitorow afe wkksze szanse na
zahamowanie funkcji UHRF1 (Unoki i in., 2009).
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3.8. Analiza zal@nosci pomiedzy struktur g i wkasciwosciami fizyko-chemicznymi a

aktywnoscia zwigzkow

Wspoiczesne metody poszukiwania specyficznych itdribv w duzej mierze
wspomaganeasanaliz wtasciwosci fizykochemicznych zwizkow, ktore wpltywaj na
sit¢ wigzania do enzymu (Copeland, 2000). Oddziatywanie ipdmy ligandem a
enzymem wymaga odpowiedniego dopasowania przesggenczsteczki do miejsca
wiazania, przy czym oba sktadniki powinny przyjmawstruktury o niskiej energii
konformacji. Wana role odgrywaj wiazania wodorowe tworre sé pomidzy
biatkiem a inhibitorem. Konsekwengcjzrostu ich ildci jest silniejsze oddziatywanie
migdzy nimi. Istotne @ takze oddzialywania przeciwnie natadowanych grup
funkcyjnych czy te grup lipofilowych inhibitoréw w olgbie kieszeni hydrofobowej
enzymu (Bohm i Klebe, 1996). Tworzenie kbmpleksu enzym-inhibitor zwzane jest
takze z lipofilowdscia zwiazkow i resztami hydrofobowymi w centrum aktywnym.
Oddziatywania hydrofoboweaswynikiem uwolnienia czsteczek wody znajdagych
sig¢ w centrum aktywnym (nie twogzz nim whzah wodorowych) w wyniku wjzania
inhibitora. Obserwuje si zalenos¢ liniowa pomigdzy iloscia oddziatywa
hydrofobowych oraz wizan wodorowych a statwiazania inhibitora (Bohm i Klebe,
1996).

Wiasciwosci fizykochemiczne zwizkéw odgrywaq istotm role w procesach
absorpcji i dystrybucji leku w organizmie. Badaialeznosci pomigdzy struktug a
funkcja  doprowadzity do sformutowania  kryteriow, ktorych penienie
uprawdopodabnia zastosowanie zzku w leczeniu. Tworg one regu} Lipinskiego
tzw. reguta 5-ciu, a zwkek, ktory j spetni, powinien cechowasic MW< 500 Da,
logP< 5, Hd< 5, Ha< 10 (Lipski i in. 1997). Pozwalajona na wyselekcjonowanie
zwiazkéw biodostpnych, cechujcych s¢ wysokim poziomem przenikalda przez
btony oraz odpowiedni absorpci, dystrybucg, metabolizmem, wydalaniem z
organizmu i nisk toksyczndécia (ADMET). Nalezy jednak pamitac, ze regula ta
stanowi tylko wskazéwk i okoto 20% wszystkich lekow nie spetnia co najajri z
tych zasad (Lipiski i in., 1997).

Lipofilowos$¢ zwiazkdéw, wynikapca z hydrofilowdci/hydrofobowdci i
polarndci, okreslana jest za pomacwspotczynnika ich rozdziatu poruzy uktadem

rozpuszczalnikdw: polarnym-niepolarnym (woda-octanbogP (logarytm z warkwi
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rozdzialu pomgdzy obie fazy) jest jednym z najgziej analizowanych parametrow
SAR i wydaje st by¢ najwaniejszym, gdy nawet jgéli lek nie spetnia pozostatych
zasad, najagciej wartdg¢ LogP jest nisza nk 5. Sredni wartdicia tego parametru
wsrod lekéw jest 0 (Ganesan, 2008; Grabowski i i008). LogP okréa zdolna¢
zwiazkobw do przenikania przez btony biologiczne, a jeggsokie wartéci (leki
wysoce lipofilowe) oznaczajnajczsciej nisky biodostpnas¢. Powodem jest wrzanie
sic do bton komorkowych i utrudniona dystrybucja $sodowisku hydrofilowym
(Grabowski i in., 2008). Ponadto wysoka lipofilos¢aviaze sk z nisky polarndcia, co
wydtuza ich okres pottrwania i wymaga transformacji proelpowiednie enzymy do
form bardziej polarnych, aby lek mogtdysunety do moczu w czasie filtracji krwi w
nerkach (Grabowski in., 2008).

Polarne pole powierzchni (PSA angolar surface arep wydaje s¢ by¢
drugim najistotniejszym parametrem wplya@m na biodospnos¢ czasteczek. Na
podstawie analizy SAR zwikéw znajdujcych sé w Swiatowym Indeksie Lekow
(ang. Word Drug Inde) potwierdzono,ze znaczca wkksza¢ z nich cechowata si
wartdicia PSA <140A, co korelowalo z wysgkbiodostpndicia. Powyzej 250A
zwiazki cechuy sie niska biodostpnascia zwiazara z nisky dystrybucy i mozliwoscia
przenikania przez btony komdrkowe. tPSA (at@pological polar surface argaest
pochodn PSA, otrzymywasm na podstawie analizy gtownych podstawnikow aakow
(Ertl i in., 2000; Grabowski i in., 2008). ParameéRSA liczony jest jako suma
powierzchni molekularnych (van der Waals’a) atomgelarnych, takich jak np. tlen,
azot i zwhzanych z nimi atoméw wodoru. Wskazuje on powierzghktdra zwiazek
bedzie s¢ wiazatl z danym biatkiem. Uznawany jest rowniea dobry wskanik
absorpcji jelitowej, przenikaloi przez btony, w tym tate przez barier krew-mozg
(Kumar i in., 2010).

Obecné¢ atoméw lrdacych donorami lub akceptorami azen wodorowych
wplywa na rozpuszczal§é zwiazkbw w wodzie, transport przez btony i dystrylaue;
organizmie. Aby zwizek cechowat si odpowiedm biodosgpnaicia powinien
posiadé nie wiccej niz 5 donorow wizan (Hd) (atomow tlenu lub azotu) oraz nie
wiecej niz 10 akceptorow (Ha) tych waan (Kumar i in., 2010).

Wplyw na biodostpnas¢ zwiazkédw ma take ich masa csteczkowa, ktéra nie
powinna przekracza500Da. Istotna jest rownieilos¢ wiazan rotujacych, ktorych
obecnd¢ utatwia zmiag konformacji i dopasowanie zwzku do kieszeni wizacej.
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Sa one definiowane jako kde wihzanie pojedyncze (nie w pieieniu), z wyjatkiem
wiazan z atomami aizkimi oraz whzania amidowego C-N, ktére ma charaktesaania

podwojnego. Wgkszas¢ lekdw ma od 0 do 12 wzan rotujacych (Kumar i in., 2010).
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4. Materiaty i metody

4.1. Wykaz materiatdw stosowanych w pracy

4.1.1. Waniejsze odczynniki, enzymy oraz zestawy gotowych czynnikow

Tabela 1. Zestawienie odczynnikow chemicznych i biochentozmykorzystywanych w pracy.

standard (marker) wielkoi DNA (1 kpz)

Odczynnik Producent
Zestaw do izolacji plazmidowego i genomowego DNA A&A Biot
zestaw do oczyszczania DNA po reakcjach enzymayptrt
Kolumienki NucAway Spin ze zi@m typu Sephadex Ambion
Kinaza polinukleotydowa z faga T4 Amersham Pharmci

Paywka DMEM ATCC

Bacto-Agar, Bacto-Trypton, ekstrakt ddiowy Disco
Enzymy restrykcyjne: Mspl, Hpall, Fermentas

[y->“P]JATP Hartmann Analytic
Pazywka OPTIMEM, FBS Invitrogen
["H]SAM PerkinElmer
Zestaw do izolacji plazmidowego DNA, Qiagen
agaroza wzbogacona niklem
Kwas borowy, bursztynian sodu, chlorek magnezwgretl Sigma
potasu, chlorek wapnia, chlorek sodu, cytryniarus&DTA,
wodorotlenek sodu, wodorotlenek potasu, glukoza SaMm
ATP, paywki RPMI-1640 Medium i DMEM, MTT
PMSF (fluorek fenylometylosulfonowy) Serva
Tabela 2. Enzymy stosowane w pracy.
Enzym Producent
DNA metylotransferaza CpG (Sssl) NEB
Kinaza polinukleotydowa z faga T4 Amersham Pharmgci
Nukleaza mikrokokalna Sigma
Fosfodiesteraza Il zdedziony Sigma
Apyraza Sigma
Enzymy restrykcyjne Nrul, Hpall, Mspl Fermentas
Nukleaza P1 Sigma
Ulpl (proteaza SUMO) Sigma
Glikozylaza foramidopirymidynowa (FPG) Sigma
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4.1.2. Zwhzki niskoczasteczkowe

Zwiazki pochodzity z:

* Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN:
Pracowni Chemii Biookoniugatéw (zwaki nr 1-27, 32, 35, 37, 39)
Pracowni Analogéw Nukleotydow i Oligonukleotyddw\zzki nr 41, 43, 44, 45, 46, 48)
Pracowni Chemii Nukleozydow (40)

» Uniwersytetu im. A. Mickiewicza, Wydziat Chemii:
Pracowni Chemii Nukleozydéw i Nukleotydéw (zwek nr 49)

» zwiazki dostpne komercyjnie (zvizki nr 28, 29, 30,31, 33, 34, 36, 38, 42,
47,50, 51, 52 (Sigma, Olchemim)

4.1.3. Oligodeoksyrybonukleotydy

Jednoniciowe oligodeoksynukleotydy (Tab. 3) syrdetyane byty w Instytucie
Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie i Instytuci€hemii Bioorganicznej PAN w

Poznaniu.

Tabela 3. Zestawienie oligodeoksyrybonukleotyddw stosowawypgtacy.

Nazwa Sekwencja zapisana od kea 5'do 3’

T7 start| TAATACGACTCACTATAGGG

T7 stop| GCTAGTTATTGCTCAGCGG
34A | GN’CGCONM’CGCATGGGN CGATMCGATGGGCANCGCATM CGG
34B | CCGATGCGGGCCCATCGATCGCCCATGCGGGCGC
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4.1.4. Plazmidy

W badaniach wykorzystano 2 typy plazmidow:

. pUC18 - plazmid wysokokopijny, przystosowany do [ania w
szczepieE. coli NovaBlue w obecnii ampicyliny (50pg/ml). Plazmid zawiera 156
potencjalnych miejsc metylacji CpG,

. pPET28a - plazmid ekspresyjny, zawiej promotor dla T7 polimerazy
RNA przystosowany do ekspresji w obegtiokanamycyny (60ug/ml) w szczepie
coli BL21-CodonPlus(DES3)-RIL.

4.1.5. Materiat biologiczny

. SzczepyE. coli:

Escherichia coliNovaBlue (Novagen) — szczep bakteryjny zapewniaj
wysoka wydajna¢ transformacji metagszoku cieplnego.

Escherichia colBL21-CodonPlus(DE3)-RIL (Stratagene) — szczep dagity
zapewniajcy wysolk ekspresj biatek heterologicznych, di obecndci dodatkowych
genéw dla tRNA: argU (tRNA® rozpoznajce kodony AGA, AGG), ileY (tRNA,
AUA), leuW (tRNA"®", CUA) kodowanych na plazmidzie pACYC zawie@jm gen

opornaci na chloramfenikol.

. Eukariotyczne linie komorkowe:

W badaniach wykorzystano: linie komorek nowotworotvyz raka szyjki
macicy (HelLa), glejaka wielopostaciowego (U118)jelikomdrkows wyprowadzon z
ludzkich komdéreksrédbtonkowych nerki (HEK293) oraz komorki nowotwargelita
grubego: HCT116 p53 +/+ i p53 -/- i CaCo-2. Ekspeenty z wykorzystaniem linii
HCT116 i CaCo-2 przeprowadzone zostaty w Molecaad Enviromental Biology
Centre, Biology Departament, Minho University, Baagortugalia.
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4.1.6. Paywki, bufory i roztwory

. Pazywki:
Pazywka LB ptynna
1% Bakto-Trypton

0,5% ekstrakt dradzowy
1% NacCl

Pazywka LB stata

1% Bakto-Trypton
0,5% ekstrakt dradlzowy
1% NacCl

1,5% agar

Pazywka SOC

2% Bakto-Trypton
0,5% ekstrakt dralzowy
0,5% NacCl

2,5mM KCI

20mM glukoza

Pazywke sterylizowano przez autoklawowanie.

temperatury 50°C.

50xM

1,25M NagHPQ,
1,25M KH,PQ,
2,5M NH,CI
0,25M NaSO,

Pazywka MDG
400u! 1M MgSQ
100pl zestaw soli
2,5ml 40% glukoza
10ml 5% asparaginian
4ml 50xM
183ml HO
60
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Paywka ZY

10g Bakto-Trypton
5g ekstrakt dradzowy
1000ml HO

50x5052
25g glicerol
2,5¢g glukoza
10ga-laktoza
75ml H,0

Zestaw soli
50uM FeC} (rozpuszczone w 0,1M HCI)
20uM CaC}
10uM MnCkg
2uM ZnSQ
2uM CoCh
2uM CuCh
2uM NiICl,
2uM NaMoO,
2uM NaSeQ
2uM H:BO;

Pazywka autoindukcyjna ZYM-5052
479ml paywka ZY

1ml 1M MgSQ

100l zestaw soli

10ml 50x5052

10ml 50xM

Pazywki do hodowli linii komoérkowych

RPMI-1640 Medium (Sigma)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Sigma)
DMEM (Dulbecco’s Midified Eagle Medium) (ATCC)
OpitMEM (Invitrogen)
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Pazywki uzupetnione byly 10% ptodawsurowia bydlgca (FBS), 1% roztworem antybiotykow

oraz 1% mieszaninwitamin.

. Bufory:

Bufor 10x TBE pH 8,3
0,5mM Tris-HCI pH 8,3
0,5mM HBO;

10mM EDTA pH 8,0

Bufor obchzajacy 2x stzony do elektroforezy kwaséw nukleinowych welach
poliakrylamidowych

2mM Tris-HCI pH 7,5

4% glicerol

0,2% bromofenol

0,2% ksylencjanol

Bufor obchzajacy 6x do elektroforezy kwaséw nukleinowychzelach agarozowych
30% glicerol

0,25% bromofenol

0,25% ksylencjanol

1x TBE pH 8,3

Bufor obchzajacy do elektroforezy biatek
25mM Tris-HCI pH 6,8

0,8% SDS

2mM DTT

0,1% bkkit bromofenolowy

20% glicerol

Bufor bursztynianowy 2x stony

1M bursztynian sodu pH 6,3
20mM CaC}
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Bufor bicynowy 10x sfzony
100mM bicyna-NaOH pH 9,7
100mM MgC}

100mM DTT

10mM spermina

Bufor lizujacy pH 10

2,5M NaCl

100mM NaEDTA

10mM Tris-HCI

NaOH do osigniecia pH roztworu 10 (ok. 8g/1l)

1% Triton-X100 (dodawany #przed wyciem buforu)
Bufor przechowywany w temp. 4°C

Bufor do elektroforezy biatek naelu PAA 1x s¢zony
25mM Tris-HCI pH 8,3

0,1% SDS

0,2M glicyna

Bufor hybrydyzacyjny 5x gtony
250mM Tris-HCI pH 8
5mM EDTA

Bufor do rozciéczenia FPG
50mM HEPES pH 7,6
10% glicerol

250mM NacCl

1mM EDTA

1mM DTT

Bufor do reakcji z FPG 10xgtony
0,5M Tris-HCI pH 7,5

0,5M KCI

20mM EDTA
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Bufor do sonikacji bakterii
100mM bufor fosforanowy pH 7,4
0,6 M NaCl
0,2%p-merkaptoetanol

1% glicerol

PMSF 40mg/ml

Bufor Al

0,02M imidazol
0,1M Tris-HCI pH 7
0,05M NacCl

Bufor A2

0,1M imidazol
0,1M Tris-HCI pH 7
0,05M NacCl

Bufor A3

0,2M imidazol
0,1M Tris-HCl pH 7
0,05M NacCl

Bufory dostpne komercyjnie:

Bufor do DNA metylotransferazy Sssl NEBuffer 2 Kxxony (NEB)

Bufor do kinazy polinukleotydowej faga T4 10x&iny (Amersham Pharmacia)
Bufor PBS pH 7,4 1x stony

Bufor do hydrolizy proteagUIpl 10x stzony

Bufor Tango do hydrolizy enzymem Hpall10xz&iny

. Roztwory:

Roztwor do elektroforezy w ¢eie kometkowym pH 13
300mM NaOH
1mM NgEDTA
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Roztwor do barwieniaeli biatkowych
50% metanol

10% kwas octowy

1,25% btkit Coomassie Brillant Blue

Roztwor do odbarwianizeli biatkowych
10% kwas octowy

40% metanol

Faza ruchoma izomastowa

kwas izomastowy/amoniakdd (66/1/17)

Faza ruchoma fosforanowa

0,1M fosforan sodowy pH 6,8/siarczan amonu/ alkahptopylowy (100ml/60g/1,5ml)

Roztwor scyntylacyjny

1l toluen

49 2,5-difenylooksazol (POP)

0,29 1,4-Bis(5-phenyl-2-oxazolyl)benzene (POPOP)

4.1.7. Waniejsza aparatura stosowana w pracy

Aparaty do elektroforezy (Kucharczyk, BioRad)

Czytnik mikroptytek Synergy?2 (Biotek)

Kasety do autoradiografii z ekranem wzmacggin (FujiFilm)
Komora z przeptywem laminarnym Biohazard Il — mofielban (Sterile)
Inkubator CQ (New Brunswick, model Galaxy 170S)

Licznik scyntylacyjny (Beckmam-mate 1)

Sonikator Vibra-cell (Sonics)

Spektofotometr NanoDrop

Suszarka daeli (Biometra)

System dokumentacjeli GelDoc (UVP)

pH-metr pH213 Microprocessor pH Meter (Hanna Irstents)
Urzadzenie odwzorowadie FLA-5100 (FujiFilm)

Wytrzasarka orbitalna IKA KS 130 Basic

Wytrzasarka powietrzna do hodowli bakteryjnych (New Bruitk)
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4.2. Metody rozdziatu i analizy oligodeoksyrybonukéotydéw

4.2.1. Elektroforetyczny rozdziat kwasow nukleinowgh w natywnym zelu

poliakrylamidowym

Oligodeoksyrybonukleotydy i produkty ich hybrydyig@dsDNA) analizowano
w 20% zelu poliakrylamidowym o wymiarach 10x10cm i grébo 0,4mm przy
natzeniu 30mA w temperaturze pokojowej. Elektrofaregrowadzono w buforze
1XTBE. Proby naktadano neel w buforze obeizajacym do kwasow nukleinowych w
stosunku 1:1 (Ausubel iin., 1994) .

Tabela 4. Przygotowanieelu poliakrylamidowego do analizy kwaséw nukleincwy

Sataki 20%
30% akrylamid/bisakrylamid (19:1) 67 ml
10 x TBE 10 ml
H.O Do 100 ml
10% APS 700ul
100% TEMED 35l

4.2.2. Elektroforetyczny rozdziat kwasoéw nukleinowgh w zelach agarozowych

Plazmidowy lub genomowy DNA (500-1000ng) izolowarzy hodowli
bakteryjnych lub linii komorkowych oraz kompleksy ialkowo-
oligodeoksyrybonukleotydowe analizowano w 0,5 — 28ach agarozowych o
wymiarach 10cm x 10cm i 15x13cm grebn0,5 lub 1cm w obecrioi BrEt. Przed
rozdzialem elektroforetycznym preparaty aebeno 1/6 ohjtosci buforu do
elektroforezy agarozowej. Rozdziat prowadzono womg 1x TBE przy nageniu
pradu 25-50mA w temperaturze pokojowej lub chtodniG®iv obecnéci markeréw
wielkosci DNA 1kpz (Fermentas) (Ausubel i in., 1994).

Tabela 5. Sktadzeli agarozowych.

Sktadniki 0,5% zel agarozowy 2%zel agarozowy
Agaroza 0,259 1lg
1x bufor TBE 50 ml 50 ml
Bromek etydyny 0,pg/mi 0,5ug/ml
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4.2.3. ldentyfikacja kwasow nukleinowych wzelach i roztworze

Oligodeoksyrybonukleotydy i dsDNA identyfikowano naelu PAA
wykorzystupc roztwor bekitu toluidyny.

Znakowane radioaktywnie 5’monofosforany deoksyrylldeozydéw oraz
dsDNA analizowano za pomgc autoradiografii. Ekspozygj zeli lub ptytek
chromatograficznych prowadzono w temperaturze pmke] stosujc ekrany
odwzorowugce (ang.storage phosphore screerOptymalny czas ekspozycji ustalano
na podstawie pomiaru radioaktyws#eo prob poddawanych elektroforezie. Pomiaru
densytometrycznego dokonywano przyeiu urzdzenia odwzorowdgego FLA-5100
(FujiFilm) i oprogramowania Multi GaugeV3.0 (Ausulbé., 1994).

Plazmidowe i genomowe DNA welach agarozowych wybarwionych BrEt
wizualizowano wzbudzag fluoresceng swiattem UV przy pomocy systemu do
dokumentacjizeli GelDoc- Imaging System (UVP) (Ausubel i in.,949..

Stezenie kwaséw nukleinowych w probkach oznaczano nalstaevie
pomiaréw absorpcji przy dtudgoi fali A260 nm.

Przeliczniki stosowane do obliczeniagzgnia kwasow nukleinowych w
roztworach:

ssDNA: 1 OD/ml = 33ug/ml
dsDNA: 1 OD/ml = 5qug/ml

4.3. Znakowanie §-**P] ATP przy koncu 5 DNA

Radioizotopowe znakowanie-f°P] ATP polegato na fosforylacji koowej

grupy 5’OH substratowych ggteczek.

Tabela 6. Reakcja znakowania dsDNA.

Sktad mieszaniny reakcyjnej llasé
dsDNA (hybrydyzowane oligodeoksynukleotydy ) ugl
Kinaza polinukleotydowa T4- 5uf 1yl
Bufor do kinazy 10x il
[v->“P] ATP (6000Ci/mmol, 80mCi/ml) 0,5ul
H,O do 1Qu
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Otrzymany znakowany produkt (oligopDNA34AB) oczysaoe przy
zastosowaniu kolumienek wypetnionych z&#m typu Sephadex wchagzch w skiad
zestawu NucAway Spin Columns (Ambion) wedtug protokudosgpnionego przez
producenta. Pomiargienia oraz analizjakasci prowadzono jak w pkt. 4.2. (Ausubel i
in., 1994).

