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1. Wstep

Kazdy eukariotyczny organizm wielokomdrkowy, poczawszy od najprostszych
gabek, poprzez liczgcego nieco ponad 1000 komadrek somatycznych nicienia Caenorhabditis
elegans, czy niewielkg muszke owocowa, na organizmach tak ztozonych jak mysz i cztowiek
skonczywszy, potrzebuje molekularnych mechanizmow, by z informacji zawartej genotypie,
uzyskaé szeroki wachlarz fenotypdw, chrakteryzujgcych poszczegdlne komérki budujgce
dany organizm. O losach tych komdrek, ich rozwoju, réznicowaniu, petnionych funkcjach,
proliferacji i S$mierci decyduje nie tyle informacja zakodowana w sekwencjach
nukleotydowych poszczegdlnych gendw per se, co raczej dostepnosé do niej i kontekst, w
jakim jest odczytywana. Z tego powodu konieczne jest istnienie dodatkowej warstwy
informacji, znajdujacej sie niejako ponad czy tez obok tej zawartej w genach, ktéra
warunkuje i reguluje ich ekspresje w taki sposéb, by w danej komadrce ulegta jej jedynie ta
informacja genetyczna, ktéra warunkuje potrzebng w danym momencie funkcje.

Owe epigenetyczne (epi, gr. émL — ponad, na zewngatrz) mechanizmy regulacji
ekspresji gendéw to szerokie spektrum réznorodnych proceséw molekularnych, do ktérych
zaliccamy m.in.: lokalizacje i sposéb upakowania informacji genetycznej w jadrze
komérkowym (wraz z mechanizmami odpowiedzialnymi za remodelowanie struktury
chromatyny), modyfikacje biatek histonowych, chemiczne modyfikacje nukleotydéw m.in.
wprowadzane w procesach metylacji i demetylacji DNA, aktywnos$¢ niekodujgcych
czgsteczek RNA, czy tez potranslacyjng obrdbke i modyfikacje biatek. Wzajemne interakcje,
czy wrecz swoista ,gra” wspomnianych mechanizmow, jak rdwniez mnogos$é i
réoznorodnosé czasteczek w nie zaangazowanych, wraz z szeroka gamma znacznikow i
wprowadzanych modyfikacji, odpowiadajg za plastycznos¢ genomu, dzieki ktérej komorki
moga w dynamiczny sposdb reagowacd i dostosowywac sie do srodowiska.

W niniejszej pracy skupiono sie na metodach modulacji aktywnosci biatek rodziny
TET, ktdre odgrywajg kluczowg role w procesie aktywnej demetylacji DNA. Jednakze by
lepiej zrozumiec¢ kontekst, w jakim osadzony jest ten proces i jego znaczenie dla organizmu,
w dalszej czesSci wstepu po krétce omdwiono najwazniejsze z epigenetycznych

mechanizmow regulujacych ekspresje informacji genetycznej.



1.1. Struktura chromatyny i modyfikacje biatek histonowych a dostepno$é do

informacji genetycznej

O tym, czy dany gen ulegnie ekspresji w duzej mierze decyduje dostepnos$¢ jego
regionow promotorowych dla czynnikéw transkrypcyjnych i kompleksu polimerazy RNA,
ktora jest scisle powigzana ze sposobem upakowania DNA w jadrze komdrkowym.
Najczestszym i zarazem najbardziej dostepnym motywem w ,luzno upakowanej” i
transkrypcyjnie aktywnej euchromatynie jest ,,sznur korali” — ni¢ DNA nanizana na oktamer
biatek histonowych. Jednakze zdecydowana wiekszos¢ materiatu genetycznego w komoérce
wystepuje w postaci dalece bardziej skondensowanej, ktdrej skrajng forme wyrazajg
praktycznie nieaktywne transkrypcyjnie chromosomy metafazowe. Dynamiczne przejscia
pomiedzy silnie skondensowanymi a rozluznionymi formami chromatyny regulujg zaréwno
procesy metylacji i demetylacji DNA, jak réwniez chemiczne modyfikacje biatek
histonowych, do ktérych zaliczamy acetylacje, deacetylacje, metylacje demetylacje oraz
cho¢ w nieco mniejszym stopniu, fosforylacje i ubikwitynacje charakterystycznych
aminokwaséw w N-koricowym motywie biatka, zwanego ogonem histonowym (1).

Proces acetylacji reszt lizyny w ogonach histonéw tworzacych nukleosom
przeprowadzajg biatka z rodziny acetylotransferaz histonowych (ang. histone
acetyltransfetazes, HAT), ktore przenoszg grupe acetylowa, pochodzaca z acetylo-CoA, na
grupe g-aminowg lizyny, co skutkuje zwiekszeniem hydrofobowosci biatka, ostabieniem
interakcji histon-histon oraz histon-DNA, a w efekcie przyjeciem luzniejszej, bardziej
przystepnej dla czynnikdw transkrypcyjnych struktury. Warto ponadto nadmienié, iz grupa
acetylowa jest rozpoznawana przez szereg biatek posiadajgcych bromodomene (BRD)
specyficznie rozpoznajgcy e-N-acetylowang lizyne, ktére zaangazowane sg w proces
remodelingu chromatyny (2, 3).

Odwrotnoscia powyzszego procesu jest przeprowadzana przez deacetylazy
histondw (ang. histone deacetylases, HDAC) deacetylacja, skutkujgca zmniejszeniem
hydrofobowosci, a zarazem zwiekszeniem oddziatywan elektrostatycznych pomiedzy
biatkami histonowymi, co prowadzi do przyjecia bardziej zwartych, niedostepnych struktur,
charakterystycznych dla transkrypcyjnie nieaktywnej heterochromatyny.

Kolejng wazng, choé¢ juz nie tak tatwg w interpretacji modyfikacjg biatek

histonowych, jest metylacja reszt lizyny i argininy, ktérg przeprowadzajg biatka z rodziny



metylotransferaz histonowych (ang. histone methyltransferases, HMT), przenoszgce grupe
metylowg z S-adenozylometioniny (SAM) na grupe e-aminowg lizyny i guanidynowg
argininy. Proces demetylacji przeprowadzajg natomiast biatka z rodziny demetylaz
histonowych (ang. histone demethylases, HDM) Co ciekawe, poszczegdlne aminokwasy w
konkretnych biatkach histonowych mogg ulega¢ monometylacji (mel), dimetylacji (me2) i
trimetylacji (me3), a o tym, czy dana modyfikacja wigze sie z aktywacja, czy tez represjg
transkrypcji decyduje konkretne locus w histonie (Tabelal) (4).

Warto takze nadmienic, iz wszystkie wspomniane modyfikacje biatek histonowych
nie istniejg w oderwaniu od siebie, a raczej sktadajg sie na tzw. ,kod histonowy”, czyli
charakterystyczny dla danego typu komodrek uktad chemicznych modyfikacji konkretnych
biatek histonowych, w newralgicznych regionach chromatyny, warunkujacy transkrypcyjna
dostepnos¢ gendw w nich zawartych, a tym samym niejako kodujgcym fenotyp danej
komorki. Co wiecej zaburzenia wspomnianego ,kodu” mogg stanowic istotny element

sktadowy wielu jednostek chorobowych, w tym nowotworéw (5-7).

Tabela 1. Opis najczesciej wystepujgcych modyfikacji biatek histonowych (opracowano na
podstawie Araki Y, Mimura T. 2017 (4) .

Modyfikacja Opis

H2BK5mel Znajdowana w aktywnych regionach promotorowych, powigzana
z aktywacja transkrypcji.

H3K4mel Wszystkie wystepujg w miejscach startu transkrypcji (ang.
transcription start sites, TSS) i w regionach promotorowych

H3Kame2 wysoce i srednio aktywnych gendw, powigzane z aktywacja

H3K4me3 transkrypcji.

H3K9mel Obie modyfikacje czesto wystepujg w regionach promotorowych
aktywnych gendw.

H3K27mel

H3K9me2 Dimetylacja, jak i trimetylacja dziewigtej i dwudziestej siddmej
reszty lizyny w histonie trzecim znajdowane sg w ,,wyciszonych”

H3K3me3 genach, silnie korelujg z metylacjg DNA, a co za tym idzie

H3K27me?2 kojarzone sg z restrykcjg ekspresji gendw. Modyfikacja
H3K27me3 jest zaangazowana w inaktywacje chromosomu X.

H3K27me3




H3K36mel

Trimetylacja tej reszty lizyny znajdowana jest w promotorach
gendéw aktywnych transkrypcyjnie, podczas gdy monometylacja

H3K36me3 raczej dotyczy gendw wyciszonych.

H3K79mel Mono i dimetylacja tej reszty nie jest powigzana ani z aktywacja,
ani z represjg transkrypcji, natomiast trimetylacja znajdowana

H3K79me2 jest zaréwno w regionach promotorowych genéw aktywnych, jak

H3K79me3 i wyciszonych.

H4K20mel Czesto wspoétwystepuje z H3K9mel, powigzana z aktywacja
transkrypcji.

H4K20me3 Modyfikacja o charakterze represyjnym, charakterystyczna dla
heterochromatyny.

H3R8me2 Obie modyfikacje reszt argininy sg ze sobg powigzane, gdyz
wprowadza je ten sam enzym, powigzane z wyciszeniem

H4R3me2 ekspresji gendw, co wiecej modyfikacja H4R3me2 bierze udziat w
metylacji DNA przez DNMT3a.

H3R17me2 Modyfikacja znajdowana w promotorach gendéw aktywnych
transkrypcyjnie.

H2AK119ub1l Monoubikwitynacja tej reszty kojarzona jest gtownie z
ograniczeniem transkrypcji gendw. Zaangazowana w inaktywacje
chromosomu X.

H2BK120ub1 Znajdowana w aktywnych transkrypcyjnie genach, indukuje

wprowadzanie aktywujgcych modyfikacji H3K4me2 i H3K4me3.

H3T3p; H3S10p
H3S528p; H4S1p

Fosforylacja reszt treoniny i seryny w histonie trzecim i czwartym
zazwyczaj kojarzona jest ze zwiekszeniem transkrypcji gendw.

H2AK5ac; H2AK9ac
H2BK5ac; 2BK12ac
H2BK20ac; H2BK120ac
H3K4ac; H3K9ac
H3K14ac; H3K18ac
H3K23ac; H3K27ac
H3K36ac; H4K5ac
H4K8ac; H4K12ac
H4K16ac; H4K91ac

Niezaleznie od lokalizacji reszty lizyny, jej acetylacja zawsze jest
powigzana ze zwiekszeniem ekspresji genow.




1.2. Metylacja DNA

Do jednych z najlepiej zbadanych epigenetycznych mechanizmdw regulacji ekspresji
gendw nalezy metylacja DNA polegajgca na addycji grupy metylowej, przez enzymy z grupy
metylotransferaz DNA (ang. DNA methyltransferses, DNMT), do pigtego wegla cytozyny,
przy jednoczesnym przeksztatceniu S-adenozylometioniny (SAM), bedacej donorem grupy
metylowej, do S-adenozylohomocysteiny (SAH). Powstata w wyniku tej reakcji 5-
metylocytozyna (5-mCyt), z racji relatywnie wysokiej czestotliwosci wystepowania,
nazywana jest ,piatg zasadg DNA” - szacuje sie, iz okoto 4% wszystkich cytozyn w ludzkim
genomie jest metylowanych (8), z czego zdecydowana wiekszo$¢ ulega metylacji w
specyficznych miejscach w genomie, w ktérych cytozyna jest zwigzana z sgsiadujacg
guanozyng wigzaniem fosfodiestrowym (CpG). Owe reszty CpG bardzo licznie wystepujg w
obrebie gendw, a 60-80% dinukleotydédw CpG w ludzkich genach jest metylowana. Co
ciekawe, klastry dinukleotydéw CpG, zwane wyspami CpG (ang. CpG islands, CGl), bardzo
czesto wystepujg w poblizu lub w samych regionach promotorowych gendéw i zazwyczaj
pozostajg niemetylowane (9, 10). Takie niemetylowane wyspy CpG sg rozpoznawane przez
szereg czynnikdw transkrypcyjnych i stanowig miejsce regulacji ekspresji danego genu (11).

Wprowadzenie grupy metylowej w pigtej pozycji pierscienia pirymidynowego
cytozyny wigze sie z szeregiem zjawisk, ktore sprawiaja, iz metylacja DNA w gtéwnej mierze
odpowiada za wyciszenie ekspresji gendw. Przede wszystkim metylowane reszty cytozyny
w promotorach genéw mogg niejako maskowaé sekwencje promotorowe, ktére przestaja
by¢ rozpoznawane przez czynniki transkrypcyjne, w efekcie czego nie dochodzi do
utworzenia kompleksu DNA-czynnik transkrypcyjny-polimeraza RNA, co skutecznie hamuje
ekspresje genu. Drugi aspekt zwigzany z supresja ekspresji zwigzany jest z faktem, iz grupa

metylowa rozpoznawana jest przez szereg biatek nalezgcych do kilku grup:

a) biatek posiadajgcych konserwatywng domene wigzacg grupe metylowg (ang.
methyl-binding domain, MBD),

b) biatek wigzgcych metylowany i niemetylowany DNA, wyposazonych w domene
palca cynkowego (ang. zinc-finger domain),

c) biatek rozpoznajgcych hemimetylowany DNA, wyposazonych w domene SRA,
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Do wymienionych wyzej grup nalezy szereg znanych biatek remodelujgcych
strukture chromatyny, ktére po rozpoznaniu grupy metylowej, wprowadzajg modyfikacje
w biatkach histonowych, skutkujgce przejsciem chromatyny w bardziej skondensowane,
nieaktywne transkrypcyjnie formy (12-16).

Warto w tym miejscu nadmieni¢, iz nieprawidtowosci we wzorcu metylacji, zaréwno
hipermetylacja promotoréw i wzmacniaczy ekspresji gendéw supresorowych, jak i
hipometylacja onkogendéw lezg u podstaw wielu jednostek chorobowych, zwtaszcza tych,
w ktérych dochodzi do zaburzen w rozwoju, réznicowaniu i proliferacji komérek, a co za
tym idzie sg jednymi z kluczowych sktadowych procesu nowotworzenia i progresji
nowotworu (17-19).

Istotnym jest rowniez fakt, iz prawidtowy wzorzec metylacji powigzany jest z
wyciszeniem, a wiec i dezaktywacjg, ruchomych elementéw genomu, transpozondw,
sekwencji powtérzonych, jak réwniez ukrytych promotoréw wewnatrzgenowych, dlatego
tez jego utrata w znacznym stopniu przyczynia sie do zwiekszenia niestabilnosci genomu,
ktora rowniez jest istotng sktadowg kancerogenezy (20-23).

Co wiecej, metylacja DNA nie tylko prowadzi do wyciszenia ekspresji poszczegélnych
genow, ale takze zaangazowana jest w tzw. imprinting genomowy, ktory warunkuje
ekspresje gendw z poszczegdlnych alleli w zaleznosci od ich pochodzenia (matczynego lub
ojcowskiego), jak rdwniez, przy udziale specyficznych IncRNA (ang. long non-coding RNA)
umozliwia i podtrzymuje epigenetyczng inaktywacje chromosomu X w zeriskich komaérkach
somatycznych (24-26). W tych aspektach, zaburzenia w prawidtowym wzorcu metylacji
skutkujg powaznymi chorobami (epi)genetycznymi takimi jak: Zespdt Pradego-Willi'ego,
Zespot Angelmana, Zespdt Beckwitha-Wiedemanna czy Zespot Silvera-Russella (27).

Jak juz wspomniano wczesniej, metylacja DNA przeprowadzana jest przez enzymy z
grupy metylotransferaz DNA, wsréd ktorych aktywne enzymatycznie sg: DNMT1, DNMT3a
i DNMT3B (28). DNMT1 jest metylotransferazg odpowiedzialng za podtrzymanie wzorca
metylacji po podziale komdrkowym na nowo syntetyzowanej nici DNA, w sposéb
komplementarny do wzoru metylacji na nici rodzicielskiej, co umozliwia zachowanie
oryginalnego wzorca metylacji i przekazanie go w niezmienionej formie komdérkom
potomnym. W zwigzku z petniong funkcjg metylotransferaza ta wykazuje zwiekszone
powinowactwo wzgledem hemimetylowanego DNA, ktéry rozpoznaje pozostajgc w

kompleksie z biatkiem UHRF1 (ang. ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domain
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1) (16). Natomiast za metylacje de novo, ktdra zazwyczaj ma miejsce podczas embriogenezy
oraz w trakcie dojrzewania i rdéinicowania komodrek i tkanek odpowiedzialne s3g
metylotransferazy DNMT3a i DNMT3b, ktére posiadajg wyzisze powinowactwo do
niemetylowanych CpG.

Zarowno w przypadku metylacji zachowawczej, jak i zachodzacej de novo obserwuje
sie zjawisko, ktére polega na wciggnieciu zasady azotowej, w tym przypadku cytozyny, na
zewnatrz podwdjnej helisy DNA, a nastepnie kowalencyjnym zwigzaniu jej w miejscu
aktywnym metylotransferaz DNA, w ktorym dochodzi do przeniesienia grupy metylowe;j z
SAM na pigty atom wegla zasady azotowej (ang. base-fliping). Wszystkie metylotransferazy
DNA posiadajg w C-koricowej domenie katalitycznej szereg motywoéw, dzieki ktérym moga
przeprowadzac¢ powyzszg reakcje. Za zwigzanie donora grupy metylowej odpowiedzialne
sq motywy: | i X, motyw IV pozwala zwigza¢ kowalencyjnie cytozyne, a motywy VI i IX
uczestniczg w przeniesieniu grupy metylowej (29).

O specyficznosci wzgledem konkretnego locus genomowego, jak i o kontekscie, w
jakim dziatajg poszczegdlne metylotransferazy DNA w duzej mierze decyduje N-koricowa
czesc¢ biatka, zawierajgca szereg domen regulatorowych, ktére odpowiadajg za tak szerokie
spektrum dziatania tych enzyméw (30, 31). Co ciekawe, katalizowana przez
metylotransferazy reakcja enzymatyczna nie jest catkowicie specyficzna substratowo,
bowiem biatka te mogga rozpoznawac¢ analogi takie jak 5-azacytydyna, ktdére po zwigzaniu z
miejscem aktywnym enzymu, terminujg katalizowang reakcje, a mechanizm ten lezy u
podstaw epigenetycznych terapii antynowotworowych opartych o zwigzki demetylujace,
takie jak 5-azacytydyna (Vidaza®) czy decytabina (Dacogen®) (32-34).

Warto zauwazy¢, iz mutacje w obrebie gendw metylotransferaz sg czesto
obserwowane w wielu nowotworach (18, 19), a w szczegdlnosci w nowotworach
hematologicznych, m. in. ostrych biataczkach: szpikowej i limfoblastycznej oraz
chtoniakach: Hodgina i Burkita (35). Co wiecej, fenotyp CIMP (ang. CpG island methylator
phenotype, fenotyp metylatora wysp CpG) zwigzany z szerokim spektrum zaburzen we

wzorcu metylacji jest obecny niemal w kazdym typie nowotworu (36).
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1.3. Demetylacja DNA

Aby zachowad plastycznos¢ genomu i mozliwos¢ dynamicznego reagowania na
bodzZce ptynace ze srodowiska zewnetrznego koniecznym jest, aby komédrka mogta w
sposdb precyzyjny zaréwno naktadaé marker represyjny w okreslonych regionach DNA, jak
i go z nich usuwac. Wzajemne interakcje, czy wrecz swoista ,gra” pomiedzy procesami
metylacji i demetylacji DNA lezy u podstaw regulacji ekspresji gendw, umozliwiajgc ptynne
przejscie pomiedzy ich aktywacjg a supresjg. Na przestrzeni lat zaproponowano szereg
potencjalnych mechanizmoéw demetylacji DNA, ktére wpisywatyby sie w przedstawiony

wyzej paradygmat.

1.3.1 Pasywna demetylacja DNA

Podczas replikacji DNA dochodzi do zmniejszenia globalnego poziomu metylacji,
niejako na drodze rozcienczenia, gdyz z miejsc w petni metylowanych w nici rodzicielskiej,
powstajg miejsca hemimetylowane w niciach potomnych. Jezeli w miejscu takim nie
dojdzie do zachowawczego odnowienia wzorca metylacji przy udziale DNMT1, czy to w
wyniku utraty aktywnosci enzymatycznej, czy tez nierozpoznania hemimetylowanej
sekwencji, to w nastepnych rundach replikacyjnych w cze$ci komérek potomnych dane
locus catkowicie utraci grupy metylowe. Co ciekawe, zastgpienie 5-metylocytozyny w
miejscu hemimetylowanym inng modyfikacjg cytozyny moze prowadzi¢ do nierozpoznania
takiej sekwencji przez DNMT1 i utraty wzorca metylacji przy nastepnym podziale

komérkowym (37).

1.3.2 Demetylacja na drodze deaminacji

Kolejnym zaproponowanym mechanizmem demetylacji DNA jest proces, w ktorym
usuniecie 5-metylocytozyny i 5-hydroksymetylocytozyny (5-hmCyt) z DNA moze zachodzi¢
na drodze ich deaminacji przy udziale deaminazy AID (ang. activation-induced cytidine
deaminase) lub deaminaz z rodziny APOBEC (ang. apolipoprotein B mRNA editing enzyme,

catalytic polypeptide-like). Deaminacja w czwartej pozycji pierscienia pirymidynowego
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skutkowataby przeksztatceniem 5-mCyt do tyminy i 5-hmCyt do 5-hydroksymetylouracylu
(5-hmUra), ktére pozostajagc w parze z guaning mogtyby by¢ usuwane z DNA przez
specyficzne glikozydazy, odpowiednio TDG (ang. G/T mismatch-specific thymine DNA
glycosylase) i SMUG1 (ang. single-strand selective monofunctional uracil DNA glycosylase)
czy MBD4 (ang. methyl-CpG-binding domain protein 4), rozpoznajgce tego typu mutagenne
niesparowania w ramach systemu naprawy uszkodzern DNA typu BER. Jednakze znacznie
wieksze powinowactwo do cytozyny, a takze fakt, iz enzymy te wykazujg specyficznos¢
substratowg wzgledem jednoniciowego DNA wskazuje, iz demetylacja na drodze
deaminacji odgrywa marginalng role w regulacji ekspresji genéw, cho¢ moze zachodzié
lokalnie, w specyficznych miejscach genomu (38-40).

Warto takze odnotowa¢, iz zmodyfikowane zasady azotowe uwalniane sg do
krwiobiegu, a nastepnie, wraz z moczem usuwane z organizmu, a co za tym idzie oznaczanie
ich poziomu w tym materiale, jak juz wykazano, moze miec istotne znaczenie diagnostyczne

w przebiegu chordb z udziatem zaburzen epigenetycznych (41).

1.3.3 Demetylacja przy udziale biatek TET

W 2009 roku niezaleznie od siebie pojawity sie dwie prace wskazujgce na mozliwosé
enzymatycznego utleniania 5-metylocytozyny do 5-hydroksymetylocytozyny przy udziale
biatka nalezgcego do rodziny TET (ang. ten-eleven-translocation) (42, 43), ktérej nazwa
pochodzi od aberracji chromosomowej t(10;11)(g22;923), skutkujgcej utworzeniem biatka
fuzyjnego TET1-MLL, zaobserwowanego w przebiegu ostrej biataczki szpikowej (44). Co
wiecej analizy bioinformatyczne wykazaty, iz u wiekszosci organizméw, u ktérych
obserwuje sie wystepowanie 5-metylocytozyny w genomie, wystepujg biatka TET lub ich
analogi (45).

Dotychczas, u cztowieka zidentyfikowano trzy biatka rodziny TET, mianowicie TET1,
TET2 i TET3, z ktérych kazde zdolne jest przeprowadzac reakcje enzymatycznego utleniania
5-metylocytozyny do 5-hydroksymetyloctyozyny, a nastepnie do 5-hmCyt do 5-
formylocytozyny (5-fCyt), ktdrg ostatecznie utleniajg do 5-karboksycytozyny (5-caCyt) (46).

Co wiecej, biatka TET wykazujg rowniez aktywno$é enzymatyczng wzgledem tyminy,
ktdrg z chemicznego punktu widzenia mozna traktowac jako metylowany przy pigtym

atomie wegla uracyl. W tym przypadku enzymatyczne utlenienie przez biatka TET skutkuje
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powstaniem 5-hydroksymetylouracylu (47) — modyfikacji, ktérej obecnos¢ w DNA
ttumaczono do niedawna wytgcznie oksydacyjnymi uszkodzeniami DNA lub aktywnoscig
deaminaz. Co ciekawe, w zaleznosci od sposobu powstawania mozna rozpatrywaé te
modyfikacje w dwojaki sposéb: jako potencjalnie mutagenng, gdy powstaje w wyniku
deaminacji 5-hmCyt, tworzac pare 5-hmUra:G, lub jako potencjalny marker epigenetyczny,
gdy powstaje w wyniku utlenienia tyminy, tworzgc pare 5-hmUra:A (48).

Nalezy by¢ swiadomym, iz enzymatyczne utlenienie 5-mCyt do jej epigenetycznych
pochodnych stanowi jedynie pierwszy element procesu aktywnej demetylacji, bowiem 5-
formylocytozyna, jak i 5-karboksycytozyna sg modyfikacjami rozpoznawanymi przez szereg
glikozylaz nalezgcych do systemu naprawy DNA typu BER (ang. base excision repair), w
szczegdlnosci TDG (49).

Enzym ten wycina z nici DNA zmodyfikowane zasady, tworzac miejsce
apurynowe/apirymidynowe (AP), ktore jest rozpoznawane przez biatko APE1 (ang. AP-
endonuclease 1), co skutkuje powstaniem jednoniciowego pekniecia w nici DNA (ang.
single-strand break, SSB), ktére posiada wolne grupy: OH przy koricu 3" i fosforanowg przy
koricu 5°. Takie , kontrolowane” uszkodzenie DNA rekrutuje szereg biatek naprawczych,
m.in. B-polimeraze DNA (ang. DNA polymerase 8, POLP) i ligaze DNA 3 (ang. DNA ligase 3,
LIG3), ktore wypetniajg miejsce apurynowe/apirymidynowe niezmodyfikowang cytozyng i
taczg wczesniej rozcietg ni¢ DNA (50). Warto zauwazyé, iz oksydacyjna demetylacja miejsc
CpG z wykorzystaniem systemu BER moze potencjalnie skutkowaé¢ powstaniem
podwadjnych peknieé¢ DNA (ang. double-strand break, DSB), jesli zajdzie rGwnoczesnie na
obu niciach DNA. Jednakze biatka TET dziatajg w kompleksie z TDG, co skutkuje tym, iz
procesy utleniania, wycinania i zastepowania zmodyfikowanych zasad azotowych zachodza
najpierw na jednej z nici DNA, a dopiero po ich zakoriczeniu, reakcji podlega druga ni¢ (51).

Zaproponowano takze mechanizm bezposredniego wycinania 5-mCyt i 5-hmCyt z
nici DNA, jednakie enzymatyczng aktywnos$¢ glikozylaz specyficznych wzgledem tych
modyfikacji, zdolnych do ich bezposredniego wycinania z nici DNA, obserwuje sie jedynie u
organizmdéw nizszych i roslin, natomiast nie zaobserwowano bezposredniego
przeksztatcania 5-mCyt do cytozyny u zwierzat (52). Ponadto kowalencyjne wigzanie C-C
pomiedzy pigtym weglem cytozyny a grupg metylowg jest niezwykle silne, a jego
rozerwanie, cho¢ enzymatycznie mozliwe, wymaga relatywnie wysokich naktadow

energetycznych. Jednoczesnie najnowsze doniesienia (53) sugerujg, iz 5-fCyt i 5-caCyt moga
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samoistnie ulega¢ w komodrce odpowiednio deformylacji i dekarboksylacji, skutkujace;j
odtworzeniem cytozyny bez udziatu systemu naprawy typu BER, co pozwala unikngé
powstania potencjalnie mutagennego miejsca apirymidynowego. Jednakze doktadny

mechanizm tego procesu pozostaje jak dotgd nieznany.

Schematyczne przedstawienie procesu aktywnej demetylacji DNA przedstawiono

na Rycinie 1.
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Rycina 1 Schemat procesu aktywnej demetylacji DNA przy udziale biatek TET.
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1.3.4 Budowa biatek TET

Jak juz wspomniano wczes$niej w ludzkim organizmie zidentyfikowano trzy biatka
rodziny TET, ktére rdznig sie lokalizacjg genomowag, budowa, a takze poziomem ekspresji
w poszczegdlnych tkankach i komérkach, a co za tym idzie najprawdopodobniej ich funkcje,
choé w pewnej czesci pokrywaja sie ze sobg, to nie sg tozsame.

Gen TET1 zlokalizowany jest na dtugim ramieniu chromosomu 10 (10g21), obejmuje
dwanascie eksondéw, a produktem jego ekspresji jest biatko zawierajgce 2136
aminokwasow.

Gen TET2 znajduje sie na dtugim ramieniu chromosomu 4 (4q24), zawiera
jedenascie eksondw, ktdrych alternatywny splicing skutkuje trzema izoformami o dtugosci:
1164, 1194 i 2002 aminokwaséw, przy czym jedynie ta ostatnia izoforma posiada domene
katalityczna.

Gen TET3 zlokalizowany jest na krétkim ramieniu chromosomu 2 (2p13), zawiera 17
eksonéw, a jego produktem sg trzy izoformy, z ktérych dwie mogg petni¢ funkcje
katalityczne (54).

Wszystkie biatka TET posiadajg w swoim regionie C-koricowym dwie, rozdzielone
krétkim tacznikiem, domeny katalityczne, ktére odpowiedzialne sg za przeprowadzanie
enzymatycznego utleniania 5-mCyt — domene katalityczng bogatg w reszty cysteinowe
(ang. Cys-rich domain, CD) oraz domene katalityczng DSBH (ang. double-stranded 8-helix a-
KG-Fe(ll)-dependent dioxygenase domain), ktéra jest miejscem wigzania jonéw zelaza i a-
ketoglutaranu. Natomiast, w biatkach TET1i TET3, po stronie N-konca znajduje sie domena
palca cynkowego CXXC odpowiedzialna za wigzanie biatka do DNA, zdolna rozpoznawaé
metylowany, hemimetylowany i hydroksymetylowany DNA, w szczegdlnosci w obrebie
dinukleotydéw CpG (55). Dodatkowo, w przypadku biatka TET1 region N-koricowy zawiera
zaréwno trzy sekwencje lokalizacji jagdrowej (ang. nuclear localization sequence, NLS) (43,
56), jak i region obejmujacy aminokwasy od 397-931, odpowiedzialny za tworzenie
kompleksu z TDG (51).

Interesujgcym wyjatkiem jest biatko TET2, ktére w toku ewolucji utracito domene
CXXC, najprawdopodobniej w wyniku inwersji genu, ktéra obecnie znajduje sie na tym

samym chromosomie, niedaleko genu TET2, i ulega ekspresji jako osobne biatko

17



IDAX/CXXC4, warunkujac i regulujac aktywnos¢ biatka TET2. Wykazano, iz biatko to nie tylko
odpowiada za rekrutacje TET2 do konkretnych regionédw DNA, ale réwniez na drodze
sprzezenia zwrotnego, moze by¢ zaangazowane w jego kaspazozalezng degradacje (57).

Biatka TET ulegajg intensywnym procesom regulacji ekspresji, alternatywnemu
splicingowi, jak réwniez ekspresji z wykorzystaniem alternatywnych promotoréow i
wzmacniaczy, co skutkuje powstawaniem szeregu tkankowo-specyficznych izoform, czesto
o innych funkcjach, niz czysto katalityczne (58).

W przypadku biatka TET1 zidentyfikowano dwie izoformy, ktérych ekspresja jak i
molekularne cele naktadajg sie jedynie w minimalnym stopniu. Pierwsza z nich, klasyczna
(TET1FL — ang. full-lenght), posiada wszystkie omoéwione wczesniej domeny, a do jej
ekspresji najczesciej dochodzi w komdérkach wczesnych embrionéw, embrionalnych
komoérkach macierzystych (ang. embrionic stem cells, ESC) i pierwotnych komérkach
rozrodczych (ang. primodal germ cells, PGC), gdzie najprawdopodobniej odpowiada za
globalng hipometylacje, a takze, rezydujac w wyspach CpG, chroni je przed metylacjg de
novo (58).

Krotsza o 671 aminokwaséw izoforma (TET1ALT — ang. alternative), obecna w
wiekszosci komérek somatycznych, nie posiada domeny CXXC, a mimo to wcigz moze
wigzac sie z DNA i katalizowac¢ reakcje utleniania 5-mCyt, najprawdopodobniej poprzez
wykorzystanie szeregu biatek rekrutujacych (59, 60). Co ciekawe, krdtsza izoforma wigze
sie z DNA raczej w pojedynczych, Scisle okreslonych przez biatka rekrutujgce
dinukleotydach CpG, a nie w kontekscie wysp CpG, co moze by¢ sktadowg mechanizmu
tkankowo-specyficznej demetylacji, a zarazem regulacji ekspresji, poszczegdlnych gendéw
(61).

Najnowsze doniesienia dotyczgce genu TET2 wskazujag na obecnos¢ trzech
alternatywnych wzgledem siebie regionéw promotorowych (Prol, Pro2 i Pro3), ktérych
tkankowo-specyficzna aktywacja skutkuje powstaniem trzech alternatywnych form
pierwszego eksonu (1a, 1b i 1c) w mRNA. Transkrypt Pro2 jest obserwowany w wiekszosci
komorek i skutkuje powstaniem w petni funkcjonalnego biatka. Transkrypt Prol skutkuje
powstaniem krotszej, lecz wcigz katalitycznie aktywnej izoformy biatka, obserwowanej w
komodrkach $ledziony. Co ciekawe transkrypt Pro3, ktdorego niewielkg ekspresje
odnotowano w szeregu tkanek, z najwyzszymi poziomami obserwowanymi w komadrkach

Sledziony, szpiku kostnego i ptodowej tkanki mézgowej, nie posiada domeny katalityczne;j i
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najprawdopodobniej petni role regulatora procesu aktywnej demetylacji z udziatem biatka
TET2 (62).

W przypadku biatka TET3 dotychczas poznano trzy izoformy, z ktérych tylko jedna
(TET3FL — ang. full lenght) posiada domene CXXC. Moze ona wigzaé zaréwno
niemetylowane CpG, jak réwniez wykazuje bardzo wysoka specyficznos¢ wzgledem 5-
caCyt, szczegdlnie w miejscach startu transkrypcji, co sprawia, iz izoforma ta duzo silniej
wigze sie regionami, w ktérych 5-mCyt zostata juz utleniona do 5-caCyt, niejako
zakotwiczajgc sie w nich. Co za tym idzie, najprawdopodobniej izoforma ta pozostaje scisle
zwigzana z konkretnymi regionami genomu, najczesciej promotorowymi, co zapobiega ich
metylacji de novo (63). Dodatkowo, takie zalezne od sekwencji zakotwiczenie biatka w DNA
ogranicza jego zdolnos¢ do szeroko-genomowej oksydacji 5-mCyt. Co ciekawe, pozbawiona
domeny CXXC, a wiec i wspomnianego ograniczenia, specyficzna dla oocytéow izoforma
TET30 (ang. TET3 oocyte), ktorej ekspresja wynika z aktywacji specyficznego dla tych
komodrek promotora, najprawdopodobniej odpowiada za catogenomowg demetylacje
ojcowskiego DNA w meskim przedjadrzu w zygocie. Natomiast krétka izoforma TET3s (ang.
TET3 short), cho¢ nie posiada domeny CXXC, to moze demetylowaé miejsca promotorowe
genow, bedac do nich rekrutowana przez szereg tkankowo specyficznych biatek, jak to ma
na przyktad miejsce w DNA komérek siatkéwki, gdzie izoforma ta wchodzi w interakcje z

biatkiem REST, ktére kieruje je do gendéw docelowych (63, 64).

1.3.4.1 Mechanizm katalityczny biatek TET

Biatka TET katalizujg reakcje utleniania 5-metylocytozyny w oparciu o mechanizm
wolno rodnikowy, podobnie jak to ma miejsce w przypadku hydroksylaz 4-prolinowych
kolagenu. Poczgtkowo jon Fe (Il) taczy sie z centrum aktywnym enzymu przy udziale
motywu His-x-Asp (HxD), a trzy miejsca koordynacyjne wigzg czasteczki wody. Reakcja
rozpoczyna sie w momencie zwigzania czgsteczki a-ketoglutaranu z argining obecng w
centrum aktywnym, przy jednoczesnym wyciggnieciu substratu (5-mCyt lub tyminy) z nici
DNA i umieszczeniu go w hydrofobowej kieszeni katalitycznej centrum aktywnego.
Obecnos¢ grupy metylowej w centrum aktywnym enzymu powoduje jego zmiane
konformacyjng i zorientowanie substratu w kierunku katalitycznego atomu zelaza i

czgsteczki a-ketoglutaranu (65). Do tak utworzonego kompleksu enzym-substrat-
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kosubstrat przytgcza sie czasteczka tlenu, dokonujgc ataku nulkeofilowego na
nieskoordynowany atom tlenu przy drugim atomie wegla w czgsteczce a-ketoglutaranu. W
ten sposéb dochodzi do dekarboksylacji a-ketoglutaranu z przejSciowym wytworzeniem
potaldehydu bursztynowego i uwolnieniem jednej czgsteczki dwutlenku wegla.
Jednoczesnie czgsteczka tlenu ulega rozdzieleniu, z wytworzeniem przejsciowego, wysoce
reaktywnego jonu ferrylowego (Fe(IV)=0). Ow jon atakuje atom wodoru, obecny w grupie
metylowej, tworzony jest przejSciowo jon Fe (IlI)-OH i rodnik grupy metylowej, co w efekcie
prowadzi do powstania grupy hydroksylowej. Nastepuje jej przeniesienie na atom wegla
grupy funkcyjnej zwigzanej z cytozyng, co prowadzi do powstania 5-
hydroksymetylocytozyny, z nastepczym uwolnieniem czgsteczki bursztynianu. Obraz tej
reakcji ilustruje Rycina 2.

Aby katalizowaé kolejne etapy reakcji utleniania niezbedne s3: przytaczenie
kolejnych czasteczek: a-ketoglutaranu i tlenu, jak rowniez utrzymanie jonu zelaza w |l
stopniu utlenienia, za co moze by¢ odpowiedzialna witamina C (66, 67).Jezeli to nastapi lub
jezeli enzym de novo zwigze 5-hydroksymetylocytozyne, to dochodzi do ataku rodnika
ferrylowego na wigzanie C-H w grupie hydroksymetylowej 5-hydroksymetylocytozyny, z
wytworzeniem przejSciowego, blizniaczego diolu (5-dihydroksymetylocytozyny), ktéry
rozpada sie na grupe formylowg i czasteczke wody, w efekcie tworzgc 5-formylocytozyne.
Ostatni etap enzymatycznego utleniania polega na ataku rodnika tlenowego na wigzanie C-
H grupy formylowej 5-formylocytozyny i utlenieniu jej do grupy karboksylowej, w efekcie
czego powstaje 5-karboksycytozyna (67).

Warto zauwazyé, iz wcigz nie udato sie jednoznacznie ustali¢ doktadnego przebiegu
katalizowanej przez biatka TET reakcji. Cze$¢ doniesien wskazuje, iz zachodzi ona nastepczo,
a jeden etap utleniania ptynnie przechodzi w nastepny, bez dysocjacji biatka od nici DNA,
do momentu utworzenia koricowego produktu - 5-caCyt (68). Inne badania wskazujg na
raczej zgofa odmienny charakter reakcji, w ktérej po kazdym etapie enzymatycznego

utleniania biatko odtgcza sie od nici DNA (69).
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Rycina 2 Schemat reakcji katalitycznej zachodzgcej w centrum aktywnym biatek TET.
Opracowano na podstawie: (66).

1.3.4.2 Rola biatek TET w wybranych procesach fizjologicznych i patofizjologicznych

Mimo ze biatka rodziny TET wykazujg podobne zdolnosci katalityczne, to ich funkcje
w poszczegdlnych tkankach réznig sie, cho¢ do pewnego stopnia mogg sie na siebie
naktadaé. Najprawdopodobniej rdoznice te wynikajg zaréwno ze specyficznej tkankowo
ekspresji gendw TET, jak i szeregu czynnikdw regulujgcych aktywnos$¢ poszczegdlnych
biatek, po czesci wynikajgcych z ich budowy, jak i z interakcji z innymi czgsteczkami.

Wysokg ekspresje TET3 zaobserwowano w oocytach i zygotach, gdzie
najprawdopodobniej uczestniczy w globalnej demetylacji ojcowskiego genomu, jak i
czesciowo przyczynia sie do demetylacji materiatu genetycznego w przedjadrzu
matczynym, co umozliwia swoisty ,reset” wzorca modyfikacji epigenetycznych i uzyskanie
totipotencjalnosci zygocie i wczesnym komorkom embrionalnym (70-73). Co wiecej utrata
aktywnosci Tet3, ale nie Tetl i Tet2, skutkuje znaczgcym obnizeniem ptodnosci u samic
myszy, a takze szeregiem zaburzen rozwojowych, w tym zmian letalnych, u ich potomstwa
(74). Wskazuje to na unikalng role tego biatka w embriogenezie, ktorej nie da sie zastgpié

aktywnoscig innych cztonkdw tej rodziny.
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Ponadto najnowsze doniesienia sugerujg, iz biatko TET3 moze rowniez petni¢ szereg
funkcji regulatorowych niezwigzanych z aktywnoscia enzymatyczng, uczestniczac w
procesach remodelowania chromatyny, jak rowniez stanowi¢ czynnik zwiekszajacy
globalng transkrypcje w trakcie réznicowania komorek (75).

Co ciekawe ekspresja TET1 i TET2 w oocytach i zygotach utrzymuje sie na bardzo
niskim poziomie, a wzrasta¢ zaczyna w trakcie rozwoju przedimplantacyjnego, w ktérym
obserwuje sie dramatyczny spadek ekspresji TET3, i jest relatywnie wysoka na etapie
blastocysty. Dlatego tez uwaza sie, iz biatka TET1 i TET2 uczestniczg w podtrzymaniu stanu
pluripotencji i zdolnosci do odnowy embrionalnych komérek macierzystych, jak réwniez
mogaq by¢ silnie zaangazowane w ich réznicowanie (76).

Biatko TET1 moze regulowac i podtrzymywac ekspresje koniecznych dla zachowania
charakteru embrionalnego gendw pluripotencji takich jak NANOG (77), a takze wyciszac
geny zwigzane z réznicowaniem komodrek. Owo wyciszanie wigze sie z zalezng od TET1
transkrypcyjng regulacjg kompleksu represyjnego policomb 2 (ang. polycomb repressive
complex 2, PRC2), ktéry przytaczajgc sie do specyficznych regionéw promotorowych
gendw, biorgcych udziat w réznicowaniu komorek, rekrutuje do nich metylotransferazy
DNMT3a i DNMT3b, a takze posredniczy w nakfadaniu markera H3K27me3, co ostatecznie
inicjuje metylacje de novo tych regionéw (78, 79). Ponadto zwigzanie biatek TET1 z wyspami
CpG w regionach promotorowych gendw odpowiedzialnych za pluripotencje moze chronic
je przed metylacjg de novo (80). Wykazano réwniez, iz nokaut gendw Tet1 i Tet2 w mysich
embrionalnych komérkach macierzystych prowadzi do trudnosci w podtrzymaniu ich
pluripotencjalnego charakteru, zaburza ich funkcjonowanie i przechyla procesy ich
réznicowania w strone komaérek ektodermalnych i komorek wczesnej endodermy (81-83).
Co wiecej dane uzyskane na podstawie analiz komérek embrionalnych z potréjnymi
nokautami gendow Tet1/2/3, wykazaty, iz utrata wszystkich trzech enzymoéw Tet zaburza
réznicowanie mysich embrionalnych komadrek macierzystych, a aktywnos$é biatek Tet jest
niezbedna do prawidtowego réznicowania komoérek podczas rozwoju embrionalnego (83).

Biatka TET sg takze silnie zaangazowane w procesy rdoznicowania komérek, co
szczegblnie silnie uwidacznia sie w przypadku hematopoetycznych komdérek macierzystych
(ang. hematopoietic stem cells, HSC). Szereg badan nad udziatem biatka TET2 w
hematopoezie wskazuje na to, iz jest ono krytycznym regulatorem tego procesu,

warunkujgcym zdolnosé¢ HSC do samoodnowy i réznicowania. Utrata, czy tez niedobor jego
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aktywnosci skutkuje zaburzeniami w wielkosci puli hematopoetycznych komoérek
macierzystych i komérek progenitorowych, opdznia ich réznicowanie i przesuwa je w
kierunku linii monocytéw/makrofagéw (84). U myszy z nokautami w jednym lub dwéch
allelach genu Tet2 dochodzi do niekontrolowanych rozrostow komodrek
hematopoetycznych, a takze skutkuje pojawianiem sie szeregu nowotwordéw ztosliwych o
cechach zblizonych do ludzkich nowotworéw hematopoetycznych, takich jak przewlekta
biataczka mielomonocytowa, biataczka szpikowa typu MPD, jak schorzen o cechach zespotu
mielodysplastycznego (ang. myelodysplastic syndrome, MDS), co wskazuje na role TET2
jako potencjalnego genu supresorowego, niezbednego dla prawidtowego rdéznicowania
HSC (85). Co wiecej, nokaut TET2 w ludzkich komérkach CD34+ krwi pepowinowej skutkuje
przesunieciem procesu réznicowania w kierunku linii granulocytéw/monocytow kosztem
linii limfoidalnej i erytroidalnej, jak réwniez nasileniem rdéznicowania w kierunku
monocytéw kosztem granulocytéw (86).

Biatko TET1 rédwniez odgrywa istotng role w procesach hematopoezy, gdyz jego
nokaut u myszy skutkuje zmiang profilu ekspresji genéw warunkujgcych réznicowanie linii
limfocytow B, prowadzacg do rozwoju chtoniaka limfocytow B, co moze wskazywaé na
wazng, choé¢ odmienng od TET2 funkcje w podtrzymaniu prawidtowego rdznicowania
komorek hematopoetycznych (87).

Cho¢ biatko TET1 zostato odkryte jako onkogenne biatko fuzyjne TET1-MLL w
przebiegu ostrej biataczki szpikowej (43) i jak wskazujg doniesienia literaturowe moze
regulowaé proces hematopoezy, to w srodowisku naukowym dominuje konsensus, iz to
jednak mutacje w obrebie TET2 i zwigzane z utratg jego aktywnosci zaburzenia w procesie
aktywnej demetylacji stanowig jeden z gtdwnych czynnikéw odpowiedzialnych za rozwdj
nowotwordéw hematologicznych. Szereg doniesien wskazuje na obecnos$¢ mutacji w
obrebie genu TET2 w przebiegu zespotéw mielodysplastycznych i mieloproliferacyjnych
(ang. myeloproliferative syndrome, MPS)(88, 89), jak rdwniez u pacjentdw cierpigcych na
przewlektg biataczke mielomonocytowa (ang. chronic myelomonocytic leukemia, CMML) i
ostrg biataczkg szpikowg (ang. acute myeloid leukemia, AML) (54, 90, 91). Warto zauwazyg,
iz w powyzszych jednostkach chorobowych obecnos¢ mutacji genu TET2 jest silnie
powigzana z gorszym rokowaniem i zmniejszong przezywalnoscig. Co wiecej w przypadku

zespotéw mielodysplastycznych i mieloproliferacyjnych obecnos¢ tej mutacji znaczaco
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podwyzsza prawdopodobienstwo progresji choroby do ostrej biataczki szpikowej, jest
wrecz uwazana za jeden z czynnikéw prognostycznych takiego przejscia (54).

Biatko TET2 petni rowniez kluczowg role w prawidtowym réznicowaniu komorek
hematopoetycznych. Wyniki badan przeprowadzonych na myszach z nokautem genu Tet2,
u ktérych obserwowano postepujgcy rozwdj nowotwordw szpiku, wskazujg nie tylko na
obnizenie globalnego poziomu 5-hmCyt i nieprawidtowg demetylacje genomu, ale przede
wszystkim jasno dowodzg, iz TET2 petni role genu supresorowego, ktorego utrata jest
wystarczajgca, by uruchomié¢ proces nowotworzenia, a co za tym idzie jest jednym z
kluczowych wydarzen w rozwoju nowotwordw hematologicznych (92). Obecnos¢ mutacji
w genie TET2 obserwuje sie rowniez w licznych rodzajach chtoniakadw, m. in: w 12 %
przypadkdéw rozlanego chtoniaka z duzych komaérek B (ang. diffuse large B-cell lymphoma -
DLBCL) (93), w 47 % przypadkow chtoniakdw angioimmunoblastycznych z komoérek T (ang.
angioimmunoblastic T-cell lymphoma, AiTL) oraz w 38 % przypadkéw chtoniakéw z
obwodowych komérek T (ang. peripheral T-cell lymphoma, PTCL). Co wiecej w przypadku
tych ostatnich, mutacje w obrebie genu TET2 znaczgco zmniejszajg czas przezycia wolny od
progresji choroby (94).

Zaburzenia wzorca metylacji jak i nieprawidtowosci w procesie aktywnej
demetylacji DNA lezg takze u podstaw wielu litych nowotwordéw ztosliwych i czesto korelujg
z gorszymi prognozami i zmniejszona przezywalnoscig. Utrate aktywnosci biatek TET czy to
wynikajgcej z mutacji w obrebie kodujgcych je gendw, czy tez z ich nieprawidtowej ekspresji
lub regulacji, a co za tym idzie spadek globalnego poziomu 5-hmCyt, obserwuje sie w wielu
nowotworach ztosliwych takich jak: rak jelita grubego, rak piersi, rak prostaty, rak watroby,
rak trzustki czy tez rak ptuca (95-98). Zaburzenia w ekspresji TET1, TET2 i TET3 i powigzany
z nim spadek 5-hmCyt obserwowano réwniez u pacjentow z rakiem zotgdka (99), a takze w
przebiegu czerniaka ztosliwego (100).

Warto takze wspomnieé, iz w komodrkach glejaka obserwuje sie znaczgco nizsze
poziomy 5-hmCyt i 5-caCyt, w poréwnaniu do prawidtowych komoérek mézgu. Jednoczesnie
poziomy te dynamicznie zmieniajg sie wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania choroby,
ktéremu towarzyszy obnizenie globalnych pozioméw 5-hmCyt wraz ze wzrostem

ztosliwosci nowotworu, co silnie koreluje ze skroceniem czasu przezycia (97, 101, 102).
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1.4. Modulatory aktywnosci biatek TET

Ponizej postanowiono pokrétce opisa¢ potencjalny wptyw uzytych w niniejszej

pracy modulatoréw aktywnosci biatek TET.

1.4.1 a-ketoglutarani jego onkometabolity

Jak wszystkie enzymy z grupy a-ketoglutarano-zaleznych dioksygenaz, biatka TET
muszg zwigza¢ w swoim centrum aktywnym czgsteczke a-ketoglutaranu, by mdc petnic
swoja funkcje, tak wiec jego niedobdr, czy to w wyniku zbyt niskiej produkcji, czy tez
niedostepnosci dla enzymu moze znaczgco wptywaé na aktywnos¢ enzymatyczng biatek
TET. a-ketoglutaran produkowany jest w cyklu Krebsa z izocytrynianu przy udziale
dehydrogenaz izocytrynianowych 1i 2 (ang. isocitrate dehydrogenase 1 and 2, 1DH1/2). Co
ciekawe, mutacje w obrebie domeny katalitycznej tych enzymdéw (R132 w IDH1 i R140 oraz
R172 w IDH2) moga skutkowaé powstaniem innego produktu — onkogennego 2-
hydroksyglutaranu (2-HG), ktéry moze wigzaé sie z centrum aktywnym wszystkich
dioksygenaz, w tym biatek TET, skutecznie hamujgc ich aktywnos$¢, poprzez
uniemozliwienie przeniesienia atomu tlenu i jednoczesnego utworzenia katalitycznego
jonu Fe(VI) (56, 103). Co wiecej mutacje w obrebie genéw IDH1/2 mogg niejako nasladowac
efekt mutacji w obrebie genéw TET, gdyz niezaleznie, czy utrata aktywnosci biatka TET
wynika z jego mutacji, czy przytaczenia onkometabolitu, jej efekt w postaci spadku
zawartosci 5-hmCyt w DNA, czy tez niemozliwosci utlenienia 5-mCyt w kluczowych
regionach, jest jednakowy. Moze sie zatem zdarzy¢ sytuacja, w ktorej nie wystepuje
mutacja w genach TET, biatka TET ulegajg poprawnej ekspresji, ich rekrutacja do
specyficznych regionéw DNA przebiega w sposdb prawidtowy, a mimo to z uwagi na
mutacje w genach IDH1/2 proces aktywnej demetylacji jest silnie zaburzony. Nie dziwi wiec,
iz somatyczne mutacje IDH1 i IDH2 (R132 w IDH1 i R140 oraz R172 w IDH2), sg czesto
obserwowane w glejakach czy w zaburzeniach hematologicznych, takich jak ostra biataczka
limfoblastyczna (ang. acute lymphoblast leukemia, ALL), AML, MPN MDS, czy AITL (ang.
angioimmunoblastic T-cell lymphoma), w ktérych rozwoju jednym z decydujgcych
czynnikdw jest utrata aktywnosci biatek TET i czesto wigzg sie z gorszymi prognozami i

zmniejszong przezywalnoscig pacjentéow (104-110).
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Warto takze nadmieni¢, iz inne zwigzki uczestniczgce w cyklu Krebsa, z racji duzego
podobienstwa do a-ketoglutaranu, mogg hamowac aktywnos$é enzymatyczng biatek TET.
Wykazano, iz bursztynian i fumaran sg zdolne hamowa¢ aktywno$¢é TET1 i TET2, kiedy
dochodzi do ich nadmiernej akumulacji w komadrce (ICso 400-500 pumol/l) na przyktad w
wyniku mutacji w genach odpowiednio dehydrogenazy bursztynianowej i fumarazy (111).
W szczegdlnosci utrata aktywnosci dehydrogenazy byrsztynianowej, wywotujac zaburzenia
w aktywnosci biatek TET, moze znaczaco wptywac na procesy dojrzewania i roznicowania
komoérek, co wykazano w przypadku linii komdrek erytroleukemii HEL, ktéra po
wprowadzeniu mutacji skutkujgcych nadmiernym gromadzeniem bursztynianu, tracifa
zdolnos¢ do réznicowania sie w kierunku fenotypu erytroidalnego, najprawdopodobniej w

wyniku zaburzen aktywno$ci biatek TET (112).

1.4.2 Jony zelazai jego chelatory

Zwigzanie jonu zelaza w centrum aktywnym biatek TET jest kluczowe dla ich
funkcjonowania. Oznacza to, iz potencjalne zmiany w wewnatrzkomorkowej labilnej puli
jondw zelaza (ang. intracellular labile Fe(ll) pool, LIP) mogg wptywaé na aktywnos$é
enzymatyczng biatek TET. Warto nadmieni¢, iz wewnatrzkomérkowa pula labilnych jonéw
zelaza jest wypadkowgq proceséw dostarczania jondw Fe(lll) wraz z transferryng, poprzez
receptor transferryny, do endosoméw, gdzie przy udziale biatka Steap3 sg przeksztatcane
do jondéw Fe(ll) i opuszczajg je przy udziale biatka DMT1 (ang. divalent metal transporter 1),
jak i redukcji juz obecnych w komdrce jondw na wyzszych stopniach utlenienia. Szeroko
zakrojone badania nad wptywem cAMP na pule labilnego zelaza w komérkach Schwanna
wykazaty, iz jego poziom silnie koreluje z zawartoscig 5-hmCyt w genomie, a zmniejszenie
jej, czy to przez zastosowanie chelatoréw jondw zelaza, takich jak deferoksyamina i 2,2,-
bipiridyl, czy zahamowanie uwalniania Fe(lll) z endosoméw przy pomocy inhibitora
(bafilomycyny A1), skutkowato znacznym spadkiem zawartosci 5-hydroksymetylocytozyny
w genomie badanych komérek. Samo cAMP réwniez zwieksza dostepnosc¢ Fe(ll) dla Biatek
TET najprawdopodobniej poprzez zwiekszenie labilnego Fe(ll) w cytozolu i jadrze (113).

Co ciekawe, witamina C, w stezeniach fizjologicznych nie zmienia w sposdb znaczgcy
wewnatrzkomdrkowej puli labilnego Fe(ll), co wskazuje, iz jej dziatanie, ktére miatoby

zwiekszac biodostepnos¢ jonow Fe(ll) dla biatek TET i innych dioksygenaz, ma charakter
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lokalny, obejmujacy bezposrednie otoczenie tych enzymdw lub ich centra aktywne (113,
114).