Tabela 7. Reakcja znakowania deoksyrybonykleozydéw.

Skifad mieszaniny reakcyjnej llaé
Deoksyrybonukleozydy 300ng
Kinaza polinukleotydowa T4- 30UV 0,08ul
Bufor bicynowy 10x 0,8l
1mM ATP 0,45ul
[y->°P] ATP 0,02ul
H.O 2,15l

4.4. Hodowle bakteryjne

4.4.1. Przygotowanie komoérek kompetentnych Eschetiga coli

Szczep bakterii E.coli NovaBlue Iub BL21-CodonPlus(DE3)-RIL
przygotowano do transformacji plazmidami pUC18 IpET28-6xHisSUMO-SRA
stosugc metod z wykorzystaniem chlorku wapnia. 100ml ptynnejzywki LB
inokulowano 1ml nocnej hodowli. Hodogviprowadzono w temperaturze 37°C z
wytrzasaniem 200rpm do wczesnej fazy logarytmicznego starbakterii Olgge= 0,5 -
0,6. Kultue wirowano 5 minut w 4°C z pdkoscia 4000rpm, osad zawieszano w 4ml
schiodzonego w lodzie 100mM chlorku wapnia, a¢pase inkubowano w lodzie przez
25 minut, po czym wirowano 5 minut w 4°C, 4000rpiKomorki kompetentne
zawieszano w 2ml 75mM roztworu chlorku wapnia zaajigego 25% glicerolu,
rozdzielono na 1Qd frakcje i zamrgono w ciektym azocie. Tak przygotowane bakterie

przechowywano w temperaturze -70°C.

4.4.2. Transformacja bakterii plazmidowym DNA metody szoku cieplnego

Do 100ul zawiesiny zawiergjej komérki kompetentne dodawano plazmid w
stezeniu 10-20ng/pl. Komoérki inkubowano 30 minut w laglza nasipnie 90 sekund w

42°C i ponownie w lodzie przez 2 minuty. Do tramsiowanych komorek dodano
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800ul pozywki SOC i inkubowano przez 1 godzinw temperaturze 3T z
wytrzasaniem 350rpm. Bakterie wirowano 2 minuty zdkoscia 4000rpm, osad
zawieszano w 200ul pgwki LB. 50ul zawiesiny bakteryjnej nanoszono nalkiz
Petriego z poywka stah LB zawierajca antybiotyk selekcyjny* i inkubowano 16
godzin w temperaturze 3Z. Nastpnego dnia otrzymywano pojedyncze kolonie
transformowanych bakterii.

* kanamycyna (60g/ml) i chloramfenikol (50ug/ml) w przypadku plazii
PET28-6xHisSSUMO-SRA i szczepu BL21-CodonPlus(DE3);R kanamycyna
(60pg/ml) dla plazmidu pET28-6xHisSUMO-SRA i szcadyovaBlue lub ampicylina
(200ug/ml) dla plazmidu pUC18 i szczepu NovaBlue

4.5. Izolacja plazmidowego DNA z hodowli bakteryjngh
4.5.1. Otrzymywanie plazmidu w matej skali

Pojedyncze kolonie transformowanych plazmidem bakp@zenoszono do
10ml ptynnej paywki LB z antybiotykiem selekcyjnym (kanamycyna 64@)/ml dlaE.
coli NoveBlue transformowanych pET28-6xHisSUMO-SRA) ytrmasano 14-16h w
temperaturze 3T z pedkoscia 250rpm. 3ml zawiesiny bakterii wirowano 1migut0
000rpm. Z uzyskanego osadu izolowano plazmidowy Di\Wykorzystaniem zestawu
odczynnikéw Plasmid Mini AX (A&A Biot) zgodnie z agem producenta. Wydajsod
izolacji wynosita okoto 5-10ug. &tenie otrzymanego DNA mierzono

spektrofotometrycznie przy diugm fali A260 nm.

4.5.2. I1zolacja plazmidu w duej skali

10ml ptynnej paywki LB z antybiotykiem selekcyjnym (ampicylina —
50ug/ml) inokulowano transformowanymi bakteriami mojedynczych kolonii i
wytrzasano 14-16 godzin w temperaturze®@7 250rpm. 100ml powki LB z
antybiotykiem (ampicylina — 50ug/ml) inokulowano [Lmocnej hodowli bakterii i
inkubowano w temperaturze 37°C z wyaniem 250rpm przez noc. Ngstie kultue
wirowano 15 minut w 4°C przy 4000rpm. Izolacjplazmidowego DNA
przeprowadzono wykorzyst zestaw odczynnikdw Plazmid Maxi Kit (Qiagen)

zgodnie z opisem dggzonym przez producenta. Wydagtiazolacji wynosita okoto
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500-600ug. Stenie otrzymanego DNA mierzono spektrofotometryczniey diugdci
fali A260nm. Czyst& otrzymanego plazmidu analizowano na podstawieustas
wartasci absorbancjA = A260/280.

4.6. Hydroliza plazmidu enzymami restrykcyjnymi

Reakcg hydrolizy enzymami restrykcyjnymi prowadzono w gbgci 20ul

przez 0,5-3 godziny. Produkt analizowano w Zslu agarozowym.

Tabela 8. Hydroliza DNA enzymami restrykcyjnymi.

Skiad mieszaniny reakcyjnej llgci
Plazmidowy DNA lg
Bufor do trawienia restrykcyjnego 10x ul2
Enzym restrykcyjny 2ul (20U/ul)
H.O do 2Qul

Analiza restrykcyjna z wykorzystaniem enzymow Meiplall przeprowadzona
zostata po metylacji plazmidu (1pug) za pomanzymu Sssl (4U) i daginego w
zestawie donora grupy metylowej S-adenozylo-L-nmétip (160uM) w czasie 1
godziny w temperaturze 37°C. Produkt metylacji absiczyszczony za pom@c
gotowego zestawu do oczyszczenia DNA po reakcjaclyreatycznych Clean Up Kit

(A&A Biot). Przygotowany plazmid poddano hydrolizezymatycznej.

4.7. Reakcja metylacji plazmidowego DNA katalizowaa przez prokariotyczna

metylotransferaze Sssl
4.7.1. Przygotowanie substratu reakcji

Plazmid pUC18 #&dacy substratem reakcji byt przygotowywany wedtug
procedury izolacji plazmidu w dej skali (pkt. 4.5.2.). $tenie plazmidu byto
oznaczane poprzez pomiar absorbancji pr2¢0nm, a czystg oceniona na podstawie
wartasci  stosunku A 260nm/280nm. Do eksperymentow wykorzystywane byty
plazmidy, ktérych A260/A280 wynosita 1,8. JAkdNA analizowana byta na 1%elu

agarozowym.
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4.7.2. Optymalizacja warunkow reakcji metylacji cybzynyin vitro

W celu wyznaczenia optymalnych warunkéw reakcji yleegi wyznaczone zostaty
wartasci  nastpujacych parametrow: ik substratu (DNA), stenie kofaktora
([*HISAM), ilos¢ jednostek enzymu U (Sssl) oraz optymalny czascieaReakcja
metylacji prowadzona byta w ajtpsci 20ul w temperaturze 37°C w buforze NEB
zawierajcym 10mM Tris-HCI pH 7,9, 50mM NaCl, 10mM MgCllmM DTT. llosé
substratu w reakcjach wynosito 0,1-1pgzehie PH]SAM - 0,1-25uM, ilgé¢ jednostek
Sssl - 0,5 - 4U, czas reakcji 5 — 180 minut. Reakgfta hamowana poprzez naktadanie
mieszaniny na filtr szklany GF/C (Whatman), a gaiste przeptukiwanie 3ml 10% i
2x3ml 5% zimnego TCA i 3ml 95% etanolu. Filtry sasa w temperaturze pokojowej i
umieszczano w szklanych fiolkach z 5ml roztworu néghacyjnego. Pomiaru
radioaktywnego produktu dokonywano w liczniku sgyatyjnym Beckmary-matell.
llo§¢ zmierzonych cpm przeliczona zostata na nmole wpdaenych grup Ckzgodnie

z wczdnie] wyznaczon eksperymentalnie zaleoscia:

1pmol PH]CH3; = 10nCi=5000cpm

Tabela 9. Reakcja metylacji in vitro.

Skiad mieszaniny reakcyjnej llasé
DNA (pUC18) 0,1-1ug
[°H]SAM (10Ci/mmol) 0,1-25uM
Sssl 0,5-4U
Bufor NEB 1x 2ul
H,O Do 20yl

4.7.3. Wyznaczenie wartéci Ky, i Vimax dla DNA i SAM metoda Lineweavera-
Burka

W celu wyznaczenia waroi parametréw kinetycznych Ki VmaxW uktadach
enzym — substrat i enzym - kofaktor przeprowadzemereg reakcji dla uzyskania
wartasci Vo (szybkad¢ pocatkowa) poszczegodlnych ¢gen substratu i kofaktora.
Reakcje prowadzone byly w czasie 0, 3, 5, 10 m{BNA) lub 0, 3, 6, 9, 12 minut
([*HISAM). Wartas¢ Vo [nM/min] wyznaczono jako war6 kata tgnO [tga = y (nM) / x

(min.)] tj. wartag¢ nachylenia prostej przechag®j] w punkcie t=0min. i stycznej do
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krzywej powstatej w wyniku graficznego przedstavigenalenosci migdzy stzeniem
produktu P (grupy®H]CHs, nM) a czasem reakcji (min.). Przygotowanie miesza
reakcyjnej do pomiaru oraz obliczenieezgmia grup JH]JCHs w metylowanym
produkcie przebiegato jak w pkt. 4.7.2.

Wartasci Ky 1 Vmax Wyznaczono zgodnie z metpdLineweavera-Burka
(Lineweaver i Burk, 1934). Na osi odtrch (x) oznaczono odwrotd® stkzenia
substratu lub kofaktora (1/S; (1/[uM]), natomiast osi rzdnych (y) odwrotnéd
szybkaci pocatkowej reakcji (1/\§; 1/[nM/min]). Miejsca przeeicia wyznaczonej
prostej z osi X i y wskazug odpowiednio warteci -1/Kn 1 -1/Vimax

Tabela 10. Reakcja metylacji in vitro. Wyznaczanie paraméfgu

Sktad mieszaniny llosé
reakcyjnej
Uktad enzym-substrat | Uklad enzym-kofaktor
DNA (pUC18) 50ng (220nM%), 1000ng (4400nM¥)
*stezenie CpG w 100ng (440nM*),
substracie 500ng (2200nM*),
; 1000ng (4400nM*)
(l[Olé]i?rr'?rwol) 160uM 0,1, 1, 10, 25uM
Sssl 1U
Bufor NEB 1x al
H,O do 2Qul

4.7.4. Wyznaczenie typu inhibicji oraz wartéci parametru statej inhibicji (K;)

metoda Dixona

Metoda graficznego wyznaczenia 8pracowana przez Lineweavera i Burka
(Lineweaver i Burk, 1934) unibwia obliczenie wartéci K, oraz K, dzkki
graficznemu przestawieniu zatesci pomkdzy 1/\p i 1/S, a nasgpnie obliczeniu

wartasci K inhibitora kompetycyjnego wedtug réwnania Michaali

VmaxS
v=0000000
Km (1+1/K)+S

Vmax S

v=0Oooooogd
Kmi'*'S
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gdzie Kni = Kn(1+[1)/Kj) i jest pozora stah Michaelisa wyznaczenw obecnéci
inhibitora, odczytamw przecgcia linii z osk x. Z rdwnania wynikaze szybkeéc¢ reakcji
enzymatycznej zahy od stzenia substratu (S) i inhibitora (I). Metoda Dixona
upraszcza znagzo wyznaczenia warfoi statej inhibicji. Na osi x oznaczonoggtnia
inhibitora, natomiast na osi y odwrotdoszybkaci reakcji (1/V [nM/min.]) przy
statym s¢zeniu (S) dla kadej z rysowanych prostych. Wastgparametru -Kwyznacza
punkt przegicia prostych. Graficzne przedstawienie wynikow palavnie tylko na
odczytanie wartei parametru -Kbezpdrednio z wykresu, ale tak na okrélenie typu
inhibicji badanego inhibitora. die do przectcia sk prostych dochodzi w polu gdzy
osiami wspotrzdnych wskazuje to na kompetycyjny typ inhibicji gmm. Jéli
natomiast proste przecimasic na osi y, to sugeruje tge badany zwazek jest
inhibitorem niekompetycyjnym. Metoda Dixona pozwakkze na zaobserwowanie
inhibicji akompetycyjnej. W takiej sytuacji wyznamze na wykresie proste przebiegaj
w sposob réwnolegly. Aby wyznaaozyparametr K, bedacy stah inhibicji kompleksu
enzym-substrat-inhibitor, nalg przedstawd graficznie zalenos¢ pomkdzy ilorazem
stezenia substratu i pdkosci reakcji (S/V) a badanym efeniem inhibitora.
Interpolacja punktu przegiia wyznaczonych prostych n& & wyznacza wart@ K’
(Cornish-Bowden i Eisenthal, 1974).

Test inhibicji metylacjin vitro prowadzony byt w temperaturze 37°C w czasie
t = 10 minut. Nagjpnie reakcja byta zatrzymywana, dboradioaktywndci w produkcie
mierzona i przeliczana zgodnie z opisem podanymunkgie 4.7.2. Dla pochodnych
cytozyny i zwiazkOw nienukleozydowych test prowadzony byt w ukiadenzym -
substrat, dla pochodnych adeniny enzym - kofakWartas¢ V wyznaczana byta
wedtug sposobu opisanego w punkcie 4.7.3. (wargn micdzy prosé przechodzca
w punkcie t = 0 minut stycando krzywej zalenosci P/t). Typ inhibicji oraz warta
parametru —Kodczytywana byta z wykresu zatesci migdzy wartégciami odwrotndci
predkosci reakcji 1/V [uM/min.] a szeniem inhibitora (I) podawanym w pM lub mM.
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Tabela 11. Reakcja inhibicji metylaciji in vitro. Wyznaczap@rametru K

Skiad mieszaniny llosé
reakcyjnej
Uktad enzym-substrat Uktad enzym-kofaktor
(pochodne cytozyny) (pochodne adeniny)
DNéA (pUC18) 100, 500, 1000ng 1000ng
H]SAM
(1[0C]i/mmol) 2HM 01,1, 10uM
SAM* do 10uM
Testowany zwizek 14ul 10l
Sssl 1U
Bufor NEB 1x il
H.O do 20ul

*SAM nieradioaktywny dodawany byt w celu uzyskaigzenia keicowego 10uM.

4.7.5. Analiza restrykcyjna produktu reakcji metylacji in vitro

Reakcg metylacji prowadzono w 37°C w czasie 1 godzinysty\aie produkt
oczyszczano w wykorzystaniem kolumienek zezei krzemionkowym pochodeych
Zz gotowego zestawu do oczyszczania DNA po reakcgatymatycznych Clean Up
(A&A Biot). Procedura oczyszczania prowadzona byisediug protokotu
udostpnionego przez producenta. Oczyszczony produkt n@bQooddawany byt

hydrolizie enzymatycznej enzymem Hpall hydroliggo zniemetylowane sekwencje:

5'C|CGG3
3'GGCICh
lmiejsce hydrolizy
Reakcja prowadzona byla w temp. 37°C w czasie (h8zigy. Wptyw

testowanego zwrku w wybranych stzeniach analizowano w 2%elu agarozowym

barwionym BrEt.
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Tabela 12. Reakcji metylacji analizowana @elu agarozowym.

Skiad mieszaniny reakcyjnej llcs¢
DNA (pUC18) g
SAM 160uM
Sssl 4U
Bufor NEB 10x 2ul
Testowany zwizek 15ul
H.O do 20ul

Tabela 13. Analiza restrykcyjna zmetylowanego plazmidu puC18

Skiad mieszaniny reakcyjnej llaé¢
DNA (pUC18) 650ng
Mspl/Hpall (10u/ul) 2U
Bufor Tango 10x 1
H>O do 10ul

4.8. Analiza inhibicji ludzkiej] DNMT1
4.8.1. Przygotowanie ekstraktugdrowego

Ekstrakt adrowy zawierajcy ludzky DNMT1 przygotowano wykorzystag
komercyjnie dosfpny zestaw odczynnikdw EpiQuik Nuclear Extractionit K
(Epigentek). Wszystkie etapy procedury przeprowadzagodnie z zaleceniami
producenta.

Komoérki linii nowotworowej HeLa hodowano do aeghiccia 80% konfluencji w
butelkach hodowlanych 72mma2. dto biatka w uzyskanym ekstrakcie oznaczono
metod, Bradford (Bradford, 1976).

4.8.2. Analizy aktywndci inhibitorowej wybranych zwiazkéw. Test ELISA z
wykorzystaniem ludzkiej DNMT1

Inhibicje ludzkiejf DNMT1 przez wybrane zaaki niskoczsteczkowe mierzono
stosujc zestaw odczynnikéw EpiQuik DNMT1 Activity/Inhiloit Screening Assay
Core Kit (Epigentek). Analiza polega na wykorzystiatestu ELISA i przeciwciata
wiazacego 5-metylocytozyn Substratem reakcji jest hemimetylowany DNA
immobilozowanym na ptytce 96-dotkowej. Zgodnie tezaniami producenta, ekstrakt

jadrowy zawierajcy 5ug catkowitego biatka inkubowano na ptytce weaisci 3
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stezen inhibitora (10, 100, 500uM) lub jego braku przezgbdzire. Nastpnie

dodawano przeciwciata, po czymééoproduktu reakcji mierzono kolorymetrycznie.

4.9. Hodowle komorkowe
4.9.1. Warunki hodowli komoérkowych

Tabela 14. Warunki hodowli komérkowych.

Linia Pozywka
komoérkowa | hodowlana

Naczynia

Suplementy paywki hodowlane*

10% FBS, 1x stone

RPMI-1640 T25, T75, plytki

HelLa (Sigma) antl;/blotykllantymykotykl, 6-.96-dofkowe
X Sstzone witaminy
U118 DMEM 10% FBS, T25, T75, plytki

(ATCC) 1x stzona streptomycyna 6-,96-dotkowe

10% FBS, 1x stzone .
(Dsl\i/l 'fn'\g) antybiotyki/antymykotyki, T62_5é oo ik'o(m‘e"
9 1x skzone witaminy '

HCT116 6% FBS, 1x stzone

HEK293

RPMI-1640 ; ; : T25, T75, plytki

p53+/+, p53-| .. antybiotyki/antymykotyki, da.
/- (Sigm) 1x skzone witaminy 6-,96-dolkowe
10% FBS, DMEM, 1x stzone .
DMEM A ' . T25*, T75*, phytki
CaCo-2 (Sigma) antybiotyki/antymykotyki, 6-.96-dotkowe

1x skzone witaminy

*Do hodowli byty wykorzystywane butelki hodowlangoavierzchni wzrostowej 25 (T25) lub
75cnt (T75).

4.9.2. Przechowywanie linii komorek eukariotycznych

W celu przygotowania odpowiedniej $lm materialu do przechowywania,
komorki HeLa, HEK293, U118, HCT116 i CaCo-2 hodowam butelkach do hodowili
linii komérkowych (75cm, Nunc). Komérki wysiewano w k@i 1,5x10. Hodowle
prowadzono w 10ml uzupetnionej yovki RPMI-1640 (komorki Hela i HCT116) lub
DMEM (HEK293 i U118, CaCo-2) w temperaturze?@7w atmosferze 5% GQOdo
osiagniecia 80% konfluencji, wymienia¢ pazywke na swieza co 48h. W celu
odklejenia komorek od dna butelki hodowle przemywawukrotnie buforem PBS, a
nastpnie dodawano 2ml roztworu trypsyny-EDTA i inkubowa2min. w temperaturze
pokojowej lub w 37C. Do uzyskanej zawiesiny dodawano 8ml odpowiedmizywki i

calas¢ wirowano 2min. z prdkoscia 1500rpm. w temperaturze 22°%5 Supernatant
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usuwano, a osad zawieszano w 500gypdki uzupetnionej 40% FBS i 500ul powki

z dodatkiem 20% DMSO. Cai® przenoszono do probdéwki przystosowanej do
przechowywania w cieklym azocie i poddawano powalne zamraaniu w
temperaturze -AT. Po uplywie 24h probéwki przenoszono do ciektegotu w celu

dalszego przechowywania.

4.9.3. Hodowla linii komorek eukariotycznych

Komorki Hela, HEK293, HCT116 p53+/+ wysiewano nadkowe ptytki do
hodowli komérkowych (Nunc) w ikei 1,25x16 komérek/dotek. Hodowl prowadzono
w 1ml odpowiedniej poywki w temperaturze 3C w atmosferze 5% GO Po 24
godzinach paywke usuneto, a komorki przemyto dwukrotnie 1xesbnym buforem
PBS i umieszczono wwiezym medium hodowlanym. Tak przygotowane hodowle
komoérek wykorzystywane byty do inkubacji z wybrariystezeniami inhibitorow w
celu p&niejszej analizy statusu ich globalnej metylacji ®Nib przeprowadzenia testu
kometkowego. Hodowle wszystkich linii prowadzono3gadotkowych ptytkach (5x£0
komoérek/dotek) w olejtosci pazywki 100ul w celu analizy cytotoksyczém badanych
zwiazk6éw (test MTT) oraz w butelkach do hodowli komésk@h (25crd, 75¢nf).

4.10. Analiza poziomu globalnej metylacji
4.10.1. Izolacje genomowego DNA

Komdérki Hela i HEK293 hodowane w 6-dotkowych ptytkaeinkubowane byty
przez 72h z testowanymi zazkami w trzech wybranych gteniach: 1, 10 i 100uM.
Nastpnie dodawano 0,5ml roztworu trypsyny-EDTA i inkw@no 2 minuty w
temperaturze pokojowej lub w %7. Do uzyskanej zawiesiny dodawano 0,5ml
odpowiedniej paywki, a caté¢ przenoszono do probdéwki typu Eppendorf i wirowano
2 minuty z pedkoscia 1500rpm. Uzyskany osad przemywano dwukrotnie 1ml 1
stezonego buforu PBS i wirowano. Genomowy DNA izolowanowvykorzystaniem
gotowego zestawu odczynnikdw Genomie Mini (A&A Biatgodnie z protokotem
producenta. Il&¢ uzyskanego DNA mierzono spektrofotometrycznie eroano jego
jakosé¢ i czysta¢ zgodnie z procedurami opisanymi w pkt. AAydajnac¢ izolacji DNA

wynosita od 5-10ug.
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4.10.2. Badanie zawartéci m°C w DNA

Okreslenie  poziomu globalnej metylacji DNA za pomocmetody
chromatografii cienkowarstwowej (TLC, anthin Layer Chromatographyolegato na
rozdziale nukleotydéw otrzymanych po enzymatyczmgjrolizie DNA, a naspnie
znakowaniu radioaktywnym fosforem-{2P], na plytkach z celulaz(Merck) w dwéch
kierunkach. W odpowiednio dobranych warunkach clatmgraficznych cztery
podstawowe fosforany 2’'deoksyrybonukleozydow (G, @, T) ulegalty wyranemu
rozdziatowi. Widoczny byt tate sygnat odpowiadagy fosforanowi 5-metylo-
2'deoksycytydyny (r°C), ktém po odpowiedniej lokalizacji na plytce
chromatograficznej] poddano analizie sdmwej. Intensywné& radioaktywnych
sygnatéw oceniono ikziowo przy pomocy aparatu do odwzorowania obrazdw-F
5100 (FujiFilm).

Okreslenie poziomu zmetylowanej cytozyny przebiegato wgdhasgpujacego
schematu: wysuszony DNA i) hydrolizowano przez 6h w temperaturze 37°C w
50mM buforze bursztynianowym o pH 6 zawigacgm 10mM CaGl. Powstate 3’fosfo-
2'deoksyrybonukleozydy fosforylowano przy dau 5 za pomac T4 kinazy
polinukleotydowej i 1,6Ci [y->*P] ATP (6000Ci/ mmol) przez 30 minut w 37°C w
10mM buforze bicyna-NaOH pH 9,7 zawiesggym 10mM MgC}, 10mM ditiotreitol
(DTT) i 1mM spermidyq. W celu usuricia nadmiaru y-**P] ATP zastosowano
apyraz w 10mM buforze bicyna-NaOH pH 9,7 i inkubowanoga0 minut w 37°C.
Nastpnie usuwano fosforan znajday sk przy kacu 3’ stosyjc RNaz P1 w 500mM
buforze octanu amonu pH 4,5 (Barciszewska i inQ720 Rozdziat znakowanych
radioaktywnie nukleotydéw przeprowadzono na piytkpokrytych celuloz (Merck) z
wykorzystaniem dwoch faz ruchomych. kEgderwszego kierunku chromatografii byta
mieszanina: kwas izomastowy/amoniak/woda, a drumgiefpsforan sodowy pH=
6,8/siarczan amonu/alkohatpropylowy. W pierwszym kierunku droga migracji yaz
ruchomej wynosita 20cm, natomiast w drugim 10cm. pgtke naktadano 2ul
hydrolizatu. Po zakizeniu rozdziatu ptytki suszono w 65°C i dokonywagramiaru
intensywndci  sygnatdbw odpowiadagych poszczegolnym  5’'monofosforanom
2'deoksynukleozydbéw przy pomocy aparatu FLA-51Q@ragramu MultiGauge V3.0.
Do ilosciowej oceny mC wykorzystano produkty rozpadu®@ dlatego w analizach

uwzgkdniono te ilosciowa zawartéé C i T, a zawarté m°C obliczono wedtug wzoru:
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m°C
R=0O0000000 x-100%
mC+C+T

gdzie mC, C, T oznacza intensywsio poszczegélnych sygnatéw odpowiagaich
analizowanym 2’deoksyrybonukleotydom.

Tabela 15. Enzymy wykorzystywane do analizy poziomu globatmefylacji DNA z linii
komorkowych.

Enzym Funkcja llo §¢ w reakciji
Hydroliza
N_ukleaza z Hydroliza wiazania 5’ fosforanowego 0,02U
Microccocus
Fosfo’dlest.eraza Il 26 Hydroliza wihzania 5’'fosforanowego 0,001U
sledziony
Znakowanie hydrolizatu
Kinaza - ,
polinukleotydowa T4 Fosforylacja grup 5’OH 1,5U
Usuwanie nadmiaruy->-P]JATP
Hydroliza fy->“P]JATP do ADP i Pi a
Apyraza nastpnie do AMP i Pii 0,01U
Usuwanie 5'3'difosforanéw nukleozyddow
Nukleaza P1 | Hydroliza wzania 3’ fosforanowego| 0,2ug

4.11. Analiza cytotoksyczngci i hamowania proliferacji linii komorkowych przez

badane zwazki niskoczasteczkowe (test MTT)

Do przeprowadzenia testu MTT przygotowano 10xsty roztwér wodny
MTT (5mg/ml) oraz 1x stony rozciéczony w paywce OptiMEM. Analizowano
komorki Hela, HEK293, U118, HCT116, CaCo-2 hodowan@6-dotkowych ptytkach
hodowlanych poddawane inkubacji z wybranymizehiami badanych zwikéw. Po
72h inkubaciji z badanym zgdkiem, komaorki byty przemywane 1xegbnym buforem
PBS, a nagpnie umieszczane z ppnvce z 1x sgzonym MTT (100ul/1dotek). Komorki
inkubowano 2h w inkubatorze GO po czym usuwano roztwér MTT. Powstate
krysztaty formazanu rozpuszczano poprzez dodanigllIDMSO i wytrasanie ptytki
na wytrasarce orbitalnej przez 10 min. w temperaturze pmkej w zaciemnieniu.
Nastpnie odczytywano absorbancprzy ditugdci fali A590nm oraz referencyjnej
A620nm za pomac  czytnika mikroptytek (Synergy?2, Biotek).
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Kazdorazowo mierzono absorbaadla kontroli DMSO.

Wartas¢ poziomu redukcji MTT na pogiku czasu inkubacji (t=0) jest
odejmowana od kontroli i wynikdw uzyskanych po ibkaji komorek eukariotycznych
z badanym zwizkiem przez 72h. Pozwala to na rozrnie smierci komorek
wywotanej przez badany zwgzek od zahamowania proliferacji. Waito negatywne
wskazuj na $mier¢ nekrotyczm komorek wywotan cytotoksycznécia zwiazkdw.
Wartcsci pomiedzy 0-100% odnogzsie do zahamowania ich proliferacji (Xavier i in.,
2011).

4.12. Test kometkowy

W celu przeprowadzenia testu kometkowego (elektezim DNA
pojedynczych komorek) komorki linii HCT116 p53+/mkubowano przez 1 i 72h w
obecndci rownocytotoksycznych sten badanych zwizkow na 6-dotkowych ptytkach
hodowlanych. Komorki przemywano 1x¢sbnym buforem PBS, po czym dodawano
0,5ml roztworu trypsyny-EDTA i inkubowano 2 minutytemperaturze pokojowej lub
w 37°C. Do uzyskanej zawiesiny dodawano 0,5 ml odpowdpazywki i catosé
wirowano 2 minuty z gdkaoscia 1500 rpm. W kolejnym etapie komorki zawieszano w
Iml pazywki, a nastpnie pobierano 10upl i umieszczano w komorze Neufzauie
zliczano komorki w wszystkicktwiartek. 1las¢ komdrek w 1ml obliczano wedtug

Wzoru:

K*
Liczba komérek w 1ml=——— x-1x1d
4

K* - liczba zliczonych komoérek

Komorki w ilosci 1,5x16 wirowano 1 minug z prdkoscia 5000rpm. Do préby
kontrolnej nietraktowanej badanym zgkiem dodawano 1ml 75uM 8, i
inkubowano w lodzie 5 minut. Napmnie komorki wirowano 1 mingtz predkoscia
5000rpm, po czym zawieszano w 1xzsenym PBS i wirowano po raz drugi w tych
samych warunkach.

0,5% roztwor niskotopliwej agarozy w 1xsbnym buforze PBS rozpuszczano
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w temp. 37C w tazni wodnej. Komérki zawieszano w 250p tej agarompktadano na
szkietka podstawowe pokryte 1% agarazprzykrywano szkietkiem nakrywkowym.
Catas¢ schtadzano na lodzie przez 5min., po czym umiesgzzv buforze lizucym o
pH 10 i inkubowano w zaciemnieniu 2h w temp. 4°@¢$€ prob przeznaczonych do
analizy poziomu 8-0kso-dG zostata przeptukana deotmke 1x s¢zonym buforem PBS
I umieszczona na 15 min. w buforze do reakcji z FP@H 7,5. Nasgpnie dodawano
30ul enzymu FPG (3mg/ml) w rozéezeniu 1:3000 i inkubowano w #ai wodnej
przez 20 minut w temp. 37°C. Wszystkie proby prakpho wod destylowan, po
czym umieszczono w aparacie do elektroforezy wypeym roztworem o pH 13 |
pozostawiano w temp. 4°C na 40 minut. Elektrofererowadzono przez 20 minut
stosugc napecie elektryczne 1V/icm. Po jej zaktzeniu proby ptukano trzykrotnie
przez 5 min. w buforze Tris-HCI| pH 7,5 i pozostawdado wyschricia przez 12
godzin. Do wybarwienia stosowano roztwér (@Bnl BrEt. Zniszczenia DNA
obserwowano z wykorzystaniem mikroskopu fluoresggrago i mierzono ich poziom
z wykorzystaniem programu CometAssay IV. Dladej z prob mierzono 50 komet, a
kazdy eksperyment wykonano w trzech niezaleh powtdrzeniach. Jako kontol
wykorzystano komoérki traktowane 75uM®L , ktéry powoduje pojawianiegpeknieé

nici i utlenianie zasad.

4.13. Hybrydyzacja oligodeoksyrybonukleotydow

dsDNA34AB otrzymywano poprzez hybrydyzacyéwnomolowych ilgci
oligodeoksyrybonukleotydow 34A i 34B w 50uM Tris-HGH 8. Reakgj prowadzono
5 minut w 95°C, a nagbnie schtadzano do temperatury pokojowej w temp&3min.
Powstate dwuniciowe oligodeoksynukleotydy analizowana 20%zelu PAA, a

nastpnie poddawano znakowaniu przyiko 5’ za pomog [y->P]ATP.
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4.14. Przygotowanie testu inhibicji kompleksu SRA-8DNA34AB przez zwjzki
niskoczsteczkowe

4.14.1. Nadprodukcja domeny SRA biatka UHRF1 myszy

Plazmid pET28-6xHisSUMO-SRA zawiesiay insert kodujcy domer SRA
mysiego biatka UHRF1 pochodzit od dr H. Hashimot®iothemistry, Cell &
Developmental Biology Emory University, Atlanta, GA

Przeprowadzono transfekcjkompetentnych bakteriE. coli NovaBlue i
prowadzono ich hodowlna paywce statej LB (kanamycyna 50ug/ml) w temp. 37°C
przez 14-16 godzin. Pojedyrickolonia inokulowano 10 ml poywki LB (kanamycyna
30ug/ml) i hodowano 14-16h w temp. 37°C w inkuba¢oz wytrasaniem 250rpm.
3 ml zawiesiny bakterii wirowano 1 min. zegkoscia 10 000 rpm. Z uzyskanego osadu
izolowano plazmidowy DNA z wykorzystaniem zestawdczynnikow Plazmid Mini
AX (A&A Biot) zgodnie z opisem producenta. Tak pgpyowany plazmid zostat
poddany analizie w 1%elu agarozowym. Prawidtowa dlugo konstruktu zostata
potwierdzona przez hydroliza pomog enzymu restrykcyjnego Nrul (opis w pkt. 4.6).

Po pozytywnej weryfikacji sekwencji wektora (sekwgmowanie wykonane
na Wydziale Biologii UAM w Poznaniu) transformowanon bakterieE. coli BL21-
(DE3)-RIL i hodowano przez 14-16 godzin nazypwce stale] zawieragej 50ug/ml
kanamycyny i 30ug/ml chloramfenikolu w temp. 37°®ojedyncz kolonia
inokulowano 50ml paywki MDG (30ug/ml kanamycyna, 30pg/ml chloramfer)ko
hodowano 14-16h w temp. 37°C wysapc z pedkoscia 200rpm. 2ml hodowli
przenoszono do 2| pgwki indukcyjnej ZYM-5052, ktGg wytrzasano (200rpm) w
temp. 37°C przez 5h, a ngshie obnkano temp. do 16°C i inkubowano przez kolejne
12-14h. Hodowd wirowano 4000rpm, 5min.w temp. 4°C. Otrzymany oszadieszono
w 1x stzonym buforze do sonikacji. Zawiesirizowano przez sonikagj6x15sek.
Lizat wirowano 27 000rpm 30min. w 4°C w pojemnikaghbu Quick-Seal (Beckman)
w objetosci 10ml.

4.14.2. Oczyszczenie biatka na zto agarozowym wzbogaconym niklem

W celu oczyszczenia biatka fuzyjnego posiadego przy kacu N ogon

polihistydynowy wykorzystano meted chromatografii powinowactwa. Zie
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agarozowe wzbogacone niklem (agaroza Ni-NTA, Qiagenieszczono w szklanej
kolumnie o wysokéci 15cm i srednicy 1,5cm. Catkowita olfjios¢ zioza wynosita
17,7cni. Piekcienie imidazolowe histydyny biatka fuzyjnegs w pH fizjologicznym
donorami elektrondw i twoez koordynacyjne wizania z unieruchomionymi na
agarozie jonami niklu Ni. Zwiazane w ten sposéb ze zén biatko zostaje
odseparowane od pozostatych biatek znajgh s¢ w lizacie komérkowym.

Kolumne przemyto 5ml buforu Al i naiwno 1,5ml supernatantu
pochodacego z ultrawirowania lizatu. Kolejno przemyto kol 5ml buforu Al
zawierajcego 0,02M imidazol, 5ml buforu A2 (0,1M imidazo®ml buforu A3 (0,2M
imidazol). llas¢ otrzymanego biatka wynosita ok. 2,0-2,5mg/ml. Npste uzyskany
eluat wirowano z mdkoscia 4000 x g w rotorze wychytowym w temp. 4°C w prolo@wv
typu amicon (zawieragej btore celulozowa) z punktem odecia 30kDa. Celem
wirowania byto usunicie buforu A3 i zagpienie go buforem Tris-HCI pH 8. Uzyskane
biatko fuzyjne His-SUMO-SRA hydrolizowano za pomoproteazy ULP1 w 16°C
przez 12-16h w celu uswaia czsci znacznika His-SUMO (Tab. 16). Mieszagin
reakcyjry nakladano ponownie na zregenerowargodnie w procedgropisan przez
producenta kolumpwypetniory ztozem agarozowym Ni-NTA i przemyto 5ml buforu
A2. Etap ten pozwolit na oddzielenie biatka SRA maacznika His-SUMO, ktéry
zwiagzat st do kolumny. Eluat wirowano w probéwkach typu anmicp punktem
odciccia 10kDA w rotorze wychytowym z pakoscia 4000 x g w temp. 4°C. Biatko
SRA umieszczono w buforze do przechowywania 0,1Ns-RCI pH 7, 1% f-
merkaptoetanol. Kiccowe s¢zenie biatka wynosito ok. 0,5-0,7 mg/ml. Wszystkiapy

oczyszczania biatka (oprocz hydrolizy protgait P1) prowadzono w 4°C.

Tabela 16. Hydroliza enzymatyczna za pomgeoteazy Ulp.

Skiad mieszaniny reakcyjnej la§¢
Ulpl (1U/ul) 10U
Bufor reakcyjny x10 20ul
His-SUMO-SRA (2,2mg/ml) 150ul
H.O do 20Q
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4.14.3. Elektroforetyczny rozdziat biatek

Analize biatka fuzyjnego His-SUMO-SRA oraz powstatej poumnisciu
znacznika histydynowego domeny SRA prowadzonaaia PAA przeznaczonym do
rozdziatu biatek. Proby zawieszono w buforze eksjacym zawierajcym SDS w
stosunku 1:1 i denaturowano w temp. 95°C przezriuma nasjpnie naktadano nzel
o wymiarach 15cm x 15cm i grugm 0,4mm w obgtosci 10pul. Rozdziat prowadzono w
temp. pokojowej stosag natzenie 25mA w buforze do elektroforezy biatek.

Biatka identyfikowano nazelu poprzez wybarwianie za pomocoztworu
Coomassie Brillant Blue R-250 (Ausubel i in., 1998kzenie biatka w roztworze
oznaczono meteadBradford (Bradford, 1976).

Tabela 17.Sktadzeli poliakrylamidowych do elektroforezy biatek.

Sktadniki zelu zag:szczapcego 4%
30% akrylamid/bisakrylamid (19:1) 6,7 ml
1M Tris-HCI pH 6,7 6,25ml
10% SDS 0,5ml
H.0 do 50ml
10% APS 100l
100% TEMED 10ul
Sktadniki zelu rozdzielajacego 12%
30% akrylamid/bisakrylamid (19:1) 80 ml
1M Tris-HCI pH 8,7 75ml
10% SDS 2ml
H.0 do 200m|
10% APS 250l
100% TEMED 25l

4.14.4. Kompleks domeny SRA biatka UHRF1 z dsDNA34& Analiza wptywu

zwigzkow niskoczsteczkowych.

SRA i dsDNA34AB inkubowano (Tab. 18) w 1x e¢sbnym buforze
reakcyjnym pH 7 przez 1 godzinw temperaturze 4°C, a neghie analizowano
formowanie st kompleksow technikretardacji w 0,5%elu agarozowym o wymiarach
10x10 cm w temp. 4°C i ngteniu 25mA.
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Tabela 18. Reakcji tworzenia kompleksu SRA-dsDNA34AB.

Sktad mieszaniny reakcyjnej llaé¢
SRA (23ng-1pmol) 50-250pmol
Bufor reakcyjny: 1x
Hepes 10mM pH 7
NaCl 150mM
DTT 10mM
EDTA 10mM
Triton X100 1%
[y->“P]dsDNA34AB 4,8pmol
(1pg-48pmol)
kompetytor (zwazek niskoczsteczkowy)* 150 -1500pmol
H.O Do 10uL

*dodawany w celu hamowania tworzenia kompleksu
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5. Wyniki i dyskusja

Jeda z cech komodrek nowotworowych jest wyciszenie epéggczne,
wplywajace na zaburzenie ekspresji regulatorow cyklu komvdgo. Poniewa
epimutacje 8 odwracalne, poszukuje ¢sizwiazkOw, ktore mogtyby odtworzy
prawidiowy wzor metylacji, hamag aktywndé enzymdéw zwizanych z regulagj
epigenetycza Tym samym zwizki te moglyby st sta terapeutykami magymi
zastosowanie w leczeniu nowotworéw (Rodriguez-ResacEsteller, 2011; Sandoval i
Esteller, 2012).

Hormony ralinne i ich pochodneasintensywnie badane ze wzdl na ich
wptyw na aktywné¢ proliferacyjra komorek ludzkich (Skoog i in., 1965).a So
pochodne adeniny, modyfikowane w pozycji N6 podsi&ami izoprenoidowymi {dz
aromatycznymi (Voller i in., 2010). Najetie] wysepujaca w raslinach cytokinira jest
trans-zeatyna, natomiast poziom innych izoprenoidowyokhpdnych cytokinin (R
izopentenyloadeninais-zeatyna) oraz pochodnych z nasyconyfttehem bocznym
(dihydrozeatyna) wykazuje zrdicowanie m¢gdzygatunkowe. Cytokininy aromatyczne
(N®-benzyloadenina) i ich hydroksylowane pochodneoftnp) zostaly zidentyfikowane
tylko w nielicznych gatunkach étn (Volley i in., 2010). Aromatycz#q cytokining jest
kinetyna (N-furfuryloadenina), ktérej naturalne pochodzeniestatn wielokrotnie
udowodnione (Miller i in., 1955; Barciszewski i ,ir2007). Obie grupy cytokinin (z
podstawnikiem izoprenoidowym i aromatycznym) wpsla w postaci zasady,
rybozydu, 5'-fosforanu rybozydu, 3-, 7-, 9- i O-gbrydow oraz w pekzeniu z
aminokwasami (Voller i in., 2010).

Rola cytokinin u r@lin jest regulowanie wzrostu i #dicowania komérek oraz
indukowanie apoptozy (Mlejnek i Prochazka, 2002hakkizowane jest czy magone
petnic podobne funkcje w komorkach zwiecych i czy ich aktywn& moze zosta
wykorzystana w leczeniu choréb awanych z zaburzeniami w proliferacji i/lub
roznicowaniu komorek. Zdolrié cytokinin do indukowania tdicowania komorek
ludzkich demonstrowano z wykorzystaniem keratyn@eyti linii komorkowych
biataczki (HL-60 i K-562) (Voller i in., 2010). Podas gdy cytokininy wptywajna
réznicowanie komorek w zakresie 25-100uM, ich rybozydywotuja apoptoz w
niskich stzeniach poprzez obiénie poziomu trifosforanéw adenozyny, aktywacj
kaspaz i depolaryzagcjbtony mitochondrialnej (Mlejnek, 2001; Voller i.in2010).
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Badano wplyw N-furfuryloadenozyny (rybozydu kinetyny) na komorkiataczki
(Tiedemann i in., 2008) oraz obserwowano efekt toksyczny N-
izopentenyloadenozyny, rybozydu kinetyny, >-énzyladenozyny w guzach
nowotworowych  (Voller i in., 2010). WNizopentenyloadenozyna zostata

zidentyfikowana w tRNASerSec

w komérkach wielu organizméw. Odgrywa onacral
kontrolowaniu syntezy biatka, a enzym tRNA-izop&mytetransferaza jest biatkiem
supresji nowotworowej (Spinola i in., 2005). Uwaask, ze ze wzgtdu na wiaciwosci
biologiczne cytokininy i ich pochodnych, zki te mog by¢ rozwaane jako
potencjalne terapeutyki w leczeniu choréb @sinych z zaburzeniami w proliferaciji
(Volleriin., 2010).