Warto takze nadmieni¢, iz w mysim modelu choroby alkoholowej, w ktérym
obserwuje sie znaczacy spadek 5-hydroksymetylocytozyny w DNA komdérek watroby,
suplementacja zwierzat 0,06 % roztworem Zelaza karbonylowego skutkowato
zablokowaniem spadkéw wywotywanych dziataniem alkoholu (115).

Co wiecej chelatacja jondéw zelaza za pomocg deferoksyaminy moze wywotywac
stan podobny do hipoksji, najprawdopodobniej poprzez hamowanie dziatania dioksygenaz

prolinowych czynnika indukowanego hipoksjg (116, 117).

1.4.3 Jony innych metali ciezkich

Jednym z kluczowych elementéw reakcji enzymatycznej przeprowadzanej przez
biatka TET jest katalityczny jon Fe(ll), ktory faczy sie z centrum aktywnym biatek TET przy
udziale motywu His-x-Asp. Jednakze o miejsce to mogg konkurowac inne jony metali.
Wykazano, iz jony niklu(ll) wigzaty sie z centrum aktywnym biatek TET z 7,5 krotnie wyzszym
powinowactwem niz jony Fe(ll), a tym samym wypieraty je z miejsca katalitycznego,
unieczynniajgc enzym, co przektadato sie na zalezny od dawki i czasu ekspozycji spadek 5-
hmCyt w DNA komoérek nerki (HEK293T), fibroblastow ptuc (MRC-5), jak i mysich ESC. Co
wiecej obecnos¢ jondéw niklu(ll) znaczaco obnizata stymulujacy efekt witaminy C na
aktywnos¢ enzymatyczna biatek TET w mysich ESC (118, 119).

Na aktywnos¢ enzymatyczng szeregu réznych dioksygenaz wptywajg réwniez jony
kobaltu(ll), ktére, podobnie jak jony niklu(ll), mogg wypiera¢ katalityczny jon zelaza(ll) z
centrum aktywnego enzymu, tym samym obnizajgc lub catkowicie hamujgc aktywnos¢
enzymatyczng tych enzymdéw. Hodowla bakterii Pseudomonas aeruginosa w podtozu
zawierajgcym siedmiowodny CoSO4 skutkowata czesciowym wyparciem jonow zelaza(ll) z
centrum aktywnego 3,4-dioksygenazy kwasu protokatechowego i zmniejszata aktywnosci
tego enzymu, cho¢ nie zmieniata jego wtasciwosci katalitycznych (120). Jony kobaltu(ll)
wypierajg réwniez zelazo z centrum aktywnego nalezacych do zaleznych od Zelaza i a-
ketoglutaranu hydroksylaz 4-prolinowych, w tym czynnika hamujgcego HIF (ang. factor

inhibiting HIF, FIH) czy dioksygenazy prolinowej czynnika indukowanego hipoksjg (ang.
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hypoxia-inducible factor-proline dioxygenase), znaczaco obnizajac ich aktywnos¢, co jest
wykorzystywane do indukowania stanu pseudohipoksji w komérkach (116, 117).

Co wiecej ekspozycja komoérek fibroblastéw na chlorek kobaltu(ll) skutkuje
znaczacym obnizeniem globalnego poziomu 5-hmCyt w DNA tych komodrek i obnizong
ekspresjg TET3, a dodatek witaminy C czeSciowo odwraca ten efekt (121).

Ponadto ekspozycja komodrek linii niedrobnokomdérkowego raka ptuca na jony
kobaltu(ll) skutkowata zmianami w modyfikacjach biatek histonowych. Obserwowano
wzrost poziomu markerédw represyjnych, takich jak H3K9me3, H3K27me3, H3K36me3 i
uH2A, wzrost poziomu markerédw zwigzanych z aktywacjg gendéw, takich jak H3K4me3 i
uH2B oraz zmniejszony poziom AcH4. Wzrost H3K4me3 i H3K27me3 po ekspozycji na jony
kobaltu(ll) moze wynika¢ z aktywacji metylotransferaz histonowych, najprawdopodobniej
na drodze zaleznej od HIF (ang. hipoxia inducible factor). Wzrost poziomu modyfikacji
H3K9me3 i H3K36me3 najprawdopodobniej wynika z zahamowania przez jony kobaltu(ll)
aktywnosci demetylazy histonowej JMID2A, ktéra nalezy do zaleznych od Fe(ll) i a-
ketoglutaranu hydroksylaz z rodziny biatek zawierajgcych domene Jumoniji,
najprawdopodobniej w mechanizmie polegajagcym na wypieraniu katalitycznego jonu
zelaza z centrum aktywnego tego enzymu (122).

Wykazano takze negatywny wptyw jondw niklu(ll), kobaltu(ll) i arsenu(lll) na
aktywnos¢ enzymatyczng biatek TET — jony te wypierajg jony cynku z domeny palca
cynkowego biatek TET (domena CXXC), co w znaczacy sposéb wptywa na integralnosé
strukturalng tych enzyméw, jak rowniez negatywnie wptywa na ich zdolnos¢ do interakcji z

DNA (123).

1.4.4 Witamina Ciinne antyoksydanty

Witamina C jest silnym antyoksydantem, zdolnym do redukowania szeregu wolnych
rodnikéw, a takze jest znanym kofaktorem enzymoéw z grupy dioksygenaz zaleznych od
jonéw zelaza i a-ketoglutaranu (124). Szereg badan nad rolg witaminy C w procesach
epigenetycznych jasno wskazuje na jej stymulujgcy wptyw na aktywnos$é enzymatyczng
biatek TET. Dodatek tej substancji do medium hodowlanego, w przypadku embrionalnych

komodrek macierzystych, skutkuje wzrostem poziomoéow 5-hmCyt, szczegdlnie w regionach
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promotorowych genow, a takze nasila ekspresje gendw charakterystycznych dla linii
komoérek zarodkowych (125).

Co ciekawe, ekspozycja na witamine C, choé¢ zwieksza poziom 5-hmCyt to nie
powoduje zmian w poziomach mRNA dla genéw TET, a zatem obserwowane po jej podaniu
zmiany poziomdéw modyfikacji zasad azotowych sg raczej wynikiem bezposredniego
wptywu tej substancji na aktywnos¢ tych enzymodw, a nie rezultatem nadekspresji biatek
TET (126). Poczgtkowo podejrzewano, ze obserwowany stymulujgcy wptyw witaminy C na
aktywnos¢ enzymatyczng biatek TET moze wynikaé ze stymulujacego dziatania tego zwigzku
na wychwyt jondw zelaza z medium hodowlanego przez komorki, a zatem by¢é prostym
efektem akumulacji w ich wnetrzu substratu niezbednego dla katalizowanej reakcji (127-
130). Jednakze badania przeprowadzone na oczyszczonych domenach katalitycznych biatek
TET wykazaty, iz witamina C moze wchodzi¢ z nimi w bezposrednie interakcje,
najprawdopodobniej modulujac ich fatdowanie w sposéb sprzyjajacy, czy tez zwiekszajacy
katalityczng aktywnos$é tych enzymodw, a tym samym przyspieszaé reakcje enzymatycznego
utleniania 5-mCyt. Zaproponowano rowniez alternatywny mechanizm dziatania witaminy
C, oparty na jej wtasciwosciach antyoksydacyjnych, w ktérym bezposrednia interakcja tego
zwigzku z biatkami TET odnawia ich wtasciwosci katalityczne poprzez redukcje powstatych
podczas katalizowanej reakcji jondw Fe(lll) w centrum aktywnym enzymu do jondéw Fe(ll),
mogacych ponownie wigza¢ sie z a-ketoglutaranem i czgsteczkowym tlenem (131).
Ponadto pozytywny wptyw witaminy C na aktywnosc¢ biatek TET ttumaczy sie rowniez tym,
ze zwigzek ten, redukujac szerokie spektrum utleniaczy obecnych w komérce do mniej
reaktywnych form, niejako zapobiega ich interakcjom z katalitycznym jonem zelaza w
centrum aktywnym enzymu, ktére w innym wypadku mogtyby prowadzi¢ do
unieczynnienia enzymu (132).

Co ciekawe, nie obserwowano zmian w poziomach modyfikacji zasad azotowych w
DNA po ekspozycji komérek na inne substancje o potencjale antyoksydacyjnym, takie jak
spermidyna, witamina B1, witamina E, glutation, NADPH czy L-cysteina, co sugeruje, iz to
wiasnie witamina C jest kofaktorem niezbednym do aktywnosci biatek TET (125, 131).

Najnowsze doniesienia potwierdzajg, iz witamina C wigze sie z miejscem aktywnym
biatek TET, w sposob zalezny od dawki i zwieksza ich aktywnosé¢ enzymatyczng poprzez
redukowanie jondéw Fe(lll) do katalitycznie aktywnych Fe(ll). Co wiecej w przypadku mutacji

skutkujgcych czesciowg lub catkowitg utratg aktywnosci TET2, zaréwno w modelu mysim,
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jak u pacjentow z przewlektymi biataczkami szpikowymi i zespotami mielodysplastycznymi
dtugo terminowa ekspozycja na fizjologiczne stezenia witaminy C skutkuje zwiekszeniem
zawartosci 5-hmCyt, 5-fCyt i 5-caCyt w genomowym DNA i opdznieniem rozwoju choroby.
Oznacza to, iz w przypadku mutantéw TET2*-, witamina C zwieksza aktywnos¢
enzymatyczng pozostatego w komérce biatka TET2, jak réwniez podnosi globalny poziom
produktéw biatek TET, najprawdopodobniej poprzez zwiekszenie aktywnosci
enzymatycznej pozostatych cztonkdéw tej rodziny, co ttumaczy réwniez wzrost globalnych
pozioméw tych produktéw w przypadku mutantéw TET27". Wyniki te wskazuja, iz
suplementacja witaming C moze skutecznie opdzniaé rozwdj nowotwordow
hematologicznych wynikajacych z utraty aktywnosci enzymatycznej TET2 i potencjalnie

stanowi¢ dodatek do juz istniejgcych strategii terapeutycznych (133).

1.4.5 Hipoksja

Biatka TET utleniajg enzymatycznie 5-mCyt wigzac i wykorzystujgc do tego celu
czasteczke tlenu, a co za tym idzie na ich aktywnos¢ enzymatyczng moze wptywad
dostepnos¢ tlenu i/lub mechanizmy oparte na reakcjach utleniania-redukcji (redoks).
Wykazano, iz biatka TET charakteryzuja sie niewielka statg Michaelisa dla tlenu (Kmw c.a. 30
umol/l) co sugeruje, iz moga zachowywacé swojg aktywnos$¢ przy relatywnie niewielkich
stezeniach tlenu. Tym niemniej wyniki badan in vitro przeprowadzonych na oczyszczonych
biatkach TET, umieszczonych w atmosferze zawierajacej 0,5% tlenu wskazujg na okoto 45
% spadek aktywnosci biatka TET1 52% spadek aktywnosci biatka TET2, a eksperymenty z
wykorzystaniem mysich ESC wykazaty obnizony poziom 5-hmCyt w DNA komorek
hodowanych w atmosferze zawierajacej 1 % 02, najprawdopodobniej zwigzany z
zmniejszeniem aktywnosci Tet1.

Warto zauwazyé, iz enzymy z grupy HIF-PHD (ang. hipoxia inducible prolyl
hydroxylase domain (PHD) proteins), wymagajg wyzszych stezen tlenu niz biatka TET (Km w
przyblizeniu réwne 230 umol/l), a co za tym idzie przestajg by¢ aktywne wraz ze spadkiem
zawartosci tlenu w komoérce, podczas gdy biatka TET wcigz mogg petnié swojg funkcje (134).
W takich warunkach czynnik transkrypcyjny HIFla (ang. hipoxia inducible factor 1 alpha,
czynnik 1 alfa indukowany hipoksjg) nie ulega hydroksylacji, a wiec pozostaje aktywny i

moze uruchamiac ekspresje szeregu gendw zaangazowanych w odpowiedz komdrkowa na
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obnizony poziom tlenu. Wykazano, iz stan hipoksji zwiekszat ekspresje wszystkich biatek
TET w komérkach HepG2 i silnie podnosit poziom 5-hmCyt w komodrce (135).

Wykazano takze istotny wptyw hipoksji (hodowli w atmosferze zawierajgcej 1% O3)
na ekspresje TET3 w komodrkach K562 i CD34+ hematopoetycznych komdrkach
macierzystych i progenitorowych (ang. hematopoietic stem and progenitor cells, HSPC), w
ktorych HIF1a tgczac sie z specyficznymi regionami enhancerowymi w intronie 2 genu TET3,
warunkowat jego zalezng od hipoksji ekspresje (136). Co wiecej narazenie szeregu
nowotworowych linii komérkowych na 1% O, skutkowato globalnym wzrostem poziomu 5-
hmCyt w ich DNA, w szczegdlnosci w regionach DNA przylegajgcych do miejsc wigzania
HIFla lub bezposrednio w tych miejscach, w miejscach hiperczutych na dziatanie DNAzy
(ang. DNase-hypersensitive sites, DHS) oraz w brzegowych CpG. Co wiecej, owo zwiekszenie
5-hmCyt dotyczyto wyzej wymienionych miejsc regulujgcych ekspresje kanonicznych
gendw zaangazowanych w odpowiedz komorki na niedotlenienie. Ponadto obserwowano
wzrost ekspresji TET1 po ekspozycji na atmosfere zawierajagcg 1 % O, a eksperymenty
obejmujace nokaut tego genu za pomocg shRNA wykazaty, iz jego ekspresja jest konieczna

do uruchomienia indukowanej hipoksjg ekspresji genéw (137).
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1.4.6 Tetrahydrourydyna

Tetrahydrourydyna (THU) nalezy do jednych z najlepiej poznanych inhibitoréw
komoérkowych deaminaz (138). Jako analog stanu posredniego w reakcjach deaminacji,
bardzo silnie tgczy sie z centrum aktywnym deaminaz, takich jak AID czy APOBEC,
terminujgc reakcje i dezaktywujac enzym (139). Znalazta zastosowanie w szeregu badan
klinicznych nad przeciwnowotworowym zastosowaniem rdznych analogédw cytozyny, w
tym 5-azacytydyny, w leczeniu nowotwordéw ztosliwych cztowieka, gdzie jej dodatek ma
zapobiega¢ deaminacji tych zwigzkéw do form terapeutycznie nieaktywnych (140-142).

Teoretycznie, po dodaniu do hodowli komérkowej tetrahydrourydyny, powinno
nastgpi¢ zahamowanie aktywnosci komorkowych deaminaz, w tym tych, ktore mogg by¢
potencjalnie zaangazowane w powstawanie uracylu z cytozyny i 5-hydroksymetylouracylu,
a zawartos¢ tego ostatniego powinna wynikac¢ jedynie z reakcji utleniania, zaréwno
enzymatycznego, jak i niespecyficznego, obejmujgcego aktywnosc reaktywnych form tlenu.
Dlatego tez w niniejszej pracy analizowano poziom uracylu w DNA jako markera proceséw
deaminacji, jak i 8-oxoguaniny — znanego markera uszkodzen oksydacyjnych DNA. Takie
podejscie powinno pomdc ustalic pochodzenie 5-hmUra w komdrkach jednoczesnie

eksponowanych na THU i witamine C.

1.4.7 5-azacytydyna

5-azacytydyna jest dobrze zbadanym czynnikiem demetylujgcym, ktéry od lat jest
uzywany jako epigenetyczny chemioterapeutyk w leczeniu zaburzen hematologicznych, m.
in. szerokiego spektrum biataczek czy MDS (143, 144). Mechanizm dziatania tego zwigzku
polega na tym, iz 5-azacytydyna, podczas podziatéw komédrkowych jest wbudowywana w
ni¢ DNA zamiast cytozyny i moze by¢ rozpoznawana przez DNMTL1. Jesli ma to miejsce w
metylowanym dinukleotydzie CpG, to powstata po replikacji czasteczka DNA na jednej nici
posiada metylowang cytozyne, a na nici komplementarnej 5-azaCyt, co jest rozpoznawane
przez DNMT1 jako miejsce hemimetylowane, ktére nalezy zmetylowaé, by zachowaé wzér
metylacji w kolejnej generacji komodrek. Jednakie 5-azacytydyna w odrdznieniu od
cytozyny, w pigtej pozycji pierscienia pirymidynowego posiada atom azotu, co skutecznie

blokuje reakcje enzymatyczng, a zwigzane z nig biatko jest degradowane. W efekcie
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metylacja zachowawcza nie zachodzi, spada zatem globalny poziom 5-mCyt, a miejsce takie
pozostaje hemimetylowane i moze stanowi¢ atrakcyjny substrat dla biatek TET (32).

Co ciekawe ekspozycja na 5-azacytydyne powodowata wzrost ekspresji TET2 i TET3,
lecz nie TET1 w komodrkach raka watrobowokomérkowego, ktérej towarzyszyt wzrost
globalnego poziomu 5-hmCyt w DNA tych komdrek. Natomiast w komdrkach, w ktérych
wyciszono ekspresje TET2 i/lub TET 3 przy pomocy czasteczek siRNA, ekspozycja na 5-
azacytydyne nie powodowata wzrostu zawartosci 5-hmCyt w DNA w przypadku komdrek
pozbawionych aktywnosci TET2. Sugeruje to, iz zwigzek ten uczestniczy w demetylacji DNA
zarowno na drodze pasywnej, jak i stymuluje proces aktywnej demetylacji

najprawdopodobniej wptywajgc na ekspresje TET2 (145).
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2.

Cele pracy

Niniejszej pracy przyswiecato kilka celéw badawczych, mianowicie:

1. Ustalenie podstawowych pozioméw modyfikowanych zasad azotowych bedacych

produktami biatek TET i okreslenie wptywu wybranych aktywatordéw, inhibitoréw i
modulatoréw aktywnosci enzymatycznej biatek rodziny TET na poziom tych
produktéw w genomowym DNA, w wybranych liniach komdérkowych nowotworéw
ztosliwych cztowieka.

Okreslenie zaleznosci globalnej zawartosci produktow aktywnosci biatek TET w
genomowym DNA od dawki, formulacji i czasu ekspozycji komorek wybranych linii
komérkowych na witamine C.

Oszacowanie udziatu aktywnosci enzymatycznej poszczegdlnych cztonkdéw rodziny
biatek TET w generowaniu 5-hydroksymetylocytozyny, 5-formylocytozyny, 5-
karboksycytozyny i 5-hydroksymetylouracylu w DNA oraz okreslenie ich wrazliwosci
na zastosowane modulatory aktywnosci enzymatycznej biatek TET, przy
wykorzystaniu modeli komérkowych, w ktérych jedno lub dwa biatka TET pozostaja

aktywne.
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3. Materiaty i metody

Aby zrealizowac zatozone cele badawcze postanowiono postuzyé sie modelem
hodowli komdrkowej ustalonych linii komdérkowych nowotwordéw ztosliwych cztowieka, w
obecnosci wybranych, potencjalnych aktywatoréw, inhibitoréw i modulatoréw aktywnosci
biatek rodziny TET. Nastepnie, wczesniej opracowang i zoptymalizowang metodg,
przeprowadzono procedure izolacji DNA z komdrek, celem otrzymania czystego, wysoce
spolimeryzowanego DNA. Pozyskany materiat genetyczny poddano enzymatycznej
hydrolizie, a otrzymany hydrolizat, zawierajgcy pojedyncze deoksynukleozydy,
analizowano ilosciowo pod katem obecnosci epigenetycznych modyfikacji DNA, w tym
pochodnych 5-metylocytozyny, powstatych w wyniku aktywnosci biatek TET, przy pomocy
dwuwymiarowej, ultrasprawnej chromatografii cieczowej z tandemowg detekcjg mas (2D-
UPLC-MS/MS), z wykorzystaniem znakowanych stabilnymi izotopami standardow
wewnetrznych. Dodatkowo, w czesci eksperymentédw analizowano stezenie kwasu L-
askorbinowego, zaréwno w medium hodowlanym, jak i w pozyskanych komdrkach, przy
uzyciu ultrasprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg UV-VIS. Nastepnie
przeprowadzono analizy statystyczne uzyskanych wynikéw. Ponizej pokrétce omdwiono

szczegoty uzytych metod.

3.1. Hodowle komoérkowe

Wszystkie eksperymenty obejmujgce wykorzystanie hodowli komérkowych zostaty
wykonane w warunkach sterylnych, z zachowaniem zasad aseptyki, w zgodzie z Dobrymi
Praktykami Laboratoryjnymi (GLP), w laboratorium spetniajgcym wymogi Il klasy
bezpieczenstwa biologicznego (BSL-2). Opisane nizej procedury, za wyjgtkiem drobnych

detali, opisanych w tekscie, byty wspdlne dla wszystkich badanych linii komérkowych.

3.1.1 Uzyte linie komédrkowe

W niniejszej pracy wykorzystano szereg ustalonych linii komdérkowych nowotworéw
ztosliwych cztowieka. Ponizej, w porzadku alfabetycznym przedstawiono ich krétka

charakterystyke.
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Linia A549 — adherentna, epitelialna, rosngca w monowarstwie, hypotriploidalna
linia komodrek niedrobnokomoérkowego raka ptuca, zatozona w 1972 roku z tkanki
nowotworowej od 58-letniego, biatego mezczyzny, stanowigca komérkowy model tego
nowotworu. Posiada mutacje aktywujgca w genie KRAS (146). Komorki uzyskano dzieki
uprzejmosci Zaktadu Genoterapii Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy
Uniwersytetu Mikotajka Kopernika w Toruniu. Hodowle komdrkowa linii A549 prowadzono

w oparciu o wytyczne ATCC (ang. American Type Culture Collection) (147).

Linia CA46 — rosnaca w zawiesinie, prawie diploidalna, linia komdrek chtoniaka
Burkitta, nie zawierajgca w swoim genomie sekwencji wirusa EBV (148). Komoérki uzyskano
dzieki uprzejmosci pracownikéw Katedry Inzynierii i Biologii Systemdéw, Wydziat
Automatyki, Elektroniki i Informatyki, Politechniki Slgskiej. Hodowle komérkowa linii CA46

prowadzono w oparciu o wytyczne ATCC (149)

Linia HAP1 — adherentna, haploidalna linia komdrek wywodzaca sie z linii komdrek
przewlekte]j biataczki szpikowej KBM-7, zatozonej z komodrek 40 letniego mezczyzny, ktora
na drodze modyfikacji genetycznych utracita drugg kopie chromosomu 8 macierzystej linii
komodrkowej, a takze zachowata fragment chromosomu 15 dfugosci 30 Mpz, potgczony z
chromosomem 19. Posiada chromosom Philadelphia. Co ciekawe, pomimo iz komérki te

pochodzg od mezczyzny, to nie posiadajg chromosomu Y (150).

Na potrzeby przeprowadzonych badan zakupiono od firmy Horizon Discovery
macierzystg linie HAP1 (Horizon Discovery, nr kat. ¢631), jak rowniez komercyjnie dostepne
warianty tej linii, w ktérych za pomoca techniki CRISPR/Cas9 wprowadzono funkcjonalne
nokauty w genach:

TET1 (delecja 20 pz w eksonie 2, Horizon Discovery, nr kat.: HZGHC001121c002);

TET2 (delecja 8 pz w eksonie 3, Horizon Discovery, nr kat.: HZGHC003562c011);

TET3 (delecja 14 pz w eksonie 4, Horizon Discovery, nr kat. HZGHC001112c004);

Linie te stanowig model nowotworu hematologicznego z mutacjg dezaktywujgcag w

obrebie jednego z biatek rodziny biatek TET.
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Zlecono takze firmie Horizon Discovery stworzenie technikg CRISPR/Cas9 trzech
unikalnych wariantéw linii, posiadajgcych funkcjonalne nokauty par:

TET1/TET2 (delacja 20 pz w eksonie 2 genu TET1/delecja 26 pz w eksonie 3 genu
TET2; Horizon Discovery, nr kat.: HZGHC007806c011);

TET1/TET3 (insercja 1 pz w eksonie 2 genu TET1/ delecja 1 pz w eksonie 4 genu TET3;
Horizon Discovery, nr kat. HZGHC007804c010);

TET2/TET3 (delecja 14 pz w eksonie 3 genu TET2/delecja 14 pz w eksonie 4 genu
TET3; Horizon discovery, nr kat. HZGHC007813c001);

Komorki tych linii stanowig model, w ktérym tylko jedno z biatek rodziny TET
pozostaje aktywny, co umozliwia badanie aktywnosci enzymatycznej poszczegdlnych biatek
TET i potencjalnego wptywu badanych modulatoréw na konkretny enzym.

Hodowle komdrkowe wszystkich wariantéw linii HAP1 prowadzono w oparciu o

wytyczne firmy Horizon Discovery (151).

Linia HCT116 — adherentna, epitelialna, prawie diploidalna linia komdrkowa raka
jelita grubego, stanowi model tej jednostki chorobowej (152). Posiada mutacje aktywujgca
w onkogenie KRAS i jest zdolna do tworzenia przerzutow w modelach zwierzecych (153).
Komorki HCT116 zakupiono z Europejskiej Kolekcji Uwierzytelnionych Kultur Komérkowych
(The European Collection of Authenticated Cell Cultures, ECACC, nr kat.: 91091005).

Hodowle komdrkowa linii HCT116 prowadzono w oparciu o wytyczne dostawcy (154).

Linia K562 - rosngca w zawiesinie linia komorek przewlektej biataczki szpikowej, o
wysoce niezréznicowanej morfologii. Komorki K562 sg multipotencjalne, zdolne do
spontanicznego rdéznicowania sie w kierunku progenitoréw erytrocytéw, granulocytdw i
monocytéw, posiadajg chromosom Philadelphia oraz nie zawierajg w swoim genomie
sekwencji wirusa EBV (155).

Komérki K562 zakupiono z Europejskiej Kolekcji Uwierzytelnionych Kultur
Komérkowych (The European Collection of Authenticated Cell Cultures, ECACC, nr kat.:
89121407). Hodowle komdrkowa linii K562 prowadzono w oparciu o wytyczne dostawcy

(156).
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Linia MDA-MB-231 — adherentna, epitelialna, prawie triploidalna linia komérkowa,
wyprowadzona w 1973 roku z komérek obecnych w wysieku optucnowym 51-letniej, biatej
kobiety z gruczolakorakiem piersi. Komorki tej linii s3 wysoce niezréznicowane,
charakteryzujg sie ekspresjg czynnikdw wzrostowych: EGF (ang. epidermal growth factor,
epidermalny czynnik wzrostu) i TGF-a (ang. transforming growth factor alpha,
transformujgcy czynnik wzrostu alfa), a takze nie eksprymujg receptoréw dla estrogenu,
progesteronu oraz receptora HER2 - s3 modelem potrdjnie negatywnego raka piersi,
opornego na leczenie (157).

Komorki zakupiono z Niemieckiej Kolekcji Mikroorganizmoéw i Kultur Komdérkowych
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, DSMZ, nr kat. ACC732).
Hodowle komérkowg linii MDA-MB-231 prowadzono w oparciu o wytyczne dostawcy

(158).

Linia PC-3 - adherentna, epitelialna, prawie triploidalna linia komédrek raka prostaty,
wyprowadzona z materiatu pobranego od 62-letniego, biatego mezczyzny, a doktadniej z
komérek pochodzacych z przerzutu tego nowotworu do kosci. Stanowi model
drobnokomodrkowego raka gruczotu krokowego. Komodrki PC-3 sg wysoce agresywne,
zdolne do tworzenia nowotworodw i przerzutéw w modelach zwierzecych, charakteryzujg
sie brakiem ekspresji PSA (ang. prostate-specific antigen, swoisty antygen sterczowy) i
receptora androgendéw (ang. androgen receptor, AR) (159).

Komérki uzyskane dzieki uprzejmosci Zaktadu Genoterapii Collegium Medicum im.
Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotajka Kopernika w Toruniu. Hodowle

komodrkowa linii PC-3 prowadzono w oparciu o wytyczne ATCC (160).

Linia RAJI - rosngca w zawiesinie, diploidalna linia limfocytéw B chtoniaka Burkitta,
zatozona w 1963 r. z komédrek pochodzgcych od 11 letniego, czarnoskérego mezczyzny.
Linia posiada w swoim genomie sekwencje wirusa EBV, lecz nie produkuje czgsteczek
wirusa. Komoérki RAJI posiadajg takze w swoim genomie gen fuzyjny MYC-IGH (161) .

Komérki uzyskane dzieki uprzejmosci pracownikéw Katedry Inzynierii i Biologii
Systeméw, Wydziat Automatyki, Elektroniki i Informatyki, Politechniki Slaskiej. Hodowle

komadrkowa linii RAJI prowadzono w oparciu o wytyczne ATCC (162).
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3.1.2 Przygotowanie medium do hodowli komérkowych

Dla kazdej z hodowanych linii przygotowano kompletne medium hodowlane,
sktadajace sie z: 10 % FBS (FBS Good Forte Filtrated Bovine serum EU approved w: additive
fortifier, PAN Biotech, nr kat.: P40-47500), 1% roztworu antybiotykdw (Antibiotic
Antimycotic Solution, 100X, Corning, nr kat.: 30-004-Cl) oraz medium podstawowego,
wybranego na podstawie zalecen producenta danej linii komodrkowej, zapewniajgcego
optymalny wzrost komodrek. W przypadku medidow nie zawierajgcych L-glutaminy,
dodawano roztwor tej substancji do koricowego stezenia 2 mmol/l (Gibco, nr kat.: 25030-

081).

3.1.3 Zakiadanie hodowli komérkowych

Zakupione linie komdrkowe, do czasu zatozenia hodowli, byty przechowywane w
ciektym azocie, w temperaturze -196 °C. Bezposrednio przed zatozeniem hodowli,
krioprobowki zawierajgce zamrozong zawiesine komdrek przenoszono do pojemnika z
lodem, a nastepnie ogrzewano w tazni wodnej o temperaturze 37 °C. Krioprobowki
niezwtocznie umieszczano w komorze laminarnej, przemyto 70 % roztworem etanolu, a ich
zawartos$¢ przenoszono do probdéwek wirowniczych typu Falcon (15 ml), zawierajgcych
ogrzane do temperatury 37 °C, kompletne medium hodowlane, wtasciwe dla danej linii
komorek.

Nastepnie, by pozby¢ sie medium zawierajgcego krioprotektant (zazwyczaj 10 %
DMSO, dimetylosulfotlenek), probéwki wirowano przez 5 minut, w temperaturze 25 °C, z
przyspieszeniem 200 x g. Supernatant odlano, a pozyskany osad delikatnie zawieszano w 1
ml cieptego, kompletnego medium hodowlanego. Nastepnie policzono komérki w
uzyskanej zawiesinie i wysiano je do butelek hodowlanych o powierzchni 25 cm?, (Nunc™
EasYFlask™25cm? Cell Culture Flasks, Thermo-Fisher nr kat.: 156367), zawierajacych 5 ml
ogrzanego, kompletnego medium hodowlanego, w gestosci zalecanej przez producenta
linii. Hodowle prowadzono w sterylnym inkubatorze, w temperaturze 37 °Ci w atmosferze
zawierajgcej 5 % COy.

Aby zapewnié¢ jak najlepsze parametry wzrostu komorek, hodowle wszystkich

badanych linii prowadzono do momentu osiggniecia 80-90% konfluencji w ocenie
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mikroskopowej, a w przypadku hodowli zawiesinowych, do momentu osiggniecia zalecanej
przez dostawce gestosci wyrazonej w liczbie komérek na 1 ml zawiesiny, po czym

pasazowano na nowe naczynia hodowlane.

3.1.4 Liczenie komorek

Kazdorazowo, przed wysiewaniem komdrek na nowe naczynia hodowlane,
przeprowadzono procedure ich liczenia, przy pomocy zautomatyzowanego licznika
komoérek Luna II™ firmy Logos Biosystems. W tym celu pobierano niewielkg porcje
(zazwyczaj 10 ul) badanej zawiesiny komoérek do probdéwki typu Eppendorf 0,5 ml.
Nastepnie, do prébki dodawano 0,4 % roztwor btekitu trypanu (Gibco, nr kat.: 15250-061)
w stosunku 1:1, doktadnie mieszano, inkubowano przez 1 min w temperaturze pokojowej,
po czym pobierano 10 ul zawiesiny i nanoszono na dedykowane, jednorazowe komory
zliczeniowe, ktére umieszczano w czytniku. Ocena ilosci komérek w badanej zawiesinie
opierata sie na analizie obrazu przez algorytm urzadzenia, ktéry rozréznia zywe, jasno
Swiecgce komoérki, od wybarwionych na niebiesko, komdrek martwych, zlicza je i wydaje
wynik w przeliczeniu na 1 ml wyjsciowej probki. Algorytm wylicza takze zywotnos¢
badanych komoadrek [%]. We wszystkich procedurach uzywano jedynie tych komérek, ktére

wykazywaty zywotnos¢ z przedziatu 90 - 99,9 %.

3.1.5 Pasazowanie komadrek

Z naczyn hodowlanych z komérkami w stanie konfluencji usuwano stare medium
hodowlane, a nastepnie dwukrotnie przeptukiwano naczynie odpowiednig iloscig cieptego
roztworu DPBS (Dulbecco’s Phosphate — Buffered Saline, Corning, nr kat.: 21-031-CV), bez
dodatku jonédw wapnia(ll) i magnezu(ll). Po wyptukaniu martwych komoérek i debris
komérkowego, do naczyn hodowlanych dodawano roztwér trypsyny (Corning, nr kat.: 25-
054-Cl) w roztworze DPBS o stezeniu z przedziatu 0,05 — 0,25 % i inkubowano w
temperaturze 37 °C do momentu odklejenia sie komdrek od powierzchni naczynia
hodowlanego, co monitorowano przy uzyciu mikroskopu swietlnego o odwrdconej optyce.
Zarébwno stezenie roztworu trypsyny, jak i czas inkubacji dobrano w sposéb

eksperymentalny, biorgc pod uwage indywidualng wrazliwos$¢ danej linii na ten zwigzek.
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Nastepnie dezaktywowano trypsyne poprzez dodanie réwnej objetosci cieptego,
medium hodowlanego zawierajgcego 10 % FBS, a cata objetos¢ zawiesiny odklejonych
komorek przenoszono do probdwek wirowniczych typu Falcon i wirowano przez 5 minut w
temperaturze 25 °C, z przyspieszeniem 200 x g, po czym zlewano supernatant, a pozostaty
osad komodrkowy zawieszono w 1 ml $wiezego medium hodowlanego, liczono ilos¢
komérek w 1 ml zawiesiny, po czym jej odpowiednig objeto$¢ przenoszono do nowych
naczyn hodowlanych.

W przypadku linii komérek rosngcych w zawiesinie, stare medium hodowlane
oddzielano poprzez wirowanie (5 minut, 25 °C, 200 x g), a osad komérkowy ponownie
zawieszano w $wiezym medium hodowlanym w taki sposdb, by uzyskac gestosc zalecang

przez producenta.

3.1.6 Krioprezerwacja komoérek

Aby mdc wykorzystaé zakupione komérki w dowolnym momencie, bez koniecznosci
prowadzenia kosztownej hodowli ciggtej, postanowiono zamrozié¢ czes¢ hodowanych linii
komérkowych. W tym celu, uzyskane osady komdrkowe byty zawieszane w medium do
mrozenia, ktére sktadato sie w 70 % z medium hodowlanego, wtasciwego dla danej linii
komodrkowej, 20 % ptodowej surowicy bydlecej (FBS) i 10 % DMSO (Sigma-Aldrich, nr kat.:
276855-1L). Nastepnie zawiesine o gestosci 1-2 x 10° kom/ml przenoszono do sterylnych
krioprobowek, ktére umieszczano w kriopojemniku (Mr. Frosty™ Freezing Container,
Thermo Scientific™, nr kat.: 5100-0001), ktory zapewnia staty spadek temperatury o 1
°C/min. Pojemnik umieszczono w zamrazarce niskotemperaturowej, w temperaturze -80
°C, na 24 godziny, po czym wyjeto z niego krioprobdwki, ktore przeniesiono do naczynia z

ciektym azotem.
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3.1.7 0golne zasady wykonania eksperymentéw

Wszystkie wykonane w niniejszej pracy eksperymenty (por. Tabela 2) wpisywaty sie
w 0golny schemat, opisany ponizej, a drobne szczegdty, takie jak czasy inkubacji czy
stezenia konkretnych zwigzkdéw podano przy opisie wynikow z kazdego eksperymentu.

Komorki kazdej z badanych linii wysiewano do butelek hodowlanych o powierzchni
75 cm? (Nunc™ EasYFlask™ 75cm? Cell Culture Flasks, Thermo-Fisher nr kat.: 156499),
zawierajgcych 10 ml kompletnego medium hodowlanego, wtasciwego dla danej linii
komorkowej. Wszystkie kompletne media hodowlane zawieraty te samg surowice (FBS
GOOD FORTE, PAN Biotech, nr kat.: P40-47500) i ten sam zestaw antybiotykéw (Antibiotic
Antimycotic Solution, 100X, Corning, nr kat.: 30-004-Cl)

Po 24 godzinach odlewano medium hodowlane, dwukrotnie ptukano naczynia
cieptym roztworem DPBS, usuwajgc tym samym komérki martwe i te, ktére nie przykleity
sie do dna naczynia hodowlanego, po czym dodawano 10 ml Swiezego medium,
zawierajgcego substancje badane, a do komdrek kontrolnych dodawano medium z réwnym
objetosciowo dodatkiem rozpuszczalnika, uzytego do sporzgdzenia roztwordow badanych
substancji. Hodowle prowadzono w sterylnym inkubatorze, w temperaturze 37 °C i w
atmosferze zawierajgcej 5 % CO,. Po uptywie zatozonego w poszczegdlnym eksperymencie
czasu hodowli, z naczyn hodowlanych usuwano medium hodowlane, a komérki dwukrotnie
ptukano cieptym roztworem DPBS, po czym zbierano je poprzez trypsynizacje, zgodnie z
procedurg opisang w rozdziale 3.1.5. Uzyskany osad komédrek przenoszono do zamrazarki
niskotemperaturowej, gdzie przechowywano go w temperaturze -80 °C do momentu

wykonania procedury izolacji materiatu genetycznego.
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Tabela 2 Skrécony opis wykonanych eksperymentow.

komdrki kontrolne hodowano réwnolegle do badanych w inkubatorze normoksycznym (atmosfera w inkubatorze: 21 % 02, 5 % CO2, 37 °C).

t=24i 48h

L.p. Linia Opis eksperymentu Kontrola [N
1 HAP1 24-godzinna hodowla komarek linii HAP1"" w obecnosci 100 uM, 1 mM i 5 mM a-ketoglutaranu (Sigma-Aldrich, nr kat.: 75890-500G). DPBS 3
2 HAP1 24-godzinna hodowla komérek linii HAP1*" w obecnosd 1 uM, 10 pM, 100 pM i 1 mM FeSO, (Sigma-Aldrich, nr kat.:215422-250G). DPBS 3
3 HCT116 24-godzinna hodowla komérek linii HCT116 w obecnosci 1 uM, 10uM i 100 uM FeSO,. DPBS 3
a HAp1  |24-godzinna hodowla komérek lini HAPT™", HAPT™ ™?, HAP1™™** | HAP1 ™" w obecnosci 10 uM, 100 uM i 1 mM kwasu L-{+}-askorbinowego (Sigma-Aldrich, nr kat.: A4544-100G) oees |2

lub kwasu D-{-}-izoaskorbinowego (Sigma-Aldrich, nr kat.: 856061-100G).
5 HAP1 24-godzinna hodowla komérek lini HAP1WT, HAP1TETHO/TETKO 4o p TETIKO/TETSKO § |y ppq TETZKO/TETKO ) o hecnodci 10 uM, 100 uM i 1 mM kwasu L-(+)-askorbinowego lub kwasu D-(-)- DPBS 3
izoaskorbinowego.

6 K562 24-godzinna hodowla komdrek lini K562 w obecnosci 10 uM, 100 uM i 1 mM kwasu L-{+)-askorbinowego lub kwasu D-{-}-izoaskorbinowego. DPBS 3

7 CA46 24-godzinna hodowla komérek lini CA46 w obecnosci 10 pM, 100 pM i 1 mM kwasu L-(+)-askorbinowego lub kwasu D-(-)-izoaskorbinowego. DPBS 3

8 RAIJI 24-godzinna hodowla komdrek lini RAJl w obecnosd 10 uM, 100 uM i 1 mM kwasu L-(+}-askorbinowego. DPBS 3

9 HCT116 24-godzinna hodowla komérek lini HCT116 w obecnosci 10 pM, 100 pM i 1 mM kwasu L-(+)-askorbinowego lub kwasu D-(-)-izoaskorbinowego. DPBS 3

10 PC-3 24-godzinna hodowla komarek lini PC-3 w obecnosd 10 uM, 100 uM i 1 mM kwasu L-{+}-askorbinowego lub kwasu D-{-}izoaskorbinowego. DPBS 3
11 T24 24-godzinna hodowla komérek lini T24 w obecnosci 10 pM, 100 pM i 1 mM kwasu L-(+)-askorbinowego. DPBS 3
12 A549 24-godzinna hodowla komdérek lini A459 w obecnosdci 10 pM, 100 uM i 1 mM kwasu L-{+)-askorbinowego. DPBS 3
13 | MDA-MB-231|24-godzinna hodowla komdrek lini MDA-MB-231 w obecnosci 10 uM, 100 pM i 1 mM kwasu L-(+)-askorbinowego. DPBS £
14 HAPL 24-godzinna hodowla komérek linii HAP1*" w obecnosd 100 pM kwasu L-askorbinowego, 100 uM a-ketoglutaranu, 10pM FeSO, lub polaczer tych zwigzkéw (w wybranych DPBS 3

stezeniach) tj. kwas L-askorbinowy + a-ketoglutaran; kwas L-askorbinowy + FeSO; a-ketoglutaran + FeSO, oraz kwas L-askorbinowy + a-ketoglutaran + FeSO,
48-godzinna hodowla komadrek lini HAP1™", HAP1™"**7 HAP1T*72*° | HAP1™"*° w obecnoéci 100 uM L-askorbinian sodu (Sigma-Aldrich, nr kat.: A4034-100G). Komorki zbierano w Réwnolegla

15 HAP1 punktach czasowych: t=0, 3,6, 9,12,18,24,36 i 48 godzin od dodania witaminy C do medium hodowlanego. Z kazdego naczynia hodowlanego, w danym punkcie czasowym, odlano hodowla z 3
porcje medium i oznaczono w nim stezenie witaminy C. Zebrane komarki podzielono w stosunku 3:1,w wiekszej porcji oznaczono poziomy epigenetycznych modyfikacji w DNA DFBS, poziom
komdrek, a mniejszg cze$é przeznaczono na analize wewnatrzkomdrkowego steZzenia witaminy C, kontrole stanowita 48-godzinna hodowla z dodatkiem DPBSu. wt=0
24-godzinna hodowla komérek lini HAPT™T, HAP1 T 10/TET2KO 1y q pTEVIKO/TETIKO | oy ppq TETZKOMTETIKO o o hecnodcl 100 pM rédinych postadi witaminy C tj. L-askorbinian sodu, kwas 6-O- DPBS,

16 HAP1 palmitoilo-L-askorbinowy (Sigma-Aldrich, nr kat.: 76183-25G), L-askorbinian sodu zamkniety w liposomach "PC90G", suplement diety ASCOLIP® oraz "puste” liposomy "PC90G". Trzy "puste" (2
ostatnie zwigzki zostaly pozyskane w ramach wspoélpracy z firmg Lipid Systems Sp. z. 0. o. liposomy
24-godzinna hodowla komérek linii MDA-MB-231 w obecnosci 100 pM réinych postaci witaminy C tj. kwas L-(+)-askorbinowy, kwas D-(-)-izoaskorbinowy, L-askorbinian sodu, L- DPBS, "puste”

17 |MDA-MB-231 r : . : i 3
askorbinian sodu zamkniety w liposomach "PC90G"oraz "puste" liposomy "PC90G". liposomy
24-godzinna hodowla komarek lini K562 w obecnosci 1 pM, 10 pM, 100 uM chlorku niklu (Sigma-Aldrich, nr kat.: N6136-100G), 100 pM kwasu L-askorbinowego oraz polgczeni

18 K562 poszczegolnych stezen NiCl, z witaming C. DPBS 3
19 HAP1 24-godzinna hodowla komérek lini HAP1YT, HAP1™%2 HAP1TET2%0  HAP1™T3%C W obecnodci 10 pM, 25 uM, 50 uM i 100 pM mesylanu deferoksyaminy (Sigma-Aldrich, nr kat.: D9533- DPBS 1

1G),10 uM, 25 pM, 50 pM i 100 uM chlorku zelaza (I1) (Sigma-Aldrich, nr kat.: 157740-100G), 100 pM witaminy oraz szerokiego spektrum potaczeri wymienionych substancji.

20 HAP1 24-godzinna hodowla komarek linii HAP1*" w obecnoéd 0,5 mM i 1 mM ditiotreitiolu (Sigma-Aldrich, nr kat.: D5545-5G). DPBS 3

o YR 24-godzinna hodowla komérek lini HAP1WT, HAP 1TET1KO/TET2KO |y 5 p TETIKO/TETSKO § A p 1 TET2KO/TETIKO Wy o hecnodcl 0,1 uM, 1 pM, 10 pM i 100 uM tetrahudrourydyny (BioVision, nrkat.: T a
1671-25) oraz pofgczenia poszczegdlnych stezen tego zwigzku z 100 pM witaminy C.

22 HAP1 24-godzinna hodowla komérek lini HAP1"T, HAP1T=1¥0/TET2K0, Y p TETIKO/TETIO | YApTETZKO/TETIKO o, ghecnodc 0,1 pM, 1 pM, 2,5 UM i 5 uM S-azacytydyny (Sigma-Aldrich, nr kat.: ppes |3
A2385-100MG).

23 HAPL 241 48-godzinna hodowla komérek lini HAPTWT, HAP1TETHKO/TET2KO |y p pq TETIKO/TETIKO ) pg TETKO/TETEKO Wy g hecnodci 50 pM, 100 pM i 200 uM chlorku kobaltu (1) (Sigma-Aldrich, nr kat.: DPBS 3
C8661-25@G).

24 HAPL 24i72-godzinna hodowla komarek lini HAP1Y", HAP1""™*°, HAP1"""**° | HAP1™"™*° w warunkach hipoksji (atmosfera w inkubatorze: 0,5 % O, 5 % €0,, 37 °C), komdrki kontrolne normoksja w 3
hodowano réwnolegle do badanych w inkubatorze normoksycznym (atmosfera w inkubatorze: 21 % 02, 5% C02, 37 °C). t=24i72h

= o 24 48-godzinna hodowla komérek lini HAP1WT, HAP1TETHKO/TET2KO ||y p pq TETIKO/TETIKD ; |y o pq TETZKO/TETRKO )\ arunkach hipoksji (atmosfera w inkubatorze: 0,5 % O,, 5 % CO,, 37 °C), normoksja w s
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3.2. Chromatograficzna analiza poziomu epigenetycznych modyfikacji w DNA

W niniejszej pracy postuzono sie opracowang i zoptymalizowang w Katedrze
Biochemii Klinicznej Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy metoda
oznaczania epigenetycznych modyfikacji w DNA przy uzyciu dwuwymiarowej,
ultrasprawnej chromatografii cieczowej z tandemowa detekcjg mas, bazujgcej na wczesniej
opublikowanej metodzie (163), ktdrg poddano istotnym modyfikacjom i w szczegdtowy
sposéb opisano w monografii pt. ,DNA Modifications Methods and Protocols” (164).

Ponizej, w sposdb skrétowy przedstawiono zatozenia tej metody.

Izolacja DNA z komérek hodowlanych

Zamrozone osady komodrek doprowadzono do temperatury pokojowej, a po ich
rozmrozeniu odpipetowano pozostato$ci medium hodowlanego, po czym zawieszono w
buforze ,,B” (5 mmol/I Na;EDTA, 0,15 mmol/I deferoksyaminy, 10 mmol/I Tris-HCL, pH=8,0)
w objetosci z zakresu 0,5 - 3 ml. Objetosé buforu byta dobierana eksperymentalnie i zalezata
zarowno od rodzaju komoérek, jak i ich liczby. Do zawiesiny komorek dodawano
odpowiednig objetos¢ roztworu RNAzy A z trzustki bydlecej (1 mg/ml; Sigma-Aldrich, nr
kat.: R6513-1G), tak by koricowe stezenie w prébce wyniosto 30 pg/ml i roztwor RNAzy Tq
z Aspergillus oryzae (1 U/ul; Sigma-Aldrich, nr kat.: R1003-500KU), do koricowego stezenia
w prébce 10 U/ml, by ograniczyé ewentualng kontaminacje izolowanego DNA czgsteczkami
RNA.

Nastepnie przeprowadzano lize komérek poprzez dodanie odpowiedniej objetosci
10 % (m/v) roztworu SDS, tak by koricowe stezenie tego zwigzku w prébce wyniosto 0,5 %.
Tak przygotowany lizat komdérkowy inkubowano przez 30 minut w tazni wodnej ogrzane;j
do temperatury 37 °C.

W celu enzymatycznego strawienia biatek obecnych w komérce, w szczegdlnosci zas
biatek zwigzanych z DNA, do lizatu komorkowego dodano odpowiednig objetos¢ roztworu
Proteinazy K z Tritirachium album (20 mg/ml, Sigma-Aldrich, nr kat.: SRE0005), tak by
koricowe stezenie tego zwigzku w lizacie wyniosto 4 mg/ml, po czym inkubowano przez 90

minut w tazni wodnej ogrzanej do temperatury 37 °C.
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By usung¢ biatka komorkowe, jak i inne substancje nierozpuszczalne w wodzie, do
schtodzonych prébek dodano réwng objetos¢ mieszaniny fenol-chloroform-alkohol
izoamylowy (przygotowang w stosunku objetosciowym 25:24:1), wstrzgsano energicznie
przez kilka minut, po czym wirowano przez 15 minut, w temperaturze 4 °C, z
przyspieszeniem 2800 x g. Po wirowaniu, zebrano faze wodng, ktdrg przeniesiono do
nowych probédwek wirowniczych.

Nastepnie, do zebranej wczesniej fazy wodnej dodano réwng objetos¢ mieszaniny
chloroform-alkohol izoamylowy (przygotowang w stosunku objetosciowym 24:1),
energicznie wytrzgsano przez kilka minut, po czym wirowano przez 15 minut, w
temperaturze 4 °C, z przyspieszeniem 2800 x g i ponownie zbierano faze wodng do nowych
probéwek wirowniczych.

W celu wytrgcenia wysoce spolimeryzowanego DNA, do otrzymanej fazy wodnej
dodawano trzy objetosci zimnego, 96 % etanolu. Prébki mieszano poprzez delikatne ruchy
probéwka, do momentu pojawienia sie dtugich, biatych nici DNA, ktére wyciggano przy
pomocy plastikowej ezy. Tak pozyskany DNA przeniesiono do 0,5 ml probowki typu
Eppendorf, po czym uwodniono poprzez dodanie 50 pl czystej, sterylnej wody, wolnej od
RNAz i DNAz. Uwodniony DNA byt nastepnie poddawany enzymatycznej hydrolizie do

pojedynczych nukleozydéw.

Enzymatyczne trawienie DNA

W celu uzyskania pojedynczych deoksynukleotyddw, do kazdej probki uwodnionego
DNA, a takze préby ,Slepej” zawierajgcej 50 pl wody, dodawano: 50 ul buforu NP1 (200
mmol/L octanu amonu, 0,2 mmol/l ZnCl,, pH=4,6), 1 pL roztworu Nukleazy P1 (1 U/ul, New
England BiolLabs® Inc.; nr kat.: M0660S) i 1 pl roztworu tetrahydrourydyny — inhibitora
deaminaz cytydyny (10 mg/ml, Sigma-Aldrich, nr kat.: 584223-25MG), doktadnie mieszano,
a nastepnie inkubowano przez trzy godziny w tazni wodnej ogrzanej do temperatury 37 °C.

Nastepnie, by usung¢ hydrofilowe grupy fosforanowe z deoksynukleotyddw i
uzyskaé deoksynukleozydy, ktére mozna rozdzielaé¢ za pomocg chromatografii w uktadzie
odwrdconych faz, do hydrolizatu dodawano 13 ul 10 % NH4OH i 6 pl fosfatazy alkalicznej
(Termolabile Recombinant Shrimp Alkaline Phosphatase (1 000 U/ml), New England
BiolLabs® Inc.; nr kat.: M03715S).
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Za pomocy wskaznika uniwersalnego sprawdzano pH hydrolizatu, ktére powinno
wynosi¢ co najmniej 8,0. W razie potrzeby prébki alkalizowano niewielky, dodatkowg
porcjg wodorotlenku amonu. Hydrolizaty inkubowano przez 90 minut w fazni wodnej
ogrzanej do temperatury 37 °C, po czym przenoszono na ptytki filtracyjne (AcroPrep
Advance 96-Well Filter Plates 10 K) i wirowano przez 90 minut w temperaturze 4 °C, z
przyspieszeniem 1800 x g, dzieki czemu pozbywano sie z mieszaniny biatek i potencjalnych
zanieczyszczen wiekszych od wielkosci porow membrany.

Otrzymane filtraty (100 — 120 pl) przeniesiono do 1,5 ml probéwek typu Eppendorf
i zageszczono w koncentratorze prézniowym do objetosci 20 ul, pozbywajgc sie jonow
octanowych i amonowych, ktére odparowujg w warunkach obnizonego cisnienia.

Nastepnie, do zageszczonych hydrolizatéw dodano 5 pl mieszaniny znakowanych
stabilnymi izotopami standardéw wewnetrznych, zawierajgce;j:

- [*3Cs,'°N3])-8-0ksy-7,8-dihydro-2'-deoksyguanozyne (Cambridge Isotope Laboratories,
Inc.; nr kat.: NLM-6715-1MG);

- [D3]-5-hydroksymetylo-2°-deoksycytydyne (Toronto Research Chemicals, Inc.; nr kat.:
H946632);

- [*3C,*>N3]-2"-deoksyurydyne (Medical Isotopes, Inc.; nr kat.: CN2305)

- [*3C10,%°N;]-5-metylo-2'-deoksycytydyne (synteza w Katedrze Biochemii Klinicznej);

- [*3C10,%°N;]-5-formylo-2"-deoksycytydyne (synteza w Katedrze Biochemii Klinicznej);
- [*3C10,%°N;]-5-karboksy-2"-deoksycytydyne (synteza w Katedrze Biochemii Klinicznej);

- [*3C10,%°N3]-5-hydroksymetylo-2"-deoksyurydyne (synteza w Katedrze Biochemii

Klinicznej);

Stezenie kazdego z powyzszych standardoéw wewnetrznych w mieszaninie wzorcow
wynosito 250 fmol/uL, a proces przygotowania komercyjnie niedostepnych standardéw
wewnetrznych ze szczegdétami opisano w 10 rozdziale monografii ,,DNA Modifications

Methods and Protocols” (165).
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Chromatograficzna analiza deoksynukleozydow

Oznaczenia chromatograficzne wykonano przy uzyciu systemu ztozonego z
chromatografu ACQUITY UPLC PLUS I-Class, Waters®: dwodch pomp gradientowych
operujgcych w zakresie ci$nien do 15000 psi, pompy izokratycznej, operujacej w zakresie
do 5000 psi, dwéch automatycznych, programowalnych, dwu pozycyjnych,
szeScioportowych zawordow, tréjnika wysokocisnieniowego, detektora z matryca
fotodiodowg (Photodiode-Array Detector, PDA detector), ultraczutego, tandemowego,
kwadrupolowego spektrometru mas (Xevo TQ-XS) oraz zestawu kolumn
chromatograficznych, ktéry obejmowat:

e przed-kolumne: CORTECS T3 VanGuard (Waters®), 5 mm x 2,21mm, 1,6 um.

e kolumne pierwszego wymiaru: CORTECS T3 (Waters®), 150 mm x 3 mm, 1.6 um.

e kolumne trapujaca: XSelect CSH C18 (Waters®), 20mm x 3 mm, 3,5 um.

e kolumne drugiego wymiaru: ACQUITY UPLC CSH C18 (Waters®), 100 mm x 2,1 mm,

1,7 um.