Najlepiej poznanym hormonem &mnym  (cytokinim) jest N-
furfuryloadenina (kinetyna). Jej obeddostwierdzono take u zwierat m.in. w
autoklawowanym DNA z nasieniéledzia. Nasfpnie zidentyfikowano g w DNA
wyizolowanym z ludzkich komérek oraz w ludzkim macdBarciszewski i in., 2007).
Mechanizm powstawania *Murfuryloadeniny zwizany jest z oksydacyjnymi
uszkodzeniami DNA. Rodnik hydroksylowy powoduje emibnie wgla C5
deoksyrybozy, w wyniku czego tworzyedurfural. Nowopowstaty aldehyd reaguje z
grupa aminowg adeniny powoduaf powstanie zasady Schiffa, a nasie N-
furfuryloadeniny w wyniku rearamacji wewrgtrzmolekularnej (Barciszewski i in.,
2007). Uwaa sk, ze proces ten stanowi odpowielomorki na czynniki indukace
stres oksydacyjny takie jak rodniki hydroksylowe.

W DNA pochodacym z grasicy ciecej oprocz N-furfuryloadeniny
zidentyfikowano take po raz pierwszy Nfurfurylocytozyre. Prawdopodobnie zaiek
ten jest produktem uszkodzeDNA, a mechanizm jego powstawania przebiega w
spos6b analogiczny do mechanizmu opisanego d&fuffuryloadeniny (J.
Barciszewski, praca niepublikowana). Ze wgi na widciwosci antynowotworowe
NC-furfuryloadeniny i jej rybozydu oraz fakte s one razem z nowo zidentyfikowan
N*furfurylocytozyrs, pochodnymi naturalnych sktadnikéw DNA i substratteakcii
metylacji (cytozyny i adenozyny), zuaki te zostaty wybrane do badaMiaty one na
celu okrdlenie ich aktywnéci biologicznej, ze szczegdélnym uwzdhieniem wptywu
na proces metylacji w kontgdie ich przydatnéci, jako potencjalnych terapeutykow w

epigenetycznej terapii przeciwnowotworowe;.
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5.1. Reakcja metylacijiin vitro

W celu przeprowadzenia analizy aktywoib inhibitorowej zwhzkdw
niskoczsteczkowych, zaprojektowano test metylaaj vitro z wykorzystaniem
modelowej prokariotycznej metylotransferazy Sssizyn ten jest analogiem ludzkiej
DNMTL1. Sssl cechuje podoliistwo strukturalne do domeny katalitycznej enzymu
eukariotycznego. Sssl rozpoznaje i metyluje C5 xyty w obebie sekwencii
palindromowych CpG obu nici DNA (Koudan i in., 20Q4u i in., 2009, Darii i in.,
2009). Enzym ten byt wykorzystywany w innych ba@dahi nad inhibitorami procesu
metylacji (RG108, kurkumina) (Brueckner i in., 2008unnumakkara i Aggarwal,
2008).

Jako substrat reakcji metylacji wybrany zostat vikggmpijny plazmid pUC18,
posiadajcy 156 potencjalnych miejsc metylacji CpG.

5.1.1. Analiza metylacji plazmidowego DNA za pomacenzyméw restrykcyjnych
Mspl/Hpall

W celu potwierdzenia przydatém wybranego substratu przeprowadzono
analizz metylacji plazmidu za pomaary enzymoéw restrykcyjnych Mspl/Hpall (pkt.
4.6. rozdzialu Materiaty i metody). Enzymy ta &oschizomerami katalizagymi

reakcg hydrolizy DNA w obebie tej samej sekwenciji:

C|CGG
GGCIC

Mspl w przeciwi@éstwie do Hpall katalizuje hydrokzsubstratu zwieragego
zmetylowan wewretrzng cytozyre. W obkbie plazmidu pUC18 znajdujegsl3 miejsc
hydrolizy dla Mspl/Hpall.

Analiza restrykcyjna zmetylowanego plazmidu wykazaé metylacji ulegaj
wszystkie miejsca rozpoznawane przez enzym Hpatl. @R Brak pazkéw w sciezce 1
spowodowany jest zablokowaniem hydrolizy przez ob& m°C w obkbie
rozpoznawanej sekwencji. W przypadku hydrolizy eneypn Hpall plazmidu
niezmetylowanego widoczne Prazki w sciezce 3. Poniewa substratem dla enzymu

Mspl mogi by¢ sekwencje zmetylowane, obserwuje [miazki w $ciezce 2.
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Rycina 9. Analiza restrykcyjna zmetylowanego plazmidu pUC8 wykorzystaniem

izoschizomeréw Mspl/Hpall. Produkty hydrolizy amaWane w 1%elu agarozowym. M-

marker wielkdci (pz), K- kontrola pUC18, 1- zmetylowany pUC18&igeny hydrolizie Hpall,

2- zmetylowany pUC18 poddany hydrolizie Mspl, 3ezmetylowany pUC18 poddany
hydrolizie Hpall.

5.1.2. Optymalizacja warunkdw reakcji metylacji cybzynyin vitro

W celu optymalizacji warunkow reakcji metylacji wyaczone zostaty warol
nastpujacych parametréw: ik& substratu (DNA), stenie kofaktora H]SAM), ilosé
jednostek (U) enzymu (Sssl) oraz optymalny czakagegpkt. 4.7.2). W pierwszym
etapie przeanalizowano wptyw wzragtagj ilosci DNA na wydajnéc¢ reakcji metylacji
mierzory stzeniem wprowadzonych grup GHRyc. 10A) W skiladzie mieszaniny
reakcyjnej znajdowato siod 0,1 do 3,2ug pUC18 oraz 160uRH[SAM. Reakci
prowadzono w obecioi 1U Sssl w czasie 30 minut. Proporcjonalny wzsistenia
grup metylowych {H]CHs w produkcie naspuje w zakresie 0,1-1pug DNA. Pougj
tej ilosci reakcja jest hamowana i nie obserwujezsvickszenia szenia produktu (Ryc.
10A). Hamowanie to m@ by wynikiem niedoboru substratéwady tez inhibicja
enzymu przez powstgyy produkt (Kuhl, 1994).

W kolejnym etapie analizowano zates¢ pomidzy iloscia enzymu a
stezeniem wprowadzonych grup metylowych (Ryc. 10B). lRga prowadzono w
obecnéci 1pg DNA, 160puM IH]SAM oraz 0,5-4U enzymu w czasie 30 minut.
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Zauwaono, ze stzenie produktu wzrasta wraz ze zWszapca Si¢ iloscia jednostek
enzymu, przy czym do 1U obserwowany nakszy przyrost stenia produktu
(AP=2,26nM) (Ryc. 10B).

Wyznaczono takte optymalne stenie donora grup metylowyct’H]SAM
(Ryc. 10C). Mieszanina reakcyjna zawierata 1ug DNA Sssl. Czas reakcji wynosit 30
minut. Wzrost sgzenia powstajcego produktu byt zakmy od stzenia donora grup
metylowych (0,1-25uM).

W ostatnim etapie wyznaczono optymalny czas reakatylacji. Reakcja
katalizowana byta przez 1U Sssl w czasie 5-180 minwbecnéci 1ug DNA i 2uM
[*H]SAM. Liniowy przyrost produktu (szybké pocztkowa reakcji \§) obserwowano
do 30 minuty trwania reakcji (Ryc. 10D).

5.1.3. Wyznaczenie wartfci K, i Vmax dla substratu i kofaktora reakcji metylacji

W celu wyznaczenia parametrow,KVmax (Ryc. 10E i F) w uktadzie enzym-
substrat i enzym-kofaktor zmierzono szybk@ocztkowa reakcji b (pkt. 4.7.3). W
kolejnym etapie wykorzystag wartgci Vo wyznaczono warkei parametrow k; i
Vmax dla substratu i kofaktora reakcji megodineweavera-Burka (Lineweaver i Burk,
1934). Warté¢ K, i Vmaxdla substratu wynogzl,52uM i 32,6nM/min, a dla kofaktora
7,14uM i 3,47 nM/min.
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Rycina 10. Optymalizacja reakcji metylacji in vitro z wykostgniem prokariotycznej
metylotransferazy Sssh- pUC18 inkubowano z 160pMH]SAM przez 30min. Na wykresie
przedstawiono zateas¢ pomedzy sgzeniem wprowadzonych do DNA grup metylowych a
iloscig DNA; B- pUC18 inkubowano w obecfed 160uM PH]SAM i zmiennej iléci jednostek
enzymu Sssl (0,5-4U)C- zalenas¢ pomedzy zmieniajcym sg Stezeniem donora grupy
metylowej a gteniem powstacego w produktu w reakcji z 1pug pUC18 i 1U SBslreakcja
metylacji analizowana w czasie 5-180 mirigt;wyznaczenie warfoi parametru K,i Vi dla
substratu (pUC18)F- wyznaczenie warfoi parametru K,i Vs dla kofaktora (SAM).
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5.1.4. Analiza aktywndci inhibitorowej oraz zaleznos¢ miedzy struktur g a funkcja

badanych zwhzkow

W pierwszym etapie badamajpcych na celu znalezienie inhibitora procesu
metylacji okrélano tzw. zwazek wiodicy (ang.lead compound Jest to zwizek, ktory
wykazuje, przynajmniej minimadn aktywnda¢ inhibitorowa w stosunku do wybranego
enzymu. W mojej pracy zwrkami wygciowymi w poszukiwaniu skutecznego
inhibitora procesu metylacji byly furfurylowe angiozasad nukleinowych - ‘N
furfurylocytozyna i N-furfuryloadenina. Przebadano szereg pochodnychh tyc
zwiazkow oraz okréono ich wigciwosci fizykochemiczne. Pozwala to na wskazanie
modyfikacji, ktére wptywaj pozytywnie na zwkszenie aktywnéci zwiazkdéw, co w
efekcie prowadzi do uzyskania coraz skuteczniefsayibitoréw.

Analize¢ inhibicji prowadzono metadDixona (Dixon, 1953). Badane zyeki
mozna podziek na 3 grupy:

. pochodne pirymidyn (cytozyny i uracylu)
. pochodne puryny (adeniny)
. oraz inne zwgzki nie zaliczajce s¢ dozadnej z powyszych grup.

Wzory strukturalne zwizkOw umieszczono w tabelach 19-26 oraz w
Zalaczniku 1.

W celu wyznaczenia warol szybkdgci reakcji (V) w obecngci inhibitora,
reakcje prowadzono przez 10 minut dla 3nyxh stzen substratu (0,44, 2,2, 4,4uM
odpowiednio 100, 500, 1000ng pUC18) lub kofaktofS0,1, 1, 10uM) w obecriai
3 r&enych stzen inhibitora (Tab. 11). Skenia substratu i kofaktora zostaty dobrane
tak, aby nie przekraczaty watm 3xK,. Umaziwia to okrelenie typu inhibiciji,
zapobiegajc wykluczeniu inhibitoréw typu kompetycyjnego. Jedme&nie pozwala
uzyska& odpowiedni szybka&¢é reakcji i detekg radioaktywnego sygnatu
(Ramakrishna i Prabhavathi, 2005).

Dla kazdego ze zwizkdébw wyznaczono warfo statej inhibicji oraz okrdono
typ inhibicji (Tab. 19-26).

Pierwsz analizowanym zwizkiem byta N-furfurylocytozna (), ktérej K
wynosi 70uM (Tab. 19). Naginie sprawdzono aktywké jej pochodnych
zawierajcych modyfikacje w pozycjach N1, N4, C5. Zmodyfikame grupy
furfuralowej przez dodanie grupy hydroksymetylow@H,OH) (2) zmniejszyto
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aktywnai¢  pochodnej (100-krotnie) w  poréwnaniu  z “*firfurylocytozm.
Wprowadzenie grupy metylowej w pozycC5 6) obnizylo wartas¢ K; (Ryc. 11),
jednake zasipienie jej grup hydroksymetylow (6) lub formylowa (7) podnosi
wartags¢  statej  inhibicji.  Zasfpienie  grupy  hydroksymetylowe] przez
acetyloksymetylow (8) nieznacznie obna K; (50uM) w poréwnaniu ze zazkiem
wyjsciowym. Maze by to spowodowane ohigniem wartéci cLogP i zwegkszeniem
hydrofobowdci zwiazku przez obecrido grupy metylowej na kicu podstawnika.
Odwrotny efekt mialy modyfikacje zaikéw 9 i 10 (N*furfurylo-5-n-
butyloaminometylocytozyna). W  przypadku kwasu  Samylometylo-N-
furfurylocytozynowego 9) maze wigzat sig to ze zwgkszeniem hydrofilowéci w
poréwnaniu do zwizku 1 (z 0,2 do -2,67) oraz tPSA (z 70,9 do 125,2). Rczenie
2'deoksyrybozy do zasady spowodowato wzrost wart&; (3 i 4). Oznacza toze
rozbudowywanie zwizkOw przez wprowadzanie w pozydNl duwych podstawnikow
cukrowych zawieracych grupy hydroksylowe ostabia aktywi#do inhibitorowa
ZWiazkow.

Najskuteczniejszym inhibitorem okazata e siN*furfurylo-5,6-dihydro-5-

azacytozynall) (Ryc.11), ktérej Kbyto nizsze od zwjzku wyjsciowego 100- krotnie
(Tab. 19).
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Tabela 19. Wiasciwasci fizykochemiczne oraz wasto stalej inhibicji pochodnych
furfurylowych cytozyny. Wszystkie pochodpn@kibitorami kompetycyjnymi. Parametry cLogP
i tPSA oraz liczb akceptoréw i donorow wiai wodorowych (Ha/Hd) i wizai rotujgcych
(WR) obliczono z wykorzystaniem programu MolingmraCheminformatics. Zweki, ktorych
Ki < 100uM zostaty oznaczone wersami w kolorze szakotorem czerwonym oznaczono

najbardziej aktywm pochodag.
Ri /‘\

k)\

Rz

94

Ki |[MW | Ha/ tPSA
NI R, R, Rs Rs | a | g [C09P| a [WR
1 HZC@ H C H 70| 101 | 52 | 029| 70,9 | 3
> HZC‘@/\OH H c H 700| 221 | 6/3| -013 911| 4
3 HZC@ c H 170| 307 | 8/3 | -0,94 1097 5
OH
4 HZC@ c CHs 250| 321 | 83| -0,24 1097 §
OH
5 HZC@ H C CHs 15| 205 | 52 | 0,72| 709 | 3
6 Hﬁ‘@ H C H,C—OH 440 199 | 6/3 | -1,06 872 5
7 HZC@ H c E\ 83| 219 | 6/2 | 0,06| 879 | 4
H
0
8 HZC@ H C )J\ 50| 263 | 7/2 | 031| 97,2 | 6
H2C—0
9 HZC@ H C| H,C—S=0 |[117| 285 | 8/3 | 267 1252 5
OH
10 HZC‘@ H C HZC—H/\/\ 960| 276 | 6/3 | 1.27| 829| 8




A 1/V [nM/min]

‘ ‘ ‘ | [mM]
-0 0.2 0.4 0.6 |
B 1/V [nM/min]
6,,
4,,
2,,
_ ® | | 1 [mMm)
—10.3¢ 0.3t 0.7 1.0¢ 1.4

Rycina 11. Analiza inhibicji Sssl metadDixona (1/V vs. |). Reakcje byly prowadzone w
obecndci roznych ilgici DNA m- 0,1 pg,¢- 0,5u9,e- 1ug. I- sgzenie inhibitora, V-szybko
reakciji. A- N*-furfurylo-5-metylocytozynas), B- N*-furfurylo-5,6-dihydro-5-azacytozynaX).

Analizujac zalenos¢ pomkdzy wartdciami cLogP, Ki mas czasteczkovy

zwiazkéw (Ryc. 12), mgna zauwayg, ze te, ktorych Kjest mniejsze 1ii100uM @, 5,

7, 8, 11) cechuj sie wartasciami cLogP w zakresie od -0,05 do 0,72 (Tab. N&3.s3 to
zwiazki silnie lipofilowe, a przypadkdl wartcé¢ tego parametrdwiadczy o stabej
hydrofilowosci. Wydaje st¢, ze utrzymanie zbkonych wartéci cLogP ma wiksze
znaczenie mi masy casteczkowej. Analizuc dodatkowo parametr tPSA naje
zaznaczy, ze inhibitory o K <100uM, oprécz wiej podanego zakresu cLogP,
mieszca sic w zakresie 70,9 a 97,2 A. Masasteczkowa wszystkich zagkow z tej

grupy jest nisza nk 500Da. Spetniajone take kryterium ilgci akceptoréw i donoréw
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wigzaa wodorowych (Ha i Hd). W tej grupie inhibitorow, k&drych K nie przekracza
100uM (oprocz1l) map 2 donory wizan wodorowych. Natomiast k8 wigzan
rotujacych wynosi 3, z wytkiem zwizku 7, gdzie jest ich 4 8 - 6. Wydaje si zatem,
ze decydujcym parametrem jest tu Hd, ktdre powinno wyhaddidla zwazkéw bez
modyfikacji w piekcieniu cytozyny.

Wszystkie zwazki z tej grupy okazaty siby¢ inhibitorami kompetycyjnymi,
CO oznaczaze Wiaza Si¢ tylko do wolnego enzymu (niezazanego z substratem).
Najczsciej ten typ inhibicji obserwuje siw przypadku wizania inhibitora w centrum
aktywnym enzymu. Zwazek taki cechuje podohistwo do substratu lub jego formy
przegciowej (forma m¢dzy substratem a produktem reakcji), elziczemu inhibitor
moze tworzy podobne wjzania z grupami aktywnymi centrum. Istnieje Zak
mozliwos¢ ograniczania dogpu substratu do miejsca aktywnego nie poprzez
bezpdrednie jego blokowanie albo zmianego konformacji poprzez wiania st
inhibitora w innym miejscu. Zatem obserwowany kotgpgny typ inhibicji badanych
pochodnych, wskazujde factotylko na wspotzawodniczenie substratu i inhibitara
wiazanie do tej samej, wolnej formy enzymu (Copel&af0).

Zwiazek 11 jest furfurylona pochodn 5,6-dihydro-5-azacytydyny (Ryc. 13).
Oba zwizki cechuje obecri¢ zredukowanego wrania podwdjnego portzy
atomami N5 i C6. Wizanie pojedyncze zapobiega tworzeniw siddziatywa
kowalencyjnych pomeidzy enzymem a inhibitorem, co potencjalnie zZ@mznacza

nizsza cytotoksyczné¢ zwiazku (Christman, 2002).
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Rycina 12. Zaleznasci pomiedzy wart@ciami parametrow fizykochemicznych a gtathibicji:
A-cLogP/MWI/K, B- tPSA/MW/K C- Hd/Ha/K, D- tPSA/cLogP/K Czarnymi punktami
oznaczone zostaly zygki, ktorych K<100uM.

L
S

A B

Rycina 13. A — 5,6-dihydro-5-azacytydynB- N*-furfurylo-5,6-dihydro-5-azacytozyna.
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Tabela 20. Wiasciwasci fizykochemiczne oraz wast statej inhibicji pochodnych benzylowych
cytozyny. Wikszd¢ pochodnych to inhibitory kompetycyjne, dla ktérygygznaczono warté

Ki metod; Dixona. Parametry cLogP i tPSA oraz liezlakceptorow i donoréw wzai
wodorowych (Ha/Hd) i wizai rotujgcych (WR) wyznaczono jak gy Zwigzki, ktorych K<
100uM zostaty oznaczone wersami w kolorze szarymhjbicja niekompetycyjna.

15 Oﬁ‘@f H C H 550 265 6/2 0,99 91,9 3

16 H C H 6400 246 7/2 0,94 | 1036 | 4

H,C (“NK)
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Druga badam grum sa pochodne cytozyny zawiesge modyfikacg przy
egzoaminowym atomie azotu N4 w postaci fmemia benzylowego (Tab. 20).
Zwigkszenie wielkéci i hydrofobowdci podstawnika (z cLogP 1,17 do 2,38) w tej
pozycji spowodowato obmenie K do 10uM (2) (Ryc. 14). Jego modyfikacje
podnosity warté¢ statej inhibicji, co mee wigzaé sie z obnizeniem lipofilowaci
pierscienia benzylowego, jak w przypadku podstawnika etymopirydynowego,
zawierajcego elektroujemny atom azotu z wplpar elektronow (13), badz tez
objetosci molekularnej cgsteczki (4, 15, 16). Dodatkowo 16 posiada grup NO,
bedaca akceptorem elektronéw. Rowaievprowadzenie podstawnikow w pozydE5
(18, 19, 20, 21) oraz zasipienie wegla C5 atomem azotw2?) obnizyto aktywnaé
inhibitorowa zwiazkéw. Jedynym wyjtkiem byta N-benzylo-5-metylocytozynal(),
ktérej K wynosi 3,6uM. Poréwnag zwiazki 1821 z ich furfurylowymi
odpowiednikami, mana zauwayc¢, ze s one skuteczniejszymi inhibitorami, jednak ich
wartasci Ki s3 wyzsze w poréwnaniu do zedku 11 (Tab. 19 i 20). Wydtkiem od tej
zaleznoici jest pochodn@2 (N*benzylo-5,6-dihydro-5-azacytozyna), ktéra wbreyv te
zasadzie charakteryzujeesivyzsza (prawie 30-krotnie) stat K; (20uM), niz jej
furfurylowy odpowiednik (N-furfurylo-5,6-dihydro-5-azacytozyna, K= 0,7uM).
Prawie wszystkie zwiki z tej grupy okazaty siby¢ inhibitorami kompetycyjnymi.
Wyjatkiem jest zwazek nrl6, ktéry jest inhibitorem niekompetycyjnym. Oznaoz e
maoze on whzat sic do enzymu w formie wolnejalz tez zwiazanego z substratem i nie

konkuruje z substratem o miejsceapania do centrum aktywnego (Copeland, 2000).
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A 1/V [nM/min]

0.1+

0.075

0.05;

0.025
‘ ‘ ‘ ‘ | [mM]
-0.2¢ 0.2t 0.5 0.7t 1
B 1/V [nM/min]
1.5t
1,,
[
0.5/://
o — 00— —
‘ ‘ ‘ _ I [mM]
L05 0.5 1 1.5 i
C 1/V [nM/min]
0.15¢
0.1+

e

- N | [mM]
76.4 48 32 -16 16 32 48 64 8

Rycina. 14. Analiza inhibicji Sssl metadDixona (1/V vs 1)A- N*-benzylocytozynal®), B- N'-
benzylo-5-metylocytozynal?), C- N*-(o)nitrocytozyna 16). Reakcje byly prowadzone w
obecndci réznych iloici DNA m-0,1 g, ¢- 0,5ug,e- 1ug. |- sgzenie inhibitora, V-szybké
reakcji. Zwizzek16 jest inhibitorem niekompetycyjnym.
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Rycina 15. Zaleznasci pomiedzy wart@ciami parametrow fizykochemicznych a gtadhibicji:
A-cLogP/MWI/K, B- tPSA/MW/K C- Hd/Ha/K, D- tPSA/cLogP/K Czarnymi punktami
oznaczone zostaty zygki, ktorych K<100uM. W analizach nie byt brany pod uwagvizzek 16
ze wzgtdu na inny typ inhibicji (niekompetycyjny), ktéry cechuije.