Na potrzeby omawianych analiz sporzadzono szereg eluentédw na bazie odczynnikéw klasy
LC/MS i ultraczystej wody, ktore stanowity fazy ruchome w uzytym uktadzie
chromatograficznym i obejmowaty:

- faze ruchomg Al: CH3COOH 0,05% (v/v),
- faze ruchomag A2: CH3COOH 0,01% (v/v),
- faze ruchomg B1: acetonitryl;

- faze ruchomg B2: metanol;

- faze ruchomg C1: ultraczysta woda;

System chromatograficzny zostat skonfigurowany w taki sposdb, by mieszanina
zwigzkdw najpierw trafiata na przed-kolumne, ktdrej celem byto usuniecie wszystkich
zanieczyszczen mechanicznych oraz uwiezienie substancji, ktére moglyby sie
nieodwracalnie zwigza¢ ze ztozem chromatograficznym dalszych kolumn. Nastepnie

mieszanina deoksynukleozydéw byta rozdzielana na kolumnie pierwszego wymiaru
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(przeptyw 0,5 ml/min, gradient: od startu do 1 min 99,3 % fazy A1 0,7 fazy B1, krzywa 6;
do 7 min 50 % fazy A1, 50 % fazy B1, krzywa 8; do 7,2 min 50 % fazy A1, 50 % fazy B1, krzywa
6; od 7,21 min do 9 min 99,3 % fazy A1 i 0,7 % fazy B1, krzywa 6), z ktérej poszczegdlne
anality, w okreslonych oknach czasowych trafiaty do detektora MS/MS (5-hydroksymetylo-
2'-deoksycytydyna, 5-formylo-2’-deoksycytydyna i 8-okso-7,8-dihydro-2"-
deoksyguanozyna) albo, po rozcieficzeniu fazg C1 w stosunku 1:1, na kolumne trapujaca,
(5-karboksy-2-deoksycytydyna, 5-hydroksymetylo-2°-deoksyurydyna, 2 -deoksyurydyna,),
albo byly kierowane do detektora PDA (2'-deoksyguanozyna, 2°-deoksycytydyna, 2°-
deoksytymidyna, 2'-deoksyadenozyna, 5-metylo-2 deoksycytydyna), gdzie nastepowata
ich detekcja w swiatle UV z zakresu 260-280 nm. Takie podejscie umozliwito nie tylko ocene
stezenia dT, dA i 5-mCyt w badanej prébce, ale takze monitorowanie jakosci procesu
enzymatycznej hydrolizy DNA (na podstawie obecnosci nukleotyddw i oligonukleotydéw),
jak réwniez okreslenie stopnia zanieczyszczenie probki RNA (na podstawie obecnosci
rybonukleozydow).

Frakcje zatrzymane na kolumnie trapujacej, byty przekierowywane na kolumne
drugiego wymiaru (przeptyw 0,35 ml/min, gradient: od startu do 1,8 min 99 % fazy A2i1%
fazy B2, krzywa 6; do 3 min 91 % fazy A2 i 9 % fazy B2, krzywa 6; do 4,2 min 50 % fazy A2 i
50 %, krzywa 7; do 6 min 50 % fazy A2 i 50 %fazy B2, krzywa 6; od 6,01 do 9 min 99 % fazy
A2 i 1 % fazy B2, krzywa 6), gdzie ulegaty rozdzieleniu. Rozdzielone, modyfikowane
nukleozydy trafiaty do Zzrédfa jondw, gdzie ulegaty jonizacji dodatniej lub ujemnej w trybie
elektrorozpylania (ES) tworzac jony potomne, ktére trafiaty do detektora. Szczegdtowa
charaktertystyka jondw potomnych i ich detekcji zostata przedstawiona w Tabeli 3.

Warto w tym miejscu odnotowaé, iz znakowane stabilnymi izotopami standardy
wewnetrzne, od strony chromatograficznej, zachowujg sie doktadnie tak samo, jak ich
nieznakowane odpowiedniki i opuszczajg kolumne chromatograficzng w tym samym czasie,
natomiast ich zjonizowane formy posiadajg odmienny stosunek masy do fadunku, co

stanowi podstawe ilosciowej analizy badanych modyfikacji.
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Tabela 3 Charakterystyka jonéw potomnych i ich detekgc;ji.

Zwinzek Wzglednywspotczynnik ~ Tryh Nominalna masa Wzér jonu Nominalny jon Nominalny jon ESInapiecie ESInapiecie US napiecie US napiecie Energia
odpowiedzi jonizacji czasteczkowa (Da) pseudomolekularnego macierzysty (Da) potomny (Da) kapilary (kV) stozka (V) (kv) stozka (V) kolizji(eV)
5-hydroksymetylo- Kwantyfikator 0,033 Pozytywna 257 [M+HJ+ 258 124 1,2 15 13 15 10
2'-deoksycytydyna Kwalifikator Pozytywna 257 [M+H]J+ 258 142 1,2 15 1,3 15 10
[Ds]-5-hydroksymetylo- ~ Kwantyfikator 0,031 Pozytywna 260 [(M+3)+H]+ 261 127 1,2 15 13 15 10
2'-deoksycytydyna Kwalifikator Pozytywna 260 [(M+3)+H]+ 261 145 1,2 15 13 15 10
5-formylo-2'- Kwantyfikator 0,182 Negatywna 255 [M-H]- 254 121 3,5 28 1,0 40 18
deoxycytydyna Kwalifikator Negatywna 255 [M-H]- 254 138 3,5 28 1,0 40 18
[33C10,°Ny]-5-formylo-2'-  Kwantyfikator 0,178 Negatywna 267 [M+12)-H]- 266 128 3,5 28 1,0 40 18
deoksycytydyna Kwalifikator Negatywna 267 [M+12)-H]- 266 145 3,5 28 1,0 40 18
5-karboksy-2"- Kwantyfikator 0,318 Negatywna 271 [M-H]- 270 110 3,5 20 1,0 50 20
deoksycytydyna Kwalifikator Negatywna 271 [M-H]- 270 93 3,5 20 1,0 50 20
[*3C10,Ny]-5-karboksy-  Kwantyfikator 0,300 Negatywna 283 [M+12)-H]- 282 116 3,5 20 1,0 50 20
2'-deoksycytydyna Kwalifikator Negatywna 283 [M+12)-H]- 282 99 3,5 20 1,0 50 20
5-hydroksymetylo- Kwantyfikator 1,092 Negatywna 258 [M-H]- 257 124 3,5 20 1,0 a5 15
2'-deoksyurydyna Kwalifikator Negatywna 258 [M-H]- 257 214 3,5 20 1,0 45 10
[*C10,°N]-5- Kwantyfikator 1,233 Negatywna 270 [M+12)-H]- 269 131 3,5 20 1,0 45 15
wﬁa?aﬁ_o. Kwalifikator Negatywna 270 [M+12)-H)- 269 24 35 20 1,0 15 10
-deoksyurydyna

" deoksyurydyna xémqﬁ_rmsq 0,102 Negatywna 228 [M-H]- 227 184 3,5 20 1,0 20 12

Kwalifikator Negatywna 228 [M-H]- 227 136 3,5 20 1,0 20 10
[33C, 2N, -2~ Kwantyfikator 0,100 Negatywna 231 [(M+3)-H]- 230 185 3,5 20 1,0 20 12
deoksyurydyna Kwalifikator Negatywna 231 [(M+3)-H]- 230 137 3,5 20 1,0 20 10
8-oksy-7,8-dihydro- Kwantyfikator 0,280 Negatywna 283 [M+ HJ+ 284 168 1,2 20 13 70 15
2'-deoksyguanozyna Kwalifikator Negatywna 283 [M+H]+ 284 140 1,2 20 13 70 30
[5Ns]-8-oksy-7 8-dihydro- Kwantyfikator 0,292 Negatywna 288 [(M+5)+ HJ+ 289 173 1,2 20 1,3 70 15
2-deoksyguanozyna g alifikator Negatywna 288 [(M+5)+ H]+ 289 145 12 20 13 70 30

Wzgledny wspdtczynnik odpowiedzi = powierzchnia pod pikiem kwalifikatora/powierzchnia pod pikiem kwantyfikatora.
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Przed wykonaniem oznaczen chromatograficznych, uktad chromatograficzny zostat
skonfigurowany pod wzgledem sity sygnatu i skalibrowany:

dla analiz w $wietle UV — poprzez kalibracje zewnetrzng, polegajaca na utworzeniu
krzywych kalibracyjnych na podstawie analizy roztwordw kalibracyjnych (5 nastrzyknie¢, po
2ul) dla kazdego z analizowanych tg metodg zwigzkéw, w zakresach 0,00781 do 1 mmol/I
(dla dA, dT, dCi dG) i w zakresie 0,39 - 50 umol/I dla 5-mCyt;

dla analiz MS/MS - poprzez kalibracje wewnetrzng, na podstawie stosunku pdl

powierzchni analitu do znakowanych standardéw wewnetrznych.

Analizy wszystkich probek zawsze wykonywano w trzech do pieciu powtdrzeniach
technicznych (nastrzykach), a otrzymane chromatogramy analizowano iloSciowo za
pomocg oprogramowania TargetLynx™ (Waters).

Nastepnie ze wszystkich powtdrzen technicznych dla danej probki wyliczono
$rednig, odchylenie standardowe (SD) i relatywne odchylenie standardowe (RSD), zaréwno
dla natywnych, jak i modyfikowanych deoksynukleozydéw. Odrzucano wyniki z RSD > 2,5%
dla natywnych deoksynukleozydéow i z RSD > 15% dla zmodyfikowanych
deoksynuleozyddéw. Catkowite stezenie nukleozydéw w prébce (dN), pochodzacych z
dwuniciowego DNA, wyliczano na podstawie dwukrotnosci sumy stezen dT i dA, co mozna
zapisa¢ wzorem: dN =2 x (dT + dA).

Relatywng ilos¢ modyfikowanych nukleozydéw w badanym materiale obliczano

dzielgc ich stezenia przez catkowite stezenie deoksynukleozyddw w prébce.

3.3. Chromatograficzna analiza poziomu witaminy C w komérkach i medium

hodowlanym

Na potrzeby wykonania analizy stezenia witaminy C, zaréwno w medium
hodowlanym, jak i we wnetrzu komodrek postuzono sie wczedniej opisang metodyka
oznaczania stezenia tego zwigzku za pomocg techniki UPLC-UV (166). Ponadto, aby jak
najdoktadniej oszacowaé wewnatrzkomérkowe stezenie tego zwigzku, postuzono sie
opracowang w Katedrze Biochemii Klinicznej metodg normalizacji wynikéw, ktora opiera
sie na przeliczeniu stezenia badanych metabolitéw na liczbe komodrek, okreslong na

podstawie zawartosci tyminy oznaczanej chromatograficznie w tej samej prébce (167).
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3.3.1 Oznaczenia stezenia witaminy C w badanych prébkach

Probki medium hodowlanego i osady komérek wyjeto z zamrazarki
niskotemperaturowej, rozmrozono i umieszczono w lodzie. Do 2 ml probdwek typu
Eppendorf pobrano 120 pl medium komorkowego, a osady komérkowe zawieszono w 100
ul zimnego roztworu DPBS oraz 100 pl 30 % roztworu kwasu metafosforowego (Sigma-
Aldrich, nr kat.: 79615-100G) z dodatkiem 0,1 mmol/I allopurynolu (Sigma-Aldrich, nr kat.:
A8003-5G), jako standardu wewnetrznego. Nastepnie probéwki umieszczono w lodzie, by
zapobiec rozpadowi witaminy C.

W przypadku zawiesiny komoérek, zawartos¢ probowek sonikowano przez 5 minut.
Na tym etapie pobrano takze 20 ul zawiesiny komdrkowej na potrzeby
chromatograficznych oznaczen zawartosci tyminy.

Nastepnie wszystkie probki inkubowano przez 30 minut w kapieli lodowej, po czym
wirowano przez 15 minut, w temperaturze 4 °C, z przyspieszeniem 21 155 x g, a otrzymane
supernatanty przeniesiono na ptytki filtracyjne (AcroPrep Advance 96-Well Filter Plates 10
K), ktére wirowano przez 60 minut, w temperaturze 4 °C, z przyspieszeniem 650 x g.
Otrzymane filtraty byty wykorzystywane w dalszych analizach chromatograficznych.

Rozdziat chromatograficzny kwasu askorbinowego przeprowadzono przy uzyciu
kolumny Waters Acquity UPLC HSS T3 (150 mm x 2,1 mm, 1,8 um) z przedkolumng Van
Guard HSS T3 1,8 um (kolumny ogrzane do 40 °C). Zastosowano dwa eluenty, ktére
stanowity fazy ruchome:

- faza A-0,1% kwas mrowkowy
- faza B — metanol

Rozdziat chromatograficzny prowadzono przy przeptywie 0,25 ml/min i 2 ul
objetosci nastrzyku, w nastepujacym gradiencie: od 0-0,2 min 99,9 % fazy Ai 0,1 % fazy B;
od 0,2-2,0 min 85 % fazy A i 15 % fazy B; od 2,0-2,9 min 30 % fazy A i 70 % fazy B; od 2,9-
3,5 min 30 % fazy A i 70 % fazy B, od 3,5-3,9 min 99,9 % fazy A i 0,1 % fazy B. Detekcja
badanych zwigzkéw odbywata sie przy pomocy detektora z matrycg fotodiodows, przy
dtugosci fali rownej 260 nm, a otrzymane wyniki analizowano za pomocg oprogramowania

Empower. Analizy przeprowadzono co najmniej w dwéch powtdrzeniach technicznych, a

51



stezenie witaminy C okreslano przy uzyciu wczesniej sporzagdzonej krzywej kalibracyjne;j,
stanowigcej wykres funkcji zaleznos$ci powierzchni piku kwasu askorbinowego od stezenia

kwasu askorbinowego w prébkach kalibracyjnych, o wspdtczynniku R? powyzej 0,99.

3.3.2 Oznaczenia zawartosci tyminy w badanych prébkach

20 pl zawiesiny komérek przeniesiono do szklanych fiolek o pojemnosci 2 ml, po
czym dodano do nich jako standardu wewnetrznego, 200 ul roztworu kofeiny o stezeniu
515 umol/l w 2 mol/l HCI, szczelnie zamknieto i inkubowano przez 1 godzine w
temperaturze 130 °C, celem przeprowadzenia kwasnej hydrolizy.

Nastepnie prébki ostudzono i suszono w strumieniu azotu przy uzyciu systemu
XcelVap® firmy Biotage, po czym uwodniono przez noc w 50 pl ultraczystej wody.
Nastepnego dnia przeniesiono prébki na ptytki filtracyjne (AcroPrep Advance 96-Well Filter
Plates 10 K), ktére wirowano przez 60 minut, w temperaturze 4 °C, z przyspieszeniem 650
x g. Otrzymane filtraty byty wykorzystywane w dalszych analizach chromatograficznych.

Rozdziat chromatograficzny prébek (z 2 pl nastrzyku) przeprowadzono przy uzyciu
kolumny Kinetex 1,7 um F5 LC (150 mm x 2,1 mm), w temperaturze 30 °C i przeptywie 0,2
ml/min.

Zastosowano dwa eluenty, ktdre stanowity fazy ruchome:
- faza A — 10 mmol/l mréwczan amonu
- faza B — metanol

Rozdziat chromatograficzny tyminy prowadzono w nastepujgcym gradiencie: od 0
do 0,1 min, izokratycznie, 99 % fazy A i 1 % fazy B; od 0,1 do 1,9 min, gradient liniowy do
55 % fazy A i 45 % fazy B; od 1,9 do 2,1 min, gradient liniowy do 40 % fazy A i 60 % fazy B;
od 2,1 do 4,1 min, izokratycznie, 40 % fazy A i 60 % fazy B; od 4,1 do 6,0 min, gradient
liniowy do 99% fazy A i 1% fazy B. Detekcja badanych zwigzkéw odbywata sie przy pomocy
detektora z matrycg fotodiodowg, przy dtugosci fali rownej 265 nm, a otrzymane wyniki
analizowano za pomocg oprogramowania Empower. Analizy przeprowadzono co najmniej
w dwdch powtdrzeniach technicznych, a stezenie molowe tyminy w prdobce obliczono na

podstawie Sredniego stosunku powierzchni piku tyminy do kofeiny.
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Zawartos$¢ tyminy w DNA komorki jest stata, a jej ilo$¢, uwolniona podczas kwasnej
hydrolizy materiatu biologicznego w liniowy sposdb koreluje z liczbg komorek w preparacie
(168). Na potrzeby niniejszej pracy przyjeto, iz w stanie spoczynkowym, w komorce
diploidalnej znajduje sie srednio 6,270 fmol/l tyminy, a w komdrce haploidalnej 3,135
fmol/l. Dzielgc zmierzone stezenie witaminy C w homogenacie komdrkowym przez
okreslong za pomoca stezenia tyminy liczbe komérek w tej samej probce, a nastepnie
przeliczajgc uzyskany wynik na objetos¢ komérki (przyjeto, iz komodrka jest kulg, ktérej
promieniem jest potowa srednicy Sredniej, okreslonej podczas liczenia komodrek przy

pomocy urzadzenia LUNA 1l), uzyskano stezenie witaminy C w pojedynczej komdrce.

3.4. Statystyczna analizy wynikéw

Wyniki wszystkich eksperymentéw zostaty opracowane, zaréwno w formie
graficznej, jak i tabelarycznej w arkuszu programu Microsoft Excel 2019. Zaprezentowano
je na wykresach stupkowych jako srednig ze wszystkich powtdrzen biologicznych *
odchylenie standardowe, ktérych wartosci liczbowe zestawiono w etykietach u dotfu
indywidualnych stupkéw. Na wykresach czarnymi krzyzykami zaznaczono réwniez dane
surowe - srednie wartosci dla poszczegdlnych powtdrzen biologicznych.

Dla eksperymentow kinetycznych, dokonano normalizacji wynikéw poziomoéw
poszczegdlnych modyfikacji epigenetycznych DNA, tworzac nowa zmienng, powstatg po
podzieleniu wszystkich wynikéw przez usredniony wynik dla prébek kontrolnych.

Plik programu Excel postuzyt jako plik wsadowy do programu Statistica 13.3 (TIBCO
Software Inc. (2017). Statistica (data analysis software system), version 13.
http://statistica.io.), w ktérym:

e okreslono rodzaj poszczegdlnych zmiennych, nadano im kody i etykiety tekstowe,

e wyrysowano histogramy dla zmiennych liczbowych, dla kazdej linii komérkowej i
kazdego eksperymentu,

e na podstawie analizy wygenerowanych histogramow usunieto wyniki odstajace,

e dokonano analizy istotnosci wynikdw poszczegdlnych eksperymentdéw stosujgc
jednoczynnikowy, dwustronny test ANOVA z testami post-hoc: HSD Tukeya i NIR

Fishera —rodzaj testu dobrano na podstawie analizy wariancji. Za wartosc¢ graniczng,

Swiadczacg o istotnosci statystycznej, przyjeto p<0,05.
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w przypadku eksperymentow badajgcych wptyw 24-godzinnej hodowli komdrek
HAP1 w obecnosci réznych stezen kwasu L-askorbinowego i D-izoaskorbinowego na
poziomy modyfikacji zasad azotowych w DNA dokonano analizy istotnosci wynikéw
obrebie  poszczegélnych dawek badanych substancji przy pomocy
wieloczynnikowego testu ANOVA z testem post-hoc NIR Fishera. Za wartosc

graniczng, $wiadczgcq o istotnosci statystycznej, przyjeto p<0,05.
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4. Wyniki

Na potrzeby niniejszej pracy przeprowadzono szereg eksperymentéw obejmujgcych
zaréwno szerokie spektrum linii komdérkowych, jak i liczne substancje o potencjalnej
zdolnosci do modulowania aktywnosci biatek rodziny TET. Dzieki zastosowaniu
dwuwymiarowej ultrasprawnej chromatografii cieczowej z tandemowa detekcjg mas, wraz
ze znakowanymi izotopowo, stabilnymi standardami wewnetrznymi, zostaty w sposéb
iloSciowy okreslone poziomy poszczegdlnych modyfikacji epigenetycznych w DNA
badanych komodrek. Wyniki poszczegélnych eksperymentéw zebrano i przedstawiono
ponizej, jednakze dla zapewnienia wiekszej przejrzystosci analizowanych danych i
zachowania pewnego ciggu logicznego, postanowiono ujg¢ je w zbiorczych rozdziatach, a

nizeli przedstawiaé wyniki wzgledem rzeczywistej chronologii wykonanych prac.

4.1. Wptyw potencjalnych wzmacniaczy aktywnosci enzymatycznej biatek rodziny TET

na poziomy ich produktéw w DNA

4.1.1 oa-ketoglutaran

Biatka rodziny TET sg enzymami nalezgcymi do klasy dioksygenaz zaleznych od a-
ketoglutaranu, a co za tym idzie poziom i dostepnosc tego substratu wydaje sie byé jednym
z kluczowych elementéw wptywajacych na ich aktywnosé. Dlatego tez przeprowadzono
eksperyment polegajacy na 24-godzinnej inkubacji komoarek linii HAP1 z trzema stezeniami
a-ketoglutaranu: 100 umol/Il, 1 mmol/li 5 mmol/l, wybranymi na podstawie analizy danych
literaturowych. Do komdrek kontrolnych dodano ekwiwalentng objetos¢ rozpuszczalnika.
Warto nadmienié, iz w odrdznieniu od wielu innych mediéw hodowlanych, medium uzyte
do hodowli komérek HAP1 (Iscove’s DMEM) nie posiada w swoim sktadzie a-ketoglutaranu,
ani jego soli. Wyniki eksperymentu zamieszczono na Rycinie 3 (zmierzone wartosci) i w
Tabeli 4 (analizy statystyczne). Eksperyment wykonano w trzech powtdrzeniach
biologicznych.

Uwage zwraca brak réznic w poziomach epigenetycznych modyfikacji w DNA po

ekspozycji na ktérekolwiek z zastosowanych stezen a-ketoglutaranu.
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Tabela 4 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1 po 24-godzinnej hodowli w obecnosci réznych stezen a-

ketoglutaranu.
a-KG a-KG a-KG a-KG a-KG a-KG
5mCyt | oM | 1mm | 00pm | POV | sim | 1mm | 100um
Kontrola 0,489, 0,259 0,429|Kontrola 0,980 1,000 1,000
a-KG 100pM 1,000 1,000 a-KG 100pM 1,000 1,000
o-KG 1mM 1,000 o-KG 1mM 1,000
a-KG a-KG a-KG a-KG a-KG a-KG
5fCyt | som | 1mm | 100pm | 5@V | smv | 1mm | 100um
Kontrola 1,000 1,000 1,000(Kontrola 1,000 1,000 1,000
a-KG 100pM 1,000 1,000 a-KG 100pM 1,000 1,000
a-KG 1mM 1,000 a-KG 1mM 1,000
a-KG a-KG a-KG a-KG a-KG a-KG
5-hmUra | o v | 1mm | 100um Ura 5smM | 1mM | 100um
Kontrola 1,000 0,693 0,927|Kontrola 0,006/ 0,432 0,428
a-KG 100pM 0,896 0,125 a-KG 100pM 0,203 0,016
a-KG 1mM 0,746 a-KG 1mM 0,000
a-KG a-KG a-KG
8-oxoGua | 5 v | 1mm | 100uMm
Kontrola 1,000 0,817 0,973
a-KG 100pM 0,994 1,000
a-KG 1mM 0,910
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stupkami wskazujg na rdznice istotne
statystycznie.

a-KG — a-ketoglutaran.

Kontrola a-KG 100uM a-KG 1mM a-KG 5mM



4.1.2 Jony zelaza(ll)

By petni¢ swojg biologiczng funkcje, biatka z rodziny TET wykorzystujg jony zelaza,
wigzac je w swoim centrum aktywnym, same zas jony, podczas katalizowanej reakcji
przechodzg z drugiego stopnia utlenienia (Fe(ll)) na trzeci (Fe(lll)). Dlatego tez
postanowiono wykonac eksperymenty polegajgce na 24-godzinnej suplementacji komérek
linii HAP1 jonami dwuwartosciowego zelaza, jako potencjalnego wzmacniacza aktywnosci
biatek TET. Postuzono sie roztworem siedmiowodnego siarczanu zelaza(ll) w sterylnej,
odgazowanej, czystej chemicznie wodzie, by w naczyniach hodowlanych uzyskaé kofcowe
stezenia 1 pumol/l, 10 umol/l, 100 pmol/l i 1 mmol/l. Do komdrek kontrolnych dodano
ekwiwalentng objetos¢ czystego rozpuszczalnika. Wartym odnotowania jest fakt, iz w
formulacji medium hodowlanego uzytego do hodowli komérek HAP1 nie ma jakichkolwiek
zwigzkow zelaza. Wyniki eksperymentu zamieszczono na Rycinie 4 (zmierzone wartosci) i
w Tabeli 5 (analizy statystyczne). Eksperyment wykonano w trzech powtdrzeniach
biologicznych.

Szczegblng uwage zwraca fakt, iz dopiero zastosowanie bardzo wysokiego stezenia
1mM FeSO4 w sposob istotny wptyneto na poziom 5-hmCyt, 5-fCyt i 5-caCyt, w nizszych
stezeniach nie obserwowano rdéznic istotnych statystycznie. W podobny sposdb (24 godziny
hodowli, stezenia FeSO4: 1 umol/l, 10 pmol/l, 100 umol/l) wykonano eksperyment na linii
komodrek HCT116, ktére w tym przypadku hodowano w medium McCoy's 5A. W medium
tym, podobnie jak w Iscove’s DMEM nie wystepujg zwigzki zelaza. Eksperyment wykonano
w trzech powtdrzeniach biologicznych, a jego wyniki przedstawiono na Rycinie 5
(zmierzone wartosci) i Tabeli 6 (istotnosci statystyczne wynikédw). Warto zauwazyé, iz na
Rycinie 5 nie zamieszczono wynikéw dla 5-caCyt, gdyz ta pochodna, w tym eksperymencie,
byta ponizej limitu detekcji zastosowanej metody oznaczen. Interesujgcy wydaje sie takze
jednoczesny spadek poziomu 8-oxoGua i wzrost 5-hmCyt i 5-hmUra po ekspozycji komorek

na stezenie 100 pmol/l FeSOa,
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Tabela 5 Wyniki testéw post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1 po 24-godzinnej hodowli w obecnosci réznych stezen
siarczanu Zelaza(ll).

5-mCyt FeSOa | FeSOa | FeS0Oa | FeS0a 5-hmCyt FeS0Oa | FeS0Oa | FeS0Oa | Fe50a
imM [100puM| 10puM | 1M 1mM [100pM| 10puM | 1M
Kontrola 0,582 0,371 1,000 0,997|Kontrola < 0,001 1,000, 1,000 1,000
FeSOs 1pM 0,288 0,144 1,000 FeSOa 1pM < 0,001 1,000/ 1,000
FeS0s 10pM 0,398 0,220 FeSOa; 10pM |< 0,001| 1,000
FeS0Oas 100pM| 1,000 FeS0a 100uM|< 0,001
590yt | [ |100um) 10um | 1um | 5PVt | Tram [100pm| 20pm | 1w
Kontrola < 0,001 0,979 1,000 1,000|Kontrola <0,001| 1,000 1,000 1,000
FeSOa1pM |< 0,001| 0,942 1,000 |Fe504 ipM  |< 0,001 1,000 1,000
|F3504 10pM < 0,001 0,948 |FeSDq 10pM |< 0,001| 1,000
FeS0s 100pM | < 0,001 Fe504 100pM|< 0,001
5_hmUra FeSOa | FeSOa | FeS0Oa | FeS0Oa Ura FeS0Oa | FeSOa | FeS0Oa | FeS0a
i1mM |100pM| 10pM | 1pM 1mM |100pM| 10pM | 1pM
Kontrola 0,158 0,773| 1,000/ 1,000/Kontrola 0,841 1,000/ 0,997 0,976
FeS0Oas 1pM 0,083 0,524 1,000 |FeSOq 1pm 0,999 0,993| 1,000
FeS0s 10puM 0,098 0,586 |Fe504 10pM 0,989 1,000
FeSOs 100uM| 0,800 FeSOs; 100uM| 0,904
8-oxoGua FeS0is | FeS0a | FeS0a | FeS0a
1mM [100pM| 10uM | 1M
Kontrola 0,998 0,980 1,000 0,999
FeS0Os 1M 0,944, 0,828 0,999
|FeSD4 10pM . 0,997 0,977
FeS0Os 100pM| 1,000

Tabela 6 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HCT116 po 24-godzinnej hodowli w obecnosci roznych stezen
siarczanu zelaza(ll).

5-mCyt FeSO, | FeSO, | FeSO, 5-hmCyt FeSO, | FeSO, | FeSO,
100pM | 10puM | 1M 100pM | 10puM | 1M
Kontrola 0,002| 0,166 0,027|Kontrola 0,025 0,308 0,683
FeSO,; 1pM 0,242| 0,594 FeSO,; 1puM 0,121| 0,874
FeSO, 10uM | 0,040 FeSO, 10uM | 0,328
5-fCyt FeSO, | FeSO, | FeSO, 5-hmUra FeSO, | FeSO, | FeSO,
i100puM | 10puM | 1M 100uM | 10puM | 1pM
Kontrola 0,429 0,893| 0,771|Kontrola <0,001| 0,942 0,869
FeSO, 1pM 0,122| 0,993 FeSO, 1uM | <0,001| 0,578
FeSO, 10uM | 0,176 FeSO, 10uM | <0,001
Ura FeSO, | FeSO, | FeSO, 8-oxoGua FeSO, | FeSO, | FeSO,
100pM | 10puM | 1M 100pM | 10puM | 1M
Kontrola 0,011| 0,702| 0,649|Kontrola 0,048( 0,325/ 0,150
FeSO, 1uM 0,022| 0,410 FeSO,; 1pM 0,850( 0,934
FeSO, 10uM | 0,006 FeSO, 10uM | 0,538
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Rycina 5 Wptyw 24-godzinnej hodowli w obecnosci réznych stezen siarczanu Zelaza(ll) na
poziomy modyfikowanych zasad azotowych w DNA komdrek linii HCT116.

Wyniki przedstawione jako $rednia + odchylenie standardowe (wartosci w etykietach u
dotu stupka), czarnymi krzyzykami zaznaczono dane surowe, poziome, czerwone linie
pomiedzy stupkami wskazujg na rdznice istotne statystycznie. 5-caCyt poza limitem
detekcji.

FeSO4 — siarczan zelaza(ll)
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4.1.3 Witamina C

Wiadomo, iz obecnos¢ i poziom witaminy C w komdrkach moze modulowac
komoérkowg aktywnos¢ wielu dioksygenaz, w tym biatek rodziny TET. | cho¢ doktadne
mechanizmy stojace za jej stymulujgcym dziataniem nie sg do korica poznane, to dane
literaturowe wskazujg na niejako dwoisty charakter tego zwigzku, ktéry z jednej strony
moze dziatac jako silny antyutleniacz, zdolny redukowac jony zelaza i tym samym odnawiac
pule jondéw Fe(ll) niezbednych dla podtrzymania aktywnosci enzymatycznej biatek TET, jak
rowniez petnic role kofaktora, ktéry po przytgczeniu sie do biatka zwieksza jego aktywnosé.
Dlatego tez postanowiono przeprowadzi¢ szereg eksperymentéw na wielu liniach
komodrkowych, w tym na linii HAP1 z funkcjonalnymi nokautami poszczegdlnych biatek
rodziny TET, polegajacych na hodowli w obecnosci réznych stezen i postaci witaminy C,
ktorych wyniki przedstawiono ponizej. Dla zachowania ciggu logicznego wywodu, wyniki
zgrupowano w zbiorcze kategorie, dotyczgce poszczegdlnych aspektéw potencjalnego

wptywu witaminy C na aktywnos$¢ enzymatyczng biatek rodziny TET.

4.1.3.1 Porownanie wptywu izomeréw kwasu askorbinowego na aktywnos¢ biatek TET

Kwas askorbinowy (witamina C) naturalnie wystepuje w postaci dwdch izomerdéw:
kwasu L-askorbinowego i D-askorbinowego. Oba zwigzki posiadajg podobny potencjat
antyoksydacyjny, jednakze teoretycznie jedynie izomer L, z racji swojej konformacji, moze
taczyé sie ze specyficznymi rejonami biatek i modulowaé ich aktywnos¢. Ekspozycja na oba
izomery i porédwnanie ich wptywu na poziom epigenetycznych modyfikacji w DNA
potencjalnie, choc¢ jedynie posrednio, umozliwitoby okreslenie dominujgcego mechanizmu
dziatania witaminy C w danym typie komdrek. Dlatego tez postanowiono przeprowadzi¢
tego typu eksperymenty, rozszerzajgc je o komorki z ograniczong aktywnoscig biatek TET.
W tym celu przez 24 godziny hodowano komérki haploidalnej linii HAP1, zaréwno typu
dzikiego, jak i z pojedynczymi (SKO), funkcjonalnymi nokautami w genach: TET1, TET2,
TET3, w obecnosci 10 umol/l, 100 umol/l i 1 mmol/l kwasu L-askorbinowego lub D-
izoaskorbinowego. Do komérek w naczyniach kontrolnych dodano ekwiwalentng objetosé
czystego rozpuszczalnika. Eksperyment wykonano w dwéch powtdérzeniach biologicznych.

Wyniki eksperymentu zamieszczono na Rycinie 6 (dla linii HAP1Y"), Rycinie 7 (dla linii
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HAP17ETIK0) - Rycinie 8 (dla linii HAP1E72K0) i Rycinie 9 (dla linii HAP17E73k0)  Analizy
statystyczne wynikow zamieszczono w Tabeli 7 (dla linii HAP1YT), Tabeli 8 (dla linii
HAP17E71K0) Tabeli 9 (dla linii HAP17E72K0) i Tabeli 10 (dla linii HAP17E73K0),

Warto zwrdci¢ uwage na fakt, iz w przypadku obu izomerdw, niezaleznie od statusu
mutacji, zaobserwowano znaczgcy wzrost 5-hmCyt, 5-fCyt, 5-caCyt i 5-hmUra w
poréwnaniu do grupy kontrolnej, mimo charakterystycznych rdéznic w ich poziomach
pomiedzy komdrkami z poszczegdlnymi nokautami. Warto takze odnotowac stabszy wptyw
na aktywnos¢ biatek TET izomeru D, w poréwnaniu z izomerem L, w najnizszym z
zastosowanych stezen. Szczegdlnie interesujacy wydaje sie fakt, iz najnizsze poziomy 5-
hmCyt, 5-fCyt i 5-caCyt, w poréwnaniu do komdrek HAP1WT, obserwowano w przypadku
funkcjonalnego nokautu TET2. Nokaut TET1 miat najwiekszy wptyw na obnizenie poziomu
5-hmUra, za$ nokaut TET3 wywierat najmniejszy wptyw na poziomy 5-hmCyt, 5-fCyt i 5-
caCyt, choc i te byty nieco nizsze niz obserwowane w komdrkach WT. Co wiecej, stymulacja
za pomocg witaminy C, jakkolwiek do pewnego stopnia zwiekszata mierzone poziomy
poszczegdlnych pochodnych epigenetycznych w badanych liniach, to nie zmieniata ich
proporcji wzgledem komérek kontrolnych i nie prowadzita do zmiany pewnego, ustalonego
i wynikajgcego z wprowadzonych nokautéw profilu aktywnosci biatek TET. Dodatkowo, dla
tatwiejszej interpretacji wynikdw, postanowiono przedstawi¢ wartosci zmierzonych
poziomdéw epigenetycznych modyfikacji w DNA w poszczegdlnych nokautach na jednej,
zbiorczej rycinie (Rycina 10), na ktérej zaznaczono rowniez istotne statystycznie rdznice
(wieloczynnikowa ANOVA, test post-hoc NIR Fishera) pomiedzy poszczegdlnymi nokautami,

w obrebie danej dawki kazdego z uzytych zwigzkdéw.
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Tabela 7 Wyniki testéw post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1WT po 24-godzinnej hodowli w obecnosci réznych stezen
kwasu L-askorbinowego i D-izoaskorbinowego.
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D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
S-mCyt | 1mm 100pM| 10pM | 1mM |100pM| 10uM 5-hmCyt 1mM [100pM| 10pM | 1ImM (100uM| 10pM
Kontrola 0,988/ 0,972| 0,663 1,000 0,981 1,000Kontrola <0,001| <0,001| 0,005 <0,001 <0,001] <0,001
L-AA 10uM 0,912| 0,865 0,468 0,997 1,000 L-AA 10uM 0,832 0,988 0,021 1000 0,767
L-AA 100pM | 0,752| 0,686 0,312 0,954 L-AA 100pM | 1,000 0,421 0,005 0,898
L-AA 1mM 0,997| 0,991 0,747 L-AA 1mM 0,940, 0,937 0,015
D-AA10pM | 0,952| 0,976 D-AA10pM | 0,006/ 0,045
D-AA 100uM | 1,000 D-AA 100pM | 0,485
D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
50yt | 1mm 100pM| 10pM | 1mM |100pM| 10uM S-calyt | jmm 100pM | 10pM | 1mM |100pM| 10pM
Kontrola <0,001| <0,001| 0,016 <0,001] <0,001 <0,001/Kontrola <0,001| <0,001| <0,001| <0,001] <0,001| <0,001
L-AA 10puM 0,156| 0,999 0,004| 0,656/ 0,205 L-AA 10puM 0,001| 0,998| <0,001| 0,004| <0,001
L-AA 100pM | 1,000/ 0,120/ 0,001 0,904 L-AA 100pM | 0,650| <0,001| <0,001| 0,050
L-AA 1mM 0,812| 0,434 0,001 L-AA 1mM 0,357| 0,006| <0,001
D-AA10pM | 0,001 0,007 D-AA 10pM | <0,001| <0,001
D-AA 100pM | 0,091 D-AA 100pM | 0,001
D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
5-hmUra | 3\ |100pM| 10uM | 1mM |100uM| 10pM Ura 1mM [100uM| 10pM | 1mM |100pM| 10pM
Kontrola 0,001 0,994 0,999 0,004/ 0,034/ 0,918[Kontrola 0,748 0,997| 0,792| 0,986 1,000 1,000
L-AA 10uM 0,003 0,999 0,995 0,011 0,121 L-AA 10uM 0,794 0,993| 0,746 0,993 1,000
L-AA 100pM | 0,072| 0,070, 0,059 0,446 L-AA 100pM | 0,797| 0,993| 0,742| 0,993
L-AA 1mM 0,705/ 0,007 0,006 L-AA 1mM 0,983 0,849 0,429
D-AA 10pM 0,002| 1,000 D-AA10pM | 0,184 0,969
D-AA 100pM | 0,002 D-AA 100pM | 0,478
D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
8-0xoGua | ;.\ |100uM| 104M | 1mM |100pM| 10pm
Kontrola 0,307| 0,994 1,000 0,980 0,782 0,656
L-AA 10puM 0,981 0,927| 0,545 0,965 0,144
L-AA 100pM | 0,058/ 0,469 0,875 0,398
L-AA 1mM 0,662| 1,000/ 0,940
D-AA 10uM | 0,240/ 0,972
D-AA 100pM | 0,579
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Rycina 6 Wptyw 24-godzinnej hodowli w
obecnosci réznych stezen kwasu L-
askorbinowego i D-izoaskorbinowego na
poziomy modyfikowanych zasad azotowych
w DNA komdrek linii HAP1"',

Wyniki przedstawione jako srednia
odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach u dotu stupka), czarnymi
krzyzykami zaznaczono dane surowe,
poziome, czerwone linie pomiedzy
stupkami wskazujg na réznice istotne
statystycznie.

L-AA — kwas L-askorbinowy;

D-AA — kwas D-izoaskorbinowy;
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Tabela 8 Wyniki testéw post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1™E K0 po 24-godzinnej hodowli w obecnosci réznych
stezen kwasu L-askorbinowego i D-izoaskorbinowego.
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D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
S-mCyt | 1mm 100pM| 10pM | 1mM |100pM| 10uM 5-hmCyt | 5y 100pM | 10pM | 1mM |100pM| 10pM
Kontrola 0,132| 1,000 1,000 0,833 1,000 0,969Kontrola 0,001| 0,010 0,142| 0,006 0,065 0,014
L-AA 10uM 0,331 0,983 0,997 0,999 0,995 L-AA 10uM 0,089 0,814] 0,157 0,553 0,327
L-AA 100pM | 0,283 1,000 1000 0,948 L-AA 100pM | 0,019 0,236/ 0,613 0,138
L-AA 1mM 0,513| 0,874 0,943 L-AA 1mM 0,219 0,716 0,063
D-AA10pM | 0,188 1,000 D-AA 10pM 0,009 0,110
D-AA100pM | 0,148 D-AA100pM | 0,127

D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
50yt | 1mm 100pM| 10pM | 1mM |100pM| 10uM S-calyt | jmm 100pM | 10pM | 1mM |100pM| 10pM
Kontrola 0,001 0,010 0,592 0,003 0,007 0,012 Kontrola| <0,001| <0,001| 0,003| <0,001| <0,001| <0,001
L-AA 10puM 0,078/ 1,000 0,067 0,477 0,613 L-AA 10pM| <0,001| 0,304] <0,001| <0,001 <0,001
L-AA 100pM | 0,829 0,702| 0,024 1,000 L-AA 100pM| 0,736] 0,001 <0,001] 0,999
L-AA 1mM 0,635 0,579 0,010 L-AA1mM 0,893 0,001] <0,001
D-AA 10pM 0,003| 0,053 D-AA 10uM| <0,001| <0,001
D-AA 100pM | 0,098 D-AA 100pM| 0,001

D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
5-hmUra | 3\ |100pM| 10uM | 1mM |100uM| 10pM Ura 1mM [100uM| 10pM | 1mM |100pM| 10pM
Kontrola 0,003 0,656 1,0000 0,872 1,000 1,000[Kentrola 0,101] 0,058 0,415 0,834 0,098 0,295
L-AA 10uM 0,003 0,587 1,000 0,816 0,998 L-AA 10uM 0,762| 0,737| 1,000, 0,864/ 0,932
L-AA 100pM | 0,005/ 0,824 1000 0,967 L-AA 100pM | 0,993| 0,998 0,810/ 0,393
L-AA 1mM 0,011| 0,999 0,856 L-AA 1mM 0,316| 0,235 0,962
D-AA 10pM 0,003| 0,635 D-AA10pM | 0,627 0571
D-AA 100pM | 0,017 D-AA 100uM | 1,000

D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
8-0xoGua | ;.\ |100uM| 104M | 1mM |100pM| 10pm
Kontrola 0,927| 0,964 0,927 0,558 1,000 0,994
L-AA 10pM 0,999 1,000 0,999 0,863 0,996
L-AA 100pM | 0,943 0,974] 0,943 0,589
L-AA 1mM 0,976/ 0,948 0,976
D-AA 10pM | 1000 1,000
D-AA 100pM | 1,000
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Rycina 7 Wptyw 24-godzinnej hodowli w

L-AA10uM L-AA100uM L-AA1mM D-AA10uM D-AA 100uM D-AA 1mM

obecnosci roznych stezen kwasu L-
askorbinowego i D-izoaskorbinowego na
poziomy modyfikowanych zasad azotowych
w DNA komdrek linii HAP1TETIKO,

Wyniki przedstawione jako $rednia
odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach u dotu stupka), czarnymi
krzyzykami zaznaczono dane surowe,
poziome, czerwone linie pomiedzy stupkami
wskazujg na rdznice istotne statystycznie.
L-AA — kwas L-askorbinowy;

D-AA — kwas D-izoaskorbinowy;
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Tabela 9 Wyniki testéw post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1™E2K0 po 24-godzinnej hodowli w obecnosci réznych
stezen kwasu L-askorbinowego i D-izoaskorbinowego.
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D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
S-meyt | 1w 100pM| 10pM | 1mM |100puM| 10uM 5-hmCyt | 3 m 100pM| 10pM | 1mM |100puM| 10uM
Kontrola 0,039| 0,389 0,986 0,169 1,000 0,963|Kontrola <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001 <0,001
L-AA 10pM 0,111] 0,822| 1,000 0,461 0,989 L-AA 10pM 0,107| 0,564| <0,001| 0,832 0,001
L-AA100pM | 0,049 0,477| 0,997 0,214 L-AA100pM | 0,009 0,000 <0,001] 0,002
L-AA 1mM 0,858/ 0,986 0,390 L-AA 1mM 0,475 0,133| <0,001
D-AA10pM | 0,092| 0,746 D-AA 10pM | <0,001| <0,001
D-AA100pM | 0,501 D-AA100pM | 0,013

D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
5HCyt | 1mm 100pM| 10pM | 1mM |100puM| 10uM S-calyt | 1w 100pM| 10pM | 1mM |100puM| 10uM
Kontrola <0,001| <0,001| <0,001 <0,001| <0,001| <0,001Kontrola <0,001| <0,001| 0,021 <0,001] <0,001| <0,001
L-AA 10pM | <0,001| 0,866/ <0,001 0,001] 0,001 L-AA 10pM 0,149| 0,758| <0,001| 0,272 0,356
L-AA 100pM | 0,085/ 0,001| <0,001 1,000 L-AA 100pM | 0,983 0,972| <0,001] 1,000
L-AA 1mM 0,079| 0,001| <0,001 L-AA 1mM 0,998/ 0,917 <0,001
D-AA 10pM | 0,000] <0,001 D-AA 10pM | <0,001| <0,001
D-AA 100pM | <0,001 D-AA 100pM | 0,695

D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
5-hmUra | 3y |100pM| 10pM | 1mM [100uM| 10pM Ura 1mM (100puM| 10uM | ImM [100pM| 10pM
Kontrola 0,008 0,636 0,888 0,824] 0,207 0,914|Kontrola 0,129| 0,997 1,000 0,677 0,999 0,997
L-AA 10uM 0,009 0,713| 0,974/ 0,908 0,242 L-AA 10uM 0,069 0,921 0,999 0,418 0,954
L-AA100pM | 0,056/ 0,400 0,253 0,284 L-AA100pM | 0,210 1,000, 0,997 0,870
L-AA 1mM 0,011 0,800 0,934 L-AA 1mM 0,715 0,914| 0,611
D-AA 10pM 0,010, 0,737 D-AA10pM | 0,111] 0,991
D-AA 100pM | 0,015 D-AA 100pM | 0,244

D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
8-0x0Gua | 1\ 100uM| 10uM | 1mM |100uM| 10pm
Kontrola 0,088 1,000/ 0,868 0,952 0,568 1,000
L-AA 10pM 0,081 1,000 0,838 0,933 0,530
L-AA 100pM | 0,660| 0,621 0,994 0,964
L-AA 1mM 0,271| 0,971 1,000
D-AA 10pM | 0,366/ 0,906
D-AA 100pM | 0,100
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Tabela 10 Wyniki testow post-hoc dla poréwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1™E3K0 po 24-godzinnej hodowli w obecnosci réznych
stezen kwasu L-askorbinowego i D-izoaskorbinowego.
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D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
S-mCyt | 1mm 100pM| 10pM | 1mM |100pM| 10uM 5-hmCyt | 5y 100pM | 10pM | 1mM |100pM| 10pM
Kontrola 1,000 1,000 0,999 1,000 1,000 1,000[Kentrola 0,015 0,021| 0,435 0,013 0,180 0,027
L-AA 10uM 0,998 1,000, 0,994 1,000 1,000 L-AA 10uM 0,704| 0,869 0,090, 0,640 0,232
L-AA 100pM | 0,998/ 1,000, 0,992 1,000 L-AA 100pM | 0,132| 0,182 0,530/ 0,115
L-AA 1mM 1,000 1,000 1,000 L-AA 1mM 0,928 0,760 0,044
D-AA 10pM 1,000 0,991 D-AA 10pM 0,050, 0,070
D-AA100pM | 0,997 D-AA100pM | 0,829
D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
50yt | 1mm 100pM| 10pM | 1mM |100pM| 10uM S-calyt | jmm 100pM | 10pM | 1mM |100pM| 10pM
Kontrola <0,001| <0,001| 0,001 <0,001 <0,001 <0,001/Kontrola <0,001| <0,001| 0,006 <0,001 <0,001) <0,001
L-AA 10puM 0,026 0,511| 0,002 0,030 0,091 L-AA 10puM 0,249 0,979| <0,001| 0,143 0,792
L-AA 100pM | 0,998/ 0,429 0,001 1,000 L-AA 100pM | 0,865 0,994] <0,001| 0,640
L-AA 1mM 1,000{ 0,175| <0,001 L-AA 1mM 0,999| 0,356/ <0,001
D-AA10pM | 0,000[ 0,001 D-AA 10pM | <0,001| <0,001
D-AA 100pM | 0,149 D-AA 100pM | 0,569
D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
5-hmUra | 3\ |100pM| 10uM | 1mM |100uM| 10pM Ura 1mM [100uM| 10pM | 1mM |100pM| 10pM
Kontrola 0,645 0,855 0,805 0,889 0,999 0,609Kentrola 0,995 0,882 0,999 0,878 0,949 0,853
L-AA 10uM 1,000, 0,997 1,000 0,994 0,821 L-AA 10uM 0,991 1,000, 0,977 1,000 1,000
L-AA 100pM | 0,852| 0,975 0,936/ 0,986 L-AA 100pM | 0,999 1,000, 0,995 1,000
L-AA 1mM 0,997| 1,000, 0,999 L-AA 1mM 0,995/ 1,000, 0,985
D-AA 10pM | 1,000 1,000 D-AA10pM | 1000 0,986
D-AA 100pM | 0,999 D-AA 100pM | 0,995
D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
8-0xoGua | ;.\ |100uM| 104M | 1mM |100pM| 10pm
Kontrola 0,005 0,031 0,059 0,043 0,270 0,034
L-AA 10pM 0,207| 0,958 0,719 0,869 0,195
L-AA 100pM | 0,026/ 0,180 0,324 0,247
L-AA 1mM 0,162| 0,828/ 0,845
D-AA 10puM | 0,121| 0,681
D-AA 100pM | 0,223
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wskazujg na roznice istotne statystycznie.
L-AA — kwas L-askorbinowy

D-AA — kwas D-izoaskorbinowy;
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armonmme RYCINA 10 Wptyw 24-godzinnej hodowli w
3 * &

obecnosci réznych stezen kwasu L-
askorbinowego i D-izoaskorbinowego na
poziomy modyfikowanych zasad azotowych w

DNA — zbiorcze przedstawienie dla komdrek
HAP1: WT, TET1KO, TET2KO i TET3KO.

8-oxoGua / 105dN

~

Wyniki przedstawione jako $rednia +
odchylenie standardowe. Kolor symboli nad
poszczegdlnymi stupkami wskazuje na linie,
wzgledem ktérych wyniki sg istotne
statystycznie w obrebie poszczegdlnych dawek
badanych substancji (wieloczynnikowa ANOVA,
test post-hoc NIR Fishera)

L-AA — kwas L-askorbinowy;

D-AA — kwas D-izoaskorbinowv:
72

Kontrola ~ 104ML-AA  100uML-AA  1mML-AA  10pMD-AA  100uMD-AA  1mMD-AA



Tozsamy eksperyment wykonano réwniez na komarkach linii HAP1 z podwdjnymi
(DKO), funkcjonalnymi nokautami: TET1KO/TET2KO, TET1KO/TET3KO i TET2KO/TET3KO —
jest to model komadrkowy, w ktérym tylko jedno biatko z rodziny TET pozostaje aktywne w
komérce, co pozwala na oszacowanie wptywu poszczegblnych izomeréw kwasu
askorbinowego na aktywnos¢ enzymatyczng kazdego z jej cztonkédw. Eksperyment
powtdrzono réwniez na parentalnej linii HAP1WT. Wyniki eksperymentu przedstawiono na
Rycinie 11 (dla linii HAP1"7), Rycinie 12 (dla linii HAP1TETIKO/TET2KO) - Rycinie 13 (dla linii
HAP1TETIKO/TET3KO) i Rycinie 14 (dla linii HAP1TET2KO/TET3KO) - natomiast wyniki analiz
statystycznych uzyskanych wynikéw przedstawiono w Tabeli 11 (dla linii HAP1"T), Tabeli 12
(dla linii HAP1TETIKO/TET2KO) " Tabeli 13 (dla linii HAP1TETIKO/TET3KO) i Tabeli 14 (dla linii
HAPlTETZKO/TET&‘KO).

Warto zauwazyé, iz podobnie jak to miato miejsce w przypadku pojedynczych
nokautéw, suplementacja komodrek witaming C, niezaleznie od rodzaju izomeru,
powodowata wzrost poziomdéw 5-hmCyt, 5-fCyt, 5-caCyt i 5-hmUra, a jednoczesnie nie
zmieniata proporcji tych modyfikacji wzgledem poziomdéw obserwowanych w komérkach
HAP1"T, a co za tym idzie nie wptywata na pewien profil aktywnosci biatek TET wynikajacy
z wprowadzonych nokautdw. Jednoczesnie izomer D wydaje sie znaczgco stabiej wptywac
na aktywnos¢ biatek TET w najnizszym z zastosowanych stezen. Ponadto, na zbadany
poziom 5-hmCyt najwiekszy wptyw miata tgczna utrata aktywnosci zaréwno TET1, jak i
TET2, zas$ na poziomy 5-fCyt i 5-caCyt najbardziej wptyneta tgczna utrata aktywnosci TET2 i
TET3. Co ciekawe w przypadku 5-hmUra, w odréznieniu od eksperymentéw na
pojedynczych nokautach, nie zaobserwowano istotnych rdéznic pomiedzy badanymi,
podwdjnymi nokautami. Zbiorcze wyniki zmierzonych poziomdéw epigenetycznych
modyfikacji dla wszystkich podwdjnych nokautdéw zestawiono na Rycinie 15, na ktorej
zaznaczono réwniez istotne statystycznie réznice (wieloczynnikowa ANOVA, test post-hoc
NIR Fishera) pomiedzy poszczegdlnymi nokautami, w obrebie danej dawki kazdego z

uzytych zwigzkéw.
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Tabela 11 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1WT po 24-godzinnej hodowli w obecnosci réznych stezen
kwasu L-askorbinowego i D-izoaskorbinowego - eksperyment powtdrzony.

5-mCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA 5-hmCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM (100pM| 10puM | ImM |100pM| 10pM 1mM [100puM | 10pM | 1mM (100pM| 10pM

Kontrola 0,020| 0,004 0,378 0,017 0,007| 0,149[Kentrola <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001

L-AA10pM | 0,904| 0437/ 0,994 0,863 0,617 L-AA 10pM 0,004 0,114 <0,001| 0,001] <0,001

L-AA 100pM | 0,997 1,000 0,289 0,999 L-AA 100uM | 0,164| 0,006| <0,001] 0,516

L-AA 1mM 1,000/ 0,983 0,523 L-AA 1mM 0,978| 0,166/ <0,001

D-AA10pM | 0,585/ 0,179 D-AA 10pM | <0,001| 0,000

D-AA100pM | 0,968 D-AA100pM | 0,520

5-fcyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA 5-caCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA

1mM (100pM| 10puM | ImM |100pM| 10pM 1mM [100puM | 10pM | 1mM (100pM| 10pM

Kontrola <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001|Kontrola <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001

L-AA 10uM | <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001 L-AA 10pM | <0,001| 0,358 <0,001| <0,001| <0,001

L-AA 100pM | 1,000| <0,001 <0,001| 0,205 L-AA 100pM | 0,974| <0,001| <0,001| 0,156

L-AA 1mM 0,208 <0,001| <0,001 L-AA 1mM 0,511 0,001| <0,001

D-AA 10pM | <0,001| <0,001 D-AA 10pM | <0,001| <0,001

D-AA 100uM | <0,001 D-AA 100pM | <0,001

S-hmuUra | D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA Ura D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM (100pM| 10puM | ImM |100pM| 10pM 1mM [100puM | 10pM | 1mM (100pM| 10pM

Kontrola <0,001| 0,746| 0,989| <0,001| 0,001| 0,899[Kentrola 0,951| 0,005/ 0,301 0,994| 1,000 1,000

L-AA 10pM | <0,001| 1,000, 0,527| <0,001| 0,004 L-AA 10pM 0,996/ 0,009 0,492| 1,000/ 1,000

L-AA 100uM | 0,004/ 0,007| <0,001] 0,020 L-AA 100pM | 0,997 0,009 0,507 1,000

L-AA 1mM 0,961 <0,001| <0,001 L-AA 1mM 1,000 0,014 0,640

D-AA 10pM | <0,001| 0,352 D-AA10pM | 0,822| 0,256

D-AA 100uM | <0,001 D-AA 100uM | 0,026

8-ox0Gua | DAA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
imM (100pM| 10uM | ImM |100pM| 10pM

Kontrola 0,941 0,998/ 1,000 1,000 0972 1,000

L-AA10pM | 0961 0,996/ 0,999 1,000 0,984

L-AA100pM | 1,000/ 0,802 0,885 0,969

L-AA 1mM 0,936/ 0,998 1,000

D-AA 10pM | 0,818/ 1,000

D-AA100pM| 0,721
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Kontrola  L-AA10pM L-AA1004M L-AA1mM D-AA 10uM D-AA 100uM D-AA 1mM

Rycina 11 Wptyw 24-godzinnej hodowli w
obecnosci roznych stezenr kwasu L-
askorbinowego i D-izoaskorbinowego na
poziomy modyfikowanych zasad azotowych
w DNA komdrek linii HAP1WT — eksperyment
powtdrzony.