Z grupy 11 pochodnych benzylowych cytozyny (Tab),2& 7 zwiazkow
cechuje si wartagciami K; nizszymi niz 100pM (3,6 do 35uM). Dla 5 z nicly ®ne
bardzo zbltone (20-35uM). Analizac parametry fizykochemiczne (Ryc. 15) ima
zauway¢, ze wart@¢ cLogP tych zwizkéw wynosi od 0,69 do 1,48. Oznacza #e,
inhibitory te (K<100uM), w porownaniu z pochodnymi furfurylowymi, cteija sig
wyzsza lipofilowoscia, jednak nie mzna stwierdzt, ze aktywnd¢ rosnie wraz z jej
spadkiem lub wzrostem w podanym gy zakresie. Dodatkowo inhibitorem z
poréwnywalrn, wartcscia statej inhibicji (K 33uM) jest pochodn2l bedaca zwihzkiem

101



hydrofilowych (cLogP -1,93). Grupa sulfonylometylavzwicksza ilg¢ akceptoréw
wigzair wodorowych o 3 i donoréw o 21 jest jedynym zwjzkiem w tej grupie z tak
liczba atomdéw uczestniezych w tworzeniu wizan wodorowych. W przypadku
pochodnych furfurylowych obect® grupy OH obniata aktywnd&¢ inhibitorowa. Te
samy zaleznoé¢ mozna zauwayé w przypadku zwizku 18, natomiast zwgzek 21 nie
wpisuje s¢ w t¢ reguk.

Nie mazna take stwierdzt, w przeciwigéstwie do pochodnych furfurylowych,
ze inhibitory o K <100uM cechuje ok&ona iloé¢ Hd, Ha lub WR czy teznajduj Sie
one w okrélonym zakresie tPSA, poniewavartasci tych parametréw dla tej grupy
inhibitoréw g przyjmowane take przez pozostate zuzki.

Tabela 21. Whasciwaosci fizykochemiczne oraz wastd statej inhibicji pochodnych cytozyny z
tasicuchami alifatycznymi wyznaczone vcte inhibicji metylacji in vitro. Wszystkie poche&dn
sq¢ inhbitorami akompetycyjnymi, dla ktorych wyznaczomartgi¢ K metod; Dixona i
Cornisha-Bowdena. Parametry cLogP i tPSA oraz kcakceptorow i donorow wrai
wodorowych (Ha/Hd) i wizai rotujgcych (WR) wyznaczono jakzej

R\A
k&

Rz

Nr R, R, Rs | Ry | Ki[uM] '\[/'D\;\g Ha/Hd | cLogP tF[)f]A WR

23 HC— H C H 5600 137 4/1 0,09 58,1 1
24 HC_~ H C H 3400 151 4/1 0,59 58,1 2
25 | HG H C H 800 165 4/1 1,15 58,1 3
26 H,C— H C H 6000 139 412 0,1 57,7 2
27 | H2G o~ H C H 1000 167 42 1,07 57,7 4

Trzech grupm pochodnych cytozyny byly zwiki posiadajce modyfikacje w
postaci tacuchow alifatycznych w pozycji N4 (Tab. 21). Zgoelrd wczéniejszymi
doniesieniami, spermidyna i putrescyna (poliamirgdace dtugimi tacuchami
alifatycznymi  z grupami NH) & niekompetycyjnymi inhibitorami DNA
metylotransferaz (Ruiz-Herrera i in., 1995). W gzkiu z tym zaprojektowane zostaty
pochodne posiadgie taxcuchy alifatyczne w pozycji C510) oraz N4 23-27). W

porOéwnaniu ze zvwizkami z piegcieniami aromatycznymi (furfural, benzyl) w pozyciji
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N4, okazaty si by¢ znacaco stabszymi inhibitorami (K>800uM). Dodatkowo cechayj
si¢ akompetycyjnym typem inhibicji (Ryc. 16), co ozmacze zwhzki te wiaza Si¢
wytacznie do enzymu zwkanego z substratem (Copeland, 2000). Ze gdegha nisk

aktywnas¢ w tescie metylacjiin vitro nie byty brane pod uwagv dalszych badaniach.

| 1/V [nM/min]

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ | [mM]
-0.75 -05 -0.25 025 05 075 1

Rycina 16. Analiza inhibicji Sssl metadDixona (1/V vs. 1) i Cornisha-Bowdena (S/V). Zxek
24 jest inhibitorem akompetycyjnyReakcje byty prowadzone w obegriadznych ilaici DNA
m-0,1 pg,»- 0,5uQg,e- 1pug. |- sgzenie inhibitora, V-szybké reakcji, S-stzenie substratu.

Sprawdzono tate aktywnd¢ inhibitorowa zwiazkow kedacych pochodnymi
zasad azotowych, ktére nie posiadajodyfikacji w postaci piécienia aromatycznego
(Tab. 21).

Kwas orotowy (kwas uracylokarboksylowy) posiadapgrikarboksylowa w
pozycji C6. Zwazek ten znany jest rownigpod nazwy witamina B13 i produkowany
jest przez flog bateryjrn jelit. Stanowi prekursor w syntezie pochodnych
pirymidynowych. Uwaa sk takze, ze peini rot antyoksydanta poprzez wptywanie na
aktywacg ekspresji gendéw, kodagych enzymy biaice udziat w usuwaniu wolnych
rodnikdéw. Zwizek ten cechowat siwysoky wartascia K (1mM).

5-azacytozyna jest pochagn stosowanej w leczeniu 5-azacytydyny
pozbawiomn piekcienia rybozy. Mechanizm dziatania 5-azacytydymyivo polega na
fosforylacji zwhzku i wbudowaniu do DNA, a nagnie kowalencyjnym vezaniu
DNMT1. W tescie metylacjiin vitro sprawdzono czy 5-azacytozyna w formie wolnej
(nie wbudowanej w oligonukleotyd)ctizie hamowata aktywrné metylotransferazy
Sssl. Zwizek cechuje si bardzo wysok stahk inhibicji (K; = 5,5mM) (Tab. 22).
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Wyniki te s zgodne z opublikowanymi danymi uzyskanymi w inngazkomorkowym
tescie inhibicji metylacji, w ktérym badana byta 5-agtozyna i 5-azacytydyna w
formie wolnej. Obie nie wykazywalyzadnych aktywnéci w hamowaniu

metylotransferaz w eteniach niszych nz 1,28mM (Hemeon i in., 2011).

Tabela 22. Wiasciwasci fizykochemiczne oraz wasto state] inhibicji pochodnych cytozyny
wyznaczone w feie inhibicji metylacji in vitro. Oba zwkki $; bardzo stabymi inhibitorami
kompetycyjnymi. Parametry cLogP i tPSA oraz kczikceptorow i donorow wrai
wodorowych (Ha/Hd) i wizai rotujgcych (WR) wyznaczono jak ey

R
HN/ 1
R4\R3‘)\N
N
5
~
N O

K MW tPSA
N R R R R R ' Ha/Hd LogP WR
r 1 2 3 4 5 [UM] [Da] cLog Al
o)
28 H H C H g 1000 155 6/4 -0,7 109 1
~
OH
29 H H N H H 5500 112 5/3 -1,24 84,6 0

Badane byty pochodne adenozyny posiackajmodyfikacje w pozycjach N6 i
N9. W celu sprawdzenia ich aktywdop, przeprowadzono testy inhibicji metpd
Dixona, gdzie zmiennbylo stzenie S-adenozylo-L-metioniny, ktéra jest kofaktorem
reakcji. W ten sposob sprawdzono czy analogi SAMhkkioup z ta czasteczlh o
miejsce wizania do enzymu. W literaturze opisane jest ham@@aNMT1 przez SAH
(S-adenozylo-L-homocysteih oraz pochodne - sinefungim inne z modyfikacjami w
pozycjach C2, N6 i w okbie fragmentu homocysteinowego (lsakovic i in., 200
Testowane zvwazki pozbawione gsfragmentu homocysteinowego.

Pierwsza grupa to pochodne furfurylowe (Tab. 23yiaZkiem wygciowym
byta NP-furfuryloadenina 80). Wartgi¢ K; mierzona w técie inhibicji wynosita
6000uM. Zatem zwizek ten wykazuje niewielk aktywndé. Modyfikacja kinetyny
polegata na przgytzeniu rybozy w pozycji N9 pigienia purynowego 31), co
nieznacznie obnito wartas¢ K; (3,3mM). Usungcie grupy hydroksylowej z pozyciji

C2’ i zastpienie rybozy przez 2'deoksyrybe£32) (Ryc. 17) zmniejszyta war§é K;
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33-krotnie (110uM).

wykorzystany w kolejnych badaniach. W poréwnaniu zzgazkiem 32, zasgpienie

Zwjzek ten, jako najlepsza pochodna adenozyny, zostat

pierscienia rybozy pieicieniem pyranylowym33) pogorszyto aktywn@ inhibitorowa

ponad 7-krotnie.

Tabela 23. Wiasciwaosci  fizykochemiczne oraz wastd statej inhibicji furfurylowych
pochodnych adenozyny. Parametry cLogP i tPSA dcabel akceptorow i donorow wrai
wodorowych (Ha/Hd) i wizai rotujgcych (WR) wyznaczono jakzej

N —R1
L
T
R>
Nr R, R, K; [uM] '\["[')\;\g' Ha/Hd | cLogP I;S]A WR
30 Hﬂ‘@ H 6000 | 215 2/6 126 | 79,63
—
31 HZC@ O 3300 347 | 4no 017 | 138,69
!
. T
32 Hﬂ‘@ 5 110 331 3/9 013 | 11846
N y
o
33 HZC@ O 810 299 17 1,7 78,01 4
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0.75
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Rycina 17. Analiza inhibicji Sssl metadDixona (1/V vs. 1)N°furfurylo-2'deoksyadenozyna
(32) jest inhibitorem kompetycyjnym. Reakcje byly pdwone w obecdoi réznych sgzen
SAM=-0,1uM, - 1uM, e- 10uM. I- sgzenie inhibitora, V-szybké reakciji.

Tabela 24. Wiasciwasci fizykochemiczne oraz wasto statej inhibicji pochodnych benzylowych

adenozyny Parametry cLogP i tPSA oraz licakceptoréw i donoréw wzai wodorowych
(Ha/Hd) oraz wigzan rotujgcych (WR) wyznaczono jak iey.

HN— 1
</N | )
)
’\|‘ N
R,
K; MW tPSA
Nr R R ! Ha/Hd cLogP WR
L 2 [uM] [Da] g [A]
34 HZCO H 290 225 5/2 2 66,4 3
35 HZCO H 440 347 5/2 2,45 66,4 3
(o)
36 HZCO O 350 299 6/1 2,45 64,8 4

W Tab. 24 zestawiono benzylowe pochodne adenozyhyjsciowym

zwiagzkiem byta N-benzyloadnozyna 3d@), ktorej wartéé K; wynosi 290pM.

Podstawienie piécienia benzylowego grapmetylowa w pozycji para (35) obnizyta
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aktywnd¢ inhibitorona tego zwiazku (Ki = 440uM). Analogicza sytuacg mazna
zauway¢ modyfikujac N°-benzyloadenozynpiercieniem pyranylowym w pozycji N9
(36). Jednake tak jak w przypadku pochodnych cytozynowych, wzpazwhzkow
pochodna furfurylowa - benzylowa ta druga okazuje bBy¢ skuteczniejszym

inhibitorem.

Tabela 25. Wihasciwasci fizykochemiczne oraz wafto state] inhibicji pochodnych adenozyny.
Parametry cLogP i tPSA oraz liczlakceptorow i donorow wiai wodorowych (Ha/Hd) oraz
wigzai rotujgcych (WR) wyznaczono jak A&y Zwigzki, ktorych K< 100uM zostaty oznaczone
wersami w kolorze szarym.

HN/Rl
</N )
N )
| N
R2
Ki | Mw tPSA
Nr R R ' Ha/Hd | cLogP WR
: 2 [M] | [Da] T omw
37 | MO H 1550 | 177 | 572 | 148 664 3
38 | e \/Q H 1200 | 335 o/4 | 119 1255 5
HZC\/\/
39 H 750 | 205 52 | 255 664 5
40 H OO, | 5500 | 209 713 | -045| 99 4
L
41 H ) /Fo_!i_o 77 567 | 17/5 | -131 | 2281 | 6

Trzecia grupa to pochodne adeniny posi@ajaicuch alifatyczny w pozyciji
N6 lub inne modyfikacje w pozycji N9 (Tab. 25). Wgiowym zwizkiem byta N-
izopentenyloadenozyna3§). Pochodna ta badana byta podtekn wi&ciwosci
antyproliferacyjnych z wykorzystaniem linii nowotwo pecherza oraz nabtonka
(Colombo i in., 2009; Ottiria i in., 2010). Zwdek ten okazat si by¢ stabym
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inhibitorem reakcji metylacji (K= 1550uM). Jeszcze 1823 aktywndgcia cechuje si
pochodna pozbawiona rybozy z ggupropylona w pozycji R (37). Natomiast
wprowadzenie grupy pentenylowej obyto o 62% warté¢ K; (750uM), jednake
zwiazek ten nadal jest bardzo stabym inhibitorem.

Badano take aktywnd¢ adenozyny, ktérej piécien rybozy zastpiono grup
2-hydroksyetoksymetylowy bedaca fragmentem tego pigrienia odpowiadagemu
atomom C1', O4', C4', C5 i 0540). Zwiazek ten jest analogiem acyklowiru,
pochodnej guanozyny stosowanej w leczeniu chor@bseivych, ktéra hamuje syntez
DNA poprzez terminagj tancucha. Przeprowadzona na liniach komdrkowych
wyprowadzonych z glejaka - T98G, SNB-19 i U-373 lmmaa wiasciwosci
antyproliferacyjnych acyklowiru wykazatae zwazek hamowat proliferagjkomorek,
poniewa 7 krotnie czsciej dochodzito w nich do jego fosforylacji w pordaniu z
prawidtowymi komoérkami (astrocyty) (Kominsky i in2000). Zwazek 40 jest jednak
stabym inhibitorem niekompetycyjnym procesu metylac

Sprawdzono tate aktywnd¢ cyklicznego fosforanotriestru  2',3'-
dideoksyadenozyno-5'-ylo tymidyn-3'5’-ylowegd ). K; tego zwizku wynosi 77uM,
jest wic on inhibitorem o umiarkowanej aktywswp. Stanowi jednak dobry punkt
wyjscia do zaplanowania syntez kolejnych podobnych pdolich zbudowanych z
dwoch podczonych nukleozydow.

Badano wptyw 5-flurourydyny4Q) i jej 5’ fosforan é3) oraz jej 3 pochodnych
modyfikowanych w olgbie reszty fosforanowej, 45, 46) na reaka} metylacjiin
vitro (Tab. 26).

5-fluorourydyna (FU), jest szeroko stosowanym w z&tu guzow
nowotworowych antymetabolitem pirymidynowym. Meclzan jej dziatania polega na
przeksztatceniu FU w forgnaktywn- monofosforan 5-fluoro-2’deoksyurydyny przez
fosforylaz; tymidynows i kinazg tymidynowa, a nasgpnie na blokowaniwsyntezy DNA
(hamowanie aktywnii syntetazy tymidylowej) w fazie S cyklu komoérkogee

Aktywnosci FU w komorce zwizana jest take z wbudowywaniem
metabolitow tego zwizku do RNA. W konsekwencji prowadzi to do hamowania
syntezy biatek czy tepowstawania nadmiernej o reaktywnych form tlenu (Pinedo i
Peters, 1988). Badano takinne pochodne fluorowe, w tym 5-fluorocytozy@wiazek
ten hamowat DNMT1. Mechanizm jego dziatania, takk jgpochodnych 5-
azanukleozydowych, polega na tworzeniu trwalych  &ewcyjnych
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wiazan z enzymem (Gowher i Jeltsch, 2004).

Celem analizy tej grupy pochodnych byto sprawdzerzg 5-fluorourydyna
(42) oraz jej fosforan 43) w formie wolnej, kda hamowaty aktywngt
metylotransferazy poprzez inhibickompetycyjma i jaki wpltyw na aktywnéé¢ tego
enzymu lgda mialy modyfikacje polegage na wprowadzeniu podstawnika
aromatycznego. Podstawnik ten zostat przzpny nie bezpwednio do zasady (jak w
przydatku wczéniej badanych pochodnych), ale gmtony ryboz poprzez resgt

kwasu fosforanowegatd-46).

| 1/V [nM/min]

7 | | | 1 [mM]

-0.3 0.3 0.6 0.9 1.2

Rycina 18. Analiza inhibicji Sssl metad Dixona (1/V vs. 1). Zwizek @5) jest
najskuteczniejszym inhibitorem w grupie testowangobhodnych 5-fluorourydyny. Reakcje
byly prowadzone w obecfe roznych ilgici DNA m- 0.1 pg,¢- 0,5ug,e- 1ug. |- sezenie
inhibitora, V-szybk&* reakciji.

Tak jak 5-azacytozyna (K5,5mM) i 5-azacytydyna (Hemeon i in., 2011) oraz
obie furfurylowe pochodne cytydyns,(4), 5-fluorourydyna 42) wykazuje niewielki
wptyw na aktywné¢ Sssl. Jednale dodanie reszty fosforanowe] obmiwart@é statej
inhibicji 14-krotnie. Mae to wynik& ze zwekszenia liczby akceptorow i donoréw
wiazan wodorowych i wartéci parametru tPSA, wskazgego powierzchnie polagn
ktéra niezkdna jest do oddziatywania z enzymem (Kumar i irQl®. Wysza
aktywna¢ pochodne@d3 moze by takze wigzana z faktemze w mechanizm reakcji
metylacji zaangawana jest grupa fosforanowa DNA, ktérej zadaniesst j
deprotonacja grupy —SH katalitycznej cysteiny (dan@m., 2010). Wymaga dalszej
analizy czy fosforan pochodndj3 spetnia podobm funkcje, aktywupc tym samym

nukleofil, ktéry atakuje atom C6 cytozyny.
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Aktywnos¢ zwiazkow zwikszyty przyhczone do grupy fosforanowej
podstawniki aromatycznel4-46), przy czym mana zauway¢ roznice w wartgciach
Ki zwiazkéw 45 i 46 (5,5 i 9uM), r@niacych sté pozycph atomu azotu w piécieniu
benzylowych ¢rto i para). Obecné¢ tego azotu wptywa na lipofilowso tych
pochodnych (cLogP), ohiajac ja w stosunku dai4 (Tab. 26, Ryc. 18). Oba zyaki
przekraczgj liczbe dozwolonych regut Lipinskiego akceptorow wrzar wodorowych,

co maze wptyra¢ na parametry ADMET.

Tabela 26. Wiasciwaosci fizykochemiczne oraz wakth statej inhibicji pochodnych 5-
fluorourydyny wyznaczone wstée inhibicji metylacji in vitro. Parametry cLogPtPSA oraz
liczbe akceptorow i donorow weai wodorowych (Ha/Hd) oraz wkai rotujgcych (WR)
wyznaczono jak wej. Zwigzki, ktérych K< 100uM zostaty oznaczone wersami w kolorze
szarym.

MW tPSA
Nr R, R, K [uM] [Da] A/D cLogP A WR
42 OH OH 1100 246 713 -1,71 104,5 2
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Rycina 19. Zaleenasci pomidzy wartgciami parametréow cLogP/tPSA/MW. Czarnymi
punktami oznaczone zostaly gz, ktorych k<100uM.

Wiasciwosci fizykochemiczne (cLogP/tPSA/MW) (Ryc. 19) wskaguze
masa cgsteczkowa i wartei tPSA dla inhibitorow o najaszych wartéciach K (45,
46) s identyczne. Zwizki rdznia sie wartcsciag parametru cLogP. Pozostate 3 zxki,
nawet jali posiadaj wartg¢ jednego z parametréow ziding do 45 lub 46,
charakteryzuyj sic wyzszymi wartdciami K;.

W tescie inhibicji metylacji in vitro zbadana zostata tak AZT
(azydotymidyna) oraz cyklicznego fosforanotries®itazydo-3’-deoksytymidyn-5’-ylo
tymidyn-3’,5’-ylowego @8). AZT zostala zaprojektowana jako azek magcy mie
zastosowanie w leczeniu nowotworow (Wagner i i997). W poréwnaniu z takimi
chemoterapeutykami jak 5-fluorouracyl, 5-fluorod®eksyurydyna, taksol czy
doksorubicyna wykazywata tylko nieznagzaktywnac¢. Ze wzgkdu na wydajniejsz
aktywacg poprzez fosforylagj AZT cechuje si selektywnym dziataniem w liniach
komdrkowych raka piersi i gruczotu piersiowego. Rtdwo wykazanoze terapia
taczona metotreksat/cisplatyna i AZT daje pozytywrynik (Wagner i in., 1997).

Obecnie AZT jest przede wszystkim lekiem stosowanymeczeniu oséb
zargonych HIV. Zwhzek ten jest antymetabolitem, ktérego mechaniznatdaia

polega na terminacji syntezynlaucha wirusowego DNA powstg@iego w wyniku
odwrotnej transkrypcji (Wagner i in., 1997).
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Tabela 27. Wiasciwasci fizykochemiczne oraz wasto statej inhibicji AZT i jej pochodnej.
Parametry cLogP i tPSA oraz liczlakceptorow i donorow wkai wodorowych (Ha/Hd) i
wigzai rotujgcych (WR) wyznaczono jakAgy Zwigzki, ktérych K< 100uM zostaly oznaczone

wersami w kolorze szarym.