Wyniki przedstawione jako srednia
odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach u dotu stupka), czarnymi
krzyzykami zaznaczono dane surowe,
poziome, czerwone linie pomiedzy
stupkami wskazujg na réznice istotne
statystycznie.

L-AA — kwas L-askorbinowy;

D-AA — kwas D-izoaskorbinowy;



Tabela 12 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1TETIKO/TET2KO n6 24-godzinnej hodowli w obecnosci
réznych stezen kwasu L-askorbinowego i D-izoaskorbinowego.

5-mCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA 5-hmCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM (100pM| 10puM | ImM |100pM| 10pM 1mM [100puM | 10pM | 1mM (100pM| 10pM

Kontrola 0,010/ 0,036 0,033| 0,002| 0,001 0,083[Kentrola <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001

L-AA10pM | 0,882 0,999 0,998/ 0,325 0,150 L-AA 10pM | <0,001| 0,089| <0,001| <0,001( <0,001

L-AA 100pM | 0,700, 0,305 0,330/ 0,998 L-AA 100uM | 0,208 0,001| <0,001] 0,962

L-AA 1mM 0,930, 0,571 0,604 L-AA 1mM 0,660 0,002| <0,001

D-AA10pM | 0,992| 1,000 D-AA 10pM | <0,001| <0,001

D-AA100pM| 0,988 D-AA100pM | 0,036

5-fcyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA 5-caCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA

1mM (100pM| 10puM | ImM |100pM| 10pM 1mM [100puM | 10pM | 1mM (100pM| 10pM

Kontrola <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001|Kontrola <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001

L-AA10pM | <0,001| 0,011| <0,001| <0,001| <0,001 L-AA10pM | <0,001] 0,001| <0,001| <0,001| <0,001

L-AA 100uM | 0,724| <0,001| <0,001| 0,668 L-AA 100pM | 0,765| <0,001| <0,001| 0,295

L-AA 1mM 1,000/ <0,001| <0,001 L-AA 1mM 0,970 0,013| <0,001

D-AA 10pM | <0,001| <0,001 D-AA 10pM | <0,001| <0,001

D-AA 100uM | <0,001 D-AA 100puM | 0,003

S-hmuUra | D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA Ura D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM (100pM| 10puM | ImM |100pM| 10pM 1mM [100puM | 10pM | 1mM (100pM| 10pM

Kontrola <0,001| 0,437 1,000 <0,001| <0,001| 0,995[Kentrola 1,000, 0,273| 1,000 1,000 1,000 1,000}

L-AA 10pM | <0,001| 0,786 0,939| <0,001| 0,001 L-AA 10pM 1,000 0,354/ 1,000/ 1,000, 0,999

L-AA 100uM | 0,003| 0,009 <0,001| 0,003 L-AA 100puM | 0,994 0,194 1,000 1,000

L-AA 1mM 1,000| <0,001| <0,001 L-AA 1mM 1,000 0,287 1,000

D-AA 10pM | <0,001| 0,252 D-AA10pM | 0,999 0,269

D-AA 100uM | <0,001 D-AA 100uM | 0,468

8-ox0Gua | DAA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
imM (100pM| 10uM | ImM |100pM| 10pM

Kontrola 0,210/ 1,000/ 1,000 0,870, 1,000 0,999

L-AA10pM | 0,095 1,000 1,000 0,615 0,998

L-AA100pM | 0,220/ 0,999/ 0,999 0,883

L-AA 1mM 0,827| 0,661 0,675

D-AA 10pM | 0,113| 1,000

D-AA100pM| 0,108
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Rycina 12 Wptyw 24-godzinnej hodowli w
obecnosci roznych stezen kwasu L-
askorbinowego i D-izoaskorbinowego na
poziomy modyfikowanych zasad azotowych
w DNA komdrek linii HAP1TETIKO/TET2KO,

Wyniki przedstawione jako $rednia
odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach u dotu stupka), czarnymi
krzyzykami zaznaczono dane surowe,
poziome, czerwone linie pomiedzy
stupkami wskazujg na rdznice istotne
statystycznie.

L-AA — kwas L-askorbinowy;

D-AA — Kwas D-izoaskorbinowy;
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Tabela 13 Wyniki testow post-hoc dla poréwnan poziomdéw modyfikowanych zasad

azotowych w DNA komdrek HAP1TETIKO/TET3KO no 24-godzinnej hodowli w obecnosci

réznych stezen kwasu L-askorbinowego i D-izoaskorbinowego.
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5-mCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA 5-hmCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM |100pM| 10pM | ImM (100pM| 10pM 1mM (100pM| 10pM | ImM [100pM| 10pM

|[Kontrola 0,029, 0,359 1,000 0,084 0,042 0,184/Kontrola <0,001| <0,001| 0,013| <0,001| <0,001| <0,001

L-AA10pM | 0,927 0,999 0,282| 0,999 0,972 L-AA10pM | 0,492| 0,087 0,027 0,883 0,696

L-AA 100pM | 1,000, 0,830, 0,069 1,000 L-AA 100pM | 1,000/ 0,730/ 0,002 1,000

L-AA 1mM 0,996/ 0,961| 0,135 L-AA 1mM 0,988 0,510/ 0,003

D-AA 10pM | 0,048 0,508 D-AA 10pM | 0,001 <0,001

D-AA100pM| 0,725 D-AA100pM| 0,895

5-fcyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA 5-caCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA

1mM |100pM| 10pM | ImM (100pM| 10pM 1mM [100pM| 10pM | ImM [100pM| 10pM

|Kontrola <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001[Kentrola <0,001| <0,001| 0,001| <0,001| <0,001| <0,001

L-AA 10pM | <0,001| 0,005| <0,001| <0,001| <0,001 L-AA10pM | 0,001] 0,151| <0,001| <0,001| <0,001

L-AA 100pM | 0,658 0,068| <0,001| 0,433 L-AA 100pM | 0,981 0,082| <0,001| 1,000

L-AA 1mM 1,000, 0,003| <0,001 L-AA 1mM 0,995 0,109| <0,001

D-AA 10pM | <0,001| <0,001 D-AA 10pM | <0,001| <0,001

D-AA 100pM| 0,005 D-AA100pM| 0,254

S-hmuUra | DAA [ D-AA [ D-AA | L-AA | LAA | L-AA Ura D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM |100pM| 10pM | ImM (100pM| 10pM 1mM [100pM| 10pM | ImM [100pM| 10pM

|Kontrola <0,001| 1,000[ 0,322 <0,001 0,037 0,993[Kentrola 0,337| 0,975 0,722| 0,498/ 0,343| 0,541

L-AA 10pM | <0,001| 0,991| 0,677| <0,001| 0,012 L-AA10pM | 1,000 0,979 1,000, 1,000 1,000

L-AA 100pM | 0,003| 0,085/ 0,001| <0,001 L-AA 100pM | 1,000 0,900/ 0,990 1,000

L-AA 1mM 0,590| <0,001| <0,001 L-AA 1mM 1,000, 0,969 1,000

D-AA 10pM | <0,001] 0,389 D-AA10pM | 0,990 0,998

D-AA 100pM| <0,001 D-AA 100uM| 0,895

S-ox0Gua | DAA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM |[100pM| 10pM | ImM (100pM| 10pM

|Kontrola 0,999 0,189 0,441 1,000 0,937| 0,494

L-AA10pM | 0,763| 0,964 1,000 0,551] 0,965

L-AA100pM | 0,997 0,615 0,945 0,961

L-AA 1mM 1,000, 0,217| 0,496

D-AA 10puM | 0,710, 0,977

D-AA100pM| 0,349
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L-AA 10pyM L-AA 100uM L-AA1mM D-AA 10uM D-AA 100uM D-AA 1mM

Kontrola

o 1,13940,265)0,969:0,013[1,048:0,026 1,13010,015][0,960+0,038][0,879+0,068] 1,09720,014

L-AA10pM L-AA100pM L-AA1mM D-AA 10uM D-AA 100uM D-AA 1mM

Kontrola LAAIOWM LAALOOWM LAAImM D-AA104M D-AA1004M D-AA1mM
Rycina 13 Wptyw 24-godzinnej hodowli w
obecnosci roznych stezen kwasu L-
askorbinowego i D-izoaskorbinowego na
poziomy modyfikowanych zasad azotowych
w DNA komdrek linii HAP1TETIKO/TET3KO,

Wyniki przedstawione jako $rednia +
odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach u dotu stupka), czarnymi
krzyzykami zaznaczono dane surowe,
poziome, czerwone linie pomiedzy stupkami
wskazujg na rdznice istotne statystycznie.
L-AA — kwas L-askorbinowy;

D-AA — kwas D-izoaskorbinowy;
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Tabela 14 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1TET2KO/TET3KO no 24-godzinnej hodowli w obecnosci
réznych stezen kwasu L-askorbinowego i D-izoaskorbinowego.

80

5-mCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA 5-hmCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM [100uM | 10pM | ImM (100uM| 10pM 1mM (100pM| 10uM | 1mM |[100uM | 10pM
ntrola 0,065 0,091 0,732| 0,259 0,011 0,154[Kontrola <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001
L-AA 10pM 0,998/ 1,000, 0,866/ 1,000 0,751 L-AA 10pM | <0,001| 0,963 <0,001| 0,005 0,008
L-AA 100pM | 0,952| 0,896/ 0,162| 0,557 L-AA 100uM | 0,165 0,041 <0,001] 1,000
L-AA 1mM 0,975 0,993 0,966 L-AA 1mM 0,233| 0,027 <0,001
D-AA10pM | 0,597 0,708 D-AA 10pM | <0,001/ <0,001
D-AA 100pM | 1,000 D-AA 100pM| <0,001
5-fcyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA 5-caCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM [100uM | 10pM | ImM (100uM| 10pM 1mM (100pM| 10uM | 1mM |[100uM | 10pM
ntrola <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001|Kontrola <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001
L-AA 10pM | <0,001] 0,151| <0,001| <0,001| <0,001 L-AA10pM | 0,031 0,756 <0,001] 0,104 0,299
L-AA 100uM | 0,031] 0,005/ <0,001] 0,002 L-AA100pM | 0,817 0,974 <0,001| 0,992
L-AA 1mM 0,769| <0,001| <0,001 L-AA 1mM 0,992| 0,730| <0,001
D-AA 10pM | <0,001| <0,001 D-AA 10pM | <0,001| <0,001
D-AA 100uM | <0,001 D-AA 100uM| 0,352
S-hmUra | DAA [ D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA Ura D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM [100uM | 10pM | ImM (100uM| 10pM 1mM (100pM| 10uM | 1mM |[100uM | 10pM
ntrola <0,001| 0,041 0,533| <0,001| <0,001| 0,617|Kontrola 0,988/ 0,942| 0,979 1,000 0,880 0,999
L-AA 10pM | <0,001] 0,560/ 0,037| <0,001| 0,004 L-AA10pM | 0,900/ 0,996 0,867 1,000 0,983
L-AA 100pM | <0,001] 0,100/ <0,001| <0,001 L-AA 100puM | 0,488] 1,000 0,440 0,913
L-AA 1mM 0,385| <0,001| <0,001 L-AA 1mM 0,978 0,962] 0,964
D-AA 10puM | <0,001] 0,002 D-AA 10puM | 1,000] 0,547
D-AA 100pM | <0,001 D-AA 100pM| 0,598
8-oxoGua | DA | D-AA | D-AA | L-AA | LAA | L-AA
1mM [100uM | 10pM | ImM (100pM| 10pM
ntrola 0,713| 0,913 0,999 0,276| 0,991 0,333
L-AA 10pM 0,025/ 0,908 0,164| 0,006 0,115
L-AA100pM | 0,974 0,564| 1,000/ 0,636
LAAImM | o0978] 0,044 0510
D-AA10pM | 0,926 0,690
D-AA 100pM | 0,179
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Rycina 14 Wptyw 24-godzinnej hodowli w
obecnosci réznych stezen kwasu L-
askorbinowego i D-izoaskorbinowego na
poziomy modyfikowanych zasad azotowych
w DNA komdrek linii HAP1TET2KO/TET3KO,

Wyniki przedstawione jako $rednia
odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach u dotu stupka), czarnymi
krzyzykami zaznaczono dane surowe,
poziome, czerwone linie pomiedzy stupkami
wskazujg na rdznice istotne statystycznie.
L-AA — kwas L-askorbinowy;

D-AA — kwas D-izoaskorbinowy;
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Wyniki przedstawione jako $rednia + odchylenie
standardowe. Kolor symboli nad poszczegdlnymi
. stupkami wskazuje na linie, wzgledem ktoérych

Koo LAALGM  LAALOWM  LAAImM DAl DMl DainM  wyniki sg istotne statystycznie w obrebie
poszczegdlnych dawek badanych substancji
(wieloczynnikowa ANOVA, test post-hoc NIR
Fishera)
L-AA — kwas L-askorbinowy;
D-AA — kwas D-izoaskorbinowy;
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Aby ustali¢, czy obserwowane w linii HAP1 efekty stymulacji aktywnosci biatek
rodziny TET za pomocg izomerdw kwasu askorbinowego sg charakterystyczne jedynie dla
tej linii komorkowej, czy tez mamy do czynienia z bardziej uniwersalnym mechanizmem
wiasciwym dla szerszego spektrum komodrek, pochodzacych z nowotwordéw
hematologicznych, postanowiono wykonaé taki sam eksperyment na linii komérek K562 i
CA46, a takze w nieco zmienionym ukfadzie (tylko trzy stezenia kwasu L-askorbinowego) na
komodrkach RAJI. Zaréwno komadrki HAP1, jak i K562 wywodzg sie z komodrek przewlektej
biataczki szpikowej, z tg rdéznicy, iz linia HAP1 jest haploidalna, a K562 prawie triploidalna.
Natomiast linie: CA46 i RAJI sg liniami diploidalnymi, obie wywodzg sie z komérek chtoniaka
Burkitta, przy czym komaérki RAJI majg w swoim genomie sekwencje wirusa EBV, natomiast
komérki CA46 sg ich pozbawione. Wszystkie eksperymenty wykonano w trzech
powtdrzeniach biologicznych, a ich wyniki przedstawiono na Rycinie 16 (dla linii K562),
Rycinie 17 (dla linii CA46) i Rycinie 18 (dla linii RAJI). Wyniki analiz statystycznych
przedstawiono w Tabeli 15 (dla linii K562), Tabeli 16 (dla linii CA46) i Tabeli 17 (dla linii RAJI).

Warto zauwazyc, iz niezaleznie od zastosowanego izomeru, ekspozycja na witamine
C skutkowata podniesieniem poziomu 5-hmCyt, 5-fCyt, 5-caCyt i 5-hmUra we wszystkich
liniach nowotworéw hematologicznych. W przypadku linii K562 izomer L we wszystkich
zastosowanych stezeniach silniej indukowat powstawanie 5-hmCyt i 5-fCyt, a w
szczegdlnosci 5-hmUra w porédwnaniu do izomeru D, ktéry silniej indukowat jedynie
powstawanie 5-caCyt (w stezeniach 100 umol/l i 1 mmol/l).

W komarkach CA46, po zastosowaniu stezert 10 pmol/lI 100 pmol/l obu izomerdw,
nie zauwazono istotnych réznic w poziomach 5-fCyt, 5-caCyt, 5-hmUra, a w przypadku 5-
hmCyt, jedynie izomer L w stezeniu 10 umol/l wykazywat istotnie silniejsze dziatanie.
Wartym odnotowania jest takze podwyzszony poziom 8-oxoGua w tych komédrkach po
ekspozycji na Immol/l kazdego z izomerdw.

W przypadku komérek RAJl zaobserwowano istotny statystycznie wzrost 5-hmCyt
(dla wszystkich stezen L-AA), 5-fCyt (dla stezenia 1 mmol/l), a takze zalezny od dawki wzrost

poziomu 5-hmUra.
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Tabela 15 Wyniki testow post-hoc dla poréwnan poziomdéw modyfikowanych zasad

azotowych w DNA komdrek K562 po 24-godzinnej hodowli w obecnosci roznych stezen
kwasu L-askorbinowego i D-izoaskorbinowego.
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5-mCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA 5-hmCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM (100pM| 10uM | 1mM |100pM| 10pM 1mM [100uM | 10pM | ImM (100pM| 10pM

Kontrola 0,985 0,940/ 1,000 1,000 0,135 0,993[Kontrola <0,001| <0,001| 0,050| <0,001| <0,001| <0,001

L-AA 10pM 0,869 0,763| 0,997| 0,976/ 0,539 L-AA 10pM | <0,001| <0,001| <0,001| 0,788 0,525

L-AA 100pM | 0,079 0,052| 0,253| 0,161 L-AA 100pM | <0,001| <0,001| <0,001| 0,712

L-AA 1mM 1,000/ 0,995 1,000 L-AAImM | <0,001| <0,001| <0,001

D-AA10pM | 0,993 0,969 D-AA10pM | 0,007| 0,043

D-AA 100uM | 1,000 D-AA 100uM | 0,377

5-fcyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA 5-caCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM (100pM| 10uM | 1mM |100pM| 10pM 1mM [100uM | 10pM | ImM (100pM| 10pM

Kontrola 0,002| 0,044| 0,755| <0,001| 0,002| 0,210[Kentrola 0,008 0,014| 0,637 0,338 0,401| 0,267

L-AA 10pM 0,076/ 0,555 0,343| <0,001| 0,067 L-AA 10pM 0,046/ 0,081 0,089 0,857 0,750

L-AA 100pM | 0,941| 0,146| 0,005| <0,001 L-AA 100pM | 0,025 0,045 0,155 0,889

L-AA1mM | <0,001| <0,001| 0,000 L-AA 1mM 0,033| 0,059, 0,122

D-AA 10pM | 0,006 0,098 D-AA10pM | 0,001] 0,003

D-AA100pM | 0,165 D-AA100pM | 0,758

S-hmuUra | DAA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA Ura D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM (100pM| 10uM | 1mM |100pM| 10pM 1mM [100uM | 10pM | ImM (100pM| 10pM

Kontrola <0,001| 0,035/ 0,613 <0,001| 0,022| 0,887[Kontrola 0,736/ 0,745 0,763| 0,564/ 0,365 0,929

L-AA 10pM | <0,001| 0,050| 0,575| <0,001] 0,033 L-AA 10pM 0,712| 0,720, 0,735/ 0,565 0,389

L-AA 100pM | 0,010/ 0,843 0,100| <0,001 L-AA 100pM | 0,617 0,610/ 0,596 0,770

L-AA1mM | <0,001| <0,001| <0,001 L-AA 1mM 0,834| 0,826/ 0,811

D-AA 10pM | <0,001| 0,142 D-AA10pM | 0,976] 0,984

D-AA 100pM | 0,007 D-AA 100pM | 0,992

8-oxoGua | DAA | D-AA [ D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM (100pM| 10uM | 1mM |100pM| 10pM

Kontrola 0,945| 0,419 0,712| <0,001| 0,073| 0,016

L-AA 10pM 0,030/ 0,008| 0,017 0,009 0,519

L-AA 100pM | 0,104| 0,030/ 0,064 0,002

L-AAImM | <0,001| <0,001| <0,001

D-AA 10pM | 0,795/ 0,700

D-AA100pM| 0,521
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L-AA10uM L-AA100pM L-AA1mM D-AA 10uM

D-AA 100uM D-AA 1mM
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Kontrola ~ L-AA10uM L-AA 100uM L-AA1mM D-AA 10uM D-AA 100uM D-AA 1mM

Rycina 16 Wptyw 24-godzinnej hodowli w
obecnosci réznych stezen kwasu L-
askorbinowego i D-izoaskorbinowego na
poziomy modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komorek linii K562.

Wyniki przedstawione jako srednia
odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach u dotu stupka), czarnymi
krzyzykami zaznaczono dane surowe,
poziome, czerwone linie pomiedzy
stupkami wskazujg na réznice istotne
statystycznie.

L-AA — kwas L-askorbinowy;

D-AA — kwas D-izoaskorbinowy;



Tabela 16 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad

azotowych w DNA komdrek CA46 po 24-godzinnej hodowli w obecnosci réznych stezen
kwasu L-askorbinowego i D-izoaskorbinowego.
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5-mCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA 5-hmCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM (100pM| 10puM | ImM |100pM| 10pM 1mM [100puM | 10pM | 1mM (100pM| 10pM

Kontrola 0,800, 0,741 0,886 0,641 0,875 0,990[Kontrola 0,004 <0,001| 0,003 0,014| <0,001| <0,001

L-AA10pM | 0,825/ 0,758/ 0,908/ 0,667 0,898 L-AA 10pM 0,053| 0,109 0,018 0,004] 0,028

L-AA 100pM | 0,910/ 0,627| 0,989 0,534 L-AA 100uM | 0,001) 0,474| <0,001| <0,001

L-AA 1mM 0,504| 0,890 0,543 L-AA 1mM 0,375| <0,001| 0,487

D-AA 10pM | 0,900/ 0,637 D-AA10pM | 0,786 0,001

D-AA100pM| 0,584 D-AA100pM| 0,002

5-fcyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA 5-caCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM (100pM| 10puM | ImM |100pM| 10pM 1mM [100puM | 10pM | 1mM (100pM| 10pM

Kontrola <0,001 | 0,012| 0,453<0,001 | 0,002| 0,028|Kontrola 0,081 0,034| 0,236/ <0,001| 0,002| 0,156|

L-AA 10pM  |<0,001 | 0,695 0,116/<0,001 | 0,206 L-AA 10uM 0,729| 0,549 0,699| 0,006 0,059

L-AA 100pM |<0,001 | 0,371| 0,009/<0,001 L-AA 100pM | 0,117 0,129 0,016 0,147

L-AA 1mM 0,006(<0,001 |<0,001 L-AA 1mM 0,012| 0,010/ 0,002

D-AA 10uM |<0,001 | 0,056 D-AA 10pM | 0,448) 0,279

D-AA 100uM |<0,001 D-AA 100uM | 0,823

S-hmuUra | D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA Ura D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM (100pM| 10puM | ImM |100pM| 10pM 1mM [100puM | 10pM | 1mM (100pM| 10pM

Kontrola <0,001| 0,587 0,853| <0,001| 0,509| 0,990[Kentrola 0,071| 0,974 0,316/ 0,157 0,087| 0,269

L-AA 10pM | <0,001| 0,596| 0,843| <0,001| 0,517 L-AA 10pM 0,372| 0,256/ 0,913| 0,648/ 0,502

L-AA 100pM | <0,001| 0,906/ 0,401| <0,001 L-AA 100pM | 0,764| 0,082| 0,436 0,883

L-AA 1mM 0,025 <0,001| <0,001 L-AA 1mM 0,684 0,150, 0,580

D-AA 10pM | <0,001| 0,468 D-AA10pM | 0,324 0,302

D-AA 100uM | <0,001 D-AA 100uM | 0,068

8-ox0Gua | DAA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
imM (100pM| 10uM | ImM |100pM| 10pM

Kontrola 0,009 1,000 1,000 <0,001| 1,000 1,000

L-AA 10puM 0,005 1,000/ 0,996| <0,001] 0,998

L-AA100pM | 0,016/ 0,997 1,000 <0,001

L-AA 1mM 0,002| <0,001| <0,001

D-AA 10pM | 0,018/ 0,994

D-AA100pM| 0,005
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Tabela 17 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek RAJI po 24-godzinnej hodowli w obecnosci réznych stezen
kwasu L-askorbinowego.

L-AA | L-AA | L-AA L-AA | L-AA | L-AA
5-mCyt | ;M |100pm| 20pm | 3TPMOYE | 10 l100um | 10um
Kontrola 0,398 0,804/ 0,662|Kontrola <0,001| <0,001| <0,001
l-AA10uM | 0,999 1,000 l-AA10uMm | 0,999 0,325
L-AA 100uM | 0,986 L-AA 100pM 0,525

L-AA | L-AA | L-AA L-AA | L-AA | L-AA

5-fCyt | 1w |100um| 10um | 37€@CYE | 1M |100pM| 10pMm

Kontrola <0,001| 0,941 1,000|Kontrola 0,068/ 0,847 0,298
I-AA10uM | <0,001 0,985 l-AA10uM | 0,351 0,387
L-AA100uM | 0,001 L-AA 100uM | 0,093

L-AA | L-AA | L-AA L-AA | L-AA | L-AA
5-hmUra | ;v |100um| 10um Ura 1mM |100puM | 10pM
Kontrola <0,001 0,008/ 0,962(Kontrola 0,815/ 0,722 0,079
L-AA 10uM | <0,001 0,036 L-AA 10puM 0,067 0,056
L-AA100uM | 0,001 L-AA 100uM | 0,909

L-AA | L-AA | L-AA
8-oxoGua | 4 '\ [100uM| 10um
Kontrola 0,113/ 0,993| 0,842
l-AA10pM | 0,099 0,859
[-AA 100pM | 0,133
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L-AA — kwas L-askorbinowy;
D-AA — kwas D-izoaskorbinowy;
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Wykonano takze szereg eksperymentéw, tozsamych w swoich zatozeniach z
przedstawionymi powyzej, na szerokim spektrum ustalonych linii komdrkowych
nowotworéw cztowieka, takich jak: HCT116 (rak jelita grubego), PC-3 (gruczolakorak
prostaty), A549 (niedrobnokomérkowy rak ptuca), czy tez MDA-MB-231 (gruczolakorak
piersi). W eksperymentach na liniach HCT116 i PC-3 komérki eksponowano przez 24
godziny na kwas L-askorbinowego lub D-izoaskorbinowy w stezeniach 10 umol/l, 100
umol/l'i 1 mmol/l, natomiast komérki linii A549 i MDA-MB-231 hodowano przez 24 godziny
w obecnosci 10 pumol/l, 100 pumol/l i 1 mmol/l kwasu L-askorbinowego. Wszystkie
eksperymenty wykonano w trzech powtdrzeniach biologicznych, a ich wyniki, wyrazone
jako zmierzone poziomy modyfikowanych zasad azotowych w DNA, przedstawiono na
Rycinie 19 (dla linii HCT116), Rycinie 20 (dla linii PC-3), Rycinie 21 (dla linii A549) i Rycinie
22 (dla linii MDA-MB-231). Wyniki analiz statystycznych zestawiono w Tabeli 18 (dla linii
HCT116), Tabeli 19 (dla linii PC-3), Tabeli 20 (dla linii A549), Tabeli 21 (dla linii MDA-MB-
231).

Uwage zwraca znamienny statystycznie wzrost poziomu 5-hmCyt, zaréwno w linii
HCT116, jak i PC-3 po zastosowaniu obu izomerdéw kwasu askorbinowego, a takze 5-fCyt i
5-hmUra, cho¢ miat on miejsce jedynie w przypadku hodowli z oboma izomerami w
stezeniu 1mM. Ponadto zaobserwowano istotny statystycznie, zalezny od dawki wzrost
poziomu 5-hmCyt w linii A549 po ekspozycji na kwas L-askorbinowy, jak rdwniez istotny
wzrost poziomu 5-hmUra po zastosowaniu 1 mmol/l tego zwigzku. W przypadku linii MDA-
MB-231 uwage zwraca wzrost 5-hmCyt i 5-fCyt po 24-godzinnej hodowli z 100 umol/l kwasu

askorbinowego.
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Tabela 18 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HCT116 po 24-godzinnej hodowli w obecnosci roznych stezen
kwasu L-askorbinowego i D-izoaskorbinowego.

5-mCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA 5-hmCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM |100pM| 10pM | ImM (100pM| 10pM 1mM [100pM | 10puM | ImM |[100pM| 10pM

Kontrola 0,183 0,579| 0,999 0,998 0,999 1,000[Kentrola <0,001| <0,001| 0,009 0,011 <0,001| <0,001

L-AA10pM | 0,110/ 0,405 0,984 0,976/ 1,000 L-AA 10pM 0,002| 0,002| 0,121 0,038 0,969

L-AA 100pM | 0,082| 0,322| 0,961 0,941 L-AA 100pM | 0,002 0,002| 0,129 0,041

L-AA 1mM 0,383| 0,857| 1,000 L-AA1mM | <0,001| <0,001| 0,687

D-AA10pM | 0512| 0,914 D-AA 10pM | <0,001| <0,001

D-AA100pM | 0,969 D-AA100pM| 0,985

5-fcyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA 5-caCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM |100pM| 10pM | ImM (100pM| 10pM 1mM [100pM | 10puM | ImM |[100pM| 10pM

Kontrola 0,019 0,088 0,863 0,004 0,091 0,136[Kontrola 0,072| 0,094 0,524| 0,098 0511 0,472

L-AA 10uM 0,295 0,801 0,235 0,089 0,819 L-AA 10uM 0,187| 0,246 0,981 0,240[ 1,000

L-AA 100pM | 0,407| 0,982| 0,169 0,132 L-AA 100pM | 0,234| 0,296 0,983| 0,280

L-AA 1mM 0,468 0,138 0,013 L-AA 1mM 0,988 0,885 0,272

D-AA 10pM | 0,045 0,164 D-AA10pM | 0,226) 0,286

D-AA100pM | 0,419 D-AA100pM | 0,858

S-hmuUra | DAA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA Ura D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM |100pM| 10pM | ImM (100pM| 10pM 1mM [100pM | 10puM | ImM |[100pM| 10pM

Kontrola 0,001 0,898 0,474| <0,001| 0,453| 0,147|Kontrola 0,501 0,217| 0,754| 0,414/ 0,403 0,681

L-AA 10pM | <0,001| 0,181 0,530| <0,001| 0,455 L-AA 10puM 0,790, 0,110, 0,499| 0,229 0,664

L-AA 100pM | <0,001| 0,532 0,965| <0,001 L-AA 100pM | 0,866 0,050/ 0,294| 0,111

L-AA 1mM 0,021| <0,001| <0,001 L-AA 1mM 0,149 0,658 0,671

D-AA10pM | 0,001 0,546 D-AA10pM | 0,365 0,416

D-AA 100pM | 0,001 D-AA 100pM | 0,068

8-oxoGua | DAA | D-AA [ D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM |100pM| 10pM | ImM (100pM| 10pM

Kontrola 0,371 0,511 0,947 0,624 0,739 0,400

L-AA10pM | 0,114| 0,795/ 0,477| 0,211 0,581

L-AA100pM | 0,228/ 0,742| 0,816] 0,415

L-AA 1mM 0,679 0,260/ 0,614

D-AA 10pM | 0,387| 0,600

D-AA100pM| 0,134
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: etykietach u dotu stupka), czarnymi

00 1,254:0,318][0,97720,249] 1,157:0,588]1,39710,202] 1,23310,281/[1,06240,404][1,51820,067 krzyiykami zaznaczono dane su rowe,
fontola LARIONM LARIOONM LAAIMIM DAAI0MM DAAL0OMM DARIRM - noziome, czerwone linie pomiedzy
stupkami wskazujg na réznice istotne
statystycznie.
L-AA — kwas L-askorbinowy;
D-AA — kwas D-izoaskorbinowv:
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Tabela 19 Wyniki testow post-hoc dla poréwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek PC-3 po 24-godzinnej hodowli w obecnosci réznych stezen
kwasu L-askorbinowego i D-izoaskorbinowego.
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5-mCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA 5-hmCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM |100pM| 10pM | 1ImM [100puM| 10pM 1mM (100pM| 10puM | 1mM [100uM | 10pM
ntrola 0,757| 1,000/ 1,000 0,231 1,000 1,000{ontrola <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001| <0,001
L-AA 10pM 0,886/ 1,000/ 1,000 0,521| 1,000 L-AA 10pM | 0,755 0,552 0,026/ 0,999 0,857
L-AA 100pM | 0,977 1,000/ 1,000 0,318 L-AA 100pM | 1,000/ 1,000 0,001 0,997
L-AA 1mM 0,034 0,453 0,320 L-AA 1mM 0,986 0,922 0,005
D-AA10pM | 0,976| 1,000 D-AA 10pM | <0,001 <0,001
D-AA 100uM | 0,924 D-AA 100pM| 1,000
5-fcyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA 5-caCyt D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM |100pM| 10pM | 1ImM [100puM| 10pM 1mM (100pM| 10puM | 1mM [100uM | 10pM
ntrola 0,034| 1,000| 0,999 <0,001| 1,000 1,000{Kontrola 0,044 0,741| <0,001| 0,117| 0,373
L-AA 10pM 0,125 1,000/ 1,000| <0,001| 1,000 L-AA 10pM | 0,018 0,556/ <0,001| 0,031
L-AA 100pM | 0,213 1,000/ 0,998 <0,001 L-AA 100pM | 0,240 0,072| <0,001
L-AA1mM | <0,001| <0,001| <0,001 L-AA1mM | <0,001 <0,001
D-AA 10pM | 0,043 0,990 D-AA 10pM | 0,032
D-AA 100uM | 0,303 D-AA 100pM
S-hmUra | D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA Ura D-AA | D-AA | D-AA | L-AA | L-AA | L-AA
1mM |100pM| 10pM | 1ImM [100puM| 10pM 1mM (100pM| 10puM | 1mM [100uM | 10pM
ntrola <0,001| 1,000/ 0,990| <0,001| 0,999 0,953[Kontrola 0,056/ 0,711 1,000 1,000 0,999 1,000
L-AA 10pM | <0,001| 0,926/ 1,000/ <0,001| 1,000 L-AA 10pM | 0,140/ 0,806 1,000 1,000/ 1,000
L-AA 100pM | 0,001] 0,992| 1,000 <0,001 L-AA 100pM | 0,080 0,639 0,992| 1,000
L-AA 1mM 0,194| <0,001| <0,001 L-AA 1mM 0,243 0,887 1,000
D-AA10pM | 0,001 0,974 D-AA10pM | 0,270( 0,951
D-AA 100pM | 0,009 D-AA 100pM| 0,811
8-oxoGua | PAA | D-AA | D-AA | L-AA | LAA | L-AA
1mM [100pM| 10pM | ImM [100pM| 10pM
ntrola 0,276/ 0,652| 0,015/ 0,539 0,925 0,019
L-AA 10pM 0,264/ 0,023| <0,001| 0,135 0,059
L-AA 100pM | 0,413 0,657 0,037 0,670
L-AA 1mM 0,692| 0,387 0,014
D-AA 10pM | 0,005 0,092
D-AA100pM| 0,212




S5-mCyt

gm0

-

o 6,71020,069 ||6,73810,072 ||6,78220,054 [6,47210,456 [6,78240,029 |6, 75240,062 | [6,923+0,064
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]
B ———
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s-hmCyt/ 10° dN
.|.
-

2

1
o 1,600+0,058|[5,05720,206|[5,64520,111| [5,32420,494|[3,64220,215|5,8460,834| 5,72020,893

Kontrola  L-AA 10pM  L-AA 100pM  L-AA ImM  D-AA 10pM D-AA 100pM  D-AA ImM Kontrola L-AA 10pM  L-AA 100pM  L-AA 1ImM  D-AA 10uM D-AA 100uM D-AA ImM
5-fCyt 5-caCyt
R
——————————————— e
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14 450 ——.
pe— —_—
400
1.2 ]
350
1.0
z z>
- =
& 0.8 A—————————, § 250
el =
z g
Gos g
wy T
150
04 —
100 — —
0z ’_- | i | -_‘ [13,0721,55| [a,38521,105] [28,90213,57]
0o 0,20240,015)[0,236+0,030][0,261+0,072][1,026+0,259] 0,1900,012][0,28140,026[0,510+0,047 o - 391,7 N
Kontrola L-AAIOM L-AA100M L-AALMM D-AA 10pM O-AA 1004M D-AA ImM Kontrela  L-AAIOMM LAALOOMM L-AAImM  D-AA10pM  D-AAImM
5-hmUra Ura
—
14 35
—
1 _— 30 ]
10 25
2
S S0
-
: —
= S
26 s
E S
h
a 10
2 05
, [4.938:0,307]2,707:0,463][5,084:0,413] [12,3710,66] [4.91021,399][5,965+0,541[5,809:1,611 oo 23030202 [2,87910,267]  [2,798s0152]  [2,890:0,080]  [2,98520,309)
Kontrola L-AA 10uM L-AA 100pM L-AA1mM D-AA 10uM D-AA 100pM D-AA ImM Kontrola L-AA 10uM L-AA 100pM D-AA 10uM D-AA 100pM
8-oxoGua . . . .
Rycina 20 Wptyw 24-godzinnej hodowli w
—

i

w

8-oxoGua / 10° dN

~

0

—_— —

obecnosci roznych stezenr kwasu L-
askorbinowego i D-izoaskorbinowego na
poziomy modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komorek linii PC-3.

Wyniki przedstawione jako $rednia
odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach u dotu stupka), czarnymi

krzyzykami zaznaczono dane surowe,

o 4,30011,014|/5,64310,614|[4,48510,813 | 4,73820,784||3,19420,457 | [4,22240,492 | 4,97311,009

Kontrola

L-AA10uM L-AA 100uM L-AAImM D-AA 10uM D-AA 100uM D-AA ImM

poziome, czerwone linie pomiedzy
stupkami wskazujg na réznice istotne
statystycznie.

L-AA — kwas L-askorbinowy;

D-AA — kwas D-izoaskorbinowy;
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Tabela 20 Wyniki testow post-hoc dla poréwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek A549 po 24-godzinnej hodowli w obecnosci réznych stezen
kwasu L-askorbinowego.

L-AA | L-AA | L-AA L-AA | L-AA | L-AA
5-mCyt | ;M |100pm| 20pm | 3TPMOYE | 10 l100um | 10um
Kontrola 0,608 0,966 0,996|Kontrola <0,001| <0,001| <0,001
l-AA10uM | 0,952 1,000 l-AA10uM | 0,033 0,627
L-AA 100pM | 0,990 L-AA 100pM | 0,537
L-AA | L-AA L-AA | L-AA | L-AA
5-fCyt | 1mm |100um 5-caCyt | ;M |100uM| 10uMm
Kontrola 0,091| 0,106 Kontrola 0,349 0,827 0,221
IL-AA 100uM | 0,579 l-AA10uM | 0,681 0,216
L-AA100uM 0,326
L-AA | L-AA | L-AA L-AA | L-AA | L-AA
5-hmUra | ;v |100um| 10um Ura 1mM |100puM | 10pM
Kontrola <0,001 0,062| 0,107|Kontrola 0,258 0,774 0,518
L-AA 10uM | <0,001 0,799 L-AA 10puM 0,132| 0,753
L-AA 100pM | <0,001 L-AA100pM 0,223
L-AA | L-AA | L-AA
8-oxoGua | 4 '\ [100uM| 10um
Kontrola 0,184, 0,377 0,876
l-AA10pM | 0,304 0,526
[-AA 100puM | 0,685
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5-mCyt
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~N w » w o
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)
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S
2,0

£

£ 15
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1,0
0,5
0,0
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0,12210,042

L-AA 1mM

X

1,019:0,229|

1,071:0,089]

3,802:0,430|

Kontrola L-AA 10pM

8-oxoGua

3,0

8-oxoGua / 108 dN
o B B N N
w o w o w

o

X

L-AA 100pM

L-AA 1mM

————

1,64610,481 1,697!0,417|

1,934:0,530|

2,086+0,571

Kontrola L-AA 10uM

L-AA 100pM

L-AA 1ImM

w
»

o
Kb

5-hmCyt / 105 dN
F-Y

3
2
2,206+0,515 5,26510,145] 6,08911,193| 6,986+0,637
Kontrola L-AA 10uM L-AA 100uM L-AA1mM

5-caCyt

30

25
=
T20 I

~15

o

; 1

10°

-C

9,423+2,717| [15,81:8,49| [8,337:3,650| [13,6516,02]
Kontrola L-AA 10pM L-AA 100puM L-AA 1mM
Ura
3,0
2,5 T T
> i
Z20 * i
)
= 15 l
-~
m
31,0
0,5
2,033+0,334] [2,268+0,230| [2,137+0,432] [1,617+0,321]
0,0

Kontrola L-AA 10pM L-AA 1mM

Rycina 21 Wptyw 24-godzinnej hodowli w

L-AA 100pM

obecnosci réznych stezen kwasu L-
askorbinowego na poziomy
modyfikowanych zasad azotowych w DNA
komdérek linii A549.

Wyniki przedstawione jako srednia *
odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach u dotu stupka), czarnymi
krzyzykami zaznaczono dane surowe,
poziome, czerwone linie pomiedzy
stupkami wskazujg na réznice istotne
statystycznie.

L-AA — kwas L-askorbinowy;
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Tabela 21 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek MIDA-MB-231 po 24-godzinnej hodowli w obecnosci réznych
stezen kwasu L-askorbinowego.

L-AA | L-AA | L-AA L-AA | L-AA | L-AA
5-mCyt | ;M |100pm| 20pm | 3TPMOYE | 10 l100um | 10um
Kontrola 1,0000 1,000 1,000[Kontrola 0,605 0,032 0,355
l-AA10uM | 0,999 1,000 l-AA10uMm | 0,764 0,168
L-AA 100pM 0,997 L-AA100pM 0,135

L-AA | L-AA | L-AA L-AA | L-AA | L-AA

5fCyt | 1w |100um| 10um | 5@Vt | 1w |100um | 10uM

Kontrola 0,227, 0,012| 0,045|Kontrola 0,961/ 0,604 0,220
I-AA10uM | 0,481 0,442 [-AA10uM | 0,349 0,432
L-AA 100pM 0,182 L-AA 100uM | 0,695

L-AA | L-AA | L-AA L-AA | L-AA | L-AA
5-hmUra | ;v |100um| 10um Ura 1mM |100puM | 10pM
Kontrola 0,638/ 0,423/ 0,513|Kontrola 0,016, 0,474| 0,127
L-AA10pM | 0,330 0,190 L-AA10uM | 0,006/ 0,068
L-AA100pM 0,814 L-AA100pM 0,033

L-AA | L-AA | L-AA
8-oxoGua | 4 '\ [100uM| 10um
Kontrola 0,496/ 0,649 0,380
l-AA10pM | 0,923 0,681
[-AA 100puM | 0,786
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5-mCyt 5-hmCyt
8 16
7 « ¥ : 14
x « T
H
= 6 % 12
by 5 & 10
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3 3 !
~3 E 8 I
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e’ £°
W, th 4
1 2
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Kontrola L-AA10pM  L-AA100pM  L-AA 1mM Kontrola L-AA 10pM  L-AA 100pM L-AA 1mM
5-hmUra Ura
1,8 10
16 9 3
8 —
= 14 ,
212 z
e 2
1,0 ©
3 3 s
s 0,8 ¥ ~
X E 4
ED,G = 3
o, 2
0,2 1
0,907:0,124| 0,761£0,047| [1,086:0,393| (1,02410,507] 7,51741,045| [8,82410,173| [6,981:0,026] [4,060:0,000]
0,0 0

Kontrola L-AA 10uM  L-AA100pM  L-AA1mM
8-oxoGua
1,4
1,2
=
- 10 ¥ T
o
S . 1
\D,B
©
306
g
Q0,4
o0
0,2
0,835:0,044] [0,937:0,059| [0,887:0,109] [0,92410,359]
0,0
Kontrola  L-AA10uM L-AA100pM  L-AA1mM

Kontrola L-AA10pM  L-AA 100pM L-AA1mM

Rycina 22 Wptyw 24-godzinnej hodowli w
obecnosci roznych stezen kwasu L-
askorbinowego na poziomy
modyfikowanych zasad azotowych w DNA
komorek linii MDA-MB-231.

Wyniki przedstawione jako srednia *
odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach u dotu stupka), czarnymi
krzyzykami zaznaczono dane surowe,
poziome, czerwone linie pomiedzy
stupkami wskazujg na réznice istotne
statystycznie.

L-AA — kwas L-askorbinowy;
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4.1.3.2 Wptyw jednoczesnej ekspozycji na witamine C, jony zelaza i a-ketoglutaran na
aktywnos$¢ biatek TET

W dalszym toku prowadzonych badan postanowiono odpowiedzieé¢ na pytanie, czy
jednoczesna administracja réznych kombinacji witaminy C (L-AA), siarczanu zelaza i a-
ketoglutaranu okaze sie skuteczniejsza w stymulowaniu aktywnosci biatek TET, niz kazdy z
tych zwigzkdéw z osobna. W tym celu komérki parentalnej linii HAP1WT hodowano przez 24
godziny w medium hodowlanym Iscove’'s DMEM (brak zwigzkéw zelaza, witaminy C i a-
ketoglutaranu w sktadzie), w obecnosci: 100 umol/I L-AA; 100 umol/I a-ketoglutaranu; 10
umol/l FeSOa4, a takze potaczen tych substancji tj. 100 umol/l L-AA i 100 pmol/l a-
ketoglutaranu, 100 umol/I L-AA i 10 umol/l FeSQa, 100 umol/l a-ketoglutaranu i 10 umol/I
FeSOs oraz 100 umol/l L-AA, 100 umol/l a-ketoglutaranu i 10 umol/l FeSO4. Wyniki
eksperymentu zamieszczono na Rycinie 23, a w Tabeli 22 zamieszczono wyniki analizy
statystycznej. Eksperyment wykonano w trzech powtdrzeniach biologicznych.

Nalezy zwréci¢ uwage na fakt, iz hodowla komérek HAP1 w obecnosci uzytych
stezen a-ketoglutaranu i 10 umol/l FeSOa, jak rowniez potgczenie tych dwdch substancji,
nie wptywata w sposdb istotny na obserwowane poziomy epigenetycznych modyfikacji w
DNA badanych komérek. Co wiecej, potgczenie tych zwigzkdéw z witaming C w stezeniu 100
umol/I, jakkolwiek istotnie zwiekszato poziom 5-hmCyt, 5-fCyt, 5-caCyt i 5-hmUra, to nie
byt to wzrost wiekszy niz zaobserwowany w komadrkach eksponowanych tylko na witamine

C.
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Tabela 22 Wyniki testow post-hoc dla poréwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1 po 24-godzinnej hodowli w obecnosci kwasu L-
askorbinowego, FeSOa4, a-ketoglutaranu i kombinacji tych substancji.

L-AA 100pM +
FeS0s 10pM +|L-AA 100pM +{L-AA 100pM +
S5-mCyt F‘:E;SK‘?;:.QLM+E_K61 4 @K 100pM FesS0s 10puM | a-KG 100puM | L-AA 100pM
rola 0,992 0,877 0,997 0,997 1,000 0,952 0,895
I—M 100pm 0,481 1,000 0,998 0,998 0,914/ 1,000
Jo-KG 100puM 0,594 1,000 1,000 1,000 0,963
FeS0s 10pmM 0,988 0,898 0,998 0,999
L-AA +o-KG 0,834 0,997 1,000
L-A8 100uM + FeS0s: 10puM 0,827 0,997
Fes0.s 10puM + a-KG 100pM 0,455
L-AA 100pM +
FeS0s 10pM +|L-AA 100pM +{L-AA 100pM +
| 1 14 -KG 1 L-AA 11
5-hmCyt I:e_slg.lql.u+ ey a g FesS0s 10pM | o oopm 00pm
rola <0,001] 0,999 <0,001 «0,001 1,000 1,000 «0,001
I -AA 100N 0,997 0,001 0,473 0,917 <0,001] <0,001
|o-KG 100puM <0,001] 1,000 <0,001 «0,001 1,000
FesS0s 10 <0,001 1,000 <0,001 «0,001
L-AA + 0-KG 0,581 0,001 0,071
L-AA 100UM + FeS0s 10uM 0,846 0,001
FeS0.: 10puM + a-KG 100pM <0,001
L-AA 100pM +
FeS0s 10pM +|L-AA 100pM +{L-AA 100pM +
5-fCyt m:ql.u+n_l(61 a a-KG 100um | Fo504 101M | a-KG 100uM | L-AA 100uM
[kontrola 0,001 1,000 0,008 «0,001 1,000 1,000 «0,001
L-AA 100pM <0,001 <0,001 <0,001 0,983 <0,001 <0,001
e -KG 100pM 0,001 1,000 0,005 «0,001 1,000
FeS0.s 10puM 0,001 1,000 0,004 «0,001
L-AA + o-KG <0,001 <0,001 <0,001
L-A8 100uM + FeS0s: 10puM 0,929 0,005
Fes0.s 10puM + a-KG 100pM 0,001
L-AA 100pM +
FeS0s 10pM +|L-AA 100pM +{L-AA 100pM +
- 1 14 -KG 1 L-AA 11
S5-caCyt I:e_slg.lql.u+ ey a g FesS0s 10pM | o oopm 00pm
rola 0,044 1,000 0,044 «0,001 1,000, 1,000 «0,001
I—Mlm 0,001 0,001 0,001 0,992 <0,001] 0,001
|o-KG 100puM 0,068 1,000 0,069 «0,001 1,000,
FeS0.s 10pmM 0,029 1,000 0,030 «0,001
L-AA +o-KG <0,001] 0,001 <0,001
L-A8 100uM + FeS0s: 10puM 1,000 0,030
Fes0. 10pM + a-KG 100pM 0,030
L-AA 100pM +
FeS0s 10pM +|L-AA 100pM +{L-AA 100pM +
- 1 14 -KG 1 L-AA 11
S5-hmUra I:e_slg.lql.u+ a-KG 100uM 10uM | a-KE 100uM FesS0s 10pM | o 00pmM 00pm
rola 0,569 1,000 0,980 0,043 1,000 1,000 0,051
I -AA 100N 0,769 0,056 0,247 1,000 0,078] 0,051
|o-KG 100puM 0,573 1,000 0,981 0,044 1,000
FesS0s 10 0,706 1,000 0,996 0,066
L-AA +o-KG 0,720 0,047 0,215
L-AA 100UM + FeS0s 10uM 0,970 0,985
Fes0. 10pM + a-KG 100pM 0,598
L-AA 100pM +
FeS0s 10pM +|L-AA 100pM +{L-AA 100pM +
Ura m:ql.u+n_l(61 a a-KG 100um | Fo504 101M | a-KG 100uM | L-AA 100uM
rola 1,000 0,978 1,000 0,995 0,978 1,000 1,000
I—M 100pm 1,000 0,945 1,000 0,999 0,947 1,000
|o-KG 100puM 1,000 0,984 1,000 0,993 0,984/
FesS0s 10 0,896 1,000 0,993 0,721
L-AA 100uM + o-KIG 1000 1,000 0,719 0,984
L-AA 100UM + FeS0s 10uM 0,999 0,993
FeS0.: 10puM + a-KG 100pM 0,894
L-AA 100pM +
FeS0s 10pM +|L-AA 100pM +{L-AA 100pM +
8-oxoGua m:ql.u+ A a a-KG 100um | Fo504 101M | a-KG 100uM | L-AA 100uM
[kontrola 0,998 0,865 1,000 0,266 0,999 0,872 1,000
L-AA 100pP 1,000 0,976 1,000 0,462 0,973 0,979
-G 1 0,999 1,000 0,907 0,929 0,578
FesS0s 10 0,940 0,567 0,997 0,109
L-AA 100uM + o-KIG 1000 0,742 0,935 0,304
L-AA 100UM + FeS0s 10uM 0,999 0,900
FesS0.s 10pM + a-KG 100pM 0,999
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a-KG1004M FeSO410uM -KG 100pM FeSO4 10uM +

kG 1004M
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o [ssinssy [5,609:0,065]| [5,558:0,247] [5,35540,178] [5,73320,222) [s,531:0,210] [5,354:0,202] [5,64820,233

Kontrola  L-AA1004M a-KG 1004M FeSO4 10uM L-AA 100uM + L-AA 1004M + FeSO4 10uM + L-AA 100uM +
a-KG100pM FeSO4 10uM  a-KG 1004M FeSO4 10uM +
a-KG 100pM

8-oxoGua

35

8-oxoGua / 10° dN
Ll o~ »n w
w B® W ©

-
e

P CTEY [2,59110,131] [2,769:0,368] [2,403:0,306] [2,996:0,248] [2,529¢0,230] [2,77310,185] [2,648:0,200]

Kontrola  L-AA100pM a-KG 1004M FeSO4 10uM L-AA 100iM + L-AA 100UM + FeSO4 10uM + L-AA 100uM +
@-KG 100uM FeSO4 10pM  a-KG 100pM FeSO4 10uM +

a-KG 100uM

Kontrola  L-AA100yM -KG 100uM FeSO4 10yM L-AA 100uM + L-AA 100UM + FeSO4 10uM + L-AA 100uM +

kG 00U FeSO8L04M 4G 1004M Fe508 04 +
Rycina 23 Wptyw 24-godzinnej hodowlcll'mv:/mM
obecnosci kwasu L-askorbinowego, FeSOa,
a-ketoglutaranu i kombinacji tych substancji
na poziomy modyfikowanych zasad

azotowych w DNA komorek linii HAP1.

Wyniki przedstawione jako $rednia +
odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach u dotu stupka), czarnymi
krzyzykami zaznaczono dane surowe,
poziome, czerwone linie pomiedzy stupkami
wskazujg na rdznice istotne statystycznie.
L-AA — kwas L-askorbinowy;

a-KG — a-ketoglutaran;

FeSO4 — siarczan zelaza(ll)
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4.1.3.3 Kinetyka zmian poziomdw epigenetycznych modyfikacji w DNA po ekspozycji
na witamine C

Postanowiono zbadaé dynamike zmian poziomu epigenetycznych modyfikacji w
DNA, jakie zachodza w komodrkach po ekspozycji na witamine C (L-AA), a zarazem w
posredni sposdb odpowiedzie¢ na pytanie o charakter reakcji, na drodze ktérych powstaja
obserwowane we wczedniejszych eksperymentach zmiany. W tym celu komorki
parentalnej linii HAP1WT, jak réwniez z funkcjonalnymi nokautami: TET1, TET3 i TET3,
narazono na jednorazowg dawke witaminy C, uzyskujgc finalne stezenie 100 umol/l w
medium hodowlanym. Nastepnie prowadzono hodowle komodrkowa, ktérg konczono i
zbierano komorki w czasach: 0 (natychmiast po dodaniu), 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36 i 48 godzin
od dodania witaminy C. Réwnolegle hodowano i zbierano w tych samych punktach
czasowych komorki kontrolne, rosngce w standardowym, niewzbogaconym o witamine C
medium hodowlanym. Zebrane komarki policzono i podzielono na dwie porcje - czes¢ z nich
(75 %) przeznaczono na chromatograficzne analizy poziomu epigenetycznych modyfikacji
w DNA, a pozostate 25 % wykorzystano na potrzeby analizy wewngtrzkomoérkowego
stezenia witaminy C. Odlano réwniez porcje medium hodowlanego pobranego w kazdym z
badanych punktéw czasowych, by okresli¢ w nim stezenie witaminy C. Eksperyment
przeprowadzono w trzech powtdrzeniach biologicznych, a jego wyniki, wyrazone jako
krotno$é poziomoéw modyfikowanych zasad azotowych w DNA, zmierzonych dla komérek
kontrolnych, przedstawiono na Rycinie 25 (dla linii HAP1"7), Rycinie 26 (HAP17E71K0), Rycinie
27 (dla linii HAP17E72€0) j Rycinie 28 (dla linii HAP1TE73k0), Na kazdej z Rycin zamieszczono
takze wykres stezenia witaminy C wewnatrz komaérek danej linii i jej stezenia w medium
hodowlanym.

Warto zauwazy¢, iz we wszystkich badanych liniach komdrkowych obserwujemy
stopniowy, korelujgcy z wewnatrzkomérkowym stezeniem witaminy C, wzrost poziomu 5-
hmCyt, 5-fCyt i 5-caCyt, ktérego szczyt przypada na przedziat pomiedzy 18 a 24 godzing
hodowli, a nastepnie spada (za wyjatkiem 5-hmCyt w linii HAP1"7), réwnolegle ze spadkiem
wewnatrzkomdrkowego stezenia witaminy C. W przypadku linii HAP1"" zaobserwowano
silng i istotng statystycznie korelacje pomiedzy wewngtrzkomoérkowym stezeniem
witaminy C a poziomem 5-fCyt, 5-caCyt (odpowiednio r=0,8353 przy p=0,010 i r=0,8246

przy p=0,012), a w przypadku linii HAP1T72K0 wewnatrzkomdrkowe stezenie witaminy C
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silnie i istotnie korelowato z poziomem 5-hmCyt, 5-fCyt, 5-caCyt i 5-hmUra (odpowiednio:
r=0,7419 przy p=0,022; r=0,7905 przy p=0,011; r=06879 przy p=0,041 i r=0,7419 przy
p=0,022). Wyniki korelacji pomiedzy poziomem modyfikowanych zasad azotowych w DNA
a wewnatrzkomérkowym stezeniem witaminy C dla wszystkich badanych linii
komodrkowych zestawiono w Tabeli 23. Nokaut ktoregokolwiek z gendw TET powodowat
ostabienie i opdznienie w reakcji komdrek na witamine C, ktérej szczyt przesunat sie o 6-12

godzin w poréwnaniu do komérek linii parentalnej.
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Rycina 24 Kinetyka modyfikowanych zasad

azotowych w DNA i stezenia witaminy C w

komérkach linii HAP1" na przestrzeni 48-

godzinnej hodowli komdrkowej w obecnosci 100

umol/l kwasu L-askorbinowego.

Wyniki przedstawione jako krotnos$¢ wzgledem
wartosci zmierzonych w komérkach kontrolnych,

prezentowane jako srednia + SD (wartosci w
etykietach), czarnymi krzyzykami zaznaczono
dane surowe. Na dolnym wykresie

przedstawiono zmiany stezenia L-AA (kwasu L-
askorbinowego) w komoérce (lewa 0s, niebieska

linia) i medium hodowlanym (os prawa, linia
pomaranczowa), wyniki prezentowane jako

Srednia.
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2 Rycina 25 Kinetyka modyfikowanych zasad
a .. azotowych w DNA i stezenia witaminy C w
z 3
s ¢ komorkach linii HAP1™ K0 nqg przestrzeni 48-
5. £ godzinnej hodowli komdrkowej w obecnosci 100
H & umol/l kwasu L-askorbinowego.

.qg_“m ) E

2 z ol . . s 7

E = Wyniki przedstawione jako krotnos¢ wzgledem

-I' 20 b 7 . . Ve

£, ¢ wartosci zmierzonych w komérkach kontrolnych,
& 0

prezentowane jako $rednia + odchylenie
standardowe (wartosci w etykietach), czarnymi
krzyzykami zaznaczono dane surowe. Na dolnym
wykresie przedstawiono zmiany stezenia L-AA
(kwasu L-askorbinowego) w komdrce (lewa 05,
niebieska linia) i medium hodowlanym (o$ prawa,
linia pomaranczowa), wyniki prezentowane jako

Srednia.
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Poziom L-AA w medium hodowlanym [uM]

Rycina 26 Kinetyka modyfikowanych zasad
azotowych w DNA i stezenia witaminy C w
komdrkach linii HAP1TE72K0 ng przestrzeni 48-

godzinnej hodowli komdrkowej w obecnosci 100

umol/l kwasu L-askorbinowego.

Wyniki przedstawione jako krotnos$¢ wzgledem

wartosci zmierzonych w komérkach kontrolnych,

prezentowane jako $rednia + odchylenie

standardowe (wartosci w etykietach), czarnymi
krzyzykami zaznaczono dane surowe. Na dolnym
wykresie przedstawiono zmiany stezenia L-AA
(kwasu L-askorbinowego) w komadrce (lewa 0§,
niebieska linia) i medium hodowlanym (o$ prawa,
linia pomaranczowa), wyniki prezentowane jako
$rednia.
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Rycina 27 Kinetyka modyfikowanych zasad
azotowych w DNA i stezenia witaminy C w
komdrkach linii HAP1TE™3K0 na przestrzeni 48-
godzinnej hodowli komdrkowej w obecnosci 100
umol/l L-askorbinowego.

Wyniki przedstawione jako krotnos¢ wzgledem
wartosci zmierzonych w komaorkach
kontrolnych, prezentowane jako $rednia *
odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach), czarnymi krzyzykami zaznaczono
dane surowe. Na dolnym wykresie
przedstawiono zmiany stezenia L-AA (kwasu L-
askorbinowego) w komérce (lewa 0§, niebieska
linia) i medium hodowlanym (o$ prawa, linia
pomaranczowa), wyniki prezentowane jako
$rednia.
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Tabela 23 Zestawienie wynikow korelacji poziomu poszczegdlnych modyfikowanych zasad
azotowych w DNA i wewngtrzkomdrkowego poziomu witaminy C (L-AA) w komdrkach linii
HAPIWT HAP1TETIKO HAPITET2KO j HAPTTET3KO W/ tabeli przedstawiono wartosci r Pearsona,
liczbe waznych przypadkow i wartosc p.

wewnatrzkomorkowe stezenie L-AA
WT TET1KO | TET2KO | TET3KO
5mCvt (k . -0,2142| 0,0477| 0,6887[ -0,0774
-mCyt (krotnosc N=8 N=7 N=9 N=8
wzgledem kontroli)
p=0,610| p=0,919| p=0,040| p=0,855
S_hmCvt (k . 0,6580| -0,1189, 0,7419| 0,4096
-hmCyt (krotnosc N=8 N=7 N=9 N=8
wzgledem kontroli)
p=0,076| p=0,799| p=0,022| p=0,314
5 fovt (k . 0,8353| -0,1742| 0,7905| 0,6049
-fCyt (krotnosc. N=8 N=7 N=9 N=8
wzgledem kontroli)
p=0,010| p=0,709| p=0,011| p=0,112
5_caCvt (k . 0,8246| 0,9229| 0,6879| 0,2793
-caCyt ( rotnosc. N=3 N=3 N=9 N=3
wzgledem kontroli)
p=0,012| p=0,252| p=0,041| p=0,503
5_hmUra (k . 0,5339| 0,1485/ 0,7419| -0,0212
-hmUra ( rotnosF N=3 N=7 N=9 N=3
wzgledem kontroli)
p=0,173| p=0,751| p=0,022| p=0,960
8 Gua (k | 0,4198 -0,3763| 0,2543| 0,5084
-oxoGua ( rotnos.c N=3 N=3 N=9 N=3
wzgledem kontroli)
p=0,300| p=0,358| p=0,509| p=0,198
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4.1.3.4 Porownanie wptywu réznych postaci witaminy C na aktywnos$¢ biatek TET

Zachecajgce wyniki eksperymentéw z uzyciem witaminy C, a w szczegdlnosci
izomeru L w stezeniu 100 umol/Il, sprawity, iz postanowiono odpowiedzie¢ na pytanie, czy
rozne postaci tego zwigzku w odmienny sposdb wptywajg na aktywnos¢ enzymatyczng
biatek rodziny TET. W tym celu wykonano eksperyment na parentalnej linii komdrek
HAP1WT iz funkcjonalnymi nokautami: TET1KO/TET2KO, TET1KO/TET3KO i TET2KO/TET3KO
polegajacy na prowadzeniu 24-godzinnej hodowli komdrkowej w obecnosci 100 umol/I
réznych postaci witaminy C, ktére obejmowaty: sél sodowg kwasu L-askorbinowego, kwas
6-0-palmitoilo-L-askorbinowy, sél sodowag kwasu askorbinowego zamknietg w nosniku
liposomalnym oraz preparat ASCOLIP®, zawierajacy liposomalng witamine C firmy LIPID
SYSTEMS. Kontrole stanowity zarowno komdrki hodowane w niewzbogaconym medium
hodowlanym (Iscove’'s DMEM), jak i komérki eksponowane na ,,pusty” nosnik liposomowy.
Warto nadmieni¢, iz formy liposomalne, powinny przenika¢ do wnetrza komérki w sposéb
niezalezny od transporteréow witaminy C, a tym samym wydajniej suplementowac¢ komoérki.

Eksperyment wykonano w dwdch powtdrzeniach biologicznych, a jego wyniki
zamieszczono na Rycinie 28 (dla linii HAP1%7), Rycinie 29 (dla linii HAP17ETIKO/TET2KO) ‘Rycinije
30 (dla linii HAP1TETIKO/TET3KO) i Rycinie 31 (dla linii HAP1TET2KO/TET3KO) \Wyniki analiz
statystycznych zaprezentowano w Tabeli 24 (dla linii HAP1"T), Tabeli 25 (dla linii
HAP1TETIKO/TET2KO) Taheli 26 (dla linii HAP1TETIKO/TET3KO) j Tabeli 27 (dla linii HAP1TET2KO/TET3KO)

W przypadku kazdej z badanych linii obserwowano wzrost poziomu 5-hmCyt, 5-fCyt,
5-caCyt i 5-hmUra, po zastosowaniu witaminy C, niezaleznie od jej postaci, a niewielkie
réznice w poziomach tych modyfikacji pomiedzy poszczegdlnymi formami nie byty istotne
statystycznie (za wyjatkiem 5-hmUra po zastosowaniu Pal-L-AA w linii HAP17E72KO/TET3KO0) Cq
wiecej, nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w poziomach 5-mCyt, 5-hmCyt,
5-fCyt i 5-caCyt w DNA pomiedzy komédrkami kontrolnymi, a eksponowanymi na ,pusty”
nosnik liposomowy w badanych liniach. Jednakze istotny statystycznie spadek poziomu 5-
hmUra wraz z istotnym statystycznie spadkiem Ura w linii HAP1TETIKO/TET2KO b5 narazeniu na
Lpusty” nosnik moze sSwiadczyé o indukcji niespecyficznej deaminacji. Ponadto,
zastosowanie jakiejkolwiek z badanych form witaminy C, nie skutkowato przywréceniem
poziomoéw 5-hmCyt, 5-fCyt i 5-caCyt w liniach z funkcjonalnymi, podwdjnymi nokautami

biatek TET, do tych obserwowanych w linii HAP1Y7,
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Tabela 24 Wyniki testow post-hoc dla porownan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1YT po 24-godzinnej hodowli w obecnosci réznych postaci
witaminy C.

Ascolip | Lipo-Na-L-| Pal-l-AA | Na-L-AA | _
>-mCyt 1oou|v|: AAPTDDuM 100um | 100um | HPOSOMY
Kontrola 0,952 0,992 0359 0,994 0,906
Liposomy 1,000 0,664 0121 0,684
Na-L-AA 100pM 0,768 1,000 0,581
Pal-L-AA 100pM 0,145 0,601
Lipo-Na-L-AA 100puM 0,748
Ascolip | Lipo-Na-L-| Pal-l-AA | Na-L-AA |
5-hmCyt 1oou|v|: AAPTDDuM 100um | 100um | HPOSOMY
Kontrola <0,001 <0,001] <0001 <0,001 0,872
Liposomy <0,001 <0,001] <0,001  <0,001
Na-L-AA 100pM 0,581 0,997 0,267
Pal-L-AA 100pM 0,042 0,166,
Lipo-Na-L-AA 100pM 0,796
Ascolip | Lipo-Na-L-| Pal-l-AA | Na-L-AA |
S>-fCyt 1oou|v|: AAPTDDuM 100um | 100um | HPOSOMY
Kontrola <0,001  <0,001] <0,001 <0,001 0,997
Liposomy <0,001  <0,001] <0001  <0,001
Na-L-AA 100pM 0,058 0,997 1,000
Pal-L-AA 100pM 0,047 1,000
Lipo-Na-L-AA 100pM 0,037
Ascolip | Lipo-Na-L-| Pal-l-AA | Na-L-AA | _
>-caCyt 1oou|v|: AAPTDDuM 100um | 100um | HPOSOMY
Kontrola <0,001 <0,001] <0001 <0,001 0,867
Liposomy <0,001 <0,001] <0,001  <0,001
Na-L-AA 100pM 0,999 0,585 0,996
Pal-L-AA 100pM 0,954 0,815
Lipo-Na-L-AA 100pM 0,420
Ascolip | Lipo-Na-L-| Pal-L-AA | Na-L-AA | __
5-hmUra 1oou|v|: AAPTDDuM 100um | 100um | HPOSOMY
Kontrola 0,015 0,069 0,009 0,201 0,357
Liposomy 0,005 0,018 0,003 0,051
Na-L-AA 100pM 0,099 0,468 0,054
Pal-L-AA 100pM 0,673 0,156
Lipo-Na-L-AA 100pM 0,284
Ascolip | Lipo-Na-L-| Pal-l-AA | Na-L-AA | __

Ura 1oou|v|: AAPTDDuM 100um | 100um | HPOSOMY
Kontrola 0,880 0,338 0,213 0,671 0,113
Liposomy 0,001 0,027 0,017 0,208
Na-L-AA 100pM 0,568 0,187 0,115
Pal-L-AA 100pM 0,263 0,737
Lipo-Na-L-AA 100puM 0,411

Ascolip | Lipo-Na-L-| Pal-L-AA | Na-L-AA | __
8-oxoGua 1oou|v|: AAPTDDuM 100um | 100um | HPOSOMY
Kontrola 0,759 0,855 1,000 0,998 0,788
Liposomy 1,000 1,000 0,678 0,942
Na-L-AA 100pM 0,926 0,973 0,984
Pal-L-AA 100pM 0,648 0,754
Lipo-Na-L-AA 100pM 1,000
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~ . . . . ’ .
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1,0 . .
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Na-L-AA - askorbinian sodu;

Pal-L-AA - kwas 6-0O-palmitoilo-L-
askorbinowy;

Lipo-Na-L-AA — askorbinian sodu w nosniku
liposomowym;
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Tabela 25 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1TETIKO/TET2KO n6 24-godzinnej hodowli w obecnosci
réznych postaci witaminy C.

Ascolip |Lipo-Na-L-| Pal-L-AA | Na-L-AA )
>-mCyt 100uM |AA100uM| 100uM | 100um | HPOSCMY
[Kontrola 0,999 0,997 0,928 1,000 0,999
Liposomy 0,983 0,970 0,815 1,000
Na-L-AA 100uM 0,984 0,970 0,817
Pal-L-AA 100pM 0,989 0,995
Lipo-Na-L-AA 100pM 1,000
Ascolip |Lipo-Na-L-| Pal-L-AA | Na-L-AA .
i, L
5-hmCyt 100uM |AA100pM| 100uM | 100um | -POSOMY
[Kontrola <0,001] <0,001] <0,001] <0,001 0,365
Liposomy <0,001] <0,001 <0001 <0,001
Na-L-AA 100uM 0,978 0,973 0,982
Pal-L-AA 100pM 1,000 1,000
Lipo-Na-L-AA 100pM 1,000
Ascolip |Lipo-Na-L-| Pal-L-AA | Na-L-AA .
g L
S-fCyt 100uM |AA100pM| 100uM | 100um | -POSOMY
[Kontrola <0,001] <0,001 <0,001 <0,001 1,000)
Liposomy <0,001] <0,001 <0,001 <0,001
Na-L-AA 100uM 0,736 0,755 0,996
Pal-L-AA 100pM 0,510 0,528
Lipo-Na-L-AA 100pM 1,000
Ascolip |Lipo-Na-L-| Pal-L-AA | Na-L-AA .
; L
>-calyt 100uM |AA100pM| 100uM | 100um | -POSOMY
[Kontrola 0,004 0,003 0,003 0,002 0,962
Liposomy 0,001 0,001 0,001 0,001
Na-L-AA 100uM 0,661 0,934 0,959
Pal-L-AA 100pM 0,964 1,000
Lipo-Na-L-AA 100pM 0,981
Ascolip |Lipo-Na-L-| Pal-L-AA | Na-L-AA .
i, L
5-hmUra 100uM |AA100pM| 100pM | 100um | - POSO™Y
[Kontrola 0,002 0,009,  <0,001  <0,001 0,034
Liposomy <0,001 0,001 <0,001 <0,001
Na-L-AA 100uM 0,144 0,020 0,213
Pal-L-AA 100pM 0,022 0,004
Lipo-Na-L-AA 100pM 0,193
U Ascolip |Lipo-Na-L-| Pal-L-AA | Na-L-AA Linosom
= 100uM |AA100uM| 100uM | 100uMm | -POsO™Y
[Kontrola 0,018 0,032 0,925 0,418 0,012
Liposomy 0,704 0,404 0,028 0,031
Na-L-AA 100uM 0,050 0,094 0,562
Pal-L-AA 100pM 0,042 0,069
Lipo-Na-L-AA 100pM 0,634
8 G Ascolip |Lipo-Na-L-| Pal-L-AA | Na-L-AA Linosom
e 100uM |AA100pM| 100pM | 100um | “'POSOMY
[Kontrola 0,349 0,280 0,358 0,416 0,185
Liposomy 0,646 0,036 0,047 0,055
Na-L-AA 100uM 0,108 0,764 0,906
[Pal-L-AA 100uM 0,091 0,855
[Lipo-Na-L-AA 100uM 0,070
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Tabela 26 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1TETIKO/TET3KO no 24-godzinnej hodowli w obecnosci
réznych postaci witaminy C.

Ascolip |Lipo-Na-L-| Pal-L-AA | Na-L-AA )
>-mCyt 100pM |AA100pM| 100pM | 100um | HPOSOMY
[kontrola 0,339 0,865 0,877 0,814 1,000
Liposomy 0,344 0,871 0,883 0,821
[Na-L-AA 100uM 0,896 1,000 1,000
|Pal-L-AA 100puM 0,836 1,000
Lipo-Na-L-AA 100uM 0,849
Ascolip |Lipo-Na-L-| Pal-L-AA | Na-L-AA | .
i L
5-hmCyt 100uM [AA100uM| 100um | 100um | -POSOMY
Kontrolda  <0,001] <0001 <0,001]  <0,001 0,740
Liposomy| <0,001 <0,001 <0001 <0,001
Na-L-AA100pM 0,974 0,878 0,129
Pal-L-AA 100uM 0,284 0,415
Lipo-Na-L-AA 100uM 0,999
Ascolip |Lipo-Na-L-| Pal-L-AA | Na-L-AA | .
g L
5-fCyt 100pM |AA100pM| 100uM | 100um | - POsO™Y
[kontrola <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,796
|Liposomy <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
|Na-L-AA 100pm 0,460 0,353 0,356
|Pal-L-AA 100um 1,000 1,000
Lipo-Na-L-AA 100uM 1,000
Ascolip |Lipo-Na-L-| Pal-L-AA | Na-L-AA | .
>-caCyt 100pM |AA100pM| 100pM | 100um | HPOSOMY
Kontrola, <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,988
Liposomy| <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Na-L-AA100uM 0,255 0330 0,032
Pal-L-AA 100uM 0,481 0,380
Lipo-Na-L-AA 100uM 1,000
Ascolip |Lipo-Na-L-| Pal-L-AA | Na-L-AA | .
i L
5-hmUra 100uM |AA100pM| 100uM | 100um | POSO™Y
[kontrola 0,018 0,003  <0,001 0,001 0,764
Liposomy 0,012 0,002  <0,001 0,001
[Na-L-AA 100um 0,054 0,415 0,100
|Pal-L-AA 100puM 0,005 0,030
Lipo-Na-L-AA 100uM 0,179
Ura Ascolip |Lipo-Na-L-| Pal-L-AA | Na-L-AA Liposom
100upM |AA100pM| 100uM | 100um | - POSO™Y
Kontrola 0,994 0,640 0,987 0,996, 0,773
Liposomy| 0,955 1,000 0,474 0,543
Na-L-AA100uM 0,918 0,423 1,000
Pal-L-AA 100uM 0,866, 0,364
Lipo-Na-L-AA 100uM 0,875
8 G Ascolip |Lipo-Na-L-| Pal-L-AA | Na-L-AA Liposom
e 100upM |AA100pM| 100uM | 100um | - POSO™Y
[kontrola 0,731 0,032 0,054 0,022 0,095
|Liposomy 0,097 0,415 0,672 0,276
[Na-L-AA 100pm 0,029 0,752 0,475
|Pal-L-AA 100um 0,061 0,679
|Lipo-Na-L-AA 100uM 0,039
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Tabela 27 Wyniki testow post-hoc dla poréwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1TET2KO/TET3KO po 24-godzinnej hodowli w obecnosci
réznych postaci witaminy C.

Ascolip |Lipo-Na-L-| Pal-L-AA | Na-L-AA )
>-mCyt 100uM |AA100pM| 100um | 100um | HPOSCMY
[kontrola 0,980 0,305 0,990 0,617 0,795
Liposomy 0,469 0,075 0,976 0,168
[Na-L-AA 100uM 0,917 0,972 0,360
[Pal-L-AA 100uM 0,812 0,163
Lipo-Na-L-AA 100pM 0,586
Ascolip |Lipo-Na-L-| Pal-L-AA | Na-L-AA | .
- Liposo
5-hmCyt 100upM |AA100pM| 100uM | 100um | -POSO™Y
[Kontrola <0,001| <0,0010 <0,001 <0,001 1,000
Liposomy <0,001] <0,0010 <0,001 <0,001
[Na-L-AA 100uM 0,958 0,985 0,007
[Pal-L-AA 100pMm 0,004 0,004
Lipo-Na-L-AA 100pM 1,000
Ascolip |Lipo-Na-L-| Pal-L-AA | Na-L-AA | .

S>-fCyt 100uM |AA100pM| 100um | 100um | HPOSCMY
[kontrola <0,001] <0,000 <0,001 <0,001 0,904
Liposomy <0,001f <0,001 <0,001 <0,001
[Na-L-AA 100uM 1,000 1,000 0,363
[Pal-L-AA 100uM 0,285 0,269
Lipo-Na-L-AA 100pM 1,000

Ascolip |Lipo-Na-L-| Pal-L-AA | Na-L-AA | .

- L m

>-caCyt 100uM [AA100pM| 100um | 100um | -POSOMY
[Kontrola 0,011 0,008 0,001 0,007, 0,421
Liposomy 0,002 0,002]  <0,001 0,002
[Na-L-AA 100uM 0,997 1,000 0,048
[Pal-L-AA 100uMm 0,031 0,045
Lipo-Na-L-AA 100pM 0,998

Ascolip |Lipo-Na-L-| Pal-L-AA | Na-L-AA | .
- Li m
5-hmUra 100upM |AA100pM| 100uM | 100um | -POSO™Y
[Kontrola 0,006 0,006 0,000 0,010 0,685
Liposomy 0,004 0,003 0,000 0,006
[Na-L-AA 100uM 0,654 0,638 0,012
[Pal-L-AA 100pMm 0,021 0,021
Lipo-Na-L-AA 100pM 0,982
Ascolip |Lipo-Na-L-| Pal-L-AA | Na-L-AA | .
Li m
Ura 100upM |AA100pM| 100uM | 100um | -POSO™Y
[Kontrola 0,993 0,940 0,828 0,960 0,891
Liposomy 0,660 1,000 0,999 1,000
[Na-L-AA 100uMm 0,781 1,000 0,991
[Pal-L-AA 100uM 0,627 0,995
Lipo-Na-L-AA 100puM 0,739
Ascolip |Lipo-Na-L-| Pal-L-AA | Na-L-AA | .
- Li m
8-oxoGua 100upM |AA100pM| 100uM | 100um | -POSO™Y
[Kontrola 0,993 0,940 0,828 0,960 0,891
Liposomy 0,660 1,000 0,999 1,000
[Na-L-AA 100pMm 0,781 1,000 0,991
[Pal-L-AA 100uM 0,627 0,995
[Lipo-Na-L-AA 100uM 0,739
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n
4 10105:0,006]0,14420,023 . 30,7145,07] [14,6841,26
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Kontrola Liposomy Na-L-AA Pal-L-AA  Lipo-Na-l-AA  Ascolip Kontrola Liposomy Na-L-AA Pal-l-AA  Llipo-Na-L-AA  Ascolip
100uM 1004M 1004M 100uM 100uM 100uM 100uM 100uM
5-hmUra Ura
8
40 7
3 — . ] ER
2 — —
330 s
225 Qe .
S0 -
- =3
21,5 2
310 :
05 1
1,67840,055 40, 2,50140,014]  [5,954£0,349)[5,69240,007,5,72140,056] 6,49220,091, |5,34840,260]5,83440,202
00 0
Kontrola Liposomy Na-L-AA Pal-L-AA  Llipo-Na-l-AA  Ascolip Kontrola Liposomy Na-L-AA Pal-L-AA  Lipo-Na-L-AA  Ascolip
100uM 100pM 1004M 100uM 100uM 100uM 1004M 1004M
8-0x0Gua Rycina 31 Wptyw 24-godzinnej hodowli w
25 s o s PR .
obecnosci réznych postaci witaminy C na
20 poziomy modyfikowanych zasad azotowych
2
: w DNA komdrek linii HAP1TET2KO/TET3KO,
15
N
5” Wyniki przedstawione jako srednia +
g odchylenie standardowe (wartosci w
%05 etykietach u dotu stupka), czarnymi
1,440,086 1,550,061 [1,52810,182 psmiien s KTZyZykami zaznaczono dane surowe,
woe— e = "= poziome, czerwone linie pomiedzy stupkami
Kontrola  Liposomy Na-l-AA Pa-L-AA  Lipo-Na-l-AA  Ascolip . L. ) i
oo oM w0 w0 WSkazujg na rdznice istotne statystycznie.

Na-L-AA - askorbinian sodu;

Pal-L-AA - kwas 6-0O-palmitoilo-L-
askorbinowy;

Lipo-Na-L-AA — askorbinian sodu w nosniku
liposomowym;
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W dalszym toku prowadzonych badan postanowiono przetestowaé dziatanie
poszczegdlnych form witaminy C w linii komoérkowej MDA-MB-231. Linia ta charakteryzuje
sie zaburzeniami w ekspresji receptoréw odpowiedzialnych za transport tego zwigzku do
wnetrza komorki, a co za tym idzie stanowi doskonaty model do badania wptywu
liposomalnej witaminy C, ktéra teoretycznie powinna dziata¢ w sposéb niezalezny od
obecnosci transporteréw tego zwigzku na powierzchni komérek. W tym celu komorki
wspomnianej linii eksponowano na kwas askorbinowy (izomer L i D), sél sodowg kwasu L-
askorbinowego i jej postaé liopsomalng, w stezeniu 100 pmol/l. Kontrole stanowity
zarowno komoérki hodowane w medium bez dodatkéw, jak i te eksponowane na ,,puste”
liposomy. Eksperyment przeprowadzono w trzech powtdrzeniach biologicznych, a jego
wyniki przedstawiono na Rycinie 32, a wyniki analiz statystycznych w Tabeli 28.

Warto zwrdci¢ uwage, iz podobnie jak miato to miejsce w przypadku linii HAP1,
obserwowano znaczacy wzrost 5-hmCyt, 5-fCyt i 5-caCyt po ekspozycji na ktdrgkolwiek z
form witaminy C, a jednoczes$nie réznice pomiedzy poszczegdlnymi formami wykazywaty
brak istotnosci statystycznej. Nie zaobserwowano takze istotnych réznic pomiedzy grupa

kontrolng, a komdrkami eksponowanymi na ,puste” liposomy.
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Tabela 28 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek MIDA-MB-231 po 24-godzinnej hodowli w obecnosci réznych
postaci witaminy C.

Lipo-Na-L- | Na-l-AA | D-AA L-AA | .
>-mCyt  |\n100um| 100um | 100uM | 100um | LiPOSOMY
[Kontrola 0972 0577 0,992 1,000 0,126
Liposomy 0,369 0,858 0,288 0,149
L-AA 100pM 0,986, 0,640 0,997
D-AA 100pM 1,000 0,369
|Na-L-AA 100um 0,933
Lipo-Na-L- | Na-l-AA | D-AA L-AA |
; Liposo
S-hmCyt | ooum| 100um | 100um | 100pm | POSOMY
[Kontrola <0,001 <0,001 <0001 <0,001 0,593
Liposomy <0,001] <0,001 <0,001] <0,001
L-AA 100pM 0,787 0,659 0,041
D-AA 100uM 0,025 0,018
[Na-L-AA 100puM 0,862
Lipo-Na-L- | Na-l-AA | D-AA L-AA |
. Liposo
S-fCyt  Aa100um| 100um | 100um | 100um | HPOSOMY
[Kontrola <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,933
Liposomy <0,001  <0,001  <0,001  <0,001
L-AA 100pM 0,295 1,000 0,021
D-AA 100pM 0,584 0,025
[Na-L-AA 100pM 0,344
Lipo-Na-L- | Na-l-AA | D-AA L-AA |
>-calyt  |xn100um| 100pm | 100um | 100um | LPOSOMY
[Kontrola 0,002 0,003 0,037 0,016 0,991
Liposomy 0,001 0,001 0,014 0,006
L-AA 100pM 0,849 0,895 0,996
D-AA 100uM 0,585 0,651
|Na-L-AA 100pM 1,000
Lipo-Na-L- | Na-l-AA | D-AA L-AA |
; Liposo
5-hmUra |\ ooum| 100pm | 100um | 100um | LPOSOMY
[Kontrola 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,010
Liposomy 0,300  <0,001 0,020  <0,001
L-AA 100pM <0,001 0,765 0,001
D-AA 100uM 0,189 0,001
[Na-L-AA100pM | <0001
Lipo-Na-L- | Na-l-AA | D-AA L-AA |
Liposo
Ura AA100uM| 100pM | 100pm | 100um | -POSO™Y
[Kontrola 0,939 0,952 0,927 0,880 0,660
Liposomy 0,224 0,982 0,210 0,997
L-AA 100pM 0,405 1,000 0,384
D-AA 100pM 10000 0,504
|Na-L-AA 100um 0,529
Lipo-Na-L- | Na-l-AA | D-AA L-AA |
a Liposo
8-0X0GUa |,p100um| 100um | 100pm | 100pm | POSO™Y
[Kontrola 0,870 0496 1,000 0,233 0,999
Liposomy 0985] 0,790 1,000 0,496
L-AA 100pM 0,777 0,989 0,303
D-AA 100uM 0,936 0,603
|Na-L-AA 100uMm 0,977
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Rycina 32 Wptyw 24-godzinnej hodowli w
obecnosci réZznych postaci witaminy C na poziomy
modyfikowanych zasad azotowych w DNA komdrek

linii MDA-MB-231.

Wyniki przedstawione jako $rednia + odchylenie
standardowe (wartosci w etykietach u dotu
stupka), czarnymi krzyzykami zaznaczono dane
surowe, poziome, czerwone linie pomiedzy

00
Kontrola

Na-L-AA

Liposomy  Lipo-Na-L-AA

L-AA

D-AA

stupkami wskazujg na réznice istotne statystycznie.
L-AA — kwas L-askorbinowy;

D-AA — kwas D-izoaskorbinowy;

Na-L-AA - askorbinian sodu;

Lipo-Na-L-AA — askorbinian sodu w nosniku
liposowym;
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4.2. Wptyw potencjalnych inhibitorow aktywnosci enzymatycznej biatek rodziny TET

na poziomy ich produktéw w DNA

4.2.1 Jony niklu(ll)

Jak juz wczesniej wspomniano, jednym z czynnikdw niezbednych dla aktywnosci
biatek rodziny TET jest obecnos¢ jondéw zelaza na drugim stopniu utlenienia w centrum
aktywnym enzymu. Jednakze inne dwuwartosciowe jony metali, o podobnym fadunku i
rozmiarach, mogga potencjalnie tgczyc sie z centrum aktywnym dioksygenaz, wptywajac na
ich aktywnos¢. W duchu tej teorii, jony niklu(ll) mogg niejako wypierac jony zelaza z
centrum aktywnego biatek TET, tym samym obniza¢/hamowac ich aktywnosé. Aby
przetestowac te teorie, wykonano eksperyment polegajgcy na 24-godzinnej hodowli
komorek linii K562 w trzech stezeniach (1 pumol/l, 10 umol/l i 100 pmol/I) chlorku niklu
(NiCl). Do czesci naczyn hodowlanych zawierajacych chlorek niklu, dodano witamine Cw
stezeniu 1 mmol/l, by odpowiedzie¢ na pytanie, czy obecnos$¢ jondw tego metalu wptywa
na zdolnos$¢ witaminy C do stymulowania aktywnosci biatek TET. Eksperyment wykonano
w trzech powtérzeniach biologicznych, a jego wyniki przedstawiono na Rycinie 33.
Jednoczesnie w Tabeli 29 zamieszczono wyniki analiz statystycznych.

Uwage zwraca brak rdéznic statystycznych w zmierzonych poziomach
epigenetycznych modyfikacji DNA pomiedzy grupa kontrolng, a komérkami hodowanymi w
obecnosci jondw chlorku niklu. Podobnie jak w poprzednich eksperymentach, ekspozycja
na witamine C skutkowata istotnym statystycznie wzrostem poziomu 5-hmCyt, 5-fCyt, 5-
caCyt i 5-hmUra, jednakze w obecnosci jonéw niklu, zwigzek ten istotnie stabiej indukowat

powstawanie 5-hmCyt.
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Tabela 29 Wyniki testow post-hoc dla pordwnan poziomdw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek K562 po 24-godzinnej hodowli w obecnosci roznych stezen

chlorku niklu i kombinacji chlorku niklu z witaming C.

5-mCyt L-AA1mM=+|L-AA1mM+|L-AA 1mM+|  Nick NicClz Niclz L-AA
NiClz 100pM | NiCl; 10uM | NiClz 1pM 100pM 10puM 1pM 1mM
1,000 1,000 1,000 0,620/ 1,000| 0,842 0,998
1,000) 1,000) 1,000) 0,302 0,932 0,491|
0,621 0,493 0,589 1,000| 0,991|
0,987 0,957, 0,982 0,925
0,386/ 0,284/ 0,359
1,000 1,000
1,000
L-AA1mM+ | L-AA ImM+ |L-AA 1mM+|  NiCl: NicClz Niclz L-AA
100pM 10puM 1pM 1mM
<0,001 <0,001 <0,001 1,000| 1,000| 1,000| <0,001]
<0,001 0,013 0,009 <0,001 <0,001 <0,001
<0,001 <0,001 <0,001 0, 1,000|
<0,001 <0,001 <0,001 o,:zg
<0,001 <0,001 0,000
0,035 1,000
0,025
L-AA1mM+ | L-AA ImM+ |L-AA 1mM+|  NiCl: NicClz Niclz L-AA
100pM 10puM 1pM 1mM
<0,001 <0,001 <0,001 0,999 1,000| 1,000| <0,001]
0,415/ 0,884 1,000) <0,001] <0,001] <0,001]
<0,001 <0,001 <0,001 1,000| 1,000|
<0,001 <0,001 <0,001 1,000|
<0,001 <0,001 <0,001
0,327, 0,808
0,997,
L-AA1mM+ | L-AA ImM+ |L-AA 1mM+|  NiCl: NicClz Niclz L-AA
NiClz 100pM | NiCl; 10uM | NiClz 1pM 100pM 10puM 1pM 1mM
0,500/ 0,006/ 0,007 0,954 0,872 0,439 0,007,
0,030 0,930/ 0, 0, 0,010| 0,037
0,920/ 0,031 o,z% oﬁ 0,539
0,606/ 0,008| 0,01 0,917|
0,536/ 0,006/ o,oog.l
0,032 0,913/
0,025
L-AA1mM+ | L-AA ImM+ |L-AA 1mM+|  NiCl: NicClz Niclz L-AA
NiClz 100pM | NiCl; 10uM | NiClz 1pM 100pM 10puM 1pM 1mM
<0,001 <0,001 <0,001 0,982 0,952 1,000| <0,001]
0,996/ 0,559 0,190 <0,001 <0,001 <0,001
<0,001 <0,001 <0,001 1,000| 0,999
<0,001 <0,001 <0,001 1,000|
<0,001 <0,001 <0,001
0,036/ 0,999
o,15g|
L-AA1mM+ | L-AA ImM+ |L-AA 1mM+|  NiCl: NicClz Niclz L-AA
NiClz 100pM | NiCl; 10uM | NiClz 1pM 100pM 10puM 1pM 1mM
1,000 0,999| 1,000 1,000| 0,625 1,000| 1,000
1,000 1,000 1,000, 1,000| 0,894 1,000|
1,000 1,000 1,000, 1,000| 0,806
0,877] 0,948 0,848 0,796/
1,000 1,000 1,000
1,000 1,000
1,000
L-AA ImM+ | L-AA ImM+ |L-AA 1mM+|  Nicl2 NiClz Niclz L-AA
NiCl; 10pM | NiClz 1pM 100pM 10puM 1pM 1mM
0,840 0,511/ 1,000 0,966, 0,305 0,980 0,768
0,079| 0,024] 0,513 0,164 0,011 0,194
1,000 0,983/ 0,999 1,000| 0,897|
0,992 1,000 0,539 0,928
1,000 0,991/ 0,998
0,971 0,766/
1,000
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g-ox06ua Rycina 33 Wptyw 24-godzinnej hodowli w
obecnosci réznych stezen chlorku niklu i
50
————t . .. . . .
s kombinacji chlorku niklu(ll) z witaming C
—
® + na poziomy modyfikowanych zasad
35 7
5. azotowych w DNA komérek linii K562.
3
$u Wyniki przedstawione jako $rednia +
@ . s .
» odchylenie standardowe (wartosci w
10 . .
" etykietach u dotu stupka), czarnymi
o 6B 4,263+0,036| 3,218+0,604] [2,683:0,595) [3,1830,317] [3,46540,330] [2,82420,548| [3,037:0,332 krzyiykami zaznaczono dane su rowe,

o AT NG e wcnam weinw  POZIOMeE, czerwone linie pomiedzy

stupkami wskazujg na réznice istotne
statystycznie.

L-AA — kwas L-askorbinowy;

NiCL2 — chlorek niklu(Il)
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4.2.2 Deferoksyamina

Podazajgc za teorig o mozliwosci modulowania aktywnosci biatek TET poprzez
wprowadzanie zmian w puli dostepnych jonéw zelaza postanowiono zbada¢ wptyw
deferoksyaminy — chelatora jonéw Fe(lll) na profil epigenetyczny komédrek. W tym celu
przez 24 godziny hodowano komorki parentalnej linii HAP1WT i z funkcjonalnymi
nokautami: TET1KO, TET2KO i TET3KO w obecnosci deferoksyaminy (DFO) w stezeniach 100
umol/I, 50 umol/l, 25 pmol/li 10 umol/I; chlorku zelaza (FeCls) w stezeniach 100 umol/I, 50
umol/l, 25 pmol/l i 10 umol/l, witaminy C w stezeniu 100 umol/l, a takze kombinacji
powyzszych zwigzkéw. Takie podejscie pozwala nie tylko okreslic wptyw samej
deferoksyaminy na aktywnosc¢ biatek TET, ale takze suplementacji komadrek jonami Fe(lll),
potencjalng mozliwo$¢ odwrdcenia efektu deferoksyaminy poprzez dodatek réwno
molowego ekwiwalentu jonéw zelaza, jak rowniez odpowiedzieé na pytanie, czy zubozenie
puli dostepnych w $rodowisku jonéw zelaza wptywa na zdolno$¢ witaminy C do
stymulowania aktywnosci biatek TET.

Z racji szerokiego spektrum zastosowanych zwigzkéw i stezen, eksperyment
wykonano w jednym powtdrzeniu biologicznym, a jego wyniki zebrano w Tabeli 30 (dla linii
HAP1YT), Tabeli 31 (dla linii HAP1£71%0) Tabeli 32 (dla linii HAP17E72k0) j Tabeli 33 dla linii
HAP1TET3KO),

Uwage zwraca fakt, iz zaréwno suplementacja chlorkiem zelaza, deferoksyaming,
jak i mieszankg tych dwéch zwigzkdéw, niezaleznie od zastosowanego stezenia, nie wptywa
istotnie na poziom epigenetycznych modyfikacji w DNA badanych linii. Jednoczesnie, w
przypadku wszystkich linii suplementacja 100 umol/I witaminy C skutkowata wzrostem 5-

hmCyt, 5-fCyt i 5-caCyt.
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Tabela 30 Poziomy modyfikowanych zasad azotowych w DNA po ekspozycji na rézne stezenia deferoksyaminy (DFO), chlorku zelaza

(FeCls), witaminy C (L-AA) i kombinacji tych zwigzkéw w linii HAP1WT,

Zastosowany zwigzek

Kontrola (DPBS)

DFO 100puM

FeCl; 100pM

L-AA 100uM

FeCl; 100pM + DFO 100pM

L-AA 100pM + DFO 100puM

L-AA 100uM + FeCl; 100puM

DFO 50puM

FeCl; 50pM

FeCl; 50pM + DFO 50pM

L-AA 100puM + DFO 50uM

L-AA 100puM + FeCl; 50pM

DFO 25uM

FeCl; 25pM

FeCl; 25uM + DFO 25uM

L-AA 100uM + DFO 25uM

L-AA 100uM + FeCl3; 25uM

DFO 10puM

FeCl; 10pM

FeCl; 10pM + DFO 10uM

L-AA 100pM + DFO 10puM

L-AA 100uM + FeCl; 10uM

L-AA 100puM + FeCl; 50up + DFO 50pM

L-AA 100uM + FeCl3; 25uM + DFO 25uM

L-AA 100uM + FeCl3; 10uM + DFO 10pM

5-mCyt/10° dN |5-hmCyt/10° dN

5-fCyt/10° dN|5-caCyt/10° dN

5-hmUra/10° dN [Ura/10° dN |8-oxoGua/10°® dN

7,400 0,147| 14,543 1,073 3581 | 1,562
4,905 0,090] 13,430 1,075/b.d. b.d.

7,169 0,165/ | 16,282 1,231(0 304l | 1,771

27,391 1,344/ 197,07 1,312[0 2,84s( | 1,190

6,027 0,115/ 13,248 08570 2Je67|B | 1,353

10,951 0,292 | 31,236 1,008[8 2689l | 1,361

23,635 0,776 | 91,002 1,466

4,517 0,097| 12,540 1,447

7,383 0,169 13,371 1,062 !.H 1,120

8,504 0,173] 18,055 1,300 3536l | 1324

| 7,006 21,97 0,781 | 91,280 1,441 3,813 | 1,643

31,43 0,979 | 114,79 1,358(0 3,500 | 1,556

5,186 0,094( 11,865 1,101 3,415 | 1,496

7,746 0,145| | 16,460 1,010(b.d. B | 1540

7,992 0,162 | 17,205 1,211|b.d. b.d.

| 7,061 | 22,37 1,004 127,55 1,349 3,053l | 1,470
27,53 0,994 127,87

5,003 0,100] 12,399 o 388 IIH_ 1,597

7,368 0,143 15,046 1,012[00 32000 | 1481

7,554 0,144] 16,657 1,063 E.H 1,461

1,591 [l 240,50 1,795

1,265 189,84 1,470
1,430 210,72
| 6809 37,37 1,505 216,66
38,06 1,733/ 251,96

[ eeas 3941 1,725[I 242,99 156900 3,655 M 3,398
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Tabela 31 Poziomy modyfikowanych zasad azotowych w DNA po ekspozycji na rézne stezenia deferoksyaminy (DFO), chlorku zelaza
FeCls), witaminy C (L-AA) i kombinacji tych zwigzkédw w linii HAP1TETKO,

0,783 5,490 2,425

5,084 [1,899

1,163 5440l | 1,600

08590 5258 | 1,775

2,983

1,526

B 2638

127

0895l 6012l 2J298

1,158 6409l 2451

0988l 583l 2482

6418l 2,516

R EVE

121900 6,385 2,573

07230 5302(M 2,531

0,811 5,336 2,954

0775|5203 2,535

Zastosowany zwigzek 5-mCyt/10° dN |5-hmCyt/10° dN |5-fCyt/10° dN [5-caCyt/10° dN |5-hmUra/10° dN [Ura/10° dN [8-oxoGua/10° dN
Kontrola (DPBS) 4,196 0,082| | 14,06

DFO 100pM 3,525( 0,055 | 24,47 0,801|b.d. b.d
FeCl; 100uM [ 6938 4,597| | 0,113( | 14,74 0,996

L-AA 100uM | 6925 Noh;_ 1,034[0 1513

FeCl; 100uM + DFO 100uM [ 6941| | 4,816| | 0,111 | 15,87

L-AA 100pM + DFO 100pM 10,18] = 0,282 | 47,56

L-AA 100pM + FeCl; 100puM 18,59 0583 | 73,13 1,295[ 5,625 |
DFO 50uM 4,018| 0,055/ | 21,66

FeCl; 50uM 4,960| 0,113] 15,51

FeCl; 50uM + DFO 50uM 4,970| 0,100( | 16,90

L-AA 100pM + DFO 50puM 12,60 o510 | 64,05

L-AA 100puM + FeCl; 50puM 0,572 77,40

DFO 25uM 0,055] | 16,85 0,745

FeCl; 25uM 0,082| | 15,70 0,775|b.d.

FeCl; 25uM + DFO 25uM 0,097| | 18,69 0,766|b.d. b.d.
L-AA 100pM + DFO 25pM 0,770 111,7

L-AA 100uM + FeCl; 25uM 0,739] 1102,7 0,902[F  5,597|b.d.
DFO 10pM 0,068| | 16,04

FeCl; 10uM 0,093] 15,76

FeCl; 10uM + DFO 10uM 0,087| | 15,54

L-AA 100puM + DFO 10uM 0,930 140,1

L-AA 100uM + FeCl; 10uM 0,889 133,5 0,876l 5,743]
L-AA 100uM + FeCl; 100uM + DFO 100uM [ 7008 1,076/l 1576

L-AA 100pM + FeCl; 50up + DFO 50pM 161,9 1,066

L-AA 100pM + FeCl; 25uM + DFO 25uM 167,2 0,805

L-AA 100puM + FeCl; 10puM + DFO 10uM 115,9 0,744|b.d.

1,120 5,335 2,557

L 2,777

112400 sea@ 3175

5826[0 2,853

5,728/ 2,871

I | 1628
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Tabela 32 Poziomy modyfikowanych zasad azotowych w DNA po ekspozycji na rézne stezenia deferoksyaminy (DFO), chlorku zelaza (FeCls),

witaminy C (L-AA) i kombinacji tych zwigzkdéw w linii HAP1TET2KO,

Zastosowany zwigzek 5-mCyt/10° dN |5-hmCyt/10° dN

5-hmUra/10° dN |Ura/10° dN |8-oxoGua/10° dN

5-fCyt/10° dN |5-caCyt/10° dN
1

Kontrola (DPBS) 0,066 21,81 0,877|8 4,391 5,494
DFO 100uM 0,159 130,1 1,910|b.d. b.d.

FeCl; 100puM P 0,087 18,43 1,367 3068 | 4,630
L-AA 100uM 0,437 | 69,90 1,150 4,327 ] 4,791
FeCl; 100uM + DFO 100pM 1 0,076[ | 27,60 1,022[0 4,922 5,418
L-AA 100pM + DFO 100puM P 0,115/ 53,31 1,035(00 4,87s[ 6,599
L-AA 100puM + FeCl; 100pM 0,241 | 38,90 1,295(0. 406s[l. 5525
DFO 50puM | 0,022[ | 36,72 09718 4533 | 4,246
FeCl; 50uM 1 0,075[ | 24,46 1,053[00 4280l | 4,687
FeCl; 50pM + DFO 50pM 1 0,063( | 20,64 09310 43920 | 4348
L-AA 100pM + DFO 50puM | o191 | 49,03 1,223(0 4436 [s5,004
L-AA 100uM + FeCl; 50uM 0289 | 4376 1,852 4683l | 3,963
DFO 25uM 1 0,043[ | 31,94 0,813[0 4476 14,935
FeCl; 25pM - o108 | 3964 1,611|b.d. B 7353
FeCl; 25uM + DFO 25uM P | 0,099 | 37,12 1,755(b.d. b.d.

L-AA 100uM + DFO 25uM 0,273 | 44,93 1,008(8  3)ss4[l | 4,858
L-AA 100uM + FeCl; 25uM 0,401 . 61,89 1,395 - 5,808|b.d.

DFO 10uM 1 0,046 22,30 09410 asoa|[l 7,446
FeCl; 10pM 1 0,073 | 25,64 09680 4,43 6,789
FeCl; 10uM + DFO 10pM 1 0,046 | 30,26 09730 4374 | 4853
L-AA 100uM + DFO 10uM 0407]L | 60,81 1,504 a740[l | 4555
L-AA 100pM + FeCl; 10pM 0,390( 61,79 1,980 4603 6/158
L-AA 100uM + FeCl; 100uM + DFO 100uM [ TG g0 0,443| 61,96 1,215(00 a762(l 6,840
L-AA 100pM + FeCl; 50up + DFO 50pM 0,428 | 69,39 1,188 4608l 5764
L-AA 100pM + FeCl; 25uM + DFO 25uM 0,467 | 69,58 1,339[0 4,703 6024
L-AA 100pM + FeCl; 10uM + DFO 10uM 0,473 | 65,74 14310 4500 6671
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Tabela 33 Poziomy modyfikowanych zasad azotowych w DNA po ekspozycji na rézne stezenia deferoksyaminy (DFO), chlorku zelaza (FeCls),

witaminy C (L-AA) i kombinacji tych zwigzkéw w linii HAP1TET3KO,

Zastosowany zwigzek

5-mCyt/10° dN |5-hmCyt/10° dN

5-hmUra/10° dN |Ura/10° dN |8-oxoGua/10° dN

5-fCyt/10° dN [5-caCyt/10° dN
Kontrola (DPBS) 8,378| 0,111 | 17,56 0,308 48[ 5023
DFO 100pM 7,208| 0,045 | 30,74 1,021 I
FeCl; 100uM 9,311 0,162| | 16,38 1,456 4528 6,157
L-AA 100uM 39,18| 1,641/ 228, 1,792 as579[l 5553
FeCl; 100pM + DFO 100pM 8,979| 0,114 | 18,90 0,99 4314l 5987
L-AA 100uM + DFO 100pM 15,40 | 0,293 | 56,49 142[l 4703l 5752
L-AA 100uM + FeCl; 100pM 35,13 1081 1322 1,523[00 asso[ 6,189
DFO 50uM 7,036] 0,085/ | 23,22
FeCl; 50pM 9,157| 0,142| | 18,01 5,740
FeCl; 50uM + DFO 50pM 8,282| 0,123( 14,73 5,726
L-AA 100pM + DFO 50puM - 2020 o531 | 65,69
L-AA 100uM + FeCl; 50puM 35,00 1,064 1419 1,183 4505 6,099
DFO 25uM 6,988] 0,093/ | 18,29 0,901 4633 5.96p
FeCl; 25uM 8,606 | 0,123 19,09 0,995(b.d. B s)oo
FeCl; 25uM + DFO 25uM 8,375 | 0,118| | 17,25 0,880|b.d. b.d.
L-AA 100puM + DFO 25uM 124,42 10,863 | 113,7 1,493 4261 | 2,815
L-AA 100pM + FeCl; 25uM 34,23 1,081 149,2 0,948 4,143|b.d.
DFO 10pM I 0,085/ | 13,96 0,833 4,047 | 2,085
FeCl; 10uM l 0,105| | 16,60 0,745[00 39n[lf | 2,172
FeCl; 10uM + DFO 10uM [ 0,087[ 14,98 0688l 3,729 | 2,027
L-AA 100pM + DFO 10uM 119118 162,6 1,387(0 3,923 | 2,756
L-AA 100pM + FeCl; 10puM 166,3 09170 3,820[F | 1,884
L-AA 100uM + FeCl; 100uM + DFO 100uM [ 70041 68 191,2 107000 4411l ] 2235
L-AA 100uM + FeCl; 50up + DFO 50uM 1,465 2083 129500 50548 | 2576
L-AA 100uM + FeCl; 25uM + DFO 25uM 224,6 145800 490070 | 2,698
L-AA 100pM + FeCl; 10uM + DFO 10puM 2031 12260 a9 | 2622
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4.3. Wptyw innych czynnikdow na biatka TET

Podczas realizacji niniejszej pracy w gtéwnej mierze skupiono sie na potencjalnych
aktywatorach i inhibitorach aktywnosci biatek rodziny TET. Jednakze w toku prowadzonych
badan pojawily sie aspekty i pytania, ktére by¢é moze nie zawsze dotyczyty wptywu
poszczegdlnych substancji per se na aktywnos¢ biatek rodziny TET, ale obejmowaty
zagadnienia mogace wptywac na nig posrednio, a ktérych zbadanie niejako dopetnia obrazu,
jaki wytania sie z wczesdniejszych doswiadczen. Ponizej zestawiono wyniki eksperymentéw z
uzyciem szeregu czynnikdw, o nie do konca poznanych mechanizmach dziatania, ktore
potencjalnie mogg wptywac na epigenom komorki, a w szczegdlnosci wptywac na poziomy
epigenetycznych modyfikacji w DNA, ktérych powstawanie tradycyjnie przypisuje sie
aktywnosci biatek TET.

4.3.1 Ditiotreitrol

Ditiotreitrol (DTT) jest stabym, hydrofilowym reduktorem, zdolnym do redukowania
mostkéw disiarczkowych w tancuchach biatkowych, a co za tym idzie, jest czestym dodatkiem
do buforéow uzywanych podczas izolacji materiatu genetycznego. O ile w odczynnikach
zastosowanych na potrzeby realizacji niniejszej pracy nie wystepuje ten zwigzek, to autorzy
wielu publikacji dotyczacych analiz modyfikacji epigenetycznych w DNA zeznajg jego
uzywanie. Dlatego tez postanowiono zbada¢, czy ekspozycja komérek na DTT wptywa na
poziomy analizowanych modyfikacji epigenetycznych w DNA, a niejako przy okazji
odpowiedzie¢ na pytanie, czy inne zwigzki o potencjale redukcyjnym moga wptywaé na
obserwowane w DNA poziomy pochodnych 5-mCyt. W tym celu komérki linii HAP1WT
hodowano przez 24 godziny w obecnosci 0,5 mmol/l i 1 mmol/l DTT. Kontrole stanowity
komorki hodowane w medium z dodatkiem ekwiwalentnej objetosci rozpuszczalnika, a sam
eksperyment wykonano w trzech powtérzeniach biologicznych, ktérego wyniki przedstawiono
na Rycinie 34, a wyniki analiz statystycznych zamieszczono w Tabeli 34.

Warto zwrdci¢ uwage na zalezny od dawki, znamienny statystycznie wzrost poziomu

5-hmCyt, 5-fCyt i 5-caCyt po 24 godzinach ekspozycji na DTT.

129



Tabela 34 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdérek HAP1WT po 24-godzinnej hodowli w obecnosci ditiotreitrolu w

stezeniu 0,5 mmol/l i 1 mmol/I.

5-mCyt |DTT 1mM DTT 0,5mM| 5-hmCyt |DTT 1mM DTT 0,5mM
|[Kontrola 0,819 0,801|Kontrola <0,001 <0,001
[DTT 0,5mM 0,999 DTT 0,5mM 0,001
5-fCyt DTT 1mM |DTT 0,5mM| 5-caCyt |DTT 1mM |DTT 0,5mM
|[Kontrola <0,001 <0,001|Kontrola <0,001 <0,001
[DTT 0,5mM 0,074 DTT 0,5mM 0,197
5-hmUra |DTT 1mM |DTT 0,5mM Ura DTT 1mM |DTT 0,5mM
|[Kontrola 0,262 0,620(Kontrola 0,070 0,918
[DTT 0,5mMm 0,725 DTT 0,5mM 0,117
8-oxoGua | DTT 1mM |DTT 0,5mM
|[Kontrola 1,000 0,960
IDTT 0,5mM 0,956
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Rycina 34 Wptyw 24-godzinnej hodowli w
obecnosci 0,5 mmol/l i 1 mmol/I DTT na
poziomy modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komarek linii HAP1WT

Wyniki przedstawione jako $rednia +
odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach u dotu stupka), czarnymi
krzyzykami zaznaczono dane surowe,
poziome, czerwone linie pomiedzy
stupkami wskazujg na rdznice istotne
statystycznie.

DTT- ditiotreitol;
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4.3.2 Tetrahydrourydyna

Tetrahydrourydyna jest kompetycyjnym inhibitorem enzymoéw nalezgcych do
deaminaz cytydyny, a co za tym idzie jest zdolna do hamowania aktywnosci enzyméw, takich
jak biatko AID czy biatka rodziny APOBEC, ktdre potencjalnie mogg przeprowadzaé deaminacje
5-hydroksymetylocytozyny do 5-hydroksymetylouracylu. Teoretycznie, po jednoczesnej
ekspozycji komérek na witamine C i tetrahydrourydyne, obserwowane w DNA poziomy 5-
hmUra powinny wynika¢ jedynie z aktywnosci biatek TET. Potencjalnie, dzieki takiemu
podejsciu mozna odpowiedzie¢ na pytanie, o Zzrédta tej modyfikacji w DNA oraz oszacowac
udziat proceséw deaminacji i utleniania w jej powstawaniu. Ponadto monitorujgc poziom
uracylu i 8-oxoguaniny mozliwym jest okreslenie czy obserwowany poziom 5-hmUra moze by¢
wynikiem niespecyficznej deaminacji i oksydacji. Z powyzszych powoddéw postanowiono
przeprowadzi¢ eksperyment na parentalnej linii HAP1YT i z funkcjonalnymi, podwdjnymi
nokautami TET1KO/TET2KO, TET1KO/TET3KO i TET2KO/TET3KO polegajacy na 24-godzinnej
hodowli komérek w obecnosci tetrahydrourydyny (w koricowych stezeniach 0,1 pmol/l, 1
umol/l, 10 umol/l i 100 umol/l), a takze kombinacji tego zwigzku (wszystkich wymienionych
stezen) z witaming C w koricowym stezeniu 100 umol/l. Kontrole stanowity komorki
hodowane w medium z dodatkiem ekwiwalentnej objetosci rozpuszczalnika, a sam
eksperyment wykonano w trzech powtdrzeniach biologicznych. Jego wyniki przedstawiono na
Rycinie 35 (dla linii HAP1"7), Rycinie 36 (dla linii HAP17ETIKO/TET2KO) - Rycinie 37 (dla linii
HAP1TETIKO/TET3KO) j Rycinie 38 (dla linii HAP17ET/TET3K0) \Wyniki analiz statystycznych zawarto w
Tabeli 35 (dla linii HAP1YT"), Tabeli 36 (dla linii HAP1TETIKO/TET2KO) = Tapeli 37 (dla linii
HAP1TETIKO/TET3KO) i Tabeli 38 (dla linii HAP1TET2KO/TET3KO)

Warto zwrdci¢ uwage na fakt, iz we wszystkich przebadanych liniach komdérkowych
tetrahydrourydyna, niezaleznie od stezenia, nie wptywata na poziomy 5-hmCyt, 5-fCyt, 5-caCyt
i, co szczegdlnie istotne, 5-hmUra. Nie obserwowano takze réznic pomiedzy stymulujgcym
efektem witaminy C, a jednoczesng administracja tego zwigzku w potgczeniu z
tetrahydrourydyng (niezaleznie od stezenia). Wyjgtek stanowity podwyzszone poziomy 5-
hmCyt, 5-fCyt i 5-caCyt w linii HAP1TETIKO/TET3KO b6 jednoczesnej ekspozycji na witamine C i

tetrahydrourydyne w stezeniu 100 umol/I.
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Tabela 35 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1YT po 24-godzinnej hodowli w obecnosci réznych stezer
tetrahydrourydyny i ich kombinacji z 100 umol/l witaminy C.