K; M.W. tPSA
R; R, m [Da] A/D cLogP (A WR
47 o N=N*=N 11500 267,2 92 | 0,099 | 134 | 3
Zj/ N
48|~ i 32 553,4 172 | -0,834 | 2227 | 6
H O/-l

W grupie badanych zwikédw nie naleacych do pochodnych zasad
nukleinowych (Tab. 28) znalazicsifloretamid, zwazek obecny w jabtkaciMalus
domestica(49). Wykazano,ze dziata on pro-proliferacyjnie na komorki fibrostéw
(Patent No US 7,923,578 B2). Aktywdtotego zwizku analizowano ze wzglu na
obecnd¢ podstawnika aromatycznego, ktéry byt czynnikiemymyajacym na wartéé
parametru K oraz fakt,ze ekstrakt z jabtka odmianfnnurca posiada wiéciwosci
dzku

komdrkowego (Fini i in., 2007). Floretamid nie wykavat aktywndci w tescie in

antynowotworowe, obnikaniu poziomu metylacji regulatorow cyklu
vitro, nawet w wysokich gteniach (ok. 10mM).

Kolejnym zwihzkiem byt furosemid, diuretyk stosowany w leczeniu,
posiadajcy w swojej strukturze grup furfurylowa. Zwiazek ten jest inhibitorem
metylotransferazy tiopurynowej, ktérej substrateestj N-merkapropuryna dslaca
analogiem adenozyny. Wastoparametru g wyznaczona dla tego zgaku wynosita
170uM i charakteryzowat sion niekompetycyjnym typem hamowania reakcji (Lysaa

in., 1996). Furosemid okazakdby¢ inhibitorem cechujcym sk wysoky wartascia Ky’
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w tescie inhibicji Sssl.

W celu poréwnania badanych zwkéw 2z komercyjnie dogpnym
kompetycyjnym inhibitorem metylotransferazy, analizpoddano RG108, ¢dacy
pochodn L-tryptofanu. Wykazanaze zwhzek ten hamuje metylotransfega3ssl (1Go
0,115uM) (Brueckner i in., 2005). W opracowanymezz mnie t&ie wyznaczona
wartas¢ Ki RG108 wynosi 0,23uM (Ryc. 20) i jest ona 3 krotnkesza od najlepszego
inhibitora z grupy pochodnych zasad nukleinowychdN-furfurylo-5,6-dihydro-5-
azacytozyny 11) (Ki 0,7uM). Naley jednak zauway¢, ze wartgci K; obu zwiazkow
charakteryzyj sic tym samym rzdem wielkgci.

1/V [nM/min]

0.2r

0.17

/ ‘ ‘ ‘ | [mM]

-0.1¢ 0.1¢ 0.3€ 0.54 0.7z

Rycina 20. Analiza inhibicji Sssl metadDixona (1/V vs. ). RG10851) jest dosgpnym
komercyjnie inhibitorem kompetycyjnym DNMTReakcje bylty prowadzone w obegrio
réznych iloici DNAm- 0,1pg,¢- 0,5u0,e- 1g. |- s¢zenie inhibitora, V-szybké reakcji.

Inhibitorem o najwyszej aktywnéci w tescie inhibicji Sssl jest EGCG (K
28nM). Jednake rozpad tego zwrku generuje powstawanie,® co mae by
przyczyry spadku aktywn&ci enzymu zwizarg z jego utlenieniem a nie wdaniem
EGCG (Fangiin., 2003).
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Tabela 28. Wiasciwasci fizyko-chemiczne oraz wasth statej inhibicji  zwizkow
nienukleozydowych wyznaczone ¥cig inhibicji metylacji in vitro. Parametry cLogPtPSA
oraz liczlez akceptoréw i donoréw weai wodorowych (Ha/Hd) i wizai rotujgcych (WR)
wyznaczono jak wej. Zwigzki, ktorych K< 100uM zostaty oznaczone wersami w kolorze
szarym.

. K; MW tPSA
Nr Struktura zwi azku ! Ha/Hd LogP WR
t [uM] | [Da] T m
0]
49 NH, brak 165 3/3 0,88 63,3 3
HO
cl 0|
s
\NHz
50 SN 280 314 6/4 2,33 105,5 5

5.2. Analiza restrykcyjna DNA zmetylowanego w obear$ci inhibitora

Wplyw  zwiazku nr 11 (N*furfurylo-5,6-dihydro-5-azacytozyna) na
metylacy sekwencji CpG potwierdzono z wykorzystaniem enzyregtrykcyjnego
Hpall (pkt. 4.7.5.). Reakcje metylacji plazmidu plBw formie liniowej (trawienie
enzymem restrykcyjnym Xbal) prowadzone byly przezgB8dziny w obecrgei
inhibitora (1, 0,1 i 0,001mM) lub jego braku. Ngstie plazmid byt oczyszczany i
poddawany hydrolizie katalizowanej przez enzym Hppizez 0,5h. Wykonano

dodatkove kontrok z niezmetylowanym plazmidem.
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1 0,1 0,01

stgzenie inhibitora [mM]

Rycina 21. Analiza inhibicji metylacji na 2%elu agarozowymsSciezka nr 1— zmetylowany
plazmid pUC18 w formie liniowej hydrolizowany Hpd)3,4— zmetylowany plazmid pUC18 w
obecndci inhibitora (11) hydrolizowany Hpall, 5- plazmid pUC18 niezmetylowany
hydrolizowany Hpall. Strzalkwskazano zmetylowany DNA nieuleggj hydrolizie.

Analiza elektroforetyczna potwierdzita brak hydegli przez Hpall
zmetylowanego plazmidu pUC18ciezka 1) (Ryc. 21). Dodatkowo widoczny jest
spadek wydajni tej reakcji wraz ze wzrostemesenia N-furfurylo-5,6-dihydro-5-
azacytozyny. Przy steniu 0,01lmM widoczny jest gorny giek (wskazany strzadl
odpowiadagcy zmetylowanemu plazmidowi. &€k ten nie jest obecny yeiezkach 2 i
3, gdzie analizowaneaswyniki hydrolizy plazmidu zmetylowanego w obeéob

wyzszych stzen inhibitora

5.3. Analiza inhibicji ludzkie] DNMT1 w tescie kolorymetrycznym ELISA

N*-furfurylo-5,6-dihydro-5-azacytozyna cechowata sajwyzsz aktywndicia
w reakcji inhibicji modelowej metylotransferazy $¢K; 0,7uM) wéréd pochodnych
zasad nukleinowych. Potwierdzonge zwhzek ten hamuje take ludzkh DNMTL.
Wyznaczona w oparciu o komercyjnie dgsty test wykorzystacy metod ELISA
wartags¢ 1Cso dla tego zwizku wynosi 22uM (pkt. 4.8). Poniewadostpne dane
pokazuj, ze w analogicznym eksperymencie RG108 wykazywalotylk% aktywnécé
w stzeniu 100uM (Yoo i in., 2012), dla poréwnaniadam analiz wykonano dla
EGCG, ktérego wartg statej inhibicji wynosita 0,028uM (Tab. 27). W n&jszym
zastosowanym &teniu (10uM) EGCG hamowato reakepetylaciji do poziomu 42% w
poréwnaniu w préd kontrok (Ryc. 22). Warté¢ 1Csp jest zatem riisza nk 10uM. Oba

115



zwiazki (EGCG i11) hamuj aktywnd¢ DNMT1 w sposob zaley od stzenia.
Poréwnujc wyznaczoa metod, ELISA wartag¢ 1Cso zwiazku 11 (22uM) i obliczon
wedtug rownania Cheng’a-Prusoff'a* (1973) - 2,73uWa podstawie wartgi K;
uzyskanej w reakcji z Sssl), wigdlaizszy aktywna¢ zwiazku w hamowaniu DNMT1
niz prokariotycznej metylotransferazy. Poniemjadnak warté 1Cso zalezy m.in. od
stezenia dosfpnych w reakcji substratow, asenie hemimetylowanego DNA wéige

typu ELISA nie jest znane, trudno porowrabie wartgci.

* rownanieCheng’a-Prusoff'a (Cheng i Prusoff, 1973)

S

ICs0 = Ki X| 1+
K

S- stzenie substratu (4,4uM), K& stata Michelisa (1,52uM), K stata inhibicji
(0, 7uM).

100 A

75 1

50 A

—t—

——

25 1

aktywndi¢ DNMT1 [%]

10 100 500 10
stezenie zwizku [mMM]

Rycina 22. Wptyw zwizkow niskoazsteczkowych na aktywfioludzkiej DNMT1. Warteri
podane w stosunku do kontroli (100%) nietrakowdnagjanym inhibitorem.

O EGCG

m N*furfurylo-5,6-dihydro-5-azacytozynd {)

5.4. Analizy cytotoksycznéci wybranych pochodnych zasad azotowych

Cytotoksyczné¢ badanych zwizkéw i ich wpltyw na proliferagj komoérek

eukariotycznych oceniono stogcj metod¢ polegajca na kolorymetrycznym
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oznaczeniu barwnego produktu (formazanu) powstgjo po podaniu MTT do hodowli
komorkowej. Tetrazol jest redukowany xywych komérkach przez mitochondrialn
dehydrogenag bursztynianow. Wyniki wyrazone § w procentach w odniesieniu do
kontroli pozytywnej (komorki nie traktowane badanymwiazkiem) i odzwierciedlaj
aktywna¢ metabolicza i zywotnas¢ komorek (pkt. 4.11.).

Linia komérkowa Hela, jest najstassk najbardziej rozpowszechnigrinia,
wyprowadzorn z nowotworu szyjki macicy (Rahbari i in., 2009)d Gat 50-tych XX
wieku opublikowano okoto 65 000 prac, opigrjch eksperymenty z wykorzystaniem
tej linii. Stanowi ona wzorzec w badaniach komérkotv (Hyman i Simons, 2011).

Linia U118 wyprowadzona zostata z komoérek glejakagwotworu
wywodzcego s¢ z komorek glejowych. Glejaki nalg do grupy najcgstszych
smiertelnych nowotworow pierwotnych wysgiujacych u oséb dorostych. Zalicza; ge
takze do grupy nowotworow opornych na leczenie radiclote i chemioterapi
(Akhavan i in., 2010). Stopieztosliwosci nowotworéw mdzgu zostat skorelowany z
obnizajacym sk poziomem metylacji w genomowym DNA. Najezy poziom mC
obserwuije s w glejakach Zukiel i in., 2004).

W testach MTT wykorzystywane byty tad dwie izogeniczne linie HCT116:
p53+/+ i p53-/-, wywodzce sé z nowotworu okgznicy. W pierwszej aktywny jest gen
p53, w drugiej oba jego allele svytaczone. Biatko p53, jako supresor nhowotworowy,
zapewnia komérkom stabilé® genomovy poprzez kontrel cyklu komérkowego. p53
jest czynnikiem transkrypcyjnym wptywsgiym na transkrypcje biatka p21, ktérego
zadaniem jest m.in. hamowanie cyklin zalgch od kinaz (E/cdk2 i A/cdk2), co
prowadzi do zatrzymania cyklu komorkowego. W odpenlzi na uszkodzenia DNA,
takie jak gknigcie nici, dochodzi do potranslacyjnej modyfika€igo biatka (bez zmian
w poziomie mRNA), ktéra powoduje wyditenie okresu jego pottrwania. Fosforylacja
powoduje zaburzenie oddziatywaomidzy p53 i jego regulatorem — biatkiem MDM2,
ktérego zadaniem jest ubikwitynacja i kierowanie3pha szlak degradacji w
proteasomach. Efektem jest zahamowanie cyklu kooweego w fazie @ co
umazliwia naprave DNA (Lakin i Jackson, 1999; Meek, 2004).

Piata wykorzystam linia nowotworow, byta ustalona linia gruczolakoraka
jelitowego CaCo-2. & to komorki enterocytopodobne, twace w hodowli
spolaryzowan monowarstw, na powierzchni ktorej tworzy egirabek szczoteczkowy.
Linia ta wykorzystywana  jest powszechnie do laded transportem
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transbtonowym. CaCo-2, tak jak komorki absogbaj nabtonka, wytwarzajenzymy:
disacharydazy, peptydazy, izoenzymy  CYP450, traazfesS-glutationow,
sulfotransferag i glukuronidaz oraz biatka transbtonowe, P-glikoprotein biatka
opornaci wielolekowej, zwazane z transportem lekow (Grajek i in., 2006).

Linia HEK293 wyprowadzona zostata ze zdrowych ludzkembrionalnych
komérek nerkowych, ktore transformowane zostatyzkimh adenowirusem typu 5
(Ad5). & to komorki uniémiertelnione, ktorych czas cyklu wynosi 24-36h wat
dtuzej niz HelLa, U118 czy HCT116.

5.4.1. Wplyw pochodnych cytozyny na komorki linii HeLa, U118, HEK293

W Zalczniku 1 umieszczone zostaty tabele zawigejwzory badanych
ZWiazkow.

Pierwsza grum badanych zwizkéw byly pochodne zasad azotowych.
Sprawdzony zostat wplyw zwiku wyjsciowego N-furfurylocytozyny () oraz jej
pochodnej K-urfurylo-5-metylocytozyny %) i bardziej hydrofobowej fbenzylo-5-
metylocytozyny {7) na komorki nowotworowe Hela i U118 oraz HEK293/¢R23A,
B, C). Stosujc metod redukcji MTT mana wyznaczg wartasé¢ 1Cso, wskazujca takie
stezenie, ktére spowoduje 50% zmniejszeniédlaywych komérek. Analiza wykazata,
ze testowane zwkki cechuj sie minimalm cytotoksycznécia, a ich wplyw na
proliferack komorek widoczny jest dopiero weseniu 4mM. W tych warunkach
zwiazki 5 i 17 powodowaty zmniejszenie #oi zywych komérek Hela, U118 i
HEK293 o 30-40%. Inkubacja z*Murfurylocytozyry takze wplyreta na proliferagj,
jednak w mniejszym stopniu. Obserwowany byt 10-15@adek iléci komorek
proliferujacych inkubowanych w obeckd tego zwazku. Analizupc wyniki
eksperymentow, nie moa wyznaczy wartasci parametru 1go, gdyz bedzie on wyszy
niz maksymalne gtenie zastosowane w eksperymencie (Ryc. 23A, B, C).

Stalm aktywndcia w hamowaniu proliferacji i nisk cytotoksycznécia w
stosunku do komérek eukariotycznych ceghsi¢ réwniez N*-furfurylo-5,6-dihydro-5-
azacytozyna 11) i N*benzylo-5,6-dihydro-5-azacytozyn®22j (Ryc. 24A, B, C).
Wyznaczone wartei ICsoprzyjmuja bardzo wysokie gtenia [mM] (Tab. 29).

118



T T T _
1o] e} n o

100 -
7
5
2

< %] pHowox emAz

stezenie ﬁw&zku [mM]

75
50 -
25

[9%] iowoy amAz

stezenie zwizku [mM]

MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM 2

o

100 -
7
5
2!

(%] PIoWOoY amAz

stqzenie zwizku [mM]

Rycina 23. Wyniki testu MTT przeprowadzonego po 72h inkulkaejiérek eukariotycznych ze

ZWigzkami:
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K- kontrola,A —HelLa,B-U118,C-HEK293.
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Rycina 24. Wyniki testu MTT przeprowadzonego po 72h inkubamjidrek eukariotycznych ze
ZWigzkami:

(11)

(22)

K- kontrola,A —HelLa,B-U118,C-HEK293.

5.4.2. Wplyw pochodnych cytydyny i adenozyny na kodrki linii HeLa, U118,
HEK293

Sprawdzono tate wptyw pochodnych nukleozydéw. W tym celu inkubowa
komoérki Hela, U118 i HEK293 w obecfm wybranych sizen dwoch pochodnych
cytydyny: 3- N*furfurylo-2'deoksycytydyny i N-benzylo-2'deoksycytytdynydCBz)
oraz pochodnej adenozyr32- N°-furfurylo-2’deoksyadenozyny (Ryc. 25A, B, C)*N
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benzylo-2'deoksycytydyna nie byta analizowana ¥cigin vitro. Porownugc te trzy
pochodne mma zauwayé, ze najbardziej aktywna jest °Murfurylo-
2'deoksyadenozyna3p). Wartaci ICso wyznaczone po inkubacji z Hela, U118,
HEK298 wynosz 0,8, 0,45 i 0,02mM. Natomiast porowacjobie pochodne cytydyny,
wigkszy wptyw na aktywng proliferacyjra ma pochodna benzylowa (Tab. 29).
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Rycina 25.Wyniki testut MTT przeprowadzonego po 72h inkubdemjnérek eukariotycznych ze
ZWigzkami:

(3)

(dCB2)

H (32

K- kontrola,A —HelLa,B-U118,C-HEK293.
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Wykazano, ze N°-furfuryloadenozyna i inne rybozydy cytokinin hamuj
proliferacg i indukujp apoptoz w komorkach ludzkiej biataczki szpikowej oraz w
innych typach nowotworowych linii komérkowych (Ishi in., 2002; Cabello i in.,
2009). Pochodne adenozyny charakteryzowatwsizszy aktywndcia biologiczr niz
odpowiadajce im pochodne adeniny, ktorych wdavosci antyproliferacjne byty
stabsze lub nie obserwowano ich wcale (Ishii i 2002; Cabello i in., 2009). Jedrak
w obu przypadkach efekty wywolywane przez te azki zwiazane byly z
metabolizmem adenozyny i enzymem fosforydym adenozye - kinaz
adenozynow. Zaangaowanie tego enzymu w bioaktywacN°-furfuryloadenozyny
poprzez fosforylagj powoduje obrienie sg¢zenia ATP w komérce, co prowadzi do
zahamowania cyklu komoérkowego i spadkusdiozywych komorek (Cabello i in.,
2009). Za przyczyacytotoksycznéci rybozydu uznaje sitakze indukowanie przez ten
zwiazek stresu genotoksycznego w postaci uszko@a¢A (Cabello i in., 2009).

N®-furfurylo-2'deoksyadenozyna 3p) jest najskuteczniejszym inhibitorem
procesu metylacji woéd pochodnych adeniny (Tab. 23). W poréwnaniu % N
furfuryloadenozyn (31), ktorej aktywn&¢ w wielu liniach komérkowych obserwowana
jest w stzeniach mikromolowych, jej wptyw na proliferggest umiarkowany (Ryc. 25
i 26, Tab. 29). Wart@ ICsy wyznaczona dla Nfurfuryloadenozyny testowanej w
wykorzystaniem linii HeLa wynosi 100uM i jest 8-knte nizsza w porOwnaniu z
wartcscia uzyskam dla 32. Silniejszy wptyw nazywotnas¢ komorek jest jeszcze
bardziej widoczny w przypadku linii U118 i HEK293Cg, = 80 i 20uM). Nisza
aktywna¢ pochodnej32 wynika prawdopodobnie z faktie zwhzek tenjest mniej
wydajnym substratem kinazy adenozynowppniewa grupa 2'0OH rybozy jest
niezledna do aktywnéci tego enzymu. Zatem ograniczorfasforylacja 32 nie
powoduje spadku puli ATP w komarce (Miller i in979).

Nizszy cytotoksyczn& N*-furfurylo-2'deoksycytydyny mgna powiza: ze
zjawiskiem kompartmentacji puli dCTP w komérkachojiosforan-2’deoksycytydyny
(dCTP) powstajcy de novouczestniczy w replikacji DNA. Natomiast dCTP, ldo6r
wykorzystywane $ w naprawie uszkodaeDNA pochodz z tzw. szlaku odzysku i
syntetyzowane g z 2’deoksycytydyny, tate tej pochodzenia egzogennego. W
przypadku stosowanej w leczeniu 5-aza-2'deoksygytyd AzadC) jej inkorporacja do
DNA wynika z powodowanego przezanstresu genotoksycznego prowackgo do
uszkodzé DNA Ilub/i nadmiaru tego nukleozydu w stosunku datunalnie
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wystepujacego (Xu i in., 1995). Dostarczane analogi 2'deckbydyny wykazug
cytotoksyczné¢ w wysokich stzeniach  milimolowych. Oznacza to,ze
prawdopodobnie nie powodujiszkodzé DNA i nie s elementami wykorzystywanymi
do jego naprawy lub po inkorporacji do DNA sfektywnie usuwane przez systemy

naprawcze, jako naturalne produkty metabolizmu DNA.

A 150 -

R
a o
o o
1 1

o
1

zywe komorki [%]

a
o
1

K 0,002 0,01 0,02

R

o

o
L

stezenie zwiazku [mM]

B 125 4

100 A
75 4
50 -
25

o 4

zywe komorki [%

-25 4

K

-50 4

C 125 -

100 +
75 A
50 -

25 A

zywe komorki [%6]

stezenie zwazku [mM]

Rycina 26. Wyniki testu MTT przeprowadzonego po 72h inkubamjiorek eukariotycznych ze
ZWigzkami:

(30)

(32)

K- kontrola,A —HelLa,B-U118,C-HEK293.
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5.4.3. Wplyw 5-fluorourydyny i jej pochodnych na konorki linii HeLa, U118 i
HEK293

Sprawdzono tale wplyw podstawnikbw w postaci grup aromatycznych
zwiazanych z reszt kwasu fosforanowego na cytotoksycghob-fluorourydyny i
5’'monofosforanu-5-fluorourydyny. Otrzymane wynikiskazuj, ze 5-fluorourydyna
(42) i jej pochodna4d5, wywierap porownywalny efekt powodagy ograniczenie
proliferacji komorek HelLa, U118 i HEK293 i jest ailniejszy nz w przypadku
pozostatych 3 pochodnych (Ryc. 27, 28, 29, Tab. @8)loczry zmiarg w aktywngci
obserwuje si w przypadku zwizkéw 45 i 46, ktGre ré&nia sic pozych atomu azotu w
pierscieniu aromatycznymofto — para). Procentowa rnica pomedzy wartgciami
ICs50451 46 wynosi 65% i 94% dla linii HeLa i U118. Zw#ek45 jest bardziej aktywny
nie tylko w técie MTT (co mae by zwiazane z fatwiejsz hydroliza piercienia z
azotem z pozycjiorto), ale take w t&cie metylacji in vitro (azot posiadagy
niesparowan pak elektronéw kdzie akceptorem wkania wodorowego, od jego
umiejscowienia mze zalee¢ czy powstgg oddziatywania z grupami funkcyjnymi
aminokwaséw). Odsgpstwem jest wynik uzyskany dla linii HEK, ktory jes
poréwnywalny dla obu zwikow.