5-meyt L-AA 100pM +]L-AA 100uM +|L-AA 100uM +|L-AA 100pM +|  THU THU THU THU L-AA
THU 100uM | THU 10pM | THU 1uM | THUO,uM | 100uM 10uM 1M 0,1uM 100uM
rola 0,992 0,340 0,976] 0,934 0,997 0,999 0,987 1,000 0,677
“AA 100uM 0,993 1,000 0,999 1,000 0,984 0,974 0,996 0,359
[mHu 0,1um 0,879 0,528 0,798 0,684 0,920 0,944 0,847
1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
1,000 0,997 1,000 1,000 1,000
1,000 0,999 1,000 1,000
L-AA 100pM +THU 0,1uM 1,000 1,000 1,000]
L-AA 100uM =+ THU 1uM 1,000 1,000]
L-AA +THU 1,000
5-hmCyt L-AA 100pM +]L-AA 100uM +]L-AA 100uM +|L-AA 100pM +|  THU THU THU THU L-AA
THU 100uM | THU 10pM | THU 1uM | THUO,AuM | 100uM 10uM 1M 0,1uM 100uM
rola <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000 1,000 1,000/ 1,000 <0,001]
-AA 0,924 0,977 0,863 0,985 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000 1,000 1,000
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000 0,998
10uM <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,999
[rHu 100um <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
L-AA +THU 0,370 1,000 1,000)
L-AA 100pM +THU 1M 0,170 1,000/
L-AA 100uM =+ THU 10uM 0,335
5-foyt L-AA 100pM +]L-AA 100uM +|L-AA 1004M +|L-AA 100pM +|  THU THU THU THU L-AA
THU 100uM | THU 10pM | THU 1uM | THUO,uM | 100uM 10uM 1M 0,1uM 100uM
rola <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000 1,000 1,000/ 1,000 <0,001]
-AA 0,088| 1,000 1,000] 1,000) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000 1,000 1,000
1M <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000 1,000)
[rHu 100m <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000)
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001
-AA +THU 0,06 1,000 1,000]
-AA +THU 0,02794 0,996,
-AA +THU 0,129|
S-caCyt L-AA 100pM +|L-AA 100uM +|L-AA 100uM +|L-AA 100pM +|  THU THU THU THU L-AA
THU 100uM | THU 10uM | THU 1uM | THUO,uM | 100uMm 10uM 1M 0,1uM 100uM
rola <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000 1,000 1,000/ 1,000 <0,001]
t “AA 100uM 0,025 1,000 0,982 1,000] <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
[ruo,1um <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000 1,000 1,000
[rHu 1am <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000 1,000)
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000)
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001
L-AA 100pM +THU 0,1uM 0,067 1,000 1,000]
L-AA 100uM =+ THU 1uM 0,200 1,000)
L-AA +THU 0,088
5-hmUra L-AA 100pM +]L-AA 100uM +|L-AA 100uM +|L-AA 100pM +|  THU THU THU THU L-AA
THU 100uM | THU 10pM | THU 1uM | THUO,uM | 100uM 10uM 1M 0,1uM 100uM
rola <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000 1,000 0,999 1,000 <0,001]
|-Aa 100um 1,000 1,000 1,000) 1,000 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000 1,000 1,000
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,999 1,000
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000)
100uM <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
L-AA 100uM + THU 0,1uM 1,000 1,000 1,000)
L-AA +THU 1,000 1,000/
L-AA +THU 1,000/
Ura L-AA 100pM +]L-AA 100uM +|L-AA 1004M +|L-AA 100pM +|  THU THU THU THU L-AA
THU 100uM | THU 10pM | THU 1M | THUO,AuM | 100uM 10uM 1M 0,1uM 100uM
rola 0,984] 0,660) 0,964 1,000 1,000 1,000 0,935 1,000 0,815
-AA 1,000 1,000 1,000 0,971 0,956] 0,954 1,000 0,747
0,966/ 0,581 0,934 1,000 1,000 1,000 0,893
1,000 1,000 1,000 0,997 0,993 0,993
10uM 0,999 0,865 0,997 1,000 1,000
[rHU 100um 0,999 0,869) 0,998 1,000)
L-AA +THU 1,000 0,902 0,999
L-AA +THU 1,000 0,999
L-AA 100uM =+ THU 10uM 0,996/
8-oxoGua L-AA 100pM +|L-AA 100uM +|L-AA 100uM +|L-AA 100pM +|  THU THU THU THU L-AA
THU 100uM | THU 10pM | THU 1uM | THUO,uM | 100uM 10uM 1M 0,1uM 100uM
rola 0,720 0,990/ 0,930 0,368| 0,912 0,504 0,648 0,993 0,869
-AA 1,000 1,000 1,000 0,995 1,000 1,000 1,000 1,000
0,1uM 0,996/ 1,000 1,000 0,386) 1,000 0,957 0,989
[rHU 1pm 1,000 0,992 1,000 1,000 1,000) 1,000)
1,000 0,965 0,997 1,000 0,998
1,000 1,000 1,000 0,988|
-AA +THU 1,000 0,901 0,983
“AA 100pM +THU 1uM 1,000 1,000)
-AA +THU 0,997
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Rycina 35 Wptyw 24-godzinnej hodowli w
obecnosci réznych stezen tetrahydrourydyny
i ich kombinacji z 100 umol/I witaminy C na
poziomy modyfikowanych zasad azotowych
w DNA komdrek linii HAP1"'.

Wyniki przedstawione jako $rednia
odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach u dotu stupka), czarnymi
krzyzykami zaznaczono dane surowe,
poziome, czerwone linie pomiedzy stupkami
wskazujg na rdznice istotne statystycznie.
THU - tetrahydrourydyna;

L-AA — kwas L-askorbinowy;
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Tabela 36 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1TETIKO/TET2KO n6 24-godzinnej hodowli w obecnosci réznych
stezen tetrahydrourydyny i ich kombinacji z 100 umol/l witaminy C.

5-mCyt L-AA 100pM +|L-AA 100pM +|L-AA 100uM +L-AA 100uM +]  THU THU THU THU L-AA
THU 100pM | THU 10pM | THU1pM | THUOApM |  100pM 10uM 1M 0,1uM 100uM
rola <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,837 <0,001
L-AA 1,000 0,393 1,000 0,380 1,000 1,000 0,805 <0,001
0,1uM <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,001 <0,001 0,006]
[rHu 1um 0,482 0, 0,301 1,000, 0,961 0,879
0,399 o;za 1,000 0,993 1,000
0,389 1,000 1,000 1,000
L-AA +THU 0,814 1,000 0,996/
L-AA 100puM + THU 1uM 0,398 0,999
L-AA +THU 0,881
5-hmCyt -AA 100pM +[L-AA 100pM +{L-AA 100pM +{L-AA 100pM+]  THU THU THU THU L-AA
THU 100pM | THU 10pM | THU1pM | THU OApM |  100pM 10uM 1M 0,11M 100uM
rola <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,397 1,000 0,996/ 0,851 <0,001
|LM 100uM 1,000 0,386 1,000| 0,054 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
[THU 0,1um <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,999] 0,991 0,999
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000 1,000
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001
L-AA 100uM + THU 0,1uM 0,052 0,537 0,053
L-AA 100uM + THU 1uM 1,000 0,985
L-AA +THU 0,984/
5-Cyt -AA 100pM +[L-AA 100pM +{L-AA 100pM +{L-AA 100pM+]  THU THU THU THU L-AA
THU 100pM | THU 10pM | THU1pM | THU OApM |  100pM 10uM 1M 0,1uM 100uM
|kontrola <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000 1,000/ 1,000 1,000 <0,001
|L-AA 100pm 1,000] 0,999| 0,581 0,545 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000, 1,000, 1,000
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000 1,000
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001
L-AA 100uM + THU 0,1uM 0,777 0,911 0,014]
L-AA 100uM + THU 1uM 0,356 0,222
L-AA +THU 1,000,
5-caCyt -AA 100pM +|L-AA 100pM +]L-AA 100pM +{L-AA 100pm+]  THU THU THU THU L-AA
THU 100pM | THU 10pM | THU1pM | THUOApM |  100pM 10uM 1M 0,1uM 100uM
|Kontrola <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000, 1,000 1,000 1,000] <0,001
|L-AA 100pm 1,000] 0,998 1,000 0,397 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000 1,000 1,000
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000 1,000
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000
100uM <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
L-AA 100uM +THU 0,1uM 0,924] 1,000 0,996,
L-AA +THU 1,000 0,998
L-AA +THU 0,346
5-hmUra -AA 100pM +{L-AA 100pM +{L-AA 100pM +L-AA 100pM+  THU THU THU THU L-AA
THU 100pM | THU 10pM | THU1pM | THU OApM | 100pm 10uM 1uM 0,11M 100uM
|kontrola 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000, 1,000 1,000 1,000 <0,001
L-AA 0,436 0,978 1,000| 1,000, <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000 1,000 1,000
0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000 1,000
10uM 0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000
[THU 100pM 0,001 <0,001 <0,001 <0,001
L-AA +THU 0,517 0,355 1,000|
L-AA +THU 0,320 0,995
L-AA 100uM + THU 10uM 0,067
Ura -AA 100pM +{L-AA 100pM +{L-AA 100pM +L-AA 100pM+  THU THU THU THU L-AA
THU 100pM | THU 10pM | THU1pM | THUOApM | 100pMm 10uM 1uM 0,11M 100uM
rola 0,396 0,987 0,347 1,000 0,999| 1,000 1,000 1,000 1,000}
L-AA 0,311 0,365 0,897 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000/
0,577 0,399) 0,391 1,000 0,984 1,000 0,396
1uM 0,167 0,845 0,711 0,387 1,000 0,399
[rHU 10um 0,464 0,994 0,971 1,000, 0,396
0,116 0,742 0,591 0,959|
L-AA +THU 0,678 1,000 0,998
L-AA +THU 0,381 1,000|
L-AA +THU 0,933
8-oxoGua -AA 100pM +{L-AA 100pM +{L-AA 100pM +L-AA 100pM+  THU THU THU THU L-AA
THU 100pM | THU 10pM | THU1pM | THU OApM |  100pM 10uM 1M 0,11M 100uM
rola 0,392 0,048 0,375 0,348 1,000 1,000 1,000 1,000/ 0,712
L-AA 1,000 0,768| 1,000 1,000 0,872 0,767 0,919 0,332
0,1uM 0,681 0,125 0,662 0,630 1,000 1,000 1,000
[rHu 1um 0,655 0,115 0,635 0,603 1,000 1,000
0,446 0,05 0,427 0,3 1,000
0,576 0,001 0,557 0,525
L-aa +THU 1,000 0,978 1,000/
L-AA 100puM + THU 1uM 1,000 0,971
L-AA +THU 0,966)
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Rycina 36 Wptyw 24-godzinnej hodowli w
obecnosci réznych stezen tetrahydrourydyny i ich
kombinacji z 100 umol/l witaminy C na poziomy
modyfikowanych zasad azotowych w DNA
kom©rek linii HAP1TETIKO/TETZKO,

Wyniki przedstawione jako $rednia + odchylenie
standardowe (wartosci w etykietach u dotu
stupka), czarnymi krzyzykami zaznaczono dane
surowe, poziome, czerwone linie pomiedzy
stupkami wskazujg na réznice istotne
statystycznie.

THU — tetrahydrourydyna;

L-AA — kwas L-askorbinowy;
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Tabela 37 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1TETIKO/TET3KO no 24-godzinnej hodowli w obecnosci réznych
stezen tetrahydrourydyny i ich kombinacji z 100 umol/l witaminy C.

5-mCyt L-AA 100pM +{L-AA 100pM +L-AA 100pM +L-AA 100pM + THU THU THU THU L-AA
THU 100puM | THU 10pM | THU 1pM | THUO,1pM | 100puM 10puM 1pM 0,1uM 100pM
rola 1,000 0,999 1,000 0,999 1,000, 1,000, 1,000, 1,000 0,916
L-AA 0,805 0,999 0,879 0,999 0,963 0,716 0,733 0,844
0,1uM 1,000 0,994 1,000 0,995 1,000 1,000 1,000
[rHu 1um 1,000 0,977 1,000 0,977 1,000, 1,000,
1,000 0,973 1,000, 0,973 1,000
1,000 1,000 1,000 1,000,
L-AA +THU 0,990 1,000 0,997
L-AA 100pM + THU 1uM 1,000 0,997
L-AA +THU 0,390
5-hmCyt -AA 100PM +{L-AA 100pM +L-AA 100pM +L-AA 100pM + THU THU THU THU L-AA
THU 100pM | THU 10puM | THU 1pM | THUO,1pM |  100puM 10uM 1pM 0,1uM 100uM
rola <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000, 1,000 1,000, 0,999 <0,001
|LM 100pM 0,002 0,979 0,454 0,525 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
[THU 0,2um <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000 1,000 0,997
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000 0,998|
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000,
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001
L-AA 100pM + THU 0,1uM 0,179 0,092 1,000|
L-AA 100pM + THU 1uM 0,219 0,073
L-AA +THU <0,001
5-fCyt -AA 100PM +{L-AA 100pM +L-AA 100pM +L-AA 100pM + THU THU THU THU L-AA
THU 100puM | THU 10puM | THU 1pM | THU O,1pM |  100pM 10uM 1pM 0,1uM 100pM
|[kontrola <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000 1,000 1,000, 1,000 <0,001
|L-aa 100pm <0,001 0,331 0,197 0,041 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000 1,000 1,000,
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000, 1,000,
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000,
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001
L-AA 100pM + THU 0,1uM 0,171 <0,001 0,997
L-AA 100pM + THU 1uM 0,035 0,001
L-AA +THU <0,001
5-caCyt -AA 100PM +{L-AA 100pM +L-AA 100pM +L-AA 100pM + THU THU THU THU L-AA
THU 100puM | THU 10pM | THU 1pM | THUO,1pM | 100puM 10puM 1pM 0,1uM 100pM
[kontrola <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000 0,997 1,000, 0,996 <0,001
|L-AA 100pm 0,037 0,542 1,000| 0,722 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000, 1,000, 1,000,
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000, 1,000,
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000,
100pM <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
L-AA 100pM + THU 0,1pM 0,686 0,023| 0,956
L-AA +THU 0,116 0,246
L-AA +THU 0,001
5-hmUra -AA 100PM +{L-AA 100pM +L-AA 100pM +L-AA 100pM + THU THU THU THU L-AA
THU 100pM | THU 10pM | THU 1pM | THUO,1pM | 100puM 10puM 1pM 0,1uM 100pM
[kontrola <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,970, 0,980, 0,769] 0,984/ <0,001
L-AA 0,514 0,994 0,213 1,000, 0,000; <0,001 0,001 <0,001
<0,001 0,001 <0,001 <0,001 1,000, 1,000 0,999/
<0,001 0,003 <0,001 <0,001 1,000, 1,000,
10puM <0,001 0,001 <0,001 <0,001 1,000,
[THU 100pm <0,001 0,001 <0,001 <0,001
L-AA +THU 0,850 0,873 0,501
L-AA +THU 1,000 0,037
L-AA 100pM + THU 10puM 0,124
Ura -AA 100PM +{L-AA 100pM +L-AA 100pM +L-AA 100pM + THU THU THU THU L-AA
THU 100puM | THU 10pM | THU 1pM | THUO,1pM |  100puM 10puM 1pM 0,1uM 100pM
rola 0,999 0,991 1,000 1,000, 0,889 0,97 1,000, 1,000 1,000
L-AA 1,000 1,000 1,000 0,999 0,974 0,99 1,000 1,000
1,000 0,997 1,000 1,000, 0,927 0,989 1,000
1pM 1,000 1,000 1,000 0,991 0,994 1,000
[rHU 10um 1,000 1,000| 0,975 0,873 1,000
0,998 1,000 0,883 o,si§|
L-AA +THU 0,983 0,926| 1,000|
L-AA +THU 0,999 0,990
L-AA +THU 1,000
YoROG -AA 100PM +{L-AA 100pM +L-AA 100pM +L-AA 100pM + THU THU THU THU L-AA
THU 100pM | THU 10puM | THU 1pM | THUO,1pM |  100puM 10uM 1pM 0,1uM 100uM
rola 0,784 0,652 0,413 1,000, 0,997 1,000 1,000 1,000 0,585
L-AA 1,000 1,000 1,000 0,379 0,962 0,356, 0,413 0,338
0,1uM 0,528 0,395 0,214 1,000 0,951 1,000 1,000
[rHu 1um 0,614 0,475 0,269 1,000 0,976 1,000,
0,549 0,414 0,227 1,000, 0,959
0,996 0,979 0,876| 0,967
L-AA +THU 0,576 0,439 0,244
L-AA 100pM + THU 1uM 1,000 1,000|
L-AA +THU 1,000
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Rycina 37 Wptyw 24-godzinnej hodowli w

STHUIUM  +THU 104M  #THU 1004M

obecnosci roznych stezen tetrahydrourydyny i ich
kombinacji z 100 umol/l witaminy C na poziomy
modyfikowanych zasad azotowych w DNA
komdrek linii HAP1TETIKO/TET3KO,

Wyniki przedstawione jako srednia + odchylenie
standardowe (wartosci w etykietach u dotu
stupka), czarnymi krzyzykami zaznaczono dane
surowe, poziome, czerwone linie pomiedzy
stupkami wskazujg na rdznice istotne
statystycznie.

THU - tetrahydrourydyna;

L-AA — kwas |-askorbinowy;
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Tabela 38 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1TET2KO/TET3KO no 24-godzinnej hodowli w obecnosci réznych
stezen tetrahydrourydyny i ich kombinacji z 100 umol/l witaminy C.

5-mCyt L-AA 100pM +|L-AA 100pM +|L-AA 100pM +|L-AA 100pM 4|  THU THU THU THU L-AA
THU 100pM | THU 10uM | THU 1uM | THU 0,1pM |  100pM 10pM 1M 0,1uM 100pM
rola 0,486 1,000 0,612 0,999 0,999 1,000 0,784 1,000, 1,000)
-AA 0,255 1,000 0,350 1,000| 0,964] 0,999 0,514 1,000
0,600 1,000 0,724 0,995 1,000| 1,000 0,872
1,000 0,853 1,000 0,379 0,992 0,881
10pM 0,613 1,000 0,737 0,995 1,000|
[THU 100pm 0,893 1,000) 0,954 0,901
L-AA 100uM +THU 0,1uM 0,171 0,997 0,243
L-AA +THU 1,000 0,698
L-aa +THU 0,572
5-hmCyt L-AA 100pM +|L-AA 100pM +|L-AA 100pM +|L-AA 100pM+  THU THU THU THU L-AA
THU 100pM | THU 10uM | THU 1uM | THU 0,1uM |  100uM 10pM 1M 0,1uM 100uM
rola <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000| 1,000 1,000 1,000 <0,001}
-AA 0,541 0,761 0,995 1,000| <0,001 <0,001 <0,001 <0,001]
0,1uM <0,001 <0,001 <0,001 <0,001] 1,000| 1,000 1,000
[THU 1um <0,001 <0,001 <0,001 <0,001] 1,000] 1,000)
[THU 10um <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000|
[THU 100um <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
L-AA +THU 0,662 0,646/ 0,980
L-AA +THU 0,140] 0,997
L-AA 100puM +THU 10puM 0,026
5-fCyt L-AA 100pM +|L-AA 100pM +|L-AA 100pM +|L-AA 100pM+  THU THU THU THU L-AA
THU 100pM | THU 10uM | THU 1uM | THU 0,1uM |  100pM 10pM 1M 0,1uM 100pM
[Kontrola <0,001 <0,001 <0,001 <0,001] 1,000| 1,000 1,000 1,000 <0,001}
|L-aa 100pm 0,869 0,453 0,922 0,700 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001]
[THU 0,1um <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000| 1,000 1,000
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000| 1,000
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000|
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001
L-AA +THU 0,071 1,000 1,000
L-AA 100puM + THU 1uM 0,171 0,995
L-aa +THU 0,031
5-caCyt L-AA 100pM +[L-AA 100pM +|L-AA 100pM +|L-AA 100pM+|  THU THU THU THU L-AA
THU 100pM | THU 10uM | THU 1uM | THU 0,1pM |  100pM 10pM 1M 0,1uM 100pM
[Kontrola <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,989 0,997 1,000 0,979 <0,001}
-AA 0,835 0,980 0,999 0,942 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000| 1,000 0,999
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001] 1,000| 1,000
<0,001 <0,001 <0,001 <0,001] 1,000|
100uM <0,001 <0,001 <0,001 <0,001]
L-AA 100uM +THU 0,1uM 0,171 1,000) 0,582
L-AA 100uM + THU 1uM 0,396 0,709
L-aa +THU 0,243
5-hmUra L-AA 100pM +|L-AA 100pM +|L-AA 100pM +|L-AA 100pM+  THU THU THU THU L-AA
THU 100pM | THU 10uM | THU 1uM | THU 0,1uM |  100uM 10pM 1M 0,1uM 100uM
rola <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 1,000| 0,942 0,421 0,803 <0,001}
-AA 0,854 0,963 0,995 0,915 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
0,001 <0,001 <0,001] 0,001] 0,831 1,000 1,000
1uM 0,003 0,001 0,001 0,002 0,454] 0,988
[THU 10um <0,001 <0,001 <0,001 <0,001] 0,955
[THU 100pm <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
L-AA +THU 1,000 1,000 1,000,
L-AA +THU 0,999 1,000
L-aa +THU 1,000
Ura L-AA 100pM +|L-AA 100pM +|L-AA 100pM +|L-AA 100pM+  THU THU THU THU L-AA
THU 100pM | THU 10uM | THU 1uM | THU 0,1uM |  100pM 10pM 1M 0,1uM 100pM
rola 1,000 1,000 0,991 0,968 1,000| 0,999 1,000 0,992 1,000)
i -AA 100pM 1,000 1,000 0,984 0,979 1,000| 1,000 1,000 0,995
[THU 0,1um 0,997 0,891 0,650 1,000| 0,965 1,000) 0,999
[THU 1um 1,000 0,998 0,956, 0,994 1,000| 1,000
% 1,000 0,959 0,786, 1,000| 0,992
1,000 1,000 0,999| 0,908
L-AA +THU 0,985 0,792 0,515
L-AA +THU 0,978 1,000
L-AA 100uM + THU 10pM 1,000
8-oxoGua L-AA 100pM +[L-AA 100pM +|L-AA 100pM +|L-AA 100pM+|  THU THU THU THU L-AA
THU 100pM | THU 10uM | THU 1uM | THU 0,1pM |  100pM 10pM 1M 0,1uM 100pM
[Kontrola 0,981 0,798 1,000 0,932 1,000| 0,876 0,991 0,986, 0,704}
|L-aa 100pm 0,163 0,053 0,508 1,000 0,848] 1,000 0,996/ 0,998
0,535 0,234 0,925 1,000| 0,998] 1,000 1,000
0,576 0,261 0,944 1,000| 0,999 1,000
0,286 0,103 0,713 1,000| 0,959
0,927 0,642 1,000 0,983
L-AA 100uM + THU 0,1uM 0,365 0,139 0,803
L-AA 100uM + THU 1uM 0,999 0,930]
L-aa +THU 1,000
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Rycina 38 Wptyw 24-godzinnej hodowli w
obecnosci roznych stezen tetrahydrourydyny i ich
kombinacji z 100 umol/l witaminy C na poziomy
modyfikowanych zasad azotowych w DNA
komdrek linii HAP1TET2KO/TET3KO,

Wyniki przedstawione jako srednia + odchylenie
standardowe (wartosci w etykietach u dotu
stupka), czarnymi krzyzykami zaznaczono dane
surowe, poziome, czerwone linie pomiedzy
stupkami wskazujg na rdznice istotne
statystycznie.
THU — tetrahydrourydyna;
L-AA — kwas L-askorbinowy;
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4.3.3 b5-azacytydyna

Kolejnym ciekawym zagadnieniem w kontekscie aktywnos$ci biatek rodziny TET jest ich
specyficznos¢ substratowa, gdyz dane literaturowe wskazujg na wieksze powinowactwo
omawianych enzymoéw do hemimetylowanego DNA (169). Co wiecej, w terapii wielu
nowotwordw stosuje sie czynniki demetylujgce, takie jak 5-azacytydyna, by zredukowaé
hipermetylacje w obrebie regionéw promotorowych gendéw supresorowych (144).
Wprowadzane przez ten zwigzek miejsca hemimetylowane mogg potencjalnie stanowic
atrakcyjny substrat dla biatek TET, co pozwala zintensyfikowaé proces aktywnej demetylacji
DNA (170). Postanowiono zatem zbada¢ wptyw 5-azacytydyny na poziomy epigenetycznych
modyfikacji w DNA komdrek parentalnej linii HAP1"T i z funkcjonalnymi, podwdjnymi
nokautami TET1KO/TET2KO, TET1KO/TET3KO i TET2KO/TET3KO, po ekspozycji na 0,1 umol/I,
1 umol/l, 2,5 umol/l'i 5 umol/I 5-azacytydyny. Takie podejscie powinno pomdc odpowiedzieé
na pytanie, czy poszczegdlne biatka rodziny TET réznig sie pod wzgledem powinowactwa do
hemimetylowanego DNA.

Hodowle komdérkowg wymienionych linii prowadzono przez 24 godziny w obecnosci
wybranych stezen 5-azacytydyny, a komodrki kontrolne hodowano w niezmodyfikowanym
medium. Eksperyment wykonano w trzech powtdrzeniach biologicznych, a jego wyniki
przedstawiono na Rycinie 39 (dla linii HAP1YT), Rycinie 40 (dla linii HAP1TETIKO/TET2KO) ‘Rycinie
41 (dla linii HAP1TETIKO/TET3KO) i Rycinie 42 (dla linii HAP1TET2KO/TET3KO) - \Wyniki analiz
statystycznych zamieszczono w Tabeli 39 (dla linii HAP1WT), Tabeli 40 (dla linii
HAP1TETIKO/TET2KO) ‘Tabeli 41 (dla linii HAP1TETIKO/TET3KO) i Tabeli 42 (dla linii HAP1TET2KO/TET3KO)

24-godzinna ekspozycja komédrek na 5-azacytydyne skutkowata znaczagcym obnizeniem
poziomu 5-mCyt w kazdej z badanych linii, a najwieksze spadki obserwowano w komadrkach
narazonych na 2,5 umol/l tego zwigzku. Jednoczesnie zaobserwowano istotny statystycznie
wzrost poziomu 5-hmUra w liniach HAP1WT, HAP17ETIKO/TET2KO j Ly Ap] TET2KO/TET3KO |3 kazdego ze
stezen 5-azacytydyny i w linii HAP1TETIKO/TET3KO g5 stezenia 5 umol/l. Co wiecej obserwowano
zalezny od dawki wzrost poziomu 5-caCyt po ekspozycji na 5-azacytydyne w linii HAP1Y/,
HAP1TETIKO/TET2KO j HAP]TET2KO/TETKO _ \y tej ostatniej obserwowano réwniez jednoczesny
spadek poziomu 5-fCyt. W przypadku 8-oxoGua w linii HAP1TET1KO/TET2KO odrzucono

wyniki dla stezen 2,5 umol/l i 5 pmol/l z uwagi na RSD przekraczajgce 15%.
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Tabela 39 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1WT po 24-godzinnej hodowli w obecnosci réznych stezer 5-

azacytydyny.
5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC
5-mCyt | Toom [25um | 1um | o,1pm | SThMEYE v | 2sum | 1um | 0,1um
|Kontrola <0,001| <0,001| <0,001| <0,001|Kontrola 0,033] 0,278 0,260/ 0,178
|5-azaC0,1p.M <0,001| <0,001| <0,001 5-azaC 0,1puM| 0,798 0,997 0,999
|5-azaC 1pm <0,001| 0,081 5-azaC 1uM 0,653 1,000
[5-azaC 2,5uM| 0,001 5-azaC 2,5uM| 0,625
5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC
5-fCyt | sum | 2,5um | 1am | 0,1um | 2T@EYE | Tsum [25um | 1M | 0,1um
|Kontrola 0,396/ 0,703| 0,120{ 1,000|Kontrola <0,001 0,012 0,612 0,925
|5-azaC0,1p.M 0,311 0,595 0,090 5-azaC 0,1uM |<0,001 0,042 0,963
|5-azaC 1puM 0,904, 0,624 5-azaC 1uM [<0,001 0,114
[5-azaC 2,5uM| 0,977 5-azaC 2,5uM |<0,001
5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC
5-hmUra | "5 v (5 sum | 1um | 0,1um Ura SuM | 2,5uM | 1uM | 0,1uM
|Kontrola 0,001, 0,002 0,001 0,015|Kontrola 0,823 0,987, 0,596 0,967
[5-azac0,1pM| 0,358 0,677| 0,274 5-azaC 0,1pM| 0,992 1,000 0,909
[5-azac 1uM | 1,000, 0,922 5-azaC1yM | 0,992 0,854
[5-azaC 2,5uM| 0,971 5-azaC 2,5uM| 0,977
5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC
8-oxoGua | 5 \ 25.m | 1uM | 0,1uM
|Kontrola 0,999, 1,000{ 0,918 0,817
|5-azaC 0,lpuM| 0,677 0,737 0,999
[5-azac 1um | 0,810/ 0,860
[5-azaC 2,5uM| 1,000
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16,0612,62) 1963298 (22524509 [34,78:7,53)  69,38¢7,01

Kontrola ~ 5-azaC0,1uM  5-azaC1pM  5-azaC2,54M  5-azaC5pM

7,17410,302 |7,428:0,410| |7,770£0,654| (7,37240,521| |7,60110,510

Kontrola 5-a2aC0,1yM  5-azaC1uM  5-azaC25uM  5-azaC5uM
Rycina 39 Wptyw 24-godzinnej hodowli w

[=
w o

Ura / 10° dN

~

obecnosci réznych stezer 5-azacytydyny na
poziomy modyfikowanych zasad azotowych
w DNA komdrek linii HAP1"',

Wyniki przedstawione jako srednia *
odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach u dotu stupka), czarnymi
krzyzykami zaznaczono dane surowe,
poziome, czerwone linie pomiedzy stupkami
wskazujg na rdznice istotne statystycznie.
5-azaC — 5-azacytydyna;
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Tabela 40 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1TETIKO/TET2KO n6 24-godzinnej hodowli w obecnosci réznych
stezen 5-azacytydyny.
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5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC
S-mCyt | om |25uM | 1um | o1um | OOV | s [ 25um | 1M | 0,1um
Kontrola <0,001] <0,001| <0,001] 0,001|Kontrola 0,109, 0,782 0,568 1,000
5-azaC0,1uM | <0,001| <0,001] <0,001 5-azaC0,lpuM| 0,141) 0,873 0,679
5-azaC 1pM 0,026| 0,026 5-azaC 1pM 0,612| 0,994
5-azaC2,5uM | <0,001 5-azaC2,5uM | 0,426

5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC

SVt | sum | 250m | 1um [oaum | O7@CYE | v | 250M | 1um [ 0,1um

Kontrola 0,544 0,387 0,863 0,995|Kontrola 0,055 0,187/ 0,980, 0,986
5-azaC0,luM| 0,379 0,243| 0,679 5-azaC0,1uM| 0,029 0,092] 1,000
5-azaC 1pM 0,949, 0,882 5-azaC1pM 0,027 0,086
5-azaC2,5uM| 1,000 5-azaC2,5puM | 0,798

5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC
5-hmUra | "o 1 1 25um | 1um | 0,2uM Ura SuM | 2,5uM | 1uM | 0,1uM
Kontrola <0,001| <0,001| <0,001| <0,001|Kontrola 0,554, 0,974 0,999, 0,993
5-azaC0,1uM| 0,011 0,079) 0,723 5-azaC0,1uM| 0,754/ 1,000 1,000
5-azaC 1uM 0,056/ 0,432 5-azaC 1pM 0,687 0,997
5-azaC2,5puM | 0,487 5-azaC2,5pM | 0,835
8-oxoGua | 5-azaC1luM 5-azaC0,1uM
Kontrola 0,294 0,736
5-azaC0,1uM 0,545
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3.95210.0?5' 4,14340,199 4,33240,117

5-hmCyt
30

P
&

r
(=]

S5-hmCyt / 10° dN
s o
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I?,Z%!OASS 7,36910,235 ?.32?!0.230' 7,42440,329|  |7,775£0,587
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5-azaC0,1uM

SaaClgM  SazaC25M  S-azaC M

1,947

5-azaC 1uM

Kontrola ~ 5-azaC01pyM  5-azaClyM  5-azaC25uM  5-azaC5puM
Rycina 40 Wptyw 24-godzinnej hodowli w
obecnosci réznych stezen 5-azacytydyny na
poziomy modyfikowanych zasad azotowych
w DNA komdrek linii HAP1TETIKO/TET2KO,

Wyniki przedstawione jako $rednia +
odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach u dotu stupka), czarnymi
krzyzykami zaznaczono dane surowe,
poziome, czerwone linie pomiedzy stupkami
wskazujg na rdznice istotne statystycznie.
5-azaC — 5-azacytydyna;
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Tabela 41 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1TETIKO/TET3KO no 24-godzinnej hodowli w obecnosci réznych

stezen 5-azacytydyny.

5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC
5-mCyt | Toom [25um | 1um | o,1pm | SThMEYE v | 2sum | 1um | 0,1um
|Kontrola <0,001| <0,001| <0,001| 0,049|Kontrola 0,980, 0,325 0,368 0,844
|5-azaC0,1p.M <0,001| <0,001| <0,001 5-azaC 0,1pM| 0,550, 0,848/ 0,889
|5-azaC 1uM 0,998 0,048 5-azaC 1uM 0,175/ 1,000
[5-azaC 2,5uM| 0,030 5-azaC 2,5uM| 0,151
5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC
5-fCyt | sum | 2,5um | 1am | 0,1um | 2T@EYE | Tsum [25um | 1M | 0,1um
|Kontrola 0,048 0,001 1,000, 0,143|Kontrola 0,305 0,998 1,000 0,997
|5-azaC0,1p.M 0,001 <0,001f 0,115 5-azaC 0,1pM| 0,195 0,968/ 1,000
|5-azaC 1uM 0,060, 0,001 5-azaC 1uM 0,253 0,991
[5-azaC 2,5uM| 0,126 5-azaC 2,5uM| 0,439
5-hmUra 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC Ura 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC
S5puM | 2,5uM | 1pM | 0,1uM S5uM | 2,5pM | 1pM | 0,1pM
|Kontrola 0,016/ 0,353| 0,361 0,129Kontrola 1,000{ 0,342 0,849 0,544
|5-azaC0,1p.M 0,653| 0,947 0,942 5-azaC 0,1pM| 0,496 0,988 0,961
|5-azaC 1um 0,284, 1,000 5-azaC 1uM 0,807, 0,789
[5-azaC 2,5uM| 0,292 5-azaC 2,5uM| 0,306
8-oxoGua 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC
S5puM | 2,5uM | 1pM | 0,1uM
|Kontrola 0,628 0,467 0,963 0,989
|5-azaC 0,1uM| 0,843 0,800/ 1,000
[5-azac 3uM | 0,855 0,799
[5-azaC 2,5uM| 1,000
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S-caCyt
100

3 8 8

5-caCyt / 10° dN
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31,39£20,06| 127,93t6,70) |29,91:12,00| |34,5115,32 [48,47117,35

Kontrola ~ 5-azaC01pM  5-azaClpM  5-azaC2,5pM  5-azaC5uM

S-hmUra
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5-hmUra / 10° dN
T &8 &5 8 % 8 & 8

3,32340,555 [3,957+0,067| |3,78240,085 |3,7860,196 |4,408£0,191

Kontrola ~ 5-azaC0,1pM  5-azaC1yM  5-azaC2,5uM  5-azaC5pM

7,639:0,163 |7,168:0,140 |7,342¢0,173  |7,04240,601  (7,667+0,044

Ura / 105 dN
w A Te e o~
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0,00

Kontrola ~ 5-azaC0,1pM  5-azaC1pM  5-azaC2,5uM  5-azaC5uM

8-ox0Gua
30

" 1,643£0,206 1,710£0,101)  |1,826£0,042

Kontrola ~ 5-azaC0,1yM  5-azaC1pM  5-azaC 2,5uM

8-oxoGua / 10° dN
= e ~ ~
s - = >

=
w

1,697£0,076

5-azaC 5uM

Kontrola ~ 5-azaC0,JyM  5-azaC1pM  5-a2aC2,5uM  5-azaC5pM
Rycina 41 Wptyw 24-godzinnej hodowli w
obecnosci roznych stezen 5-azacytydyny na
poziomy modyfikowanych zasad azotowych
w DNA komdrek linii HAP1TETIKO/TET3KO

Wyniki przedstawione jako srednia +
odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach u dotu stupka), czarnymi
krzyzykami zaznaczono dane surowe,
poziome, czerwone linie pomiedzy stupkami
wskazujg na rdznice istotne statystycznie.
5-azaC — 5-azacytydyna;
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Tabela 42 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1TET2KO/TET3KO no 24-godzinnej hodowli w obecnosci réznych
stezen 5-azacytydyny.

5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC
5-mCyt | "om [25um | 1M | o1pm | STPMEYE | Toim | 2sum | 1M | 0,1um
Kontrola <0,001| <0,001| <0,001| <0,001|Kontrola 0,946 0,577 0,997 0,998
[5-azac 0,1um| <0,001] <0,001] <0,001 5.azaC 0,1uM | 0,844 0,422 1,000
[5-azaC 1uMm 0,971 0,421 5-azaC 1uM 0,826/ 0,403
5-azaC 2,5uM| 0,189 5-azaC 2,5uM | 0,927

5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC

S-fCyt | oM | 25uMm | 1um | o,apm | OC@CYE | Teum | 25um | 1um | 0,1um

Kontrola 0,001/ <0,001] 0,004 0,640/Kontrola <0,001 0,001 0,239 0,968
[5-azac 0,1um| 0,004] 0,002] 0,030 5-azaC 0,1uM | <0,001] 0,001 0,517
[5-azaC 1uM 0,699 0,332 5-azaC 1uM 0,003 0,008
5-azaC 2,5uM| 0,951 5-azaC 2,5uM | 0,943

5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC
5-hmUra | "o v |2 sum | 1um | 0,1um Ura SuM | 2,5uM | 1pM | 0,1pM
Kontrola 0,002] 0,003 0,025 0,012|Kontrola 0,046 0,193 0,133 0,557
[5-azac 0,1umM| 0,754 0,817| 0,990 5.azaC0,1uM| 0,016 0,073 0,328
[5-azaC 1um 0,502| 0,571 5-azaC 1uM 0,003 0,013
5-azaC 2,5uM| 1,000 5-azaC 2,5uM | 0,401

5-azaC | 5-azaC | 5-azaC | 5-azaC
8-0xoGua | 5 1 | 25um | 1uM | 0,1uM
Kontrola 1,000, 0,991| 0,777 0,803
[5-azac 0,1um| 0,779 0,559 1,000
[5-azacipM | 0,751 0,529
[5-azac 2,5um| 0,994
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Rycina 42 Wptyw 24-godzinnej hodowli w
obecnosci réznych stezen 5-azacytydyny na
poziomy modyfikowanych zasad azotowych
w DNA komdrek linii HAP1TET2KO/TET3KO,

Wyniki przedstawione jako srednia +
odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach u dotu stupka), czarnymi
krzyzykami zaznaczono dane surowe,
poziome, czerwone linie pomiedzy stupkami
wskazujg na rdznice istotne statystycznie.
5-azaC — 5-azacytydyna;
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4.3.4 Chlorek kobaltu(ll)

Jak juz wspomniano wczesniej, dwuwartosciowe jony metali ciezkich moga
konkurowad z jonami zelaza o miejsce w centrum aktywnym réznych enzymow w tym biatek
TET. Jony kobaltu stanowig szczegdlnie ciekawy przypadek, poniewaz potrafig réowniez
wypieraé jony zelaza z centrum aktywnego hydroksylaz prolinowych, hamujac ich aktywnosg,
co skutkuje akumulacjg biatka HIF1la i indukcja w komdrce stanu podobnego do hipoks;ji.
Postanowiono zatem zbadaé wptyw tego zwigzku na komérki parentalnej linii HAP1"7 | z
funkcjonalnymi,  podwdjnymi,  nokautami:  TET1KO/TET2KO, TET1KO/TET3KO i
TET2KO/TET3KO, hodujac je przez 24 i 48 godzin w obecnosci chlorku kobaltu (Il) w stezeniach:
50 umol/l, 100 umol/l i 200 umol/l. Do komérek kontrolnych dodawano 100 pl czystej
chemicznie, sterylnej wody. Wyniki eksperymentu przedstawiono na Rycinie 43 (dla linii
HAP1YT), Rycinie 44 (dla linii HAP1TETIKO/TET2KO) ‘Rycinie 45 (dla linii HAP1TETIKO/TET3KO) j Rycinie
46 (dla linii HAP1TET2KO/TET3KO) \Wyniki analiz statystycznych zamieszczono w Tabeli 43 (dla linii
HAP1Y"), Tabeli 44 (dla linii HAP17ETIKO/TET2KO) ‘Taheli 45 (dla linii HAP1TETIKO/TET3KO) j Tapeli 46
(dla linii HAP1TET2KO/TET3KO),

W linii HAP1YT obserwowano zaleiny od dawki spadek 5-hmCyt i 5-fCyt po w
komadrkach narazonych na chlorek kobaltu(ll), zaréwno po 24, jak i 48 godzinach inkubacji. W
przypadku 5-caCyt spadek byt istotny statystycznie jedynie w przypadku komodrek
hodowanych przez 48 godzin w obecnosci jonéw kobaltu. Warto zauwazyé, iz bazowy poziom
tych modyfikacji byt istotnie wyzszy, w komérkach hodowanych przez 48 godzin.

W linii HAP1TETIKO/TET2KO ghserwowano istotny statystycznie spadek poziomu 5-hmCyt
po ekspozycji na chlorek kobaltu, w obu punktach czasowych. Co ciekawe zaobserwowano
rowniez istotny statystycznie wzrost poziomu 5-caCyt po 24-godzinnej ekspozycji na 200
umol/I chlorku kobaltu.

W przypadku linii HAP1TETIKO/TETSKO - ghserwowano istotny statystycznie spadek 5-
hmCyt i 5-fCyt w komdrkach narazonych na chlorek kobaltu(ll), zaréwno po 24, jak i 48
godzinach inkubacji. W przypadku 48-godzinnej ekspozycji efekt byt zalezny od dawki
badanego zwigzku. W przypadku 5-caCyt obserwowany spadek byt istotny statystycznie
jedynie w przypadku komérek hodowanych przez 48 godzin w obecnosci jondéw kobaltu.
Ponadto, w komaérkach kontrolnych zaobserwowano istotne statystycznie réznice w poziomie

5-hmCyt, 5-fCyt, 5caCyt (wzrost) i 8-oxoGua (spadek) pomiedzy 24 a 48 godzinami hodowli.
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W linii HAP17ET2KO/TET3KO ghserwowano istotne statystycznie spadki poziomu 5-hmCyt
(zalezne od dawki) i 5-fCyt po ekspozycji na jony kobaltu w obu badanych punktach czasowych.
Ponadto, 24-godzinna hodowla w obecnosci chlorku kobaltu, niezaleznie od stezenia, istotnie

obnizyta poziom 5-hmUra w tej linii komdérkowej.
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Tabela 43 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1WT po 24- | 48-godzinnej hodowli w obecnosci réznych
stezen chlorku kobaltu(ll).

5-mCyt cocl2 CoCl2 |coC250uM| Kontrola | CoCl2 cocl2  |coci2 sopm|
200pM 48h [100pM 48h|  4s8h ash  |200uM 24h[100pM 2ah|  24h
Kontrola 2ah 0,019| 0,002 0,007 0,085/ 0,001 0,017 0,336
coci2 50pM 24h 0,717 0,164 0,403 0,987, 0,077 0,696
coci2 100um 24h 1,000 0,945 0,999 0,988 0,775
coci2 200um 24h 0,756 1,000 0,962 0,311
Kontrola 48h 0,990 0,539 0,866
coci2 50uM 48h 0,999 0,998
coci2 100um 4sh 0,936
5-hmCyt cocl2 CoCl2 |coC250uM| Kontrola | CoCl2 cocl2  |coci2 5oum|
200pM 48h [100pM 48h|  4s8h ash  |200uM 24h[100pM 2ah|  24h
Kontrola 24h <0,001]  <0,001] <0001 <0001 <0001 <0001  <0,001
coci2 50pM 24h <0,001 09100 <0,001] <0001  <0,001 0,172
coci2 100um 24h 0,003 0,018 <0001  <0,001 0,032
coci2 200um 2ah 0,924 <0001 <0001  <0,001
Kontrola 48h <0,001]  <0,001]  <0,001
coci2 50uM a8h <0,001 0,001
coci2 100um 48h <0,001
5-fcyt cocl2 CoCl2 |coC250uM| Kontrola | CoCl2 cocl2  |coci2 5oum|
200pM 48h [100pM 48h|  4s8h ash  |200uM 24h[100pM 2ah|  24h
Kontrola 2ah <0,001 0,574 0,983  <0,0010 <0001 <0001  <0,00]
coci2 50pM 24h 0498 <0001 <0001  <o,001 0,575 1,000
coci2 100um 2ah 0778] <0001 <0001  <0,001 0,842
coci2 200um 24h 1,0000  <0,001] <0001  <0,001
Kontrola 48h <0,001]  <0,0010  <0,001
coci2 50uMm a8h <0,001] 0,169
coci2 100um 4sh <0,001
5-caCyt cocl2 CoCl2 |coC250uM| Kontrola | CoCl2 CoCl2  |CoCl250uM
200pM 48h [100pM 48h|  4s8h ash  |200uM 24h[100pM 2ah|  24h
Kontrola 2ah 1,000 0,686 0,999 0,021] 0,995 0,582 0,759
coci2 50uM 24h 0,863] 1,000 0,968 0,001} 0,356 1,000
coci2 100um 24h 0,708] 1,000 0,884 0,001} 0,227
coci2 200um 24h 0,978 0,296 0,890 0,080
Kontrola 48h 0,014 0,001 0,007
coci2 s50pm a8h 1,000 0,940
coci2 100um 4sh 0,803
5 hmUra cocl2 CoCl2 |coC250uM| Kontrola | CoCl2 cocl2  |coci2 5oum|
200pM 48h [100pM 48h|  4s8h ash  |200uM 24h[100pM 2ah|  24h
Kontrola 24h 0,013 0,263 0,051 0,062, 0,971 1,000 1,000
coci2 50pM 24h 0,027 0,450 0,104 0,126] 0,999 1,000
coci2 100um 24h 0,022 0,396 0,087 0,106, 0,996
coci2 200um 24h 0,082 0,788 0,274 0,321
Kontrola 48h 0,988| 0,987 1,000
coci2 50uM a8h 0,995 0,975
coci2 100um 4sh 0,701
Ura cocl2 CoCl2 |coC250uM| Kontrola | CoCl2 cocl2  |coci2 5oum|
200pM 48h [100pM 48h|  4s8h ash  |200uM 24h[100pM 2ah|  24h
Kontrola 24h 0,994 0,998 1,000 0,485/ 0,976 1,000 1,000
coci2 50pM 24h 0,994 0,998 1,000 0,485/ 0,976 1,000
coci2 100um 24h 0,997 0,996 1,000 0,448 0,984
coci2 200um 24h 1,000 0,756 0,999 0,118
Kontrola 48h 0,169 0,840 0,297
cocl2 50um ash 1,000| 0,967
coci2 100um 48h 0,859
8-oxoGUa cocl2 CoCl2 |coC250uM| Kontrola | CoCl2 CoCl2  |CoCl250uM
200pM 48h [100pM 48h|  4s8h ash  |200uM 24h[100pM 2ah|  24h
Kontrola 2ah 1,000 0,967, 0,934 0,595/ 0,947 1,000 0,999
coci2 50pM 24h 0,997 0,762 0,679 0,296, 0,999 1,000
coci2 100um 24h 1,000 0,897 0,836 0,442, 0,988
coci2 200um 24h 0,917 0,451 0,373 0,125/
Kontrola 48h 0,661 0,987 0,996
coci2 50uMm a8h 0,960 1,000
coci2 100um 4sh 0,982
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Rycina 43 Wptyw 24- i 48-godzinnej hodowli w
obecnosci réznych stezen chlorku kobaltu(ll) na
poziomy modyfikowanych zasad azotowych w
DNA komorek linii HAP1YT,

Wyniki przedstawione jako srednia * odchylenie
standardowe (wartosci w etykietach u dotu
stupka), czarnymi krzyzykami zaznaczono dane
surowe, poziome, czerwone linie pomiedzy
stupkami wskazujg na réznice istotne
statystycznie. W przypadku 5-hmCyt czarnymi,
poziomymi liniami zaznaczono brak istotnych
réznic statystycznych.
CoCl2 — chlorek kobaltu(ll)
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Tabela 44 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1TETIKO/TET2KO n6 24- j 48-godzinnej hodowli w obecnosci
réznych stezen chlorku kobaltu(ll).

S-mCyt cocl2 coCl2  |cocl250uM| Kontrola | cocl2 Cocl2  |cocl2 5opm|
200pM 48h [100pM 48h | 4sh agh  |200uM 24h|100pM 2ah|  24h
Kontrola 2ah <0,001] 0,020 0,293 0,197, 1,000 0,738 1,000
cocl2 soum 2ah 0,001 0,038 0,463 0,330 0,993 0,897
coci2 100pM 24h 0,006 0,330 0,990 0,954 0,495
cocl2 200pM 24h <0,001] 0,009 0,152 0,097
Kontrola 48h 0,046 0,897 1,000
cocl2 soum ash 0,029] 0,783
cocl2 100pm a8h 0,384
5-hmCyt cocl2 coCl2  |cocl250uM| Kontrola | cocl2 cocl2  |cocl2 sopm|
200pM 48h [100pM 48h | 4sh agh  |200uM 24h|100pM 2ah|  24h
Kontrola 2ah <0,001]  <0,001 <0,001 <0,001 <0,001] <0,001] <0,001}
cocl2 50um 2ah <0,001 0,174 0,199 <0,001 0,191 0,221
cocl2 100pM 24h <0,001] 1,000 0,002 <0,001 1,000
coci2 200pm 24h <0,001] 1,000 0,001 <0,001
Kontrola 48h <0,001] <0001 <0,001
cocl2 soum ash <0,001 0,001
cocl2 100pm a8h <0,001
5-fcyt cocl2 coCl2  |cocl250uM| Kontrola | cocl2 CoCl2  |coCl250uM
200pM 48h [100pM 48h | 4sh agh  |200uM 24h|100pM 2ah|  24h
Kontrola 2ah 0,364 0,929 1,000 0,450 1,000 0,994 0,999
cocl2 50um 2ah 0,573| 0,998 1,000 0,209 1,000 1,000
coci2 100pm 24h 0,460 1,000| 1,000 0,152 0,997,
cocl2 200pm 24h 0,831 0,948| 1,000 0,410
Kontrola 48h 0,994 0,070| 0,327
cocl2 50um ash 0,746 0,978
cocl2 100pm a8h 0,251
5-caCyt cocl2 coCl2  |cocl250uM| Kontrola | cocl2 cocl2  |cocl2 sopm|
200pM 48h [100pM 48h | 4sh agh  |200uM 24h|100pM 2ah|  24h
Kontrola 2ah 0,297 0,918 0,633 0,066/ 0,024 0,267, 0,896
cocl2 soum 2ah 0,244 0,978] 0,728 0,085/ 0,018 0,218
cocl2 100pm 24h 0,943 0,228 0,121 0,007 0,197
coci2 200pm 24h 0,175| 0,019 0,009 <0,001
Kontrola 48h 0,008] 0,081 0,157
coci2 soum ash 0,137] 0,707
cocl2 100pm a8h 0,25
5-hmUra cocl2 coCl2  |cocl250uM| Kontrola | cocl2 cocl2  |cocl2 sopm|
200pM 48h [100pM 48h | 4sh agh  |200uM 24h|100pM 2ah|  24h
Kontrola 2ah 0,996 0,991 0,880 0,308 1,000 0,963 1,000
cocl2 soum 2ah 1,000 0,999 0,944 0,404 1,000 0,989
coci2 100pM 24h 1,000 1,000 1,000 0,860 0,996
cocl2 200pM 24h 1,000 1,000 0,969 0,473|
Kontrola 48h 0,683| 0,744 0,953
cocl2 soum ash 0,998] 0,999
cocl2 100pm a8h 1,000
Ura cocl2 coCl2  |cocl250uM| Kontrola | cocl2 cocl2  |cocl2 sopm|
200pM 48h [100pM 48h | 4sh agh  |200uM 24h|100pM 2ah|  24h
Kontrola 2ah 0,912 0,999 0,065 0,145/ 0,538 0,919 1,000
cocl2 50um 2ah 0,871 1,000 0,080 0,175/ 0,474 0,380
cocl2 100pM 24h 1,000 0,633 0,007 0,016] 0,994
cocl2 200pm 24h 0,995 0,246 0,002 0,004
Kontrola 48h 0,015 0,360 1,000
cocl2 50um ash 0,006 0,182
cocl2 100pm a8h 0,620
3-ox0Gua cocl2 coCl2  |cocl250uM| Kontrola | cocl2 cocl2  |cocl2 sopm|
200pM 48h [100pM 48h | 4sh agh  |200uM 24h|100pM 2ah|  24h
Kontrola 2ah 0,895, 1,000 1,000 0,874 1,000 1,000 1,000
coci2 soum 2ah 0,963| 0,999 1,000 0,755/ 1,000 1,000
cocl2 100pm 24h 0,931 1,000 1,000 0,824 1,000,
cocl2 200pm 24h 0,945 1,000 1,000 0,800
Kontrola 48h 0,227 0,980 0,852
cocl2 50um ash 0,913 1,000
coci2 100um 48h 0,837
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CoCl2 — chlorek kobaltu(ll);
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Tabela 45 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1TETIKO/TET3KO no 24- j 48-godzinnej hodowli w obecnosci
réznych stezen chlorku kobaltu(ll).

S-mCyt coclz CoCl2  |CoCl250pM| Kontrola | Cocl2 CoCl2  |CoCl2 50pM
200pM 48h [ 100uM 48h|  4sh ash  |200uM 24h|100pM 2ah| 24k
Kontrola 2ah 0,018| 0,062 0,214 0,053 0,243| 0,699 0,999
cocl2 s0um 2ah 0,051| 0,164 0,464 0,142 0,510 0,940
CoCl2 100pM 24h 0,338] 0,708| 0,975 0,658 0,985,
Coci2 200pM 24h o,zﬁ 0,991/ 1,000 0,984,
Kontrola 48h 0, 1,000 0,991
cocl2 soum a8h 0,856 0,995
cocl2 100pm 48h 0,997
5-hmCyt coclz CoCl2  |CoCl250pM| Kontrola | Cocl2 cocCl2  |coCl2 50pm|
200pM 48h [ 100uM 48h|  4sh ash  |200uM 24h|100pM 2ah| 24k
Kontrola 2ah <0,00] <0001 <0001 <0001l  <o,001] <0001  <o0,001
Cocl2 50um 2ah <0,001] 0,259  <0,001  <0,00  <0,001 0,002
CoCl2 100pM 24h <0,001] 0,197  <0,001  <0,001 0,365
cocl2 200pm 24h <0,001] 0,003 <0001  <o,001]
Kontrola 48h <0,00] <0001  <o0,001]
[cocl2 s0um a8h <0,00]  <0,001]
CoCl2 100pM 48h <0,001]
5-fcyt coclz CoCl2  |CoCl250pM| Kontrola | Cocl2 cocCl2  |coCl2 50pm|
200pM 48h [ 100uM 48h|  4sh ash  |200uM 24h|100pM 2ah| 24k
Kontrola 2ah <0,001] 0,003 0,366  <0,001  <0,00] <0001  <0,001
cocl2 s0um 2ah 0,238] 0,317 0,003 <0,001 0,609| 0,999
cocl2 100pm 24h 0,527 0,124 0,001  <0,001 0,907
cocl2 200pm 24h 0,995, 0012] <0001  <o0,001]
Kontrola 48h <0,00]  <0,001  <o0,001]
[cocl2 s0um a8h <0,001] 0,203
cocl2 100pM 48h 0,003
5-caCyt coclz CoCl2  |CoCl250pM| Kontrola | Cocl2 CoCl2  |CoCl2 50pM
200pM 48h [ 100uM 48h|  4sh ash  |200uM 24h|100pM 2ah| 24k
Kontrola 24h 0,243 0,834 0,524 0,004 0,018| 0,852 0,933
cocl2 s0um 2ah 0,276| 0,900 0,579 0,003 0,015 0,787
cocl2 100pM 24h 0,180 0,692 0,412 0,006 0,027
CoCl2 200pM 24h 0,001 0,012 0,005 0,488
Kontrola 48h <0,001] 0,003 0,001
[cociz sopm ash 0,583| 0,667
coci2 100pm ash 0,333
5-hmUra coclz CoCl2  |CoCl250pM| Kontrola | Cocl2 cocCl2  |coCl2 50pm|
200pM 48h [ 100uM 48h|  4sh ash  |200uM 24h|100pM 2ah| 24k
Kontrola 24h 0,068| 0,987 1,000 0,878 1,000 0,963 0,940
cocl2 s0um 2ah 0,417 1,000 0,807, 1,000 0,903| 0,422
CoCl2 100pM 24h 0,010 0,583 0,997, 0,327 0,981
CoCl2 200pM 24h 0,054 0,972 1,000 0,824
Kontrola 48h 0,524 1,000 0,704
[cocl2 s0um a8h 0,035 0,921
CoCl2 100pM 48h 0,283|
Ura coclz CoCl2  |CoCl250pM| Kontrola | Cocl2 cocCl2  |coCl2 50pm|
200pM 48h [ 100uM 48h|  4sh ash  |200uM 24h|100pM 2ah| 24k
Kontrola 2ah 0,145 0,393 0,076 0,103 0,007, 0,018 0,057
Cocl2 50um 2ah 0,612 0,010 0,001 0,002 0,323| 0,565
CoCl2 100pM 24h 0,285 0,003 <0001  <0,001 0,671
cocl2 200pM 24h 0,144 0001 <0001  <o0,001
Kontrola 48h 0,005 0,407, 0,869
cocl2 50um a8h 0,003 0,323
CoCl2 100pM 48h 0,028
3-ox0Gua coclz CoCl2  |CoCl250pM| Kontrola | Cocl2 cocCl2  |coCl2 50pm|
200pM 48h [ 100uM 48h|  4sh ash  |200uM 24h|100pM 2ah| 24k
Kontrola 24h 0,009] 0,038 0,003 0,023 0,088] 0,932 1,000
[coci2 s0um 240 0,009| 0,039 0,003 0,024 0,090 0,935
Cocl2 100pM 24h 0,081| 0,285 0,032 0,190 0,515,
cocl2 200pm 24h 0,918] 1,000 0,680 0,995
Kontrola 48h 1,000| 1,000 0,968
coci2 50pm ash 0,999| 0,900
cocl2 100uM 48h 0,993
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Rycina 45 Wptyw 24- i 48-godzmnej hodowl/ w
obecnosci roznych stezen chlorku kobaltu(ll) na
poziomy modyfikowanych zasad azotowych w

DNA komdrek linii HAP1TETIKO/TET3KO,

Wyniki przedstawione jako srednia *
odchylenie standardowe (wartosci w etykietach
u dotu stupka), czarnymi krzyzykami
zaznaczono dane surowe, poziome, czerwone
linie pomiedzy stupkami wskazujg na réznice

Kontrola24h  CoCl2 504M  CoCi2100uM CoCl2 200uM  Kontrola 48h CDOISWM CouZlDOnM MIOWM
2h 2h 2h

istotne statystycznie. W przypadku 5-hmCyt
czarnymi, poziomymi liniami zaznaczono brak
istotnych rdznic statystycznych.

CoCl2 — chlorek kobaltu(ll);
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Tabela 46 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1TET2KO/TET3KO no 24- j 48-godzinnej hodowli w obecnosci
réznych chlorku kobaltu(ll).

5-mCyt cocl2 CoCl2  |coCI250uM| Kontrola | CoCl2 cocl2  |coci2 sopm|
200pM 48h |100uM 48h|  48h ash  |200uM 24h[100pM 2ah|  24h
Kontrola 2ah 0,188] 0,916 0,656 0,667 0,072 1,000 1,000
coci2 50pM 24h 0,169 0,894 0,617 0,628 0,064 1,000
coci2 100um 24h 0,204 0,931 0,685 0,696, 0,079
coci2 200um 24h 0,999] 0,481 0,791 0,781
Kontrola 48h 0,972 0,999 1,000
coci2 50uM 48h 0,974 0,999
coci2 100um 4sh 0,798
5-hmCyt cocl2 CoCl2  |coCI250uM| Kontrola | CoCl2 cocl2  |coci2 5o0um|
200pM 48h |100uM 48h|  48h ash  |200uM 24h[100pM 2ah|  24h
Kontrola 24h <0,001  <0,001] 0,002 0,005 <0001 <0001 <0001
coci2 50pM 24h <0,001] 0488  <0,00  <0,001  <0,001 0,001
coci2 100um 24h <0,00] <0001 <0001  <0,001 0,001
coci2 200um 2ah 0986 <0001 <0001  <0,001
Kontrola 48h <0,001] <0001 <0001
coci2 50uM a8h <0,001  <0,001]
coci2 100um 48h <0,001
5-fcyt cocl2 CoCl2  |coCI250uM| Kontrola | CoCl2 cocl2  |coci2 5o0um|
200pM 48h |100uM 48h|  48h ash  |200uM 24h[100pM 2ah|  24h
Kontrola 2ah <0,001] 0,033 0,275 0,999) 0,002l  <0,001] 0,003
coci2 50pM 24h 0,937 0,890 0,261 0,001, 1,000 0,448
coci2 100um 2ah 0,973| 0,056 0,006 <0,001 0,492
coci2 200um 24h 0,955 0,859 0,232 0,001,
Kontrola 48h <0,001] 0,011 0,112
coci2 50uMm a8h 0,035 0,916
coci2 100um 4sh 0,289
5-caCyt cocl2 CoCl2  |coCI250uM| Kontrola | CoCl2 cocl2  |coci2 5o0um|
200pM 48h |100uM 48h|  48h ash  |200uM 24h[100pM 2ah|  24h
Kontrola 2ah 1,000 0,974 0,957, 0,241 0,841 1,000 1,000
coci2 50uM 24h 0,997 0,995 0,989 0,342 0,717 1,000
coci2 100um 24h 1,000 0,973 0,957 0,239) 0,842
coci2 200um 24h 0,969 0,317 0,276 0,019)
Kontrola 48h 0,121 0,748 0,797
coci2 s50pm a8h 0,810 1,000
coci2 100um 4sh 0,853
5 hmUra cocl2 CoCl2  |coCI250uM| Kontrola | CoCl2 cocl2  |coci2 5o0um|
200pM 48h |100uM 48h|  48h ash  |200uM 24h[100pM 2ah|  24h
Kontrola 24h <0,001 <0001 <0001  <0,001 0,004 0,004 0,002
coci2 50pM 24h 0,010 0,038 0,220 0,016 0,810 0,856
coci2 100um 24h 0,007 0,026 0,164 0,011] 0,953
coci2 200um 24h 0,006 0,023 0,148 0,010
Kontrola 48h 0,830 0,678 0,179
coci2 50uM a8h 0,124 0,340
coci2 100um 4sh 0,531
Ura cocl2 CoCl2  |coCI250uM| Kontrola | CoCl2 cocl2  |coci2 5o0um|
200pM 48h |100uM 48h|  48h ash  |200uM 24h[100pM 2ah|  24h
Kontrola 24h 1,000 0,820 0,997 0,230 0,999 0,805 0,994
coci2 50pM 24h 0,944 0,996 1,000 0,607, 1,000 0,994
coci2 100um 24h 0,600 1,000 0,990 0,947, 0,975
coci2 200um 24h 0,982 0,979 1,000 0,478
Kontrola 48h 0,126 0,940 0,566
cocl2 50um ash 0,960 0,992
coci2 100um 48h 0,618
8-oxoGUa cocl2 CoCl2  |coCI250uM| Kontrola | CoCl2 CoCl2  |CoCI250uM
200pM 48h |100uM 48h|  48h ash  |200uM 24h[100pM 2ah|  24h
Kontrola 2ah 0,234 0,997, 1,000 0,993 1,000 0,643 0,999
coci2 50pM 24h 0,470 1,000 1,000 1,000 0,999 0,896
coci2 100um 24h 0,991 0,946 0,870 0,967, 0,624
coci2 200um 24h 0,222 0,996 1,000 0,990
Kontrola 48h 0,626 1,000 1,000
cocl2 50um ash 0,433 1,000
coci2 100um 48h 0,565)
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Rycina 46 Wpfyw 24 i48- godzmnej hodowl/ w
obecnosci roznych stezen chlorku kobaltu(ll)
na poziomy modyfikowanych zasad azotowych
w DNA komdrek linii HAP1TET2KO/TET3KO

Wyniki przedstawione jako srednia +
odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach u dotu stupka), czarnymi krzyzykami
zaznaczono dane surowe, poziome, czerwone
linie pomiedzy stupkami wskazujg na réznice
istotne statystycznie. W przypadku 5-hmCyt
czarnymi, poziomymi liniami zaznaczono brak
réznic istotnych statystycznie.

CoCl2 — chlorek kobaltu(ll).
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4.3.5 Hipoksja

Obiecujgce wyniki eksperymentéw z chlorkiem kobaltu(ll) i indukowanej przez ten
zwigzek ,pseudohipoksji” zrodzity pytania o wptyw samej hipoksji na poziomy
epigenetycznych modyfikacji w DNA, bedacych produktami aktywnosci biatek TET. Aby na nie
odpowiedzie¢ postanowiono wykonaé eksperyment polegajagcy na hodowli komdrek
parentalnej linii HAP1WT i z pojedynczymi, funkcjonalnymi nokautami: TET1KO, TET2KO i
TET3KO przez 24 i 72 godziny w warunkach obnizonego stezenia tlenu (0,5 % 0, 5 % CO3),
uzyskanego poprzez wpompowanie do komory inkubatora gazowego azotu. Jednoczesnie,
komorki kontrolne hodowano w standardowych dla hodowli komdérkowej warunkach (21 %
02, 5 % CO,). Wyniki eksperymentu przedstawiono na Rycinie 47 (dla linii HAP17), Rycinie 48
(dla linii HAP1TETIKO) ‘Rycinie 49 (dla linii HAP17E72%0) j Rycinie 50 (dla linii HAP1TET3K0), Wyniki
analiz statystycznych zebrano w Tabeli 47 (dla linii HAP1%7), Tabeli 48 (dla linii HAP17£71K0),
Tabeli 49 (dla linii HAP1E72K0) i Tabeli 50 (dla linii HAP17E73k0), Eksperyment wykonano w
dwéch powtdrzeniach biologicznych.

W linii HAP1YT zaobserwowano istotny statystycznie wzrost poziomu 5-hmCyt po 24 i
72 godzinach narazenia na 0,5 % O w porédwnaniu do komodrek kontrolnych, jak réwniez
istotny statystycznie wzrost poziomu 5-fCyt po 72-godzinnym narazeniu na obnizone stezenie
tlenu, w poréwnaniu do komaérek kontrolnych, a takze niewielki, cho¢ istotny spadek poziomu
5-hmUra po 24-godzinach ekspozycji, wzgledem komdrek hodowanych w 21 % O». Co ciekawe,
nie zaobserwowano istotnych zmian w poziomie 8-oxoGua pomiedzy komdrkami
hodowanymi przez ten sam czas w warunkach hipoksji i normoksji.

W przypadku linii HAP17ET2K0 zaobserwowano istotny statystycznie wzrost poziomu 5-
hmCyt w komdrkach hodowanych przez 24 i 72 godziny w atmosferze zawierajgcej 0,5 % tlenu,
w porownaniu do odpowiadajgcych im komérek kontrolnych, a takze istotnie podwyzszony
poziom 8-oxoGua po 24 godzinach hodowli w warunkach hipoksji.

Komorki linii HAP17E72K0 wykazywaty istotnie wyiszy poziom 5-hmCyt jedynie w
przypadku 72-godzinnej hodowli w atmosferze ubogo tlenowej, natomiast w linii HAP1TE73K0
istotny statystycznie wzrost poziomu tej modyfikacji obserwowano zaréwno po 24, jak i 72
godzinach hodowli w atmosferze zawierajacej 0,5 % Oz, w poréwnaniu do odpowiadajgcych

komorek kontrolnych.
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Tabela 47 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1WT po 24- | 72-godzinnej hodowli w atmosferze zawierajgcej

0,5 % tlenu.

Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
3-mCyt 72h 24h 72h
Normoksja 24h 0,785 0,103 0,011

Normoksja 72h 0,004 0,331
Hipoksja 24h 0,026
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
5-hmCyt 72h 24h 72h
Normoksja 24h <0,001 0,003 0,881
Normoksja 72h <0,001 0,001
Hipoksja 24h 0,004
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
5-fCyt F;2hl F;4hl 72h l
Normoksja 24h 0,035 0,066 0,239
Normoksja 72h 0,004 0,006
Hipoksja 24h 0,986
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
3-caCyt . o T
Normoksja 24h 0,840 0,451 0,340
Normoksja 72h 0,874 0,040
Hipoksja 24h 0,128
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
5-hmuUra 72h 24h 72h
Normoksja 24h 0,002 0,036 0,001
Normoksja 72h 0,186 0,009
Hipoksja 24h 0,058
Ura Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
72h 24h 72h
Normoksja 24h 0,121 0,866 0,028
Normoksja 72h 0,734 0,010
Hipoksja 24h 0,037
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
8-oxoGua | 5" o T
Normoksja 24h 0,110 0,740 0,062
Normoksja 72h 0,993 0,016
Hipoksja 24h 0,026
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Rycina 47 Wptyw 24- i 72-godzinnej hodowli
w atmosferze zawierajgcej 0,5 % tlenu na
poziomy modyfikowanych zasad azotowych
w DNA komdrek linii HAP1W',

Wyniki przedstawione jako Srednia + odchylenie
standardowe (wartosci w etykietach u dotu
stupka), czarnymi krzyzykami zaznaczono dane
surowe, poziome, czerwone linie pomiedzy
stupkami wskazujg na réznice istotne
statystycznie.
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Tabela 48 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1™ K0 po 24- j 72-godzinnej hodowli w atmosferze

zawierajgcej 0,5 % tlenu.

Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
3-mCyt 72h 24h 72h
Normoksja 24h 0,860 0,361 0,109

Normoksja 72h 0,372 0,012
Hipoksja 24h 0,106
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
5-hmCyt 72h 24h 72h
Normoksja 24h <0,001 0,026 0,002
Normoksja 72h 0,001 0,083
Hipoksja 24h <0,001
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
5-fCyt F;2hl F;4hl 72h l
Normoksja 24h 0,352 0,922 0,018
Normoksja 72h 0,188 0,008
Hipoksja 24h 0,125
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
3-caCyt . o T
Normoksja 24h 0,171 0,894 0,617
Normoksja 72h 0,804 0,988
Hipoksja 24h 0,509
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
5-hmuUra 72h 24h 72h
Normoksja 24h 0,599 0,658 0,991
Normoksja 72h 0,867 0,909
Hipoksja 24h 1,000
Ura Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
72h 24h 72h
Normoksja 24h 0,994 1,000 0,840
Normoksja 72h 0,981 0,800
Hipoksja 24h 0,988
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
8-oxoGua | 5" o T
Normoksja 24h 0,170 0,025 0,170
Normoksja 72h 0,997 0,004
Hipoksja 24h 0,004
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Rycina 48 Wptyw 24- i 72-godzinnej hodowli
w atmosferze zawierajgcej 0,5 % tlenu na
poziomy modyfikowanych zasad azotowych
w DNA komdrek linii HAP1TETIKO,

Wyniki przedstawione jako $rednia +
odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach u dotu stupka), czarnymi
krzyzykami zaznaczono dane surowe,
poziome, czerwone linie pomiedzy stupkami
wskazujg na rdznice istotne statystycznie.
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Tabela 49 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1™2K0 po 24- j 72-godzinnej hodowli w atmosferze

zawierajgcej 0,5 % tlenu.

Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
>-mCyt 72h 24h 72h
Normoksja 24h 0,361 0,232 0,004

INormoksja 72h 0,031 0,001
Hipoksja 24h 0,022
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
5-hmCyt 72h 24h 72h
Normoksja 24h |<0,001 0,156 0,123
INormoksja 72h 0,001 1,000
Hipoksja 24h 0,001
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
5-fCyt F;2hl F;4hl 72h l
Normoksja 24h 1,000 1,000 1,000
[Normoksja 72h 1,000 0,999
Hipoksja 24h 1,000
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
3-caCyt — Sty .
Normoksja 24h 0,006 0,053 0,003
[Normoksja 72h 0,977 0,000
Hipoksja 24h 0,001
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
5-hmuUra 72h 24h 72h
Normoksja 24h 1,000 1,000 1,000
INormoksja 72h 1,000 1,000
Hipoksja 24h 1,000
Ura Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
72h 24h 72h
Normoksja 24h 1,000 1,000 0,752
[Normoksja 72h 0,786 0,662
Hipoksja 24h 1,000
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
8-oxoGua | o Sty .
Normoksja 24h 0,996 0,011 0,486
[Normoksja 72h 0,489 0,029
[Hipoksja 24h 0,012
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wskazujg na rdznice istotne statystycznie.
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Tabela 50 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1™73K0 po 24- j 72-godzinnej hodowli w atmosferze

zawierajgcej 0,5 % tlenu.

Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
3-mCyt 72h 24h 72h
Normoksja 24h 0,068 0,997 0,004

Normoksja 72h 0,141 0,006
Hipoksja 24h 0,108
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
5-hmCyt 72h 24h 72h
Normoksja 24h 0,001 0,048 0,112
Normoksja 72h 0,004 0,963
Hipoksja 24h 0,006
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
5-fCyt F;2hl F;4hl 72h l
Normoksja 24h 0,035 0,770 0,032
Normoksja 72h 0,946 0,048
Hipoksja 24h 0,053
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
3-caCyt . o T
Normoksja 24h 1,000 0,985 0,409
Normoksja 72h 0,336 0,707
Hipoksja 24h 0,956
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
5-hmuUra 72h 24h 72h
Normoksja 24h 0,964 1,000 0,923
Normoksja 72h 1,000 0,934
Hipoksja 24h 0,971
Ura Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
72h 24h 72h
Normoksja 24h 0,393 0,070 0,178
Normoksja 72h 0,050 0,010
Hipoksja 24h 0,248
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
8-oxoGua | 5" o T
Normoksja 24h 0,046 0,029 0,341
Normoksja 72h 0,512 0,330
Hipoksja 24h 0,997
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Rycina 50 Wptyw 24- i 72-godzinnej hodowli
w atmosferze zawierajgcej 0,5 % tlenu na
poziomy modyfikowanych zasad azotowych
w DNA komdrek linii HAP1TET3KO,

Wyniki przedstawione jako srednia *
odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach u dotu stupka), czarnymi
krzyzykami zaznaczono dane surowe,
poziome, czerwone linie pomiedzy stupkami
wskazujg na rdznice istotne statystycznie.
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Postanowiono takze wykonac¢ nieco zmodyfikowany eksperyment (24 i 48 godzin
hodowli) na parentalnej linii HAP1 z podwdjnymi, funkcjonalnymi nokautami:
TET1KO/TET2KO, TET1KO/TET3KO i TET2KO/TET3KO.

Aby unikng¢ potencjalnych zaburzen wynikédw zwigzanych ze znacznym odsunieciem w
czasie wzgledem poprzednich eksperymentéw i zwigzang z tym faktem zmiang partii
odczynnikéw uzytych do hodowli, postanowiono réwniez wykona¢ eksperyment na linii
HAP1"T, Komorki wszystkich linii hodowano przez 24 i 48 godzin w atmosferze zawierajgcej
0,5 % 0, i 5% CO,, natomiast komorki kontrolne byty hodowane w atmosferze zawierajgcej
21 % 02 5% CO2. Wyniki eksperymentu przedstawiono na Rycinie 51 (dla linii HAP17), Rycinie
52 (dla linii HAP1TETIKO/TET2KO) - Rycinie 53 (dla linii HAP1TETIKO/TET3KO) i Rycinie 54 (dla linii
HAP17ET2KO/TET3KO) \Nyniki analiz statystycznych zamieszczono w Tabeli 51 (dla linii HAP1Y),
Tabeli 52 (dla linii HAP1TETZKO/TET2KO) ' Taheli 53 (dla linii HAP1TETIKO/TET3KO) j Tabeli 54 (dla linii
HAP1TET2KO/TET3KO) Eksperyment wykonano w trzech powtdrzeniach biologicznych.

Ponownie, w linii HAP1YT zaobserwowano istotny statystycznie wzrost poziomu 5-
hmCyt, 5-fCyt i 5-caCyt w DNA komodrek badanych, zaréwno po 24, jak i 48 godzinach hodowli
w warunkach ubogo tlenowych, w poréwnaniu do odpowiadajgcych komdrek kontrolnych,
ktdremu nie towarzyszyty zmiany w poziomie 8-oxoGua.

W przypadku linii HAP1TETIKO/TET2KO rq\wnjez obserwowano istotny statystycznie wzrost
5-hmCyt i 5-fCyt, po hodowli w obu punktach czasowych, w warunkach hipoksji, w poréwnaniu
do komérek kontrolnych. Ponadto zaobserwowano istotny statystycznie wzrost poziomu 5-
caCyt i 8-oxoGua w przypadku 48 godzin hodowli w 0,5 % O».

Takze w komérkach linii HAP1TETIKO/TETKO - hodowanych w warunkach hipoksji,
obserwowano istotny statystycznie wzrost 5-hmCyt i 5-caCyt (w obu punktach czasowych) i 5-
fCyt (po 48-godzinach narazenia) w poréwnaniu do komérek kontrolnych.

W linii HAP1TET2KO/TET3KO 750hserwowano istotny statystycznie wzrost 5-hmCyt i 5-fCyt,
po hodowli w obu punktach czasowych, w warunkach hipoksji, w poréwnaniu do komodrek
kontrolnych. Ponadto zaobserwowano istotny statystycznie wzrost poziomu 5-caCyt w

przypadku 48 godzin hodowli w 0,5 % O,.
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Tabela 51 Wyniki testow post-hoc dla poréwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1WT po 24- i 48-godzinnej hodowli w atmosferze zawierajqcej

0,5 % tlenu lub 21% tlenu.

Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
3-mCyt 48h 24h 48h
Normoksja 24h 0,947 0,558 0,964

Normoksja 48h 1,000 0,813
Hipoksja 24h 0,845
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
5-hmCyt 48h 24h 48h
Normoksja 24h <0,001 <0,001 0,076
Normoksja 48h <0,001 <0,001
Hipoksja 24h <0,001
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
5-fCyt F:lShl F;4hl 48h l
Normoksja 24h <0,001 <0,001 0,024
Normoksja 48h <0,001 0,001
Hipoksja 24h <0,001
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
3-caCyt e o .
Normoksja 24h <0,001 0,001 0,012
Normoksja 48h <0,001 0,204
Hipoksja 24h <0,001
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
5-hmuUra 48h 24h 48h
Normoksja 24h 0,560 1,000 0,995
Normoksja 48h 0,439 0,987
Hipoksja 24h 0,614
Ura Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
48h 24h 48h
Normoksja 24h 0,646 0,805 0,348
Normoksja 48h 0,069 0,105
Hipoksja 24h 0,990
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
8-oxoGua | g o .
Normoksja 24h 0,345 0,123 0,951
Normoksja 48h 0,609 0,251
Hipoksja 24h 0,863
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8"’2’;"6“3 Rycina 51 Wptyw 24- i 48-godzinnej hodowli
w atmosferze zawierajgcej 0,5 % tlenu lub
2 21% tlenu na poziomy modyfikowanych
2
g zasad azotowych w DNA komdrek linii
S5
>~ HAPIMT,
] : x
o ! X 2 - . . ) .
5 Wyniki przedstawione jako $rednia
-] . ;s .
05 odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach u dotu stupka), czarnymi
, [0937:0,07] |0.97:0,089 1.0810,087| [1.0310,047] krzyzykami zaznaczono dane surowe,
Normoksja 24h Normoksja 48h  Hipoksja 24h Hipoksja 48h

poziome, czerwone linie pomiedzy stupkami
wskazujg na roznice istotne statystycznie.
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Tabela 52 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1TETIKO/TETZKO no 24- j 48-godzinnej hodowli w atmosferze

zawierajqgcej 0,5 % tlenu lub 21% tlenu.

Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
3-mCyt 48h 24h 48h
Normoksja 24h 0,373 0,384 0,408

Normoksja 48h 1,000 0,041
Hipoksja 24h 0,037
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
5-hmCyt 48h 24h 48h
Normoksja 24h <0,001 <0,001 0,040
Normoksja 48h <0,001 <0,001
Hipoksja 24h <0,001
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
5-fCyt F:lShl F;4hl 48h l
Normoksja 24h <0,001 0,001 0,078
Normoksja 48h <0,001 0,023
Hipoksja 24h <0,001
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
3-caCyt e o .
Normoksja 24h <0,001 0,097 0,310
Normoksja 48h <0,001 0,008
Hipoksja 24h 0,001
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
5-hmuUra 48h 24h 48h
Normoksja 24h 1,000 0,994 0,111
Normoksja 48h 0,129 0,078
Hipoksja 24h 0,982
Ura Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
48h 24h 48h
Normoksja 24h 0,516 0,830 0,418
Normoksja 48h 0,997 0,139
Hipoksja 24h 0,182
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
8-oxoGua | g o .
Normoksja 24h 0,183 0,999 0,520
Normoksja 48h 0,025 0,452
Hipoksja 24h 0,218
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s-ggoGua Rycina 52 Wptyw 24- i 48-godzinnej hodowli
w atmosferze zawierajgcej 0,5 % tlenu lub
2 J 21% tlenu na poziomy modyfikowanych
=
s ; | zasad azotowych w DNA komdrek linii
1,5
Z 1 HAP 1 TETIKO/TET2KO
5 .
21
3 Wyniki przedstawione jako $rednia
0 . ;s .
05 odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach u dotu stupka), czarnymi
1,471£0,018| (1,305+0,071| [1,486+0,170| [1,736+0,217] . .
) krzyzykami zaznaczono dane surowe,

Nor

ksja 24h

Nor

ksja 48h  Hipoksja 24h

Hipoksja 48h

poziome, czerwone linie pomiedzy stupkami
wskazujg na rdznice istotne statystycznie.
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Tabela 53 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1TETIKO/TET3KO no 24- j 48-godzinnej hodowli w atmosferze

zawierajqgcej 0,5 % tlenu lub 21% tlenu.

Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
3-mCyt 48h 24h 48h
Normoksja 24h 0,080 0,125 0,001

Normoksja 48h <0,001 <0,001
Hipoksja 24h 0,989
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
5-hmCyt 48h 24h 48h
Normoksja 24h <0,001 <0,001 <0,001
Normoksja 48h <0,001 0,018
Hipoksja 24h <0,001
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
5-fCyt F:lShl F;4hl 48h l
Normoksja 24h <0,001 0,091 <0,001
Normoksja 48h <0,001 <0,001
Hipoksja 24h <0,001
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
3-caCyt e o .
Normoksja 24h <0,001 0,025 0,007
Normoksja 48h <0,001 0,780
Hipoksja 24h <0,001
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
5-hmuUra 48h 24h 48h
Normoksja 24h 0,975 0,733 0,171
Normoksja 48h 0,295 0,595
Hipoksja 24h 0,921
Ura Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
48h 24h 48h
Normoksja 24h 0,369 0,998 1,000
Normoksja 48h 0,339 0,995
Hipoksja 24h 0,444
Hipoksja | Hipoksja |Normoksja
8-oxoGua | g o .
Normoksja 24h 0,470 0,817 0,124
Normoksja 48h 0,731 0,391
Hipoksja 24h 0,916
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Rycina 53 Wptyw 24- i 48-godzinnej hodowli
w atmosferze zawierajgcej 0,5 % tlenu lub
21% tlenu na poziomy modyfikowanych

zasad azotowych w DNA komdérek linii
HAP1 TET1KO/TET3KO.

Wyniki przedstawione jako $rednia
odchylenie standardowe (wartosci w
etykietach u dotu stupka), czarnymi
krzyzykami zaznaczono dane surowe,
poziome, czerwone linie pomiedzy stupkami
wskazujg na rdznice istotne statystycznie.
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Tabela 54 Wyniki testow post-hoc dla porédwnan poziomdéw modyfikowanych zasad
azotowych w DNA komdrek HAP1TET2KO/TET3KO no 24- j 48-godzinnej hodowli w atmosferze

zawierajqgcej 0,5 % tlenu lub 21% tlenu.

Hipoksja | Hipoksja | Normoksja
3-mCyt 48h 24h 48h
Normoksja 24h 0,909 0,973 0,782

Normoksja 48h 0,991 0,548
Hipoksja 24h 0,708
Hipoksja | Hipoksja | Normoksja
5-hmCyt 48h 24h 48h
Normoksja 24h <0,001 <0,001 0,026
Normoksja 48h <0,001 <0,001
Hipoksja 24h <0,001
Hipoksja | Hipoksja | Normoksja
5-fCyt F:lShl F;4hl 48h l
Normoksja 24h <0,001 0,001 0,012
Normoksja 48h <0,001 0,186
Hipoksja 24h <0,001
Hipoksja | Hipoksja | Normoksja
3-caCyt s .
Normoksja 24h 0,008 0,998 0,064
Normoksja 48h <0,001 0,051
Hipoksja 24h 0,010
Hipoksja | Hipoksja | Normoksja
5-hmuUra 48h 24h 48h
Normoksja 24h 0,678 0,960 0,713
Normoksja 48h 0,199 0,932
Hipoksja 24h 0,418
Ura Hipoksja | Hipoksja | Normoksja
48h 24h 48h
Normoksja 24h 0,474 0,295 0,994
Normoksja 48h 0,606 0,398
Hipoksja 24h 0,977
Hipoksja | Hipoksja | Normoksja
8-0x0GUa | g | 2an .
Normoksja 24h 0,528 0,998 0,653
Normoksja 48h 0,996 0,754
Hipoksja 24h 0,629
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krzyzykami zaznaczono dane surowe,
poziome, czerwone linie pomiedzy stupkami
wskazujg na rdznice istotne statystycznie.
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5. Dyskusja

Bezposrednig przyczyng wyboru tematu niniejszej pracy byty badania, ktérych wyniki
opublikowalismy w 2016 roku (166). Udato sie nam po raz pierwszy wykazaé, iz ekspozycja
komorek, w tym przypadku linii HCT116, na witamine C w stezeniach 10 umol/I, 100 umol/l i
1 mmol/l skutkowata zaleznym od dawki wzrostem zawartosci 5-hydroksymetylouracylu w
DNA eksponowanych komérek, podobnie jak to miato miejsce w przypadku 5-fCyt i 5-caCyt.
Ponadto po raz pierwszy okreslilismy wewngatrzkomorkowe stezenie witaminy C w badanej
linii, ktore dochodzito do 8 mmol/l w 24 godzinie eksperymentu, a wiec w czasie, w ktérym
okreslano zawartos¢ modyfikacji zasad azotowych, bedacych produktami biatek TET, w
komérkowym DNA. Zbiezne obserwacje dla , kanonicznych” produktéw biatek TET i 5-hmUra
wskazywaty na udziat biatek TET w powstawaniu tej modyfikacji i zrodzity pytania o udziat
poszczegodlnych biatek TET w generowaniu 5-hydroksymetylouracylu, jak i innych modyfikacji
zasad azotowych w DNA. Przebadano réwniez wptyw witaminy C w szeregu réznych linii
komodrkowych, by potwierdzi¢ obserwacje ptynace z eksperymentu na linii HCT116, jak i
zbada¢ wptyw szerokiego spektrum potencjalnych modulatoréw aktywnosci enzymatycznej
biatek TET na poziomy modyfikacji zasad azotowych, bedgcych ich produktami, w DNA
komoérek hodowlanych. Wyniki tych eksperymentéw umozliwity autorowi niniejszej rozprawy
uzyskanie grantu badawczego w ramach konkursu Narodowego Centrum Nauki Preludium 15
pt. ,Badanie udziatu poszczegdlnych biatek rodziny TET w generowaniu epigenetycznych
modyfikacji w DNA.” (projekt nr 2018/29/N/NZ1/00497). Realizacja tego projektu w znacznej
mierze nadata ksztatt niniejszej rozprawie doktorskiej, znacznie j3 wzbogacajgc, w
szczegdblnosci o badania na liniach komérkowych z funkcjonalnymi nokautami biatek TET.

Warto takze wspomnieé, iz podczas realizacji badan na potrzeby tej dysertacji
doskonalono i optymalizowano zaréwno metode izolacji DNA na potrzeby
chromatograficznych analiz modyfikacji zasad azotowych wynikajgcych z aktywnosci
enzymatycznej biatek TET, jak i technike prowadzenia tychze analiz. Miato to kluczowe
znaczenie, gdyz wiekszos¢ badan nad aktywnoscig enzymatyczng biatek TET i wptywem
réznych substancji na zawartos¢ poszczegdlnych produktéw tych enzyméw w DNA opiera sie
na potilosciowych metodach wykorzystujgcych przeciwciata, a co za tym idzie, posiadajgcych
szereg ograniczen i moggcych generowac nieprecyzyjne i trudne do interpretacji ilosSciowe;j

wyniki. Ponadto wiekszo$¢ badan opierajgcych sie na technikach chromatograficznych

178



prowadzono bez odpowiednio dobranych standardéw wewnetrznych, ktére gwarantuja
rzetelny pomiar ilosciowy, jak réwniez mozliwos¢ poréwnywania wynikdw pomiedzy
poszczegdlnymi badaniami. Na potrzeby niniejszej pracy wykorzystano, jak dotad, najbardziej
czutya i doktadng metode wykrywania modyfikowanych zasad azotowych, bedacych
produktami enzymatycznej aktywnosci biatek TET, z uzyciem znakowanych stabilnymi
izotopami wzorcow wewnetrznych, ktéra umozliwia uzyskanie wiarygodnych i powtarzalnych
danych ilosciowych, a jednoczesnie pozbawiona jest wad i ograniczen charakterystycznych dla
metod opartych na przeciwciatach. Istotng zaletg uzytej metodyki jest mozliwos$é
jednoczesnego oznaczania 8-oxoGua, ktéra stanowi dobrze poznany i powszechnie uznawany
marker niespecyficznego utleniania kwaséw nukleinowych, jak rowniez uracylu, ktéry stanowi
marker niespecyficznych proceséw deaminacji DNA, co pozwala do pewnego stopnia
oszacowad wptyw tych proceséw na obserwowane w danej prébce poziomy produktow biatek
TET. Opracowana i zoptymalizowana metodyka zostata opublikowana w postaci rozdziatéw

monografii pt. ,DNA Modifications: Methods and Protocols” (164, 165).

Od momentu odkrycia w 2009 roku, biatka TET wzbudzajg niestabngce zainteresowanie
Srodowiska naukowego, a szerokie spektrum badan jasno wskazuje nie tylko na udziat tych
enzymow w fizjologicznych procesach zwigzanych z epigenetyczng regulacjg ekspresji gendéw,
dojrzewaniem i réznicowaniem sie komoérek, ale co szczegdlnie istotne, wigze utrate ich
aktywnosci  z rozwojem  nowotwordw. Obnizenie globalnego  poziomu  5-
hydroksymetylocytozyny, bedacej produktem aktywnosci enzymatycznej biatek TET, a
jednoczesnie stanowigcej stabilny marker epigenetyczny powigzany z aktywnymi
transkrypcyjnie genami, jest uznawane za jedng z cech charakterystycznych komoérek
nowotworowych (171). Z tej przyczyny biatka TET stanowig interesujgcy cel molekularny w
badaniach nad rozwojem i przebiegiem chordb nowotworowych, a poszukiwanie metod
modulacji i zwigzkédw wptywajacych na ich aktywnos$¢, w szczegdlnosci w kontekscie
mozliwosci jej przywrécenia w przypadku wczesniejszej utraty, wydaje sie byé obiecujgcym
kierunkiem badan.

Dlatego tez postanowilismy przeprowadzié szereg eksperymentdéw z uzyciem
potencjalnych modulatoréw aktywnosci enzymatycznej biatek rodziny TET w modelu
komodrkowym, by zbada¢ ich wptyw na powstawanie modyfikowanych zasad azotowych w

DNA, bedacych produktami tych enzymdw. Punktem wyjscia dla przeprowadzonych badan byt

179



fakt, iz biatka rodziny TET nalezg do grupy dioksygenaz zaleznych od jonéw Fe(ll) i a-
ketoglutaranu, a takze wymagajg obecnosci witaminy C, by petnié¢ swa funkcje. Stanowito to
przestanke, by dokonac suplementacji komdrek ustalonych linii komoérkowych nowotworéow
ztosliwych cztowieka zwigzkami bezposrednio zaangazowanymi w mechanizm katalityczny
biatek TET, tj. witaming C, jonami zelaza i a-ketoglutaranem, celem okreslenia ich potencjatu
do stymulowania aktywnosci tych enzyméw. Bazujgc na doniesieniach literaturowych
dotyczgcych budowy i aktywnosci enzymatycznej innych biatek z grupy dioksygenaz (116-118,
120, 121), postanowiono eksponowac komérki na inne, potencjalne modulatory aktywnosci
enzymatycznej biatek TET m. in. na jony niklu(ll), kobaltu(ll) czy tez deferoksyamine, ktére
teoretycznie mogg petnic role inhibitorow w katalizowanej reakcji enzymatycznej. Ponadto,
eksponowano komorki na czynniki takie jak DTT, 5-azacytydyna, tetrahudrourydyna czy tez
stan hipoksji, ktore potencjalnie mogg wptywac na aktywnos¢ enzymatyczng biatek TET, choé
mechanizmy tych interakcji nie sg dostatecznie dobrze poznane.

Postanowilismy przeprowadzi¢ wyzej wymienione eksperymenty w szerokim spektrum
ustalonych linii komérkowych nowotwordéw ztosliwych cztowieka, by w sposéb kompleksowy
zbadac¢ aktywnos¢ enzymatyczng biatek TET. Niezwykle istotne okazaty sie eksperymenty na
modelu komdérkowym, w ktérym jedno lub dwa biatka TET pozostajg aktywne, ktéry uzyskano
dzieki wprowadzeniu pojedynczych i podwdjnych nokautéw gendw kodujacych biatka rodziny
TET do linii komorek HAP1.

Komorki te sg haploidalne, a co za tym idzie, w odrdznieniu od komérek diploidalnych,
nokaut jednego allela bezposrednio przektada sie na fenotyp, ktdry nie jest zaburzony przez
ekspresje biatka z drugiego, niezmodyfikowanego allela. Jednoczesnie, w przypadku
podwojenia materiatu genetycznego w komodrce i ewentualnego przywrécenia diploidalnej
liczby chromosoméw, wprowadzone modyfikacje genetyczne wystgpia w obu allelach.
Ponadto, komérki te wywodzg sie z linii komdrek przewlektej biataczki szpikowej, tak wiec
poprzez wprowadzenie do ich genomu nokautéw poszczegdlnych gendw TET otrzymano
cztery modele tej jednostki chorobowej, z ktérych kazdy odpowiada innemu statusowi
mutacyjnemu. Warto zaznaczy¢, iz w linii parentalnej wszystkie trzy geny TET pozostajg
niezmodyfikowane, tak wiec charakteryzuje sie ona petng aktywnoscig enzymatyczng biatek
TET. Pozwala to do pewnego stopnia oszacowaé potencjalny wptyw modulacji aktywnosci
biatek TET w komodrkach o podobnych zaburzeniach w aktywnosci tych enzyméw, co

obserwowane w przebiegu szeregu nowotworéw hematologicznych.
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Jednoczesnie w komérkach HAP1, w ktérych wprowadzono nokauty w dwéch z trzech
gendw TET tylko jeden pozostaje aktywny. Teoretycznie, w takim modelu cata pula modyfikacji
5-metylocytozyny powinna powstawac¢ wytgcznie w wyniku aktywnosci enzymatycznej
jednego z trzech biatek TET. Jest to dobry model umozliwiajgcy nie tylko badanie wptywu
wybranych czynnikow modulujgcych na aktywnos$é¢ konkretnych biatek TET, ale réwniez
pozwala oszacowac udziat aktywnosci enzymatycznej kazdego z cztonkéw rodziny TET w
generowaniu poszczegdlnych produktow katalizowanej reakcji. Jednoczesnie, zastosowanie
takiego podejscia pozwala na uzyskanie bardziej wiarygodnych wynikéw, gdyz w zasadzie
wyklucza wptyw kompensacji utraty aktywnosci jednego z biatek poprzez nadekspresje lub
nadmierng aktywacje dwdch pozostatych w komorce biatek, co moze mie¢ miejsce w modelu
z pojedynczym nokautem, a znalazto potwierdzenie w najnowszych doniesieniach Gurnari i
wsp., ktdrzy wykazali kompensacyjny wzrost ekspresji TET3 w grupie pacjentéow z MDS ze
zmniejszong ekspresjg TET2, niezalezng od wystepowania mutacji TET2 (172).

Warto takze nadmieni¢, iz w uzytych na potrzeby niniejszej pracy komédrkach nokauty
zostaty wprowadzone za pomocg techniki CRISPR/Cas9 i majg charakter funkcjonalny, co
oznacza, iz zmodyfikowane geny wcigz sg obecne w komorce, posiadajg w petni funkcjonalne
regiony promotorowe i regulatorowe, sg transkrybowane, lecz z racji z krétkich insercji lub
delecji w poczatkowych eksonach genu, skutkujgcych przesunieciem ramki odczytu, ich
koricowym produktem jest biatko nieaktywne katalitycznie.

W przebiegu wielu nowotworéw obserwuje sie znaczacy spadek stezenia witaminy C
w o0soczu pacjentéw, co najprawdopodobniej przektada sie réwniez na jej obnizony poziom
we wnetrzu komorek, zaréwno prawidtowych, jak i nowotworowych (173-175). Fakt ten, wraz
z obnizonym globalnym poziomem 5-hmCyt i danymi literaturowymi na temat udziatu
witaminy C w regulacji aktywnosci enzymatycznej biatek TET (125, 126, 131, 132) stanowit
przestanke do wykonania eksperymentow polegajacych na suplementacji komérek wybranych
linii nowotwordw ztosliwych cztowieka witaming C i jej roznymi formulacjami.

W przypadku wszystkich badanych linii komdrkowych ekspozycja na witamine C
skutkowata wzrostem zawartosci 5-hmCyt i 5-fCyt w genomowym DNA, natomiast
indywidualne réznice w poziomach produktéw enzymatycznego utleniania 5-mCyt pomiedzy
liniami najprawdopodobniej mogg wynika¢ zarowno z réznic w ekspresji poszczegdlnych
biatek rodziny TET, co wykazat juz Foksinski i wsp. (176) jak i z odmiennego profilu ekspresji

btonowych biatek transportujgcych witamine C do wnetrza komaérki, takich jak SVCT1 i SVCT2
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(ang. sodium-dependent vitamin C transporter 1 and 2), czy biatka z rodziny GLUT (GLUT],
GLUT3 i GLUT4) (124, 177). Jednoczesnie w literaturze brakuje danych na temat ekspresji
biatek SVCT w przypadku wszystkich ze zbadanych linii komdrkowych, za wyjatkiem linii MDA-
MB-231, w przypadku ktérej wykazano zmniejszong ekspresje tych transporteréw (178).

Kwas askorbinowy posiada chiralne atomy wegla, a co za tym idzie moze wystepowacd
w postaci wielu izomerdw. Do najczesciej wystepujacych i uzywanych w badaniach i przemysle
naleza: kwas L-askorbinowy i D-izoaskorbinowy, roéznigce sie jedynie przestrzennym
potozeniem grupy OH przy pigtym atomie wegla, charakteryzujgce sie podobnym potencjatem
antyoksydacyjnym (179, 180). Oznacza to, iz teoretycznie nie powinny wykazywaé znaczgcych
réznic w zdolnosci do redukowania jonoéw Fe(lll). Jednakze zaobserwowano znaczgco wyisze
powinowactwo biatka SVCT1, bedacego transporterem witaminy C, do kwasu L-
askorbinowego w poréwnaniu do kwasu D-izoaskorbinowego (181, 182), co moze wskazywac
na zmniejszony transport izomeru D do wnetrza komoérki. Jednoczesnie kwas L-askorbinowy,
z racji swojej konformacji, moze uczestniczy¢ w szerszym spektrum interakcji, nie
ograniczajacym sie jedynie do biatek TET, ale takze modulowaé aktywnos¢ innych dioksygenaz
miedzy innymi enzymow z rodziny Jumonji modyfikujacych biatka histonowe (174, 183).
Ponadto oba izomery sg powszechnie uzywane jako dodatek do zywnosci, w szczegélnosci
kwas D-izoaskorbinowy (E315) stosowany jest jako konserwant i przeciwutleniacz, nie bedacy
witaming, w szerokim spektrum produktéw (184). Dlatego tez postanowiono okresli¢ wptyw
obu izomeréw kwasu askorbinowego na aktywnos$¢ enzymatyczng biatek TET.

Wyniki przeprowadzonych eksperymentdw sugeruja, izizomer L kwasu askorbinowego
uzyty w stezeniach obserwowanych fizjologicznie w ludzkim osoczu (10 umol/I i 100 umol/I)
wydaje sie silniej stymulowaé aktywnosé enzymatyczng biatek TET, w poréwnaniu do izomeru
D uzytego w tych samych stezeniach. Najprawdopodobniej wynika to z faktu, iz z racji swojej
konformacji, izomer L moze wigzaé sie z biatkami TET w sposéb stereospecyficzny i modulowacé
ich aktywnos$¢ nie tylko poprzez podtrzymanie katalitycznego jonu zelaza w formie
zredukowanej, co najprawdopodobniej jest jedynym mechanizmem dziatania izomeru D. Nie
mozna jednak wykluczy¢, ze podobny efekt molekularny 1 mmol/l kwasu D-izoaskorbinowego
do efektédw obserwowanych w przypadku fizjologicznych stezen kwasu L-askorbinowego moze
wynika¢ ze zwiekszonego stresu oksydacyjnego i niespecyficznego utleniania 5-
metylocytozyny, na co moze wskazywac¢ podniesiony poziom 8-oxoGua w komdrkach

eksponowanych na najwyzsze z uzytych stezen kwasu D-izoaskorbinowego.
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Warto takze zauwazy¢, ze oba izomery w kazdym modelu komérkowym powodowaty
wzrost zawartosci 5-hmCyt i 5-fCyt, co sugeruje, iz mechanizm ich dziatania jest
najprawdopodobniej uniwersalny dla wszystkich komadrek.

Ponadto w S$wietle powyzszych wynikéw, wskazujacych na zdolno$¢ kwasu D-
izoaskorbinowego do stymulacji aktywnosci biatek TET, powinno sie dokona¢ rewaluacji
bezpieczenstwa i zasadnosci stosowania tego zwigzku jako dodatku do zywnosci, gdyz moze
on potencjalnie wptywac na epigenom cztowieka.

Wyniki przeprowadzonych analiz w linii komérek HAP1WT eksponowanych na
jednorazowg dawke witaminy C (100 umol/l) wykazaty, iz zawarto$¢ 5-fCyt i 5-caCyt silnie i
istotnie statystycznie koreluje z stezeniem wewngatrzkomorkowej witaminy C (odpowiednio
r=0,8353 przy p=0,010 i r=0,8246 przy p=0,012). Jednocze$nie obserwowano umiarkowang,
chod nieistotng statystycznie korelacje pomiedzy poziomem wewngatrzkomérkowej witaminy
C a zawartoscig 5-hmCyt i 5-hmUra. Podobne obserwacje poczyniono w linii HAP1T72K0 gdzie
poziom wewnatrzkomdrkowej witaminy C silnie i istotnie statystycznie korelowat z
zawartos$cig 5-hmCyt, 5-fCyt, 5-caCyt i 5-hmUra (odpowiednio: r=0,7419 przy p=0,022;
r=0,7905 przy p=0,011; r=06879 przy p=0,041 i r=0,7419 przy p=0,022). Obserwacje te
sugeruja, iz odpowiednio wysokie stezenie witaminy C wewnatrz komorki jest kluczowe dla
zachowania i podtrzymania aktywnosci enzymatycznej biatek TET, w szczegdlnosci w
przypadku utraty aktywnosci TET2.

Ponadto przyrost poziomu 5-hmCyt, 5-fCyt i 5-caCyt na przestrzeni pierwszych 12
godzin (do osiggniecia plateau) hodowli komdrek HAP1WT jednorazowo eksponowanych na
100 pumol/l witaminy C, wraz z relatywnie dtugim okresem péttrwania tych biatek w komorce,
liczonym w dniach (185) i faktem, iz ekspozycja na witamine C nie powodowata zmian w
ekspresji biatek rodziny TET (130) wskazuje, iz wynika on raczej ze wzrostu aktywnosci
enzymatycznej biatek TET, niz ze zwiekszenia ich ekspresji. Jednoczesnie taki profil przyrostu
zawartosci wymienionych modyfikowanych zasad azotowych w DNA w zasadzie wyklucza
zachodzenie tego procesu na drodze prostej reakcji chemicznej.

Ponadto uzyskane wyniki sg tozsame z naszymi wczesniejszymi obserwacjami w linii
HCT116 (186), co moze wskazywaé na to, iz podobne zaleznosci mogg wystepowac we
wszystkich liniach komdrkowych. Co wiecej utrata aktywnosci ktéregokolwiek z biatek TET

skutkuje nie tylko obnizeniem globalnego poziomu 5-hmCyt, 5-caCyt i 5-fCyt, ale rowniez
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znaczaco spowalnia generowanie tych modyfikacji, co znajduje odzwierciedlenie w
przesunieciu czasu osiggania plateau dla poszczegdlnych modyfikacji.

Nalezy zwréci¢ uwage, iz w przeprowadzonych eksperymentach komorki
suplementowano de facto jonem askorbinowym, ktoéry jest aktywnie transportowany do
komorek poprzez wysoce specyficzne wzgledem tego zwigzku biatka SVCT1 i SVCT2, wbrew
gradientowi stezen, wraz z jonami sodu (124, 174). SVCT2 ulega ekspresji w niemalze kazdym
rodzaju komoérek ludzkiego organizmu, zwtaszcza w komérkach silnie akumulujgcych witamine
C tj. leukocyty komorki moézgu czy nadnerczy (187). Natomiast biatko SVCT1 jest silnie
zaangazowane w utrzymanie prawidfowego poziomu witaminy C w organizmie, a jego silna
ekspresja zostata zaobserwowana w komadrkach watroby, trzustki, jelita cienkiego, a takze w
btonie rabka szczoteczkowego kanalika proksymalnego w tkance nerkowej, gdzie bierze udziat
w reabsorpcji kwasu askorbinowego przez nerki (124).

Nie mozna jednak wykluczy¢, iz czes¢ dodanej do medium hodowlanego witaminy C
ulega przeksztatceniu do kwasu dehydroaskorbinowego (DHA) pod wptywem zmian pH lub
aktywnosci wolnych rodnikéw, czy to na etapie przygotowania roztworéw roboczych, czy tez
w medium hodowlanym w trakcie trwania eksperymentéw. DHA jest transportowany do
komorki na drodze utatwionej dyfuzji wraz z glukozg przy udziale biatek transportujgcych:
GLUT1, GLUT3 i GLUT4 (177), gdzie jest redukowany do askorbinianu przy pomocy glutationu,
co jednoczes$nie prowadzi do podtrzymania gradientu stezen DHA i moze stanowié jeden z
mechanizmoéw odpowiedzialnych za akumulacje witaminy C we wnetrzu komérki. Warto
nadmieni¢, iz w przypadku enterocytow nabtonka jelita cienkiego, gdzie zachodzi wchtfanianie
witaminy C, za wychwyt DHA odpowiadajg gtdéwnie biatka GLUT2 i GLUTS (124).

Biorac pod uwage fakt, iz efekt dziatania witaminy C na biatka TET w poszczegdlnych
liniach komérkowych moze by¢ zaleiny od tego, ktéry z przytoczonych mechanizmoéw
transportu dominuje w danym typie komodrek Ilub od potencjalnych zaburzen w
funkcjonowaniu poszczegdlnych transporteréw, czy to wynikajgcych z tkankowo
specyficznego profilu ich ekspresji, czy tez z mutacji w genach je kodujgcych, postanowiono
dostarczy¢ do komérek witamine C w sposéb niezalezny od biatek transportujgcych.

W niniejszej pracy zbadano wptyw innych form witaminy C na zawarto$é¢ w
komorkowym DNA produktdw enzymatycznej aktywnosci biatek TET. Postuzono sie kwasem
6-0O-palmitoilo-L-askorbinowym, bedacym estrem kwasu palmitynowego i kwasu

askorbinowego. Zwigzek ten, posiadajac cze$¢ hydrofobowg stanowi rozpuszczalng w
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ttuszczach forme witaminy C, ktéra efektywnie przechodzi przez btone komérkowg do
cytoplazmy (188, 189), gdzie przy udziale wewnatrzkomoérkowych esteraz jest przeksztatcana
do askorbinianu i moze petnic¢ swoje funkcje biologiczne (190).

Jednoczesnie, przy wspodtpracy z wroctawskg firmg Lipid Systems postuzono sie
witaming C zamknietg w nosniku liposomowym przy pomocy opatentowanej technologii
LIPOSHEEL®. Czasteczki te zbudowane sg z podwdjnej warstwy fosfolipidéw, nadajacej im
hydrofobowy charakter i umozliwiajgcej interakcje z btonami komoérkowymi. Natomiast w ich
wnetrzu znajduje sie faza wodna, o optymalnych warunkach zapewniajgcych stabilnos¢
witaminy C pod postacig soli sodowej kwasu askorbinowego. Sprawia to, iz liposomy moga
uwalniaé witamine C bezposrednio po integracji z btong komérkowa lub tez po pobraniu przez
komorke na drodze endocytozy i degradacji endosomoéw w lizosomach, co w obu przypadkach
pozwala dostarczy¢ ten zwigzek do komorki niezaleznie od obecnosci i aktywnosci
transporteréw btonowych (191, 192).

Co wiecej najnowsze doniesienia Gabki i wsp. wykorzystujgce zaawansowane modele
matematyczne (193) sugerujg, iz w przypadku komérek nowotworowych obecnos$é biatek
SVCT moze nie by¢ tak istotna, jak to sie wczesniej wydawato, gdyz przy zatozeniu, ze ekspresja
SVCT jest stata, akumulacja tego zwigzku w komdrkach nowotworowych moze zachodzi¢ w
sposob zalezny od ich wtasciwosci fizykochemicznych, takich jak wewngtrzkomérkowe pH i
potencjat btonowy. Zastosowanie witaminy C zamknietej w nosniku liposomowym moze
umozliwi¢ efektywne dostarczenie tego zwigzku do komérek, gdyz niejako omija ograniczenia
wynikajgce z powyzszych faktow.

W niniejszej pracy nie wykazano istotnych réznic pomiedzy wptywem soli sodowej
kwasu L-askorbinowego, solg sodowg kwasu L-askorbinowego zamknietg w nosniku
liposomowym, kwasem 6-O-palmitoilo-L-askorbinowym i preparatem AscolLip® na poziomy 5-
hmCyt, 5-fCyt, 5-caCyt i 5-hmUra w linii komoérkowej HAP1, zaréwno w komodrkach
parentalnych, jak i w liniach z podwéjnymi, funkcjonalnymi nokautami genéw TET, cho¢ warto
zauwazyé, iz w przypadku linii z podwdjnymi nokautami kwas 6-O-palmitoilo-L-askorbinowy,
wydaje sie nieco silniej indukowaé powstawanie 5-hmUra, w pordwnaniu do pozostatych z
zastosowanych zwigzkéw. Co wiecej obserwacje dla linii HAP1 byty zbiezne z obserwacjamidla
linii MDA-MB-231. Witamina C zamknieta w nosniku liposomowym z jednej strony moze by¢
dostarczana do komodrek niezaleznie od obecnosci biatek transportujgcych ten zwigzek, ma

wiec wiekszg biodostepnosé, a jednoczesnie charakteryzuje sie wiekszg stabilnoscig (192).
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Wyniki przeprowadzonych eksperymentédw wskazuja, iz przy braku réznic w zdolnosci do
stymulacji aktywnosci biatek rodziny TET, uzywanie w badaniach soli sodowej kwasu L-
askorbinowego zamknietej w nosniku liposomowym, zapewniajgcym wiekszg stabilnos¢ tego
zwigzku, moze stanowi¢ alternatywe dla roztworédw wodnych witaminy C w praktycznie
kazdym modelu komdrkowym wymagajgcym suplementacji tym zwigzkiem. Jednoczesnie taka
forma dostarczania witaminy C do komdrek moze réwniez znalezé zastosowanie w przypadku
suplementacji tym zwigzkiem komorek o zaburzonej aktywnosci biatek transportujacych lub
komorek o dotad niezbadanej ekspresji transporteréw witaminy C.