Ujemne wartéci na wykresach (Ryc. 27, 28, 29) wskazuje w danym

stezeniu zwizek nie hamuje proliferaciji, ale jest przyczymierci komorki.
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Rycina 27. Wyniki testu MTT prowadzonego po 72h inkubacji &k linii HeLa ze
ZWigzkami:

Al

@2
(45)
(46)
A2

43)
(44)

K- kontrola
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Rycina 28. Wyniki testu MTT prowadzonego po 72h inkubacjidek linii U118 ze
ZWigzkami:
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Rycina 28. Wyniki testu MTT prowadzonego po 72h inkubacjidek linii U118 ze
ZWigzkami:
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E  (46)
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43)
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K- kontrola

5.4.4. Wptyw dinukleotydow na komorki linii HeLa, U118 i HEK293

Sprawdzono tate wpltyw dinukleotydow posiadgych whzanie 5-3'5
fosfotriestrowe nazywotnasé¢ linii komorkowych. Zwazki te byty inhibitorami Sssl o
sredniej aktywnéci. Sprawdzono tate cytotoksyczn& azydotymidyny, ktora wchodzi
w skiad dinukleotyd48 (Ryc. 30).

W przypadku linii komérkowej HelLa dinukleotydy cemialy sk nizsz
aktywnacia w porownaniu z azydotymidyn Natomiast wyniki uzyskane z
wykorzystaniem linii U118 i HEK293 pokazyjze r&nice w ich aktywnéci 51 kilku
procentoweZaden z badanych zgakow w stosowanych gteniach (maks. 1mM) nie
powodowat 50% inhibicji proliferacji komorek. Zatermwvyniki eksperymentow
potwierdzity nisk aktywndci AZT w stosunku do komorek innychznnowotworu
piersi i gruczotu piersiowego.
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Rycina 30. Wyniki testu MTT przeprowadzonego po 72h inkubamjidorek eukariotycznych ze
ZWigzkami:

(48)

(41)

= 47)

K- kontrola,A —HelLa,B-U118,C-HEK293.

5.4.5. Wplyw 5-azacytydyny na komorki linii HeLa, UL18 i HEK293

Analizowano take cytotoksyczn@& 5-azacytydyny (Ryc. 31), inhibitora
DNMT1 stosowanego w leczeniu biataczek. W porowaae wszystkimi testowanymi
zwiazkami, AzaC cechuje siwysoka cytotoksycznécia w stosunku do komorek linii
Hela, U118 i HEK293, hamag proliferacg w stzeniach mikromolarnych. Wardé

ICs50 wyznaczona dla 5-azacytydyny jest ponad 75 00§ razsza ni zwiazku 11
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(najlepszego inhibitora spabd zwizkO6w nowo zsyntetyzowanych).
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K 1 10 100

Rycina 31. Wyniki testu MTT przeprowadzonego po 72h inkubamnérek eukariotycznych z
AzaC.

HelLa

U118

= HEK293

K- kontrola.

5.4.5. Wplyw 5-azacytydyny i N-furfurylo-5,6-dihydro-5-azacytozyny na komorki
linii HeLa

Inkubowano komorki HeLa w warunkach jednoczesnegcolgci dwdch
badanych zwizkéw: 5-azacytydyny (AzaC) i Nurfurylo-5,6-dihydro-5-azacytozyny
(1) (Ryc. 32). Test prowadzono w dwoéch rodzajachzypdi RPMI 1640: -
suplementowanej FBS dogsénia kaicowego 10% i 0,1%. Zmniejszonestnie FBS
powodowato ok. 30% spadek tempa proliferacji korkore

W pozywce zawierajcej 10% FBS 5-azacytydyna weseniach 0,1 i 0,5uM
nie powodowata znagezego obnienie aktywnéci proliferacyjnej komorek (Ryc. 32).
Natomiast inkubacja z 100uMegeniem zwizku 11 spowodowata jej 20% spadek.
Jednoczesne traktowanie komérek HeLa 0,1uM Aza@GuM 11 nie wplywa na
proliferacg w poréwnaniu do proby traktowanej tylko zwkiem 11, natomiast 5-
krotny wzrost sizenia AzaC hamuje podziaty komorek o 14% w stosuhixdnodowli
traktowanej tylko11l i 33% w stosunku komérek inkubowanych z 0,5uM AzaC
Widoczny jest zatem synergizm dziatania obuazkdw, a efekt ich wspoétdziatania jest
wigkszy niz suma oddzielnych aktywgci. Moze wynika z odmiennych mechanizmow
dziatania. Podobny efekt obserwowano dla zabulary@@108 (Kassler in., 2012).

Ten sam schemat eksperymentu zastosowano dla kinh@aowanych w
pozywce z obnitonym stzeniem FBS. Zmniejszona #6 skladnikbéw zawartych w
serum, takich jak albuminy, czynniki wzrostu czyrinony, spowodowata zwolnienie
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podziatbw komorkowych. Inkubacja z 0,1uM AzaC luBOuM 11 nie wptywa na
zywotnas¢ komorek. 0,5uM AzaC zmniejsza ich dotylko o 4% (identycznie z
wynikiem uzyskanym dla hodowli w ppwce z 10% FBS). Mniejszy spadek
proliferacji nz w analogicznej probie (z 10% FBS) obserwuje @i przypadku
jednoczesnej inkubacji z 0,1uM AzaC i 100uM (A%=5% w poréwnaniu do
kontroli). Natomiast 0,5uM 5-azacytydyna i 100 powoduj 17% zahamowanie
proliferacji w stosunku do warunkow z mniejszynzshiem AzaC i 22% w stosunku
do kontroli. Porownujc wynik tego eksperymentu do uzyskanego dla hodowli
prowadzonej w warunkach z 10% FBS, efekt aktysgnawiazkdw jest mniejszy.
Aktywnos¢ inhibitorbw DNMT1, w tym AzaC, zwizana jest z procesem
replikacji DNA, po ktorym nagpuje podziat komorki. Uwaa sk, ze w komorkach
nowotworowych, w ktorych dojdzie do wywotanej degiatja aktywacji regulatorow
cyklu komérkowego i zahamowania podziatow, efekiafdmia tych zwizkéw kedzie
stabszy. Mniejsza zawab FBS w paywce zmniejsza tempo podziatu komorek. W
takich warunkach hodowlanych zaobserwowano ame wptywu badanych zezkow
(AzaC i 11) na zywotnas¢ komorek. Oznacza tae ich aktywnéc jest zwhzana z

cyklem komérkowym.
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Rycina 32. Ocena cytotoksyczswm za pomog testu MTT prowadzony po 72h inkubaciji
komorek linii HeLa ze zwikami — AzaC 11 (N*-furfurylo-5,6-dihydro-5-azacytozyna).
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0,1uM AzaC

0,5uM AzaC
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0,1uM AzaC + 100uM1

EEEODR

130



5.4.5. Wplyw wybranych zwazkoéw na komorki linii HCT116 i CaCo-2

Biatko p53 hamuje cykl komérkowy i aktywuje szlagoptozy w odpowiedzi
na zniszczenia DNA wywotywane przez chemioterapgeuty tym AzaC (Lakin i
Jackson, 1999; Schneider-Stock i in., 2005). LIH@T116 -/-, w ktorej wyiczono
aktywna¢ genu dla tego biatka, jest mniej wlisva na dziatanie 5-azacytydyny. Zatem
jesli AzaC wpltywa na aktywagj p53, stosujc obie linie HCT116 zauwgé mozna
réznice w ilasci komaorek proliferujcych (Lakin i Jackson, 1999; Schneider-Stock i in.,
2005).

Na podstawie wynikéw otrzymanych po inkubacji kostoobu linii HCT116
z AzaC zauwzono, ze zwhzek jest 3,75x bardziej aktywny w linii HCT116 p33+
Wartas¢ ICso AzaC dla linii CaCo-2 jest wygza nk 25uM (Ryc. 33, Tab. 29).
Przeprowadzone eksperymenty zyodne z danymi literaturowymi wskazeymi na
zaleznos¢ pomigdzy aktywacy biatka p53 a indukgj apoptozy w komorkach linii
HCT116 p53 +/+ inkubowanych w obedeoAzaC (Schneider-Stock i in., 2005).
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Rycina 33. Wyniki testu MTT przeprowadzonego po 72h inkubamjnorek HCT116 i CaCo-2
w obecnéci 5-azacytydyny (AzaCK- kontrola.

HCT 116 p53+/+

B HCT 116 p53-/-

CaCo-2

5-fluorouracyl stosowany w leczeniu m.in. nowotwaerékreznicy indukuje
apoptoz poprzez aktywaej szlaku zwiazanego z biatkiem p53. Obie linie HCT116
wykazywaly r@na wrazliwos¢ na dziatanie tego zwaku, przy czym w linii z
aktywnym p53 obserwowany byt silniejszy efekt cgtatyczndci (Xavier i in., 2011).

Analizowano take wptyw pochodnych furfurylowych adeniny i cytozyng
izogeniczne linie HCT116. W tym celu do badaybrano N-furfurylocytozyre (1) i
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najbardziej aktywne w feie in vitro pochodne- cytozynoay N’*-furfurylo-5,6-
dihydroazacytozy (11) oraz adeninow N°-furfurylo-2’deoksyadenozyn(32).

N*furfurylocytozyna jest zwizkiem, ktéry nie wplywa znagzo na
zywotnas¢ komorek linii HCT116 nawet w bardzo wysokickezgniach, przy czym
komorki HCT116 p53-/- & nieco bardziej wrdiwe na dziatanie zwizku (Ryc. 34).
Wartdici ICs dla tego zwizku wynosz 2,25 i 2,4 mM dla linii p53 +/+ i p53-/- (Tab.
29). Oznacza to, ze spadelkwotnasci komorek prawdopodobnie zyany jest z
innymi mechanizmami. Wysokie milimolarne waitd parametru 16 wskazug, ze
zwiazki te nie g cytotoksyczne dla komérek. Wskazuje na tazéakvynik uzyskany
linii dla CaCo-2.
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Rycina 34. Wyniki testu MTT przeprowadzonego po 72h inkubamjnoérek eukariotycznych z
N*-furfurylocytozyg (1). K- kontrola.

] HCT116 +/+

HCT116 -/-

¥4 CaCo-2

Analogiczny wynik otrzymano w przypadku wydenia czasu inkubaciji
komérek HCT116 i CaCo-2 ze zazkiem1 z 72h do 144h (Ryc. 35). Uzyskana wééto
ICs0 wynosi 2,9mM (HCT116p53-/-), podczas gdy w przypadrugiej linii wart@é
ICs0 jest wyzsza ni zastosowane najugze stzenie zwiazku (4mM). Widoczny jest
zatem wzrost obu wadol wraz z wydhieniem czasu inkubacji, co sugeruje
zwiazek wykazuje dziatanie pro-proliferacyjne.

Wydtuzenie czasu inkubacji komérek CaCo-2 2-fNrfurylocytozyry (Ryc.
35) nieznacznie obm ich zywotnads¢, jednake efekt 50% spadku aktywsm
proliferacyjnej widoczny jest w &teniu 3,1mM. Smierc nekrotyczm wynikajaca z

toksyczndci zwiazku obserwuje sidopiero w obecni@i 8mM stzenia zwazku 1.
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Rycina 35. Wyniki testu MTT przeprowadzonego po 144h inkulkaoporek eukariotycznych z
N*-furfurylocytozyg (1). K- kontrola.
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Rycina 36. Wyniki testu MTT przeprowadzonego po 72h inkubamnoérek eukariotycznych z
N*-furfurylo-5,6-dihydro-5-azacytozyr(11) K- kontrola.

HCT116 +/+

HCT116 -/-

¥4 CaCo-2

Druga badam pochodia cytozyny byt zwiazek 11 (Ryc. 36).Uzyskane wyniki
wskazuj, ze wprowadzenie azotu w pozycp piescienia pirymidyny oraz redukcja
wigzania N-5-C-6 wpltywa na obirenie wartéci parametru 1. Jednake wartdgci te
sa nadal wysokie, co wskazuje na riasgytotoksycznéc furfurylowych pochodnych
cytozyny. Smieré nekrotyczm spowodowas toksyczndcia zwiazku obserwuje siw
stezeniu 5mM. Dodatkowo widoczna jestzroca w aktywnéci zwiazku w obu
izogenicznych liniach. Nsza warté¢ ICsp uzyskana dla HCT116 p53+/+ tbe
oznaczg, ze zwihzek wptywa na wzrost aktyws6é p53 i aktywaci szlaku apoptozy.

Testy z wykorzystaniem linii komérkowej CaCo-2 wsalpa takze na nisk
cytotoksyczné¢ zwiazku mierzom w stzeniach milimolowych (IG powyzej 1ImM).
Sprawdzono tate  wplyw pochodnej adenozyny. Widoczna jest
133



réznica pome¢dzy obiema izogenicznymi liniami HCT116. € Cwyznaczone po 72h
(Ryc. 37) inkubacji komérek z Nurfurylo-2'deoksyadenozyn wynosi 0,48mM
(p53+/+) i 0,65mM (p53-/-) (Tab. 29). Waftm te % nizsze w poréwnaniu z
uzyskanymi dla pochodnych cytozynye $any zaleznos¢ obserwuje si w przypadku
linii CaCo-2. Wydhienie czasu inkubacji z testowanym zmkiem do 144 godzin

(Ryc. 38), odwrotnie iw przypadku zwizku 1, obniza wart@¢ ICsp,
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Rycina 37. Wyniki testu MTT przeprowadzonego po 72h inkubamjnérek eukariotycznych z
N°-furfurylo-2’-deoksyadenozyr(32) K- kontrola.
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HCT116 -/-

CaCo-2
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Rycina 38. Wyniki testu MTT przeprowadzonego po 144h inkulkaoporek eukariotycznych z
N°-furfurylo-2’-deoksyadenozyr(32) K- kontrola.

HCT116 +/+

HCT116 -/-

CaCo-2

5.4.6. Podsumowanie wynikow uzyskanych w testach MT

Zebrane w Tab. 29 wyniki pozwadagtwierdze, ze pochodne furfurylowe oraz
benzylowe w niewielkim stopniu wplywajna zywotnas¢ komorek i ich potencjat
proliferacyjny, a ich wart@i 1Csp 3 bardzo wysokie (skenia milimolowe). Oznacza
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to, ze zwhzki nie g cytotoksyczne.

Wartcici 1Cso 5-fluorourydyny i jej pochodnych mieszcaig z zakresie od
0,021 do 0,147mM. 5-fluorourydyna?) i jej pochodnad5 cechuj sig zblizonymi
wartasciami tego parametru. W przypadkb zalezy on prawdopodobnie od wptywu
wprowadzonej modyfikacji na transport zwku przez btony komoérkowe oraz od
tempa, w jakim ta pochodna ulega bioaktywacji wi¢Estwie jej usuricia.

Aktywnos¢ biologiczna 5-azacytydyny w linii HelLa jest pordywalna z
pochodnymi urydynowymi. Jednak zwek ten cechowat ghizszymi wartgciami 1Gso
wyznaczonymi z wykorzystaniem linii U118 i HEK298/ poréwnaniu z pochodnymi
furfurylowymi zwiazek ten jest bardziej cytotoksyczny i skutecznimiyg proliferacg
komorek. Warté¢ 1Cso pochodnych furfurylowej wytene g w milimolach, podczas
gdy AzaC powoduje 50% zahamowanie proliferacji koekOw znacznie rszych
stezeniach [uM].

Wyzsza aktywné&  biologiczna (cytotoksyczré) pochodnych  5-
fluorourydyny i AzaC wynika z faktuze zwazki te s antymetabolitami, ktéreas
wbudowywane do DNA i RNA. Pomimo dobrych aktywoo pochodnych 5-
fluororurydyny w bezkomoérkowym geie metylacji (K 5,5 i 9uM), ich wykorzystanie
jako modulatoréw epigenetycznych stosowanych wpievaydaje s¢ by¢ utrudnione ze
wzgledu na ich cytotoksyczieé.

Tabela 29. Wartasci 1ICso [MM] wyznaczone w feie MTT.

72h 144h72h 144h| 72h 144k
Hela U118 HEK293 | HCT116+/+ HCT116-/- CaCo-2
1 >4 >4 >4 2,25 >4( 2,45 2,9 3,75 3,1
3 >4 >4 >4
5 >4 >4 >4
17 >4 >4 >4
22 2,7 15 2,1
30 >0,2 >0,2 >0,2
31 0,1 0,08 0,02
32 0,8 0,45 0,1 0,48 0,24 0,65 0,54| 2,3 0,64
42 0,031 0,021 0,028
43 0,099 0,147 0,079
44 0,092 0,077 0,078
45 0,035 0,021 0,051
46 0,1 0,36 0,048
dCBz 2,75 >4 2,35
AzaC 0,037 0,0086 0,0025 0,0008 0,003 >0,025
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5.5. Analiza genotoksyczn&ci wybranych zwigzkow za pomog testu kometkowego

Stres oksydacyjny, powodowany przez czynniki zgveme, takie jak
promieniowanie jonizace i zwhzki aktywne oksydoredukcyjne, e by przyczym
hipometylacji DNA. Stosowane w leczeniu nowotworbviluorouracyl, oksaliplatyna
czy taksol zwikszap ilos¢ reaktywnych formy tlenu (RFT) w komorce (Alexandis.,
2006). Ma@na take zaobserwowawszrost ich ilgci w komorkach nowotworowych.
RTF powoduj uszkodzenia DNA ig przyczyrm pojawiania s nowych pochodnych
nukleozasad takich jak 8-okso-7,8-dihydro-2'deoksgnozyna i 5-hydroksmetylo-
2'deoksycytydyna (Alexandre i in., 2006; Barciszkas in., 2007). W celu zbadania
czy analizowane zwrki sa genotoksyczne i powodujuszkodzenia DNA wykonano
test kometkowy (pkt. 4.12.). Jest to prosta i cAdetekcja 0,1-10 8-okso-dG na®10
zasad) technika polegap na analizie obrazu elektroforetycznego catkayoit®NA
pochodacego z pojedynczej komoérki (Ryc. 39). Nazwa metpdghodzi od obrazu
jaki obserwuje s hazelu. Nieuszkodzony DNA, tworzy tzw. gi@wkomety, natomiast
uszkodzony migruje welu w postaci tzw. ogona komety. Metoda ta nie wyanatapu
izolacji DNA, co ogranicza maiwo$¢ powstawania 8-okso-dG w czasie procedury
przygotowywania materiatu do analizy. W wersji dilkanej testu (pH >13) analizie
podlegaty jedno- i dwuniciowe ggniccia nici DNA, natomiast w zmodyfikowanej
wykorzystana zostata glikozylaza foramidopirymidwao DNA (FPG) do analizy
obecndci 8-0kso-7,8-dihydro-2’deoksy guaznozyny.

Obecnd¢ 8-0kso-dG, najagciej wyskpujacego w DNA produktu utleniania
zasad, jest markerem stresu oksydacyjnego. Ponié8vakso-dG tworzy par z
adenozyn, powoduje wysfpowanie transwersji G-T indukigej systemy naprawy
BER. W jej wyniku dochodzi do usuwania modyfikowahyzasad przez glikozylazy.
Powstaje miejsce apirymidynowe (AP), a rpsie usuwana jest reszta szkieletu
fosfocukrowego przez liazy i endonuklezy. Brajay) nukleotyd uzupetniany jest przez
polimeraz (Ramos i in.,, 2010). Zastosowana wcte kometkowym FPG dziata
jednoczénie jako N-glikozylaza i AP-liaza, usuwgjz nici DNA utlenion zasaq i w
konsekwencji pozostawig 1 nukleotydow przerwe w nici.

Test kometkowy wykonywano po 1h i 72h inkubacji ek z badanymi
zwigzkami w s¢zeniach réwnocytotoksycznych ¢senia réwne wart@i I1Cs

wyznaczonej w t&ie na linii HCT116 p53+/+), co pozwala na sprawdeeczy ilag¢
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uszkodzé w DNA bedzie zwekszata s w czasie wydtaonej inkubacji i czy ulegn
one naprawie przez komérkowe systemy.

Wyniki wskazujp (Ryc. 40),ze po 1 godzinie inkubacji komorek poziom
uszkodzé DNA (peknigcia nici) wzrasta o okoto 12% w poréwnaniu z préontrolm
(oprécz zwizku 11). Po 72h wszystkie badane probyagsip poziom kontroli. Mae to
oznacza to, ze s one skutecznie naprawiane przez systemy komérkdvyaiki te, ze
szczegoOlnym uwzgtnieniem AzaC, $ zgodne z wczZmiejszymi doniesieniami, w
ktérych pokazanaze traktowanie komérek linit MM (angnultiple myelompAzaC, tak
jak innymi zwhzkami blokuacymi syntez DNA i powodupcymi rozpad kompleksu
replikacyjnego, ma wplyw na powstawanie dwuniciotvygekni¢é nici oraz
indukowanie systemow naprawczych (Kiziltepe i 2007).

W przypadku analizy il& 8-okso-dG w DNA (miejsc wediwych na
hydrolizg enzymem FPG) (Ryc.41) po 1 h inkubacji komérekadamymi zwizkami
ilo$¢ modyfikowanej zasady wzrasta w przypadku pocholrfycfurylowych o okoto
4-6%. Wyptkiem jest AzaC, ktora nie powoduje w tym czasiekosizés DNA. W
przypadku pochodnych, 11 i 32 po 72 h traktowania komorek badanymi gzkiami
poziom uszkodze maleje, jednake nadal jest o okoto 2,5% wszy niz w kontroli.
Odmienna sytuacja obserwowana jest w przypadku Apa@odujcej wzrost ilgci 8-
okso-dG do 9%. Wykazano wzrost §d RTF pochodzcych z mitochondriow w
wyniku tratowania AzaC linii komorkowej nerki TKPTSProwadzito to do
depolaryzacji btony mitochodnrialnej, otworzenian&Bw w niej obecnych, a w efekcie
do $mierci komoérki. Stres oksydacyjny powodowany prdezaC mae by jedm z
przyczyn (obok wbudowywania do DNA) cytotoksycgciadego zwizku (Nadasi i in.,
2009).

Rycina 39. Obraz komet uzyskanych w wyniku elektroforezyedyoiczych komorek
traktowanych 75uM kD, przez 5 min. w 4°C.
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Rycina 40. Analiza wptywu testowanych zwkdéw na poziom obserwowanych uszkod2zEA

w postaci pknie¢ nici metod testu kometkowego. Komorki linii HCT116 p53+/+ubkwane
byly z réwnocytotoksycznymézniami zwizkow (IGo) przez 1 lub 72H- N*-furfurylocytozyna,
11-  Nfurfurylo-5,6-dihydro-5-azacytozyna32- N°-furfurylo-2'deoksyadenozyna, AzaC - 5-
azacytydyna. Proby kontrolne stanowity komorki itigktowane zwizkiem oraz komorki
traktowane 75uM kD, przez 5 min. w 4°C.
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Rycina 41. Analiza wptywu testowanych zwkéw na poziom obserwowanych uszkeodz&A

w postaci 8-okso-dG w metptestu kometkowego. Komorki linii HCT116 p53+/+ubkwane
byly z réwnocytotoksycznymizgiami zwizkéw (IGo) przez 1 lub 721. - N-furfurylocytozynall - N*-
furfurylo-5,6-dihydro-5-azacytozyn&2 - N-furfurylo-2'deoksy adenozyna, AzaC — 5-azacytydyna
Préby kontrolne stanowity komorki nie traktowandqzkiem oraz komérki traktowane 75uM
H,0, przez 5 min. w 4°C.
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5.6. Analiza wplywu zwhzkéw niskocasteczkowych na poziom metylacji

genomowego DNA

Do analizy wptywu badanych zwzkéw na poziom metylacji genomowego
DNA wybrano 3 pochodne. Pierwsdyta najbardziej aktywna w reakcji inhibicji
metylacji in vitro N*furfurylo-5,6-dihydro-5-azacytozynal1{). Dla poréwnania
wykonano identycznanaliz dla drugiej pod wzglddem aktywnéci, ale kgdacej ponad
20-krotnie stabszym inhibitorem “Murfurylo-5-metylocytozyny %). Analizowano
takze wplyw N-benzylocytozyny 12), ktérej warté¢ K; jest poréwnywalne dd,
jednak jest pochodrbardziej lipofilowa.

Stosupc metod chromatografii cienkowarstwowej (TLC) na celulozie
rozdzielono fosforany 5-metylo-2’'deoksycytydyny mniych 2’deoksynukleozydéw
znakowanych ¥P]JATP, a nasipnie obliczono ilé¢ m°dC na podstawie intensywstm

plam obserwowanych na chromatogramie (pkt.4.10c, BY).

dA

. m°dC
©dc

dG

Rycna 42. Analiza metag dwukierunkowej chromatografii
cienkowarstwowej [5%P] deoksynukleotydéw uzyskanych w
w wyniku hydrolizy DNA z linii HeLaJA— 2-deoksyadenozyna,
— i mPdC — 2’metylo-2-deoksycytydynaC - 2’-deoksycytydyna,
dT - 2'-deoksytymidynalG - 2’-deoksyguanozyna.
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W komorkach eukariotycznych hodowanych przez 72h olecndci
wybranych zwizkédw obserwowano zatae od stzenia badanej pochodnej obanie
poziomu metylacji cytozyny w DNA. Dla kdego ze zwizkdw wyznaczono warfo
ICs0, 0znaczajca 50% spadek poziomu metylacji DNA w stosunku dotkaln (Tab.
30). Widoczna jest tdica pomedzy aktywndcia zwiazkéw w linii HeLa i HEK293.
Wartasci I1Csg uzyskane z eksperymentow z wykorzystaniem kométeka s nizsze,
przy czym dla zwizkéw 11 i 12 s3 one zblione, natomiast MNfurfurylo-5-
metylocytozyna §) jest ok. 3-krotnie mniej aktywna. Uzyskane w aebt z lini
HEK293 wartdci ICso badanych zwizkéw s wyzsze w poréwnaniu z Hela i d&i
11 przekraczaj warta¢ maksymalnegoaytego w eksperymencieggenia (Ryc. 43).

Tabela 30. Wplyw badanych pochodnych cytozynowych na pozioratlocytozyny w DNA.

1Cs0 [UM]
HelLa HEK?293
N*-furfurylo-5-metylocytozynag) 88 >100
N"-benzylocytozynal2) 31 >100
A 27
1,5
S
%)
£ 0,5
°’ K 1 10 100
stezenie inhibitora [pM]
B 27
1,5
S
.
L2
0,5 1
°° 1 10 100
stezenie inhibitora [uM]
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Rycina 43. Pomiar ilasici nC w DNA. Komorki eukariotyczne inkubowano przez Zeh
zwigzkamiA- N*-furfurylo-5-metylocytozynas), B- N'-benzylocytozynal®), C- N*-furfurylo-
5,6-dihydro-5-azacytozyndl) w skzeniach 1, 10 i 100pM. K- kontrola

5.7. Nadprodukcja domeny SRA i analiza wydajnéci powstawania komplekséw
SRA-dsDNA34AB

UHRF1 oddziatuje z DNMT i definiuje miejsce meg¢ ulec metylacji poprzez
oddzialywanie z RC znajdujca sie na drugiej nici. Biatko to wydaje sbyé dobrym
celem dla terapii przeciwnowotworowych, poniewalega nadekspresji w wielu
nowotworach, natomiast w tkankach zdrowych wysje na niskim poziomie (okoto 5
do 70-cio krotnie risza ekspresja hiDNMT1). Wytaczenie genlWHRF1 wiaze Sk z
zahamowaniem wzrostu komorek nowotworowych oraz agiwieniem ich na
chemoterapi i promieniowanie. Do tej pory nie ma doniégsiea temat zvazkow
niskoczsteczkowych, ktore hamowalyby proces axenia s¢ UHRF1 do
hemimetylowanego DNA. W poréwnaniu z innymi domenaimtka UHRF1 (domena
Tudor, PHD, RING), ktore wyspuja w wielu biatkach, domena SRA jest unikalna dla
UHRF1. Oznacza toe inhibitor zdzie cechowat siunikalngcia i specyficznécia w
stosunku do tej domeny (Unoki, 2011).

W czasie procesu metylacji, cytozynadiica substratem reakcji ulega
przemieszczeniu na zewrz helisy DNA | zostaje umieszczona w centrum
katalitycznym enzymu. UHRF1 wspomaga ten procegawiprzeciwlegh metylowan
cytozymy za pomog domeny SRA, wskazaf tym samym cytozyp mapca ulec
metylacji. Poniewa wiazanie to polega na wysugiu nPC poza helis, zatem oba
biatka (UHRF1 i DNMT1) oddziatajze swoimi substratami w podobny sposéb.
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W celu sprawdzenia czy wybrane zwki, analizowane podakem hamowania
procesu metylacji, ¢gla wykazywaty aktywné¢ w stosunku do domeny SRA biatka
UHRF1 przeprowadzono nadprodukcfej domeny w systemie prokariotycznym.
Nastpnie analizowano wplyw zwikOw na tworzenie si komplekséw SRA-
dsDNA34AB technil retardacji, wykorzystuga fakt, ze w zelach PAA kompleksy
biatko-DNA migrup z mniejsa szybkacia niz same casteczki DNA.

Konstrukt pET28-6xHisSUMO-SRA zawierat sekwendjodupca domer
SRA mysiego biatka UHRF1 pgdzora z peptydem fuzyjnym, ktéry sktadakss ogona
histydynowego i biatka SUMO znajdigiego s¢ przy kaacu N domeny SRA. W celu
potwierdzenia prawidtowe] sekwencji insertu, pladnpoddano sekwencjonowaniu z
wykorzystaniem starterow T7 start i stop (pkt. 3)1Przeprowadzono ta& analiz
dlugcéci calego wektora z zastosowaniem enzymu restryplegyd Nrul. Powstaty
produkt hydrolizy w postaci plazmidu w formie linvej analizowano w 1%elu

agarozowym. Catkowita wielko wektora wynosi okoto 6kpz (Ryc. 44).

A

i

gcganattccctctgaatattttgtttactttaagaaggagat at accATGGGTCATCACCATCATCATCACGGGTCGGACTCAGAAGT CAATCAAGAAG 100
M GHMHHMHHMHGSDSEVNAOQE A

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
101 CTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGT CAAGCCT GAGACT CACATCAATTTAAAGGT GTCCGATGGATCTTCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAAAGACCAC 200
K PEVKPEVIKPETHI NLKVSDGSSEI FFKI KKTT
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
201 TCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAGCGT TCGCTAAaAGACAGGGT AAGGAAAT GGACT CCTTAAGATTCTTGTACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAG 300
PLRRLMEAFAKROQGKEMDS SLRFLYDGI RI QADAQ
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
301 ACCCCTGAAGATTTGGACATGGAGGATAACGATAT TAT TGAGGCT CACCGCGAACAGAT TGGT GGT CATATGCCCGCCAACCACT TCGGGCCCATCCCTG 400
TPEDLUDMEDNDI I EAHREQQI GGHMPANHTEFGPI PG
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
401 GTGICCCTGIGGGCACCATGT GGCGCT TCAGAGT CCAGGT CAGT GAGT CCGGT GT GCATCGGCCTCAT GT GGCAGGCAT CCATGGCCGGAGCAACGACGG 500
VPVGTMWRFRYQVSESGVHRPHVYVAGI HGRSNDG
510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

501 TGCCTACTCATTGGTCCTGGCTGGT GECTATGAGGATGATGT GGACAAT GGCAAT TACT TCACATACACAGGGAGT GGT GGCCGAGACCTCTCTGGCAAC 600
A Y SLVLAGGYEDDVDNGNYZFTYTS GSG GGRDILSGN

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
601 AAGCGTACAGCAGGCCAGTCCTCTGACCAGAAGCT CACTAATAACAATAGGGCTCTGGCACT CAATTGCCACT CCCCAAT CAAT GAGAAAGGT GCGGAGG 700
K RTAGQSSDQKLTNNNRALALNCMHSUPI NEIKGATEA

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
701 CTGAAGACTGGCGCCAAGGGAAGCCAGT GOGT GT GGT CCGGAACAT GAAGGGCGGGAAACACAGCAAGT ACGCTCCT GCAGAGGGCAACCGCTATGATGG 800
EDWRQGKPVRVVRNMKSGSGKHSIKYAPAEGNRYDSG
810 820 830 840 850 860 870 880 890 900
801 CATCTACAAGGTGGTGAAGTACT GGCCAGAGAGAGGGAAATCTGECT TCCTCGTGTGECGT TATCTCCT TCGACGAGAT GACACAGAGCCTGAGCCCTGG 900
I Y KVVKYWPERGKSGFLVWRYLLRRDUDTEVZPETPW
910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
901 ACCCGGGAGGEGCAAGGACCGCACT CGACAGCT GEEGECT CACTAT GCAGT ACCCT GAAGGCTACT TGGAGGCCT TGECTAACAAGGAGAAGAGCAGGAAGC 1000
TREGKDRTRQLGLTMQYUPEGYLEALANEIKETZKSRKTR
1010 1020 1030

1001 GCTGACt cgagcaccaccaccaccaccactga 1032
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Rycina 44. A- Sekwencja biatka fuzyjnego 6xHisSUMO-SRA. Szeeymoznaczono sekwencje
inicjacji (ATG) i termiacji translacji (TGA) orazekwencg CATATG wyznaczgfq poczitek
sekwencji kodurcej domen SRA. H — ogon histydynowy znamujse przy keicu N biatka
fuzyjnego. B- Analiza wielkéci plazmidu pET28-6xHisSUMO-SRA za pomoenzymu
restrykcyjnego NrulSciezka nr 1— plazmid w formie liniowejtiezka nr 2— kontrola w postaci
nie hydrolizowanego plazmidu; M-marker wiglkio

Plazmid pET28-6xHisSUMO-SRA zawiegay prawidtows sekwengij insertu
wykorzystano do przeprowadzenia transformacji bakil 21-(DE3)-RIL. Warunki
hodowli bakteryjnej opisano w pkt. 4.14.1. Ngwstie w celu separacji biatka
rekombinowanego 6xHisSUMO-SRA otrzymany sonikowanultrawirowany lizat
biatkowy poddano oczyszczaniu meiod chromatografii  powinowactwa z
wykorzystaniem ziga agarozowego Ni-NTA (pkt. 4.14.2). Otrzymano oezy®r
frakcje domeny biatkowej SRA w postaci biatka fuzyjnegy¢R45).
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Rycina 45. Oczyszczanie 6xHisSSUMO-SRA nazulagarozowym wzbogaconym niklem
zZwigzanym do podka za pomog kwasu nitrylotrioctowego (Ni-NTA). M- marker wiedki
[kDa], sciezka nr 1— eluat uzyskany po nzémiu na koluma lizatu biatkowegosciezka nr 2—
eluat uzyskany po przemyciu kolumny buforem zajigya 0,02M imidazolsciezka nr 3-
przemycie buforem zawietgym 0,1M imidazol, pgek na wysok@i 40 kDa odpowiada
biatku 6xHisSUMO-SRA (wskazane strzatksciezka nr 4- przemycie kolumny buforem
zawierapcym 0,2M imidazol.

W celu usunjcia peptydu fuzyjnego 6xHisSUMO zastosowano pratédpl
(ang. ubiquitin-like specific protease).1SUMO podnosi wydajrnig ekspresji biatek w
systemie bakteryjnym. Ulpl w specyficzny sposébimal®&xHisSUMO rozpoznag
trzeciorzdowa struktug SUMO (Mossessova i Lima, 2000). Ngstie oczyszczono
natywra domen SRA z wykorzystaniem agarozy Ni-NTA. Peptyd fuzyjaostat
zwiazany na ztau kolumny i w ten sposéb oddzielony od natywnegamikai. W celu
analizy czystéci i wielkosci powstatego produktu przeprowadzono elektroferaa

zelu poliakrylamidowym w warunkach denatuieych (Ryc. 46).
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Rycina 46. Analiza produktu hydrolizy biatka fuzyjnego 6xHI880-SRA za pomacproteazy
Ulpl. Sciezka nr 1- natywna domena SRA wiglkia23 kDa (wskazana strzadk sciezka nr 2-
biatko fuzyjne(wskazane strzajkV- marker wielkéci biatek [kDa].

Wydajnag¢ tworzenia kompleksu otrzymanej domeny SRA z sabestn
dsDNA34AB (w sekwenciji ktérego znajdujez$ reszt mC) poddano analizie (Ryc.
47). Wartdci procentowe uzyskano miezintensywné¢ zaciemnienia pzka (analiza
densytometryczna) odpowiadeggo powstatym kompleksom i odnasze do sumy

sygnatu pochodgego od niezvazanego DNA i powstatego kompleksu (Tab. 30)

145



SRA-dsDNA34AB
4—

dsDNA34AB
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Rycina 47. Analiza intensywn@i tworzenia st kompleksow SRA-dsDNA34AB z
wykorzystaniem zelu agarozowego. Mieszanina reakcyjna zwierala §o08pmol
[*%-P]dsDNA34AB oraz odpowiednisciezka 1- 50,sciezka 2- 100 ciezka 3- 150 sciezka 4-
200, sciezka 5- 250 pmol SRA (1pmol=23ng).

Tabela 31. Wydajngé tworzenia kompleksow SRA-dsDNA34AB

llosé SRA [pmol] 50 | 100] 150] 200] 250
Wydajngé [%] 11,28 15,39 2454 2931 29,46

Nadprodukowana domena SRA biatka UHRF1 oddzialue z
hemimetylowanym dsDNA34AB. W obecim 200 pmol SRA i 4,8 pmol dsDNA
kompleksy biatko-DNA tworzyly si z wydajndcia ok. 29%. Wzrost iléci biatka nie
powoduje wzrostu wydajioi reakcji (Ryc. 47, Tab. 31).

Celem badania byto sprawdzenie czy furfurylowe pacte cytozyny &da
konkurow@& z DNA (nTC) wiazac sk z domen SRA. Analizowano wplyw 3
zwigzkéw: 1 (N*furfurylocytozyna), 3 (N*furfurylocytydyna) i 4 (N*-furfurylo-5-
metylocytydyna) na tworzenieeskompleksow SRA-dsDNA34AB. Wszystkie zki
sa pochodnymi substratu reakciji.

W mieszaninie reakcyjnej znajdowata; si50 pmol SRA, 4,8 pmol dsDNA
oraz odpowiednio 150, 450 lub 1500 pmol badanetpbitora. Kazdy eksperyment
zostat wykonany w dwukrotnym powtérzeniu (Ryc. 48).

Poréwnujc wydajnaé¢ tworzenia si komplekséw w obecrioi wzrastagcych

ilosci kazdego z badanych zwikow, widoczny jest brak ich wptywu. Efektu dziakan
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kompetytora nie obserwuje esiw obecnéci 10-krotnego nadmiaru zwikow w
stosunku do SRA i ok. 300-ktornego nadmiaru w stkaudo potencjalnych miejsc

wiazania biatka z DNA (Ryc. 49)

K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 K
P P P P

S iy .
YO e Gy

Rycina 48. Analiza wydajnéci tworzenia komplekséw SRA-dsDNA34AB w ob&tno
wybranych zwizkow niskoazsteczkowych. K- kontrola.
(1) N*furfurylocytozyna,

1- 150,

2- 450,

3- 1500 pmoli;

(3) N*-furfurylo-2’-deoksycytydyna

4- 150,

5- 450,

6- 1500 pmoli;

(4) N*-furfurylo-5-metylo-2'deoksycytydyna

7- 150,

8- 450,

9- 1500 pmoli
T 207 7 7 ;i‘l;_;i
g %% nagsnping
g / Z

450 1500 150 450 1500

ilos¢ SRA [pmol]

Rycina 49. Wydajnd¢ tworzenia komplekséw SRA-dsDNA34AB w obetis0, 450 lub 1500
pmoli zwizku:

1- N*-furfurylocytozyna,

3- N*-furfurylo-2’-deoksycytydyna,

1 4- N-furfurylo-5-metylo-2'deoksycytydyna.
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Otrzymane wynikiswiadcz, ze pomimo podobigstwa pomgdzy wiazanymi
przez DNMT1 i SRA substratami (C i°@) nie dochodzi do hamowania reakcji
tworzenia kompleksu biatko-DNA przez pochodne fryfowe. Maze to swiadczyé o

specyficznéci badanych pochodnych w stosunku do DNMTL1.
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6. Podsumowanie

Celem niniejszej pracy bylo wyselekcjonowanie intoildw procesu
metylacji o potencjalnym znaczeniu w terapii epefgnznej. Znacxa wikkszaé
badanych pochodnych to =zwki nowo zsyntetyzowane o nieanalizowanych
wczesniej wiasciwosciach biologicznych.

W ramach realizowanej pracy badawczej:

1. Opracowano test inhibicji metylacjn vitro pozwalajcy na seleke
zwiazkébw pod wzgidem ich aktywnéci inhibitorowej wzgédem modelowej
prokariotycznej DNA metylotransferazy Sssil.

2. Wykonano analizy kinetyczne oktajace wartd¢ statej inhibicji (K) i typ
inhibicji dla 52 pochodnych cytozyny, adeniny, uwlac oraz zwazkow
nienukleozydowych.

3. Wynikiem tych eksperymentow jest wskazanie inbitsitkompetycyjnego
0 najwyszej aktywnéci (N*-furfurylo-5,6-dihydro-5-azacytozyna), ktérego; K
wynosi 0,7uM.

4. Potwierdzono inhibigj ludzkiej DNMT1 przez Ktfurfurylo-5,6-dihydro-
5-azacytozya.

5. Oceniono cytotoksyczié badanych zwazkéw z wykorzystaniem linii
komérkowych  nowotworowych (Hela, U118, HCT166 i @ag) i
nienowotworowych unigmiertelnionych (HEK293). Wykazanoze pochodne
furfurylowe i benzylowe $ nietoksyczne, a linie komorkowe toleguch wysokie,
milimolarne s¢zenia. Wysol cytotoksycznécia cechowaly si natomiast pochodne
5-fluorourydyny.

6. Wykazanoze analizowane pochodne furfurylowe nie powaduwyvatych
uszkodzé nici DNA w postaci pknig¢ czy utleniania zasad (8-okso-dG) w
traktowanych nimi komorkach,

7. Okreslono wptyw wybranych zwizkow na poziom globalnej metylaciji
DNA w liniach komérkowych. Wyniki wskazaj ze badane zwiki obnizaja poziom
metylacji w sposob zatay od stzenia.

8. Sprawdzono czy badane pochodne furfurylow&anpetytorami w tecie
wiazania oligopDNA-domena SRA. W tym celu nadprodukosvdomen SRA biatka
UHRF1. Mimo podobigstw mkdzy substratami DNMT1 i SRA nie obserwowano
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inhibicji tworzenia st kompleksow.

Wydaje si, ze N'-furfurylo-5,6-dihydro-5-azacytozyna stanowi dohmynkt
wyjscia do planowania i syntezy kolejnych pochodnychiaZek ten cechuje si
wysoka aktywndcia w tescie inhibicji metylacjiin vitro, a dodatkowo wykazuje
bardzo nisk cytotoksycznét. Jest to pgadara cechy inhibitorow epigenetycznych,
ktére aby uzyska oczekiwany efekt musgz by¢ stosowane dtugoterminowo.
Uzyskane wyniki wskazuj ze dzeki podstawnikom: furfurylowemu i benzylowemu,
zwiazki s3 inhibitorami kompetycyjnymi. Natomiast aktyw§to pochodnych
urydynowych poprawiaty modyfikacje w afinie wegla C’-5 i reszty fosforanowe;.
Mozliwe, ze wprowadzenie tych dwoch modyfikacji do 5,6-dilyérazacytozyny
zwickszy aktywnéé tego zwizku. Wydaje si, ze w podobny sposob wptyé
mogtoby podstawienie w pozycji C5*Nurfurylocytozyny atomu fluoru. Analizy
wiasciwosci fizykochemicznych badanych zygkow wykazaly,ze konieczne jest

utrzymanie umiarkowanej lipofilowégi inhibitorow.
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Zatacznik 1

Wzory strukturalne badanych zwkéw. Kolorem szarym oznaczono pochodne,
ktérych K>100puM, kolorem czerwonym wytdiono N-furfurylo-5,6-dihydro-5-
azacytozyn.
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