Eksperymenty przeprowadzone na komoérkach HAP1 z pojedynczymi i podwdjnymi
nokautami funkcjonalnymi gendéw TET, polegajace na ich hodowli w obecnosci witaminy C, jak
rowniez jednoczesna ekspozycja tych komoérek na tetrahydrourydyne i witamine C pozwolity
czesciowo odpowiedzie¢ na pytanie o udziat aktywnosci enzymatycznych poszczegdlnych
biatek rodziny TET w generowaniu 5-hmCyt, 5-fCyt, 5-caCyt i 5-hmUra. W zaproponowanym
modelu komdrkowym dodatek tetrahydrourydyny teoretycznie powinien zahamowad
aktywnos¢ komérkowych deaminaz, ktéra potencjalnie moze stanowic zrédto Ura i 5-hmUra
w genomowym DNA, a zatem obserwowane poziomy poszczegdlnych produktéow
enzymatycznej aktywnosci biatek TET powinny wynika¢ tylko z wptywu witaminy C na
konkretne biatko tej rodziny.

Przeprowadzone analizy sugerujg, iz biatko TET2 ma dominujgca role w tworzeniu 5-
hmCyt, 5-fCyt i 5-caCyt, jako ze utrata jego aktywnos$ci powoduje najwiekszy spadek
zawartosci tych modyfikacji zasad azotowych w DNA. Natomiast w generowaniu 5-hmUra
najwiekszy udziat ma najprawdopodobniej biatko TET1. Co wiecej w komérkach HAP1
jednoczesnie eksponowanych na tetrahydrourydyne (0,1 umol/l, 1 umol/I, 10 umol/I i 100
umol/1) i 100 umol/I witaminy C obserwowano znaczacy wzrost zawartosci 5-hmUra w DNA
komodrek, co sugeruje, iz najprawdopodobniej powstat on w wyniku aktywnosci
enzymatycznej biatek TET, a nie w wyniku aktywnos$ci komdrkowych deaminaz czy na drodze
uszkodzen oksydacyjnych DNA, o czym $wiadczy brak istotnych zmian w zawartosci uracylu i
8-oxoGua.

W jednych z pierwszych badan nad aktywnoscig enzymatyczng biatek TET Blaschke i
wsp. (125) wykazali, iz to witamina C, a nie inne antyoksydanty, takie jak glutation czy DTT
wptywajg na zawartosé¢ 5-hmCyt w DNA komérek macierzystych. Jednoczesnie w badaniach

Jaiswal i wsp.(194) z 2017 wykazano, iz aktywnos¢ biatka TET2, izolowanego z bakterii E. coli,
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wczesniej transfekowanych wektorem ekspresyjnym zawierajgcym domene katalityczng
ludzkiego genu TET2, znaczgco zmniejszyta sie, gdy z mieszaniny reakcyjnej usunieto witamine
C, jak rowniez w przypadku usuniecia DTT. Co ciekawe, w eksperymentach tych aktywnos¢
enzymatyczna biatka TET2 byta okreslana na podstawie przyrostu zawartosci 5-hmCyt, 5-fCyt
i 5-caCyt, a wiec w sposéb toisamy z przyjetym w tej rozprawie, w oligomerze DNA
zawierajgcym 5-metylocytozyne w dinukleotydach CpG, w buforze o pH=8,0 zawierajacym
niezbedne do zajscia katalizowanej reakcji zwigzki (75 pmol/l FeSOs, 1 mmol/l a-
ketoglutaranu, 2 mmol/l kwasu askorbinowego) jak i 1 mmol/I DTT. Powyzsze, nieco sprzeczne
przestanki sktonity nas do zbadania wptywu ditiotreitolu na aktywnosé enzymatyczng biatek
TET.

W naszym eksperymencie eksponowali$my komérki linii HAP1 na DTT w stezeniu 0,5
mmol/I jak i 1 mmol/l, co skutkowato istotnym statystycznie i zaleznym od dawki wzrostem
zawartosci 5-hmCyt, 5-fCyt i 5-caCyt w DNA tych komdrek. Obserwacje te znaczaco rdéznig sie
od wynikéw Blaschke i wsp. i sugerujg, iz DTT moze indukowad powstawanie produktéw szlaku
aktywne] demetylacji 5-metylocytozyny w jak dotgd niedostatecznie dobrze poznanym
mechanizmie. Potencjalnie, DTT jako zwigzek o wtasciwosciach redukujgcych, mdégtby niejako
nasladowac dziatanie witaminy C poprzez utrzymanie katalitycznego jonu Fe(ll) w centrum
aktywnym biatek TET w formie zredukowanej. Jednoczes$nie nie mozna wykluczyé, iz zwigzek
ten niespecyficznie utlenia 5-mCyt do 5-hmCyt, 5-fCyt i 5-caCyt poprzez generowanie wolnych
rodnikow (195, 196), cho¢ brak istotnych zmian w poziomie 8-oxoGua w naszych
eksperymentach wskazuje, iz raczej inne mechanizmy mogg by¢ zrédtem tych obserwacji. Co
wiecej, badania nad aktywnoscig metylotransferaz DNA przeprowadzone przez Chun-Chang i
wsp. (197) wskazuja, iz obecnos¢ DTT w stezeniach z zakresu 1-5 mmol/I hamuje, w sposéb
zalezny od dawki, aktywnos¢ hydroksymetylazy (niekanoniczng zdolnos¢ do przeksztatcania in
vitro 5-mCyt do 5-hmCyt) rekombinowanego biatka DNMT3a, izolowanego z komorek HEK
293T transfekowanych  wektorem  ekspresyjnym  zawierajgcym gen  DMNT3a,
najprawdopodobniej poprzez modulowanie stanu redoks enzymu. W $wietle tych wynikdw,
nie mozna wykluczy¢, iz DTT réwniez moze wptywaé na aktywnosé biatek TET na drodze
podobnych mechanizméw, co stanowi przestanke do dalszych badain nad wptywem tego
zwigzku na proces aktywnej demetylacji DNA. Jest to szczegdlnie wazine, gdyz DTT jest

zwigzkiem powszechnie wystepujgcym w wielu odczynnikach uzywanych w biologii
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molekularnej, w tym w badaniach nad aktywnoscig biatek TET, a co za tym idzie, jego obecnos¢
moze potencjalnie wptywac na wyniki analiz.

W Swietle obiecujagcych wynikdw eksperymentéw z udziatem witaminy C
postanowiono eksponowac¢ komdrki linii HAP1 na kolejne drobnoczasteczkowe zwigzki
biorgce udziat w mechanizmie katalitycznym biatek TET tj. jony zelaza i a-ketoglutaran. W 2013
roku Dickson i wspétpracownicy (130) wykazali, iz zawarto$¢ 5-hmCyt w DNA mysich
embrionalnych fibroblastéw nie jest zalezna od komodrkowego poziomu zelaza i a-
ketoglutaranu. Jednakze w swoich eksperymentach nie dodawali bezposrednio a-
ketoglutaranu do medium hodowlanego, a jedynie manipulowali stezeniem glukozy, z ktérej
miat on powstawacé przy pomocy enzymoéw zaangazowanych w jego powstawanie w ramach
cyklu Krebsa. Co wiecej, uzywali Fe(NOs)s w stezeniach 0,25 umol/l i 2,5 umol/I jako Zrédta
jondéw Fe(lll), a poziom 5-hmCyt w komodrkach oznaczali przy uzyciu opartych o przeciwciata
technik: dot-blot i barwienia immunochemicznego. Sktonito nas to do wykonania
eksperymentow z uzyciem FeSQg, ktérego uzycie powinno dostarczyé do komarki jondw Fe(ll),
ktore moga by¢ bezposrednio wykorzystane przez biatka TET, jak i a-ketoglutaranu, tak by
zaopatrzy¢ komorki we wszystkie niezbedne sktadowe reakcji enzymatycznej. Jednakze 24-
godzinna hodowla komorek linii HAP1 w obecnosci a-ketoglutaranu dodanego do medium
hodowlanego do ostatecznych stezen: 100 umol/I, 1 mmol/li5 mmol/l jak i w obecnosci jonéw
Fe(ll) w stezeniach 1 pmol/l, 10 umol/I, 100 umol/l nie zmienita poziomu modyfikowanych
zasad azotowych stanowigcych produkt aktywnosci enzymatycznej biatek TET. Obserwacje te
sg do pewnego stopnia zgodne z przytoczonymi wyzej wynikami grupy Dickson’a (130), lecz
nalezy zaznaczyé, iz w naszych badaniach oznaczano nie tylko poziom 5-hmCyt, ale takze 5-
fCyt, 5-caCyt i 5-hmUra w DNA w badanych komérek, przy pomocy dalece bardziej precyzyjnej
i czutej metody, jakg jest 2D-UPLC-MS/MS, co przektada sie na bardziej kompleksowy obraz
zawartosci modyfikowanych zasad azotowych w DNA.

Poczatkowe hipotezy zaktadaty, iz brak wptywu a-ketoglutaranu na aktywnos¢ biatek
TET moze wynikaé z wysycenia enzymu substratem, jako ze a-ketoglutaran, bedac
bezposrednim intermediatem w cyklu Krebsa jest obecny w komdrkach w wysokich,
najprawdopodobniej nadmiarowych stezeniach, a co za tym idzie dalsze dostarczanie tego
zwigzku do komorek nie zwieksza jego dostepnosci dla enzymu. Z drugiej strony MacKenzie i
wspotpracownicy (198) wykazali, iz przechodzenie a-ketoglutaranu przez btone komdrkowa

jest utrudnione ze wzgledu na jego hydrofilowy charakter i dopiero jego sprzegniecie z
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czgsteczka hydrofobowg umozliwia jego efektywny transport do wnetrza komorki. Fakt ten
moze ttumaczy¢ nasze obserwacje, a takze stanowi podstawe do wykonania w przysztosci
eksperymentéw obejmujgcych ekspozycje komdrek na zmodyfikowane chemicznie postaci a-
ketoglutaranu. Réwnie interesujgcym kierunkiem dalszych badan wydaje sie by¢ dostarczenie
o-ketoglutaranu do wnetrza komorek przy uzyciu no$nikdéw liposomowych, ktdre potencjalnie
umozliwityby efektywny transport niezmodyfikowanej, hydrofilowe] czasteczki przez btone
komoérkowa.

Ponadto najnowsze wyniki badan, ktére ukazaty sie na kilka miesiecy przed ztozeniem
niniejszej dysertacji wskazujg na nieco odmienny mechanizm generowania a-ketoglutaranu
na potrzeby reakcji katalizowanych przez biatka TET3. Zesp6t pod przewodnictwem Thomasa
Carella (199) udowodnit, iz w neuronach mitochondrialny enzym dehydrogenaza
glutaminianowa (ang. glutamate dehydrogenase, GDH), odpowiedzialny za generowanie a-
ketoglutaranu z glutaminianu, jest rekrutowany do jgdra komérkowego, gdzie lokalizuje sie w
bezposredniej bliskosci biatka TET3 i lokalnie syntetyzuje de novo a-ketoglutaran z jadrowe;j
puli glutaminianu na potrzeby enzymatycznego utleniania 5-mCyt do 5-hmCyt. Jest to wydajny
mechanizm, ktéry z jednej strony zapewnia zaopatrzenie biatek TET w niezbedny substrat, a z
drugiej pozwala unikngé¢ globalnej zmiany poziomu tego metabolitu w komdrce, co
potencjalnie mogtoby pociggac za sobg niekorzystne skutki uboczne. Powyzszy mechanizm
zostat jak dotad opisany jedynie w przypadku biatka TET3, w komdrkach neuronalnych, lecz
nie mozna wykluczyé jego wystepowania w innych rodzajach komérek, w tym w uzytej przez
nas linii HAP1, co ttumaczytoby nasze obserwacje.

Co wiecej, w przeprowadzonych przez nas eksperymentach z wykorzystaniem jondw
Fe(ll) i Fe(lll) nie obserwowalismy istotnych statystycznie zmian w zawartosci 5-hmCyt, 5-fCyt,
5-caCyt i 5-hmUra w DNA badanych komérek, poza 24-godzinng inkubacjg komérek HAP1 z 1
mmol/l FeS0a, co jest zbiezne z wynikami grupy Dicksona i wsp., ktdrzy nie obserwowali zmian
w zawartosci 5-hmCyt, oznaczanej przy pomocy metody blot-dot, w komédrkach mysich
embrionalnych fibroblastéw po ekspozycji na 0,25 umol/li 2,5 pumol/l Fe(NOs)s (130). Mozna
przypuszczaé, iz dodatek surowicy w medium hodowlanym mégt zadziata¢ jako czynnik
chelatujgcy i dopiero zastosowanie bardzo wysokiego stezenia (1 mmol/l) jondéw Fe(ll)
wywoftato na tyle istotng zmiane w labilnej puli jonéw Fe(ll) w komérce, iz znalazta ona
odzwierciedlenie w zwiekszeniu aktywnosci biatek TET, ktére skutkowato zwiekszong

produkcjg 5-hmCyt, 5-fCyt i 5-caCyt. Ponadto, wzrostowi zawartosci wspomnianych zasad
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azotowych po ekspozycji na 1 mmol/l FeSO4 nie towarzyszyta istotna zmiana zawartosci 8-
oxoGua, co sugeruje, iz najprawdopodobniej nie powstaty w wyniku dziatania reaktywnych
form tlenu na DNA, a raczej sg efektem reakcji enzymatycznych. Ponadto jednoczesna
ekspozycja komérek HAP1 na a-ketoglutaran, jony Fe(ll), jak i witamine C jasno wykazata, iz to
obecno$é tego ostatniego zwigzku ma kluczowe znaczenie dla aktywnosci enzymatycznej
biatek TET, co pozostaje w zgodzie z wynikami eksperymentéw Guan i wspotpracownikéw
(133).

Warto zauwazy¢, iz wyniki naszych eksperymentéw z deferoksyaming w linii HAP1,
gdzie nie obserwowali$my istotnych statystycznie zmian w zawartosci 5-hmCyt w DNA
komoérek narazonych na ten zwigzek stojg w sprzecznosci z wynikami badan
przeprowadzonych na linii komdrek hepatocytopodobnych OUMS29 (200). We wspomnianym
eksperymencie, chelatacja jondw Fe(lll) za pomocg DFO, w stezeniach 50 pmol/l i 100 umol/I,
a wiec tozsamych z stezeniami przez nas uzytymi, skutkowata obnizeniem zawartosci 5-hmCyt
w DNA badanych komodrek. Zwraca uwage fakt, iz zawartos¢ 5-hmCyt w tym badaniu byta
okreslana jedynie w sposob pétilosciowy za pomocy opartej o przeciwciata techniki dot-blot,
co wraz z potencjalnie inng podatnoscig komdérek HAP1 na chelatacje jonéw Fe(lll) przez DFO
moze ttumaczy¢ zaobserwowane rozbieznosci. Co wiecej w naszym eksperymencie nie
zaobserwowano réznic pomiedzy zawartoscig modyfikacji zasad azotowych bedacych
produktami enzymatycznej aktywnosci biatek TET w komérkach kontrolnych, jak i
eksponowanych na jony Fe(lll), DFO, jak i kombinacje tych zwigzkéw, co sugeruje, iz
ekspozycja komadrek na jony Fe(lll) raczej nie wptywa na aktywnos$é badanych enzymow w linii
HAP1. Jednoczesnie nie zaobserwowalismy istotnego statystycznie wptywu DFO na
stymulujace dziatanie witaminy C na aktywnos$é enzymatyczng biatek rodziny TET. Jednakze
eksperyment zostat wykonany w jednym powtdrzeniu biologicznym, a co za tym idzie jego
wyniki mogg nie byé w petni wigzace, dlatego tez zauwazamy potrzebe jego powtdrzenia w
wiekszej liczbie powtdrzen biologicznych i rozszerzenia o bardziej specyficzne chelatory jonéw
Fe(ll), by jednoznacznie okresli¢ wptyw zmniejszenia wewnatrzkomorkowej puli jonow Fe(ll)
na aktywnos$¢ enzymatyczng biatek rodziny TET. Ponadto warto mie¢ na uwadze, iz w
zaproponowanym modelu badawczym trudno jednoznacznie okreslié, czy deferoksyamina
chelatuje wolne jony Fe(lll) obecne w medium hodowlanym i w ten sposéb zmniejsza pule
jonéw mozliwych do pobrania przez komérke, czy tez dostaje sie do wnetrza komérki, i niejako

in situ wptywa na pule wolnych jonéw zelaza. Tym niemniej jej dziatanie najprawdopodobniej
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ogranicza sie do wolnych jonéw Fe(lll), gdyz zwigzek ten nie jest na tyle silnym chelatorem by
konkurowaé o wigzanie jonu zelaza z centrum aktywnym enzymu, na co moze wskazywac
zaniedbywalny wptyw DFO na stymulujgcy wptyw witaminy C na zawartos¢ produktow
enzymatycznej aktywnosci biatek TET w DNA komdrek HAP1.

Przytoczone wczesniej badania Jaiswal i wsp. (194) wykazaty, iz w obecnosci jondw
Fe(ll) w stezeniu 75 pumol/l tozsame stezenia jondw Co(ll), Cu(ll) i Zn(ll) prawie catkowicie
zahamowaty aktywnos¢ katalitycznej domeny biatka TET2 in vitro. Jednoczes$nie Yin R. i wsp.,
na podstawie eksperymentéw przeprowadzonych na oczyszczonej domenie katalitycznej
mysiego biatka Tetl wykazali, iz jony niklu wykazujg 7,5 razy wieksze powinowactwo do
centrum aktywnego tego enzymu, niz jony Fe(ll) (117). Powyzisze przestanki, wraz z
doniesieniami literaturowymi, wskazujgcymi na modulujgcy wptyw dwuwarto$ciowych jonéw
metali ciezkich na aktywnos$¢ enzymoéw z grupy dioksygenaz zaleznych od Fe(ll) i a-
ketoglutaranu (121, 122, 201), do ktérych réwniez nalezg biatka TET, sktonity nas do zbadania
wptywu wybranych jonéw metali na aktywnos¢ tych enzymoéw.

W niniejszej pracy zbadano wptyw jondw Ni(ll) na zawartos$¢ produktéw enzymatycznej
aktywnosci biatek TET w DNA komdrek K562. Ich 24-godzinna ekspozycja na 1 uM, 10 umol/I
i 100 pumol/I chlorku niklu(ll) nie prowadzita do istotnych zmian w poziomie 5-hmCyt, 5-fCyt,
5-caCyt i 5-hmUra, a takze nie wptywata na stymulujgcy aktywnosc biatek TET efekt witaminy
C. Obserwacje te sg rozbiezne z wynikami uzyskanymi przez Yin R. i wspotpracownikéw (119),
ktorzy po ekspozycji komérek linii: HEK293T (ludzkie embrionalne komaorki nerki), MRC5 (linia
fibroblastéw ptuca) i mysich ES na jony Ni(ll) w stezeniach 20 umol/l, 50 umol/I, 100 pmol/l i
200 umol/l obserwowali zalezny od dawki i czasu ekspozycji spadek poziomu 5-hmCyt w DNA
tych komodrek, choé w przypadku linii MRC5 statystycznie istotne spadki zaobserwowano
jedynie w przypadku 100 umol/I i 200 umol/l. Jednoczesnie we wszystkich badanych liniach
stezenie 20 umol/l nie wptywato w sposéb istotny na zawarto$é 5-hmCyt w genomowym DNA,
co jest zbiezne z naszymi obserwacjami dla komérek K562 eksponowanych na 10 umol/l jonow
Ni(ll). Ponadto w linii mysich komdrek macierzystych obserwowano réwniez zalezny od dawki
spadek 5-fCyt, jak rowniez hamujgcy wptyw jondw Ni(ll) (200 umol/I) na stymulacyjny efekt
witaminy C w stezeniu 20 umol/I. Najprawdopodobniej réznice pomiedzy naszymi wynikami a
obserwacjami Yin R. i wsp. wynikajg z indywidualnej podatnosci konkretnej linii komdrkowej
na hamujacy aktywnos$¢ biatek TET efekt jondéw Ni(ll), ktéra moze wynika¢ z szeregu

czynnikdéw, takich jak zdolno$é do wychwytu i transportu tych jondéw, a takze proporcji jondw
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Ni(ll) do zawartosci jondw Fe(ll) w komodrce. Ponadto w komadrkach ludzkiego organizmu w
generowanie 5-hmCyt, 5-fCyt i 5-caCyt w DNA mogg by¢ zaangazowane wszystkie biatka
rodziny TET, a jej poszczegdlni cztonkowie mogg charakteryzowac sie innym powinowactwem
do jondéw Ni(ll), niz to okreslone dla domeny katalitycznej mysiego biatka Tetl. Co wiecej
zrdznicowany profil ekspresji tychze biatek w poszczegdlnych liniach komoérkowych moze po
czesci odpowiadaé za ich rézng odpowiedz na jony Ni(ll). Nie mozna takze wykluczyé, iz
powyzsze obserwacje mogg wynika¢ z chelatujgcych witasciwosci surowicy dodawanej do
hodowli komodrkowej. Jednoczesnie tak diametralne rdéznice pomiedzy wynikami
przeprowadzonych eksperymentéw, a danymi literaturowymi wskazuja na koniecznosc
przeprowadzenia badan nad wptywem jondw niklu(ll) w szerszym spektrum linii
komadrkowych.

Badania przeprowadzone przez Lin i wsp. w 2017 roku (135) na komdrkach linii HepG2
raka watroby wykazaty, iz zaréwno w przypadku hodowli w obecnosci 1% O, jak i ekspozycja
tych komarek na chlorek kobaltu w stezeniu 150 i 200 umol/I skutkowata znaczgcym wzrostem
poziomu mMRNA w przypadku biatek TET1, TET2 i TET3. Jednocze$nie w przytoczonych
badaniach Jaiswal i wsp. (194) chlorek kobaltu hamowat aktywnos¢ katalityczng TET2. Ta
niejednoznacznos¢ doniesien sktonita nas do poréwnania wptywu hipoksji i chlorku kobaltu na
zawarto$¢ produktdw enzymatycznej aktywnosci biatek TET. Aby zapewni¢ jak najbardziej
rzetelng i kompleksowa ocene, postanowiono wykona¢ eksperymenty na linii HAP1.

Chlorek kobaltu jest bardzo czesto stosowany jako zwigzek nasladujacy stan
niedotlenienia w komoérce, zwtaszcza w sytuacjach, gdy badacze nie dysponujg komorg
hipoksyczng, a jego postulowany mechanizm dziatania opiera sie na wypieraniu zelaza z
centrum aktywnego biatek PHD i nastepczg aktywacjg HIFla, regulujgcym ekspresje genow
zaleznych od hipoksji (202). W prawidtowo funkcjonujgcej komdrce poziom biatka HIF1la jest
precyzyjnie regulowany przez aktywnosc¢ zaleznych od Fe(ll) i a-ketoglutaranu hydroksylaz 4-
prolinowych, ktore przy prawidtowym stezeniu O, w komédrce hydroksylujg konserwatywne
reszty proliny w biatku HIF1a, ktére nastepnie ulegajg ubikwitynacji przez kompleks biatka VHL
z ligazg ubikwityny E3, co skutkuje proteasomalng degradacjg biatka HIF1la. W przypadku
spadku stezenia O lub wywotanego innym czynnikiem (np. obecnoscig jonéw kobaltu)
zahamowania aktywnosci hydroksylaz 4-prolinowych, HIF1a nie ulega degradacji i moze petnic¢

swoj3 biologiczng role czynnika transkrypcyjnego (134, 203).
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O ile zaobserwowane w naszych badaniach wzrosty zawartosci 5-hmCyt, 5-fCyt i 5-
caCyt w DNA komorek linii HAP1 hodowanych w atmosferze o obnizonej zawartosci tlenu (0,5
%) pozostajg w zgodnosci z danymi literaturowymi (135-137), to w przypadku 24 i 48-
godzinnej ekspozycji na 100 umol/l i 200 umol/l chlorku kobaltu (ll) zaobserwowano
catkowicie odwrotny efekt, mianowicie zalezny od dawki spadek poziomu 5-hmCyt i 5-fCyt.
Wyniki te wskazujg na odmienny od hipoksji mechanizm dziatania chlorku kobaltu(ll), ktéry
najprawdopodobniej wypiera katalityczne jony zelaza (ll), unieczynniajgc enzym, tak jak to
robi w przypadku innych dioksygenaz zaleznych od jondéw Fe(ll) i a-ketoglutaranu (116, 117,
122). Stawia to pod znakiem zapytania zasadnos¢ stosowania go jako zwigzku nasladujgcego
stan hipoksji, a takze sugeruje, iz globalne zahamowanie procesu aktywnej demetylacji DNA
po ekspozycji na CoCl,, moze stanowi¢ nowy, dotad nie opisany mechanizm odpowiedzialny
za toksyczne wiasciwosci jondw kobaltu(ll) (204).

Eksperymenty przeprowadzone w 2018 roku przez Ma L. i wsp. (205) na szeregu linii
komodrkowych nowotwordw ztosliwych jelita grubego wskazujg, iz w stanie hipoksji aktywacja
HIFla skutkuje wzmozong ekspresjg biatka TET1, ktére niejako zwrotnie demetyluje,
wczesniej metylowane, miejsca HRE (ang. hipoxia-responsive elements) w genach biorgcych
udziat w odpowiedzi na niedotlenienie, co umozliwia przytgczenie sie do tych miejsc HIFla i
zainicjowanie ich ekspresji. Jednocze$nie autorzy wskazujg na istotny udziat TET1 w
odpowiedzi na warunki niedotlenienia. Jednakie w przeprowadzonych przez nas
eksperymentach na wariantach linii HAP1, w ktérych tylko jedno z biatek TET pozostaje
aktywne, obserwowano wzrost zawartosci 5-hmCyt w genomowym DNA w zaréwno w
komérkach z funkcjonalnymi nokautami TET1KO/TET2KO, TET1KO/TET3KO, jak i
TET2/TET3KO, cho¢ zawarto$¢ ta w kazdym przypadku byta nizsza niz w linii parentalnej.
Wskazuje to na zaangazowanie wszystkich trzech cztonkéw tej rodziny w komodrkowa
odpowiedz na obnizone stezenie tlenu. Warto takze wspomnieé, iz w naszych badaniach
najprawdopodobniej po raz pierwszy okreslono zawarto$é¢ 5-hmUra w komoédrkach z
podwadjnymi, funkcjonalnymi nokautami gendéw TET, hodowanych w warunkach hipoksji. Brak
istotnych zmian w genomowe] zawartosci tej modyfikacji w poréwnaniu do komodrek
hodowanych w 21 % O,, moze sugerowad, iz 5-hmUra nie powstaje, a co za tym idzie
najprawdopodobniej nie bierze udziatu w odpowiedzi komorki na warunki niedotlenienia.

Jednoczesnie nalezy miec swiadomosé, iz w omdéwionym wyzej modelu badawczym za

stan normoks;ji przyjeto stezenie tlenu (ok. 21 %), jakie wystepuje w inkubatorze w warunkach
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standardowej hodowli komdrkowej, a za stan hipoksji najnizsze stezenie tlenu (0,5 %), jakie
byto mozliwe do uzyskania w inkubatorze jakim dysponowalismy. W ludzkim organizmie, w
zaleznosci od rodzaju tkanki stezenie tlenu znaczaco rézni sie od warunkdw panujgcych w
hodowli komdérkowej i przyjmuje wartosci z szerokiego spektrum, poczynajac od okoto 13 % w
krwi tetniczej i okoto 5 % w krwi zylnej, przez 9,5 + 2,6 % w nerkach, 7,6 £ 0,3 % w tkance jelit,
czy okoto 1 % w powierzchniowych warstwach skéry, a w poszczegdlnych komdrkach moze
przyjmowac wartosci z zakresu 1.3-2.5 % (206). W tym Swietle warunki standardowej hodowli
komodrkowej mozna interpretowacd jako niefizjologiczny stan hiperoksji, a wyniki obserwacji
ptyngce z hodowli komérek w obecnosci 1-5 % tlenu przyjgé¢ za odzwierciedlajgce stan
fizjologiczny ludzkiego organizmu. Ponadto w zaproponowanym modelu badawczym
okreslano poziom modyfikowanych zasad azotowych po 24, 48 i 72 godzinach hodowli w
atmosferze o obnizonym stezeniu tlenu. Biorgc pod uwage fakt, iz aktywnos¢ biatka HIF1a
ulega dynamicznej zmianie juz od pierwszych godzin ekspozycji na 1 % O i bardzo szybko
osigga swoje maksimum (207), to nasze wyniki niejako post factum obrazujg zawartosc¢
modyfikowanych zasad azotowych w genomie komdrek juz przystosowanych do stanu
niedotlenienia, a niekoniecznie odzwierciedlajg aktywnos¢ biatek TET w zaproponowanych
punktach czasowych. Stanowi to przestanke do wykonania dalszych eksperymentéw w
wiekszej rozdzielczosci pod wzgledem punktéw czasowych, by doktadniej okresli¢ zmiany
aktywnosci enzymatycznej biatek TET w warunkach niedotlenienia komaorki.

Szerokie spektrum badan wskazuje, iz nadmierna metylacja i zaburzenia w procesach
demetylacji DNA sg kluczowym elementem procesu nowotworzenia (17-19, 208), a terapie
oparte na czynnikach demetylujgcych sg od lat z stosowane w prébach leczenia nowotworéw
ztosliwych (143, 144, 209-213). W badaniach Sajadian i wsp. z 2015 roku (145),
przeprowadzonych na szeregu linii komérkowych: Huh7 (rak watrobowokomodrkowy), HLE
(rak watrobowokomarkowy) i HLF (ludzkie fibroblasty ptuc) wykazano wzrost ekspresji mRNA
dla TET2 i TET3 po ekspozycji na 20 umol/l znanego czynnika hipometylujacego: 5-
azacytydyny, ktéremu towarzyszyt wzrost 5-hmCyt. Podobne obserwacje ptyng z badan Yan i
wsp. (214), ktérzy obserwowali wzrost poziomu mRNA dla TET2 i TET3 i jednoczesny wzrost
zawartosci 5-hmCyt w ludzkich mezenchymalnych komdrkach macierzystych izolowanych z
tkanki ttuszczowej zdrowych dawcow, po ekspozycji na 5 pumol/l. Jednakze w powyzszych
badaniach zawartos¢ produktéw enzymatycznej aktywnosci biatek TET byta badana przy

pomocy technik immunofluorescencyjnych opartych na przeciwciatach i ograniczata sie
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jedynie do 5-hydroksymetylocytozyny, co sktonito nas do przeprowadzenia eksperymentéw z
uzyciem tego zwigzku w modelu komérkowym, w ktérym jedno z biatek TET pozostaje
aktywne, z nastepczg analizg poziomu wszystkich produktéw aktywnosci biatek TET.

W kazdym wariancie linii HAP1 poddanym dziataniu 5-azacytydyny zwigzek ten w
kazdym z uzytych stezen indukowat istotny statystycznie spadek zawartosci 5-metylocytozyny
w komorkowym DNA, przy czym stezenie 2,5 umol/l wydaje sie by¢ najbardziej optymalne.
Jednoczesnie, ku naszemu zaskoczeniu, ekspozycja na 5-azacytydyne nie wptyneta na zmiane
zawartosci 5-hmCyt w DNA badanych komoérek, co znaczgco odbiega od wynikéw obu
przytoczonych wyzej badan. Najprawdopodobniej réznice te wynikajg z zastosowanej
metodologii, gdyz techniki oparte o przeciwciata mogg nie charakteryzowac sie
niewystarczajacg specyficznoscig, by odrdéznic 5-hmCyt od 5-mCyt. Jednoczesnie
zaobserwowalismy istotny statystycznie i zalezny od dawki wzrost poziomu 5-caCyt w liniach
HAP1WT, HAP1TETIKO/TET2KO j AP TET2KO/TET3KO ' Cq ciekawe, w tej ostatniej wzrostowi 5-caCyt
towarzyszyt zalezny od dawki spadek 5-fCyt. Natomiast w linii HAP1TET1KO/TET3KO
zaobserwowano zalezny od dawki spadek zawartosci 5-fCyt po ekspozycji na ten zwigzek.
Nasilona produkcja 5-caCyt po ekspozycji na 5-azacytydyne w wariantach linii z
funkcjonalnymi nokautami TET1KO/TET2KO i TET2KO/TET3KO, ale nie TET1KO/TET3KO, iz to
raczej biatko TET1 i do pewnego stopnia TET3 s3 zaangazowane w rozpoznawanie i
demetylacje hemimetylowanych CpG, co wydaje sie byé w zgodzie z wczesniejszymi
odkryciami (55). Ponadto w naszym eksperymencie wedle naszej najlepszej wiedzy, po raz
pierwszy okreslono poziom 5-hmUra w komédrkach z podwdjnymi, funkcjonalnymi nokautami
gendw TET, eksponowanych na 5-azacytydyne. Zwiekszenie zawartosci tej modyfikacji w DNA
komoérek HAP1IWT i z podwdjnymi nokautami gendw TET1KO/TET2KO i TET2KO/TET3KO, lecz
nie TET1KO/TET3KO eksponowanych na szereg stezen tego zwigzku sugeruje, iz modyfikacja
ta moze by¢ wprowadzana do DNA prze biatko TET1 i do pewnego stopnia TET3 w kontekscie
hemimetylowanego DNA.

Podsumowujgc, w niniejszej przebadalismy wptyw szeregu potencjalnych
modulatoréw aktywnosci enzymatycznej biatek TET na zawartos¢ produktow katalizowanej
przez te enzymy reakcji w komdrkowym DNA. Wedle naszej najlepszej wiedzy po raz pierwszy
w tak kompleksowy sposdb okreslono ilosciowo wptyw réznych stezen dwdch izomerdéw
witaminy C (uzycie kwasu L-askorbinowego i kwasu D-izoaskorbinowego) na poziom 5-hmCyt,

5-fCyt, 5-caCyt i 5-hmUra w DNA badanych linii komdrkowych, przy uzyciu techniki 2D-UPLC-
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MS/MS. Réwniez po raz pierwszy okreslono stopien zmian w zawartosci wymienionych wyzej
modyfikowanych zasad azotowych po ekspozycji na rézne formy witaminy C, w tym zamknietg
w nosniku liposomowym. Co wiecej po raz pierwszy dokonano analizy zmian
wewnatrzkomdrkowego stezenia witaminy C w komodrkach HAP1, z jednoczesng oceng
zawartos$ci produktow enzymatycznej aktywnosci biatek TET w DNA tej linii. Ponadto
wykorzystanie komérek z funkcjonalnymi nokautami poszczegélnych gendw rodziny TET
umozliwito kompleksowag ocene roli kodowanych przez nie enzymdédw w generowaniu
modyfikacji zasad azotowych w DNA.

W sSwietle przeprowadzonych badan witamina C, jawi sie jako kluczowy czynnik
niezbedny dla prawidtowego przebiegu procesu aktywnej demetylacji DNA, a odpowiedz
komorki na jej stymulujace dziatanie jest silnie uzalezniona od statusu mutacyjnego genéw
TET. Utrzymanie optymalnego stezenia tego zwigzku w osoczu, a docelowo w komorce jest
warunkiem sine qua non dla zachowania prawidtowego funkcjonowania epigenomu, a
otrzymane wyniki stanowig istotny przyczynek dla dalszych badan nad suplementacjg
witaming C, w szczegdlnosci w jej stabilnych postaciach, takich jak sél sodowa zamknieta w
nosniku liposomalnym, w jednostkach chorobowych, w ktérych przebiegu obserwuje sie
zaburzenia procesu aktywnej demetylacji DNA. Jednoczesnie poszczegdlne biatka rodziny TET,
pomimo mozliwosci katalizowania tej samej reakcji enzymatycznej, petnig odrebne funkcje w
komorce. Co wiecej utrata aktywnosci enzymatycznej poszczegdlnych cztonkdow tej rodziny
skutkuje powstaniem odrebnego profilu epigenetycznego, ktéry jedynie w niewielkim stopniu
poddaje sie modulacji, co sugeruje, iz analiza statusu mutacyjnego gendw TET jest kluczowa z
punktu widzenia potencjalnych terapii z wykorzystaniem witaminy C.

Potencjalny wptyw takich czynnikéw modulujacych aktywnos¢ biatek TET jak jony
zelaza, a-ketoglutaran, jony niklu czy DTT wcigz pozostaje niedostatecznie dobrze poznany i

wymaga dalszych badan.
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6.

Whioski

1.

Sposrdéd zbadanych, potencjalnych modulatoréw aktywnosci enzymatycznej
biatek TET, witamina C najsilniej stymulowata te biatka, a DTT wykazywat nieco
stabsze dziatanie. Natomiast nie zaobserwowano znaczacego wptywu jondéw
Fe(ll), Fe(lll) i a-ketoglutaranu na zawarto$¢ produktéow biatek TET w
komdrkowym DNA. Z zastosowanych potencjalnych inhibitoréw aktywnosci
biatek TET jedynie jony kobaltu byty zdolne do obnizenia zawartosci produktéw
katalizowanej przez te biatka reakcji enzymatyczne;.

Izomer L kwasu askorbinowego silniej stymulowat aktywno$é enzymatyczna
biatek TET, w poréwnaniu do izomeru D, mozna zatem przyjgé, iz mechanizm
dziatania kwasu L-askorbinowego obejmuje zaréwno zdolno$¢ do
podtrzymania katalitycznego jonu Fe(ll) w centrum aktywnym biatek TET w
formie zredukowanej, jak i stereospecyficzne interakcje z tymi biatkami.
Utrata aktywnosci enzymatycznej poszczegdlnych cztonkdw rodziny biatek TET,
wigze sie z ukonstytuowaniem sie specyficznego profilu ilosciowych zaleznosci
produktéow aktywnosci biatek TET, jedynie w niewielkim stopniu poddajgcego
sie modulacji, a obserwowane po stymulacji witaming C zmiany zawartosci
modyfikowanych zasad azotowych w DNA w komoédrkach z zaburzeniami
funkcjonowania poszczegdlnych biatek TET majg raczej charakter ilosciowy niz
jakosciowy i w zadnym wypadku nie skutkujg przywrdceniem profilu
charakterystycznego dla komdrek prawidtowych. Najprawdopodobniej kazde z
biatek rodziny TET, jakkolwiek zdolne do katalizowania tej samej reakcji
enzymatycznej, charakteryzuje sie odmienng specyficznoscig substratowsq,
kontekstem w jakim przeprowadza utlenianie 5-metylocytozyny, jak i réing
rekrutacjg do poszczegdlnych regiondw genomu.

5-hydroksymetylouracyl moze by¢ generowany w DNA przez biatka rodziny TET,
z dominujgcym udziatem TET1, a jego powstawanie jest stymulowane przez
witamine C, w sposdéb podobny do zaobserwowanego dla ,kanonicznych”
produktow aktywnosci enzymatycznej biatek TET.

Biatko TET2 ma dominujgca role w powstawaniu 5-hydroksymetylocytozyny, 5-

formylocytozyny i 5-karboksycytozyny w komérkowym DNA, a stymulacja
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aktywnosci TET1 i TET3 nie pozwala na petng kompensacje utraty jego
aktywnosci.

W hodowli komérkowej obecno$é witaminy C w medium hodowlanym jest
kluczowa dla poprawnego funkcjonowania komérek i jest nieodzowna w
badaniach, w ktdérych istotnym jest zapewnienie optymalnej aktywnosci biatek
TET. Stezenie 10 umol/l kwasu L-askorbinowego w medium hodowlanym jest
wystarczajgce do zwiekszenia aktywnosci enzymatycznej biatek TET, a ich
maksymalng aktywacje uzyskano po zastosowaniu witaminy C w stezeniu 100
umol/I i wyzszych. Jon askorbinowy, niezbedny dla reakcji katalizowanej przez
biatka TET, moze by¢ dostarczony do komdrek przy uzyciu kwasu
askorbinowego, soli sodowej kwasu askorbinowego, kwasu 6-O-palmitoilo-L-
askorbinowego i soli sodowej kwasu askorbinowego, zamknietej w nos$niku
liposomowym z poréwnywalng skutecznoscig. Jednoczesnie, z praktycznego
punktu widzenia najbardziej optymalng jest forma liposomowa witaminy C,
ktéra dodatkowo zapewnia dostarczenie tego zwigzku do komorki niezaleznie
od btonowych transporteréw specyficznych dla witaminy C.

DTT istotnie wptywa na poziom 5-hmCyt, 5-fCyt i 5-caCyt i moze potencjalnie
wzmacnia¢ aktywno$¢ enzymatyczng biatek rodziny TET, jednak
przeprowadzone eksperymenty nie pozwalajag jednoznacznie okresli¢
mechanizmu jego dziatania.

Chlorek kobaltu wptywa w odmienny sposéb na aktywnos¢ biatek TET niz stan
hipoksji, a hamowanie aktywnosci enzymatycznej biatek TET moze stanowic
kolejny mechanizm toksycznosci jonéw kobaltu.

Profil produktéw utleniania 5-metylocytozyny w hemimetylowanym DNA,
generowanym w komérkach eksponowanych na dziatanie 5-azacytydyny, jest
zalezny od statusu mutacyjnego lub aktywnosci poszczegdlnych biatek TET.
Wydaje sie, iz biatka TET1 i TET3, w przeciwieAstwie do TET2 utleniajg

hemimetylowany substrat az do koncowego produktu — 5-caCyt.
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7. Streszczenie

W DNA kazdej komorki ludzkiego organizmu znajduje sie doktadnie taka sama
informacja  genetyczna, pozwalajagca  uzyskaé szereg unikalnych  fenotypdw,
charakterystycznych dla komoérek poszczegdlnych tkanek i narzadéw. Uzyskanie tak
szerokiego spektrum potencjalnych fenotypéw jest mozliwe dzieki doktadnej i dynamicznej
regulacji ekspresji genow, ktora lezy u podstaw proliferacji, dojrzewania i réznicowania sie
komorek, a takze umozliwia szybka odpowiedz na zmienne czynniki srodowiskowe. Tak duza
plastycznos¢ ludzkiego genomu osiggana jest zaréwno poprzez mechanizmy genetyczne
zalezne od sekwencji DNA, jak i procesy epigenetyczne, ktore stanowig dodatkowg warstwe
informacji, niezalezng od sekwencji DNA. Do najlepiej poznanych epigenetycznych
mechanizmow regulacji ekspresji gendw nalezy metylacja DNA i niedawno poznana, aktywna
demetylacja DNA, zalezna od biatek z rodziny TET (Ten-Eleven-Translocations), nalezgcych do
grupy dioksygenaz zaleznych od a-ketoglutaranu i jonéw zelaza. Te nowo poznane enzymy, do
ktorych zalicza sie biatka TET1, TET2 i TET3 katalizujg reakcje utleniania 5-metylocytozyny,
produktu procesu metylacji DNA, do 5-hydroksymetylocytozyny, ktérg nastepnie utleniajg do
dalszych produktéw — 5-formylocytozyny i 5-karboksycytozyny. | cho¢ dwie ostatnie
modyfikacje mogg by¢ usuwane z DNA poprzez system naprawy BER i zastepowane
niezmodyfikowang cytozyng, to wraz z 5-hydroksymetylocytozyng, mogg petni¢ role
znacznikdw epigenetycznych, rozpoznawanych przez szereg biatek takich jak czynniki
transkrypcyjne czy tez biatka zaangazowane w remodelowanie struktury chromatyny. Biatka
rodziny TET posiadajg takie zdolnos¢ do enzymatycznego utleniania tyminy do 5-
hydroksymetylouracylu, ktérego rola w DNA wcigz nie zostata dostatecznie dobrze poznana.

Zaburzenia w aktywnosci biatek TET, w tym mutacje w obrebie ich gendéw, sg bardzo
czesto spotykane w wielu nowotworach, zwtaszcza hematologicznych, u podstaw ktérych lezg
nieprawidtowosci w proliferacji i réznicowaniu sie komaorek.

Proces aktywnej demetylacji DNA, a w szczegdlnosci mozliwo$é jej modulacji, budzi
duze zainteresowanie swiata naukowego. Dlatego tez postanowiono zbada¢ wptyw szeregu
drobnoczgsteczkowych zwigzkéw moggcych modulowaé aktywnos¢ enzymatyczng biatek TET
w szerokim spektrum komodrek ustalonych linii komoérkowych nowotwordéw ztosliwych
cztowieka, w tym na komérkach z funkcjonalnymi nokautami w obrebie genéw TET. Wykonano

liczne eksperymenty polegajgce na ekspozycji komadrek badanych linii na zwigzki kluczowe dla
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reakcji enzymatycznych, katalizowanych przez enzymy z grupy dioksygenaz, tj. a-ketoglutaran,
jony Zzelaza i rézne postaci witaminy C, jak réwniez eksponowano komdrki na potencjalne
inhibitory aktywnosci biatek TET tj. jony niklu i kobaltu czy deferoksyamine. Ponadto
przebadano wptyw innych, potencjalnie modulujgcych czynnikéw, takich jak ditiotreitiol,
tetrahydrourydyna, 5-azacytydyna czy stan hipoksji. Aktywnos¢ enzymatyczng biatek TET,
wyrazong jako poziom epigenetycznych modyfikacji zasad azotowych mierzono w
komorkowym DNA przy pomocy dwuwymiarowej ultrasprawnej chromatografii cieczowej z
tandemowa detekcja mas, z uzyciem znakowanych stabilnymi izotopami standarddéw
wewnetrznych.

Wyniki przeprowadzonych eksperymentédw wskazujg na znikomy wptyw zwiekszenia
stezenia a-ketoglutaranu i jonéw zelaza w medium hodowlanym na aktywnos¢ biatek TET.
Najprawdopodobniej zwigzki te wystepuja w komédrce w stezeniach znaczaco
przewyzszajagcych zapotrzebowanie badanych reakcji i nie stanowig czynnika limitujgcego.
Podobnie chelatacja jondw zelaza za pomocg deferoksyaminy, jak i ekspozycja na jony niklu,
nie wptynefa na zmiane aktywnosci tych enzyméw, gdyz najprawdopodobniej jony zelaza,
niezbedne dla aktywnosci biatek TET pozostajg scisle zwigzane z centrum aktywnym enzymu
przez caty okres trwania biatka w komérce. Co ciekawe, jony kobaltu istotnie wptynety na
obnizenie pozioméw epigenetycznych modyfikacji w DNA, w sposéb odmienny od stanu
hipoksji, ktory potencjalnie miaty imitowa¢. Najprawdopodobniej, przy braku w komadrce
zwigzkdw specyficznie je chelatujgcych, jony kobaltu sg zdolne wypieraé zelazo z centrum
aktywnego biatek TET, hamujgc ich aktywnos$é, co potencjalnie moze stanowi¢ kolejny
mechanizm ich cytotoksycznosci.

Ze wszystkich przebadanych zwigzkow, najwiekszy, stymulujgcy wptyw na aktywnos¢
enzymatyczng biatek TET miata witamina C, ktéra indukowata wzrost poziomu
epigenetycznych modyfikacji DNA w kazdej ze zbadanych linii, co stanowi o uniwersalnosci jej
mechanizmu dziatania. Co ciekawe, izomer L kwasu askorbinowego wydaje sie mie¢ silniejsze
dziatanie, niz izomer D, co wskazuje na to, iz jego wptyw na aktywnos¢ biatek TET nie wynika
jedynie z potencjatu antyoksydacyjnego, ale rowniez ze stereospecyficznych interakcji z
biatkami TET.

Wyniki eksperymentéw kinetycznych sugerujg, iz obserwowane poziomy produktéw
procesu aktywnej demetylacji DNA s3 silnie korelujg z wewnatrzkomérkowym stezeniem

witaminy C, a mutacje w obrebie poszczegdlnych biatek TET ostabiajg i opdzniajg reakcje
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komodrek na ten zwigzek. Co ciekawe, utrata aktywnosci poszczegdlnych biatek TET skutkuje
powstaniem specyficznych profili epigenetycznych, ktére w niewielkim stopniu poddajg sie
modulacji, co wskazuje na odrebne funkcje tych enzyméw. Ponadto wydaje sieg, iz biatko TET2
ma najwiekszy udziat w generowaniu 5-hydroksymetylocytozyny, 5-formylocytozyny i 5-
karboksycytozyny, a takze, bedgc pozbawionym domeny CXXC, charakteryzuje sie odmienng
od pozostatych biatek TET specyficznosciag wzgledem miejsc hemimetylowanych, ktérych
najprawdopodobniej nie jest w stanie rozpoznawaé. Co wiecej, profil produktéw utleniania 5-
metylocytozyny w hemimetylowanym DNA, generowanym w komadrkach eksponowanych na
dziatanie 5-azacytydyny, jest zalezny od statusu mutacyjnego lub aktywnosci poszczegdlnych
biatek TET. Obserwacje te mogg stanowi¢ przestanke do wtaczenia analizy statusu
mutacyjnego biatek TET u pacjentéw przed zastosowaniem terapii czynnikami demetylujgcymi
takimi jak 5-azacytydyna.

Ponadto, przeprowadzone eksperymenty jasno wskazujg, iz suplementacja komaérek
witaming C w stezeniu 100 pumol/l pozwala niejako przywréci¢ prawidtowg aktywnos¢ biatek
TET w modelach in vitroiin cellulo, co jest szczegdlnie istotne w przypadku badan nad aktywng
demetylacja DNA. Wydaje sie, iz suplementacja komoérek stabilnymi formami witaminy C, na
przyktad solami kwasu askorbinowego zamknietymi w nosnikach liposomalnych, powinna
zblizy¢ warunki hodowli komérkowej do warunkéw panujacych w organizmie, a tym samym
pozytywnie wptynaé na jakos¢ i rzetelnos¢ badan nad procesami wymagajgcymi optymalne;j
aktywnosci biatek rodziny TET. Co wiecej, wnioski ptynace z przeprowadzonych
eksperymentow stanowig przestanke do dalszych badan nad wptywem witaminy C na procesy
epigenetyczne, a takze mogg w przysztosci byé podwaling dla nowych strategii
terapeutycznych obejmujgcych synergiczne zastosowanie czynnikéw demetylujgcych i
witaminy C w leczeniu nowotworéw ztosliwych, w szczegdlnosci zas nowotwordéw

hematologicznych.
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8. Abstract

In the DNA of each cell of the human body there is exactly the same genetic
information, which allows to obtain a number of unique phenotypes, characteristic for the
cells of individual tissues and organs. Obtaining such a broad spectrum of potential
phenotypes is possible thanks to the precise and dynamic regulation of gene expression, which
underlies the proliferation, maturation and differentiation of cells, and enables a rapid
response to changing environmental factors. Such a high plasticity of the human genome is
achieved both through DNA sequence-dependent genetic mechanisms and epigenetic
processes, which constitute an additional, sequence-independent information layer. One of
the best-known epigenetic mechanisms of regulation of gene expression are: DNA
methylation and recently discovered, active DNA demethylation, an enzymatic process
dependent on the TET family proteins (Ten-Eleven-Translocations), members of a-
ketoglutarate and iron-dependent dioxygenases. These newly discovered group of enzymes,
including TET1, TET2 and TET3 proteins, catalyze the iterative oxidation reactions of 5-
methylcytosine, a product of the DNA methylation process, to 5-hydroxymethylcytosine,
which they subsequently oxidize to further products - 5-formylcytosine and 5-
carboxycytosine. Although the last two modifications can be removed from DNA through the
BER repair system and replaced with unmodified cytosine, together with 5-
hydroxymethylcytosine, they can act as an epigenetic marker, recognized by a number of
proteins such as transcription factors or proteins involved in chromatin remodeling. The TET
family proteins also have the ability to enzymatically oxidize thymine to 5-
hydroxymethyluracil, which role in the DNA has not yet been studied well enough.
Abnormalities in the activity of TET proteins, including mutations within their genes, are very
common in many types of cancer, especially hematological cancers, in which impairment of
cell proliferation and differentiation are main driver factor. The process of active DNA
demethylation, and in particular the possibility of its modulation, arouses great interest in the
scientific world. Therefore, we decided to investigate the effect of a number of small molecule
compounds that can modulate the enzymatic activity of TET proteins in a broad spectrum of
established human cancer cell lines, including cells with functional knockouts within TET
genes. We have performer numerous experiments in which cells of selected cancer cell lines

were exposed to compounds that are crucial for enzymatic reactions, catalyzed by enzymes
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from the dioxygenase group, i.e., a-ketoglutarate, iron ions and various forms of vitamin C, as
well as potential inhibitors of activity of TET proteins, i.e., nickel and cobalt ions or
deferoxamine. Moreover, the effect of other, potentially modulating factors, such as
dithiothreitol, tetrahydrouridine, 5-azacytidine and hypoxia was investigated. Enzymatic
activity of TET proteins, expressed as the level of epigenetic modifications of nucleobases was
measured in cellular DNA by two-dimensional ultraperformance liquid chromatography with
tandem mass spectrometry, with incorporation of stable isotope-labeled internal standards.
The results of our experiments show the negligible effect of increasing the concentration of
a-ketoglutarate and iron ions in the culture medium on the activity of TET proteins. Most
likely, these compounds are present in the cell in concentrations that significantly exceed the
requirements of the TET- mediated reactions and do not constitute a limiting factor. Similarly,
chelation of iron ions with deferoxamine, as well as exposure to nickel ions, did not change
the activity of TET enzymes. Most likely iron ions, necessary for the activity of TET proteins,
remain attached to the enzyme’s active center throughout the protein duration in the cell.
Interestingly, cobalt ions significantly reduced levels of epigenetic modifications in DNA, in a
way that differed from the hypoxic state they were supposed to mimic. Most likely, in the
absence of specific chelating compounds in the cell, cobalt ions are able to displace iron from
the active center of TET proteins, inhibiting their activity, which could potentially be another
mechanism of cobalt cytotoxicity. Vitamin C had the greatest stimulating effect on the
enzymatic activity of TET proteins of all tested the compounds. It induced an increase in the
level of epigenetic DNA modifications in each tested cell line, which proves the universality of
its mechanism of action. Interestingly, the L-isomer of ascorbic acid seems to have a stronger
effect than the D-isomer, which indicates that its influence on the activity of TET proteins may
not be due solely to the antioxidant potential and may potentially involve stereospecific
interactions with TET proteins. The results of kinetic experiments suggest that the observed
levels of active DNA demethylation products are significantly dependent on the intracellular
concentration of vitamin C. Moreover, mutations within individual TET proteins weaken and
delay the cells' response to this compound. Interestingly, the loss of individual TET proteins
activity results in the formation of specific epigenetic profiles that can only be modulated to a
small extent, which indicates the distinct functions of these enzymes. Moreover, it seems that
the TET2 protein has the greatest share in the generation of 5-hydroxymethylcytosine, 5-

formylcytosine and 5-carboxycytosine and being devoid of the CXXC domain, it has a different
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from other TET proteins specificity for hemimethylated sites, which is most likely unable to
recognize. Moreover, the profile of the oxidation products of 5-methylcytosine in
hemimethylated DNA generated in cells exposed to 5-azacytidine is dependent on the
mutational status or activity of individual TET proteins. These observations may constitute a
rationale to include the analysis of the mutational status of TET proteins in patients prior to
treatment with demethylating agents such as 5-azacytidine. Results of conducted experiments
clearly show that supplementing cells with vitamin Cin a concentration of 100 uM allows to
restore the normal activity of TET proteins in in vitro and in cellulo models, which is particularly
important in studies on active DNA demethylation. It seems that supplementing cells with
stable forms of vitamin C, for example ascorbic acid salts enclosed in liposomal carriers, should
bring the cell culture conditions closer to the conditions in the human body, and thus
positively affect the quality and reliability of research in which optimal TET proteins activity is
required. Moreover, the conclusions drawn from the conducted experiments constitute a
premise for further research on the influence of vitamin C on epigenetic processes, and may
in the future constitute the basis for new therapeutic strategies including the synergistic use
of demethylating agents and vitamin C in the treatment of malignant neoplasms, in particular

hematological neoplasms.
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10. Zgoda Komisji Bioetycznej

—

Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszezy
KOMISJA BIOETYCZNA
Ul M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.(052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 316/2018 Bydgoszcz, 24.04.2018 r.

Dzialajac na podstawie art.29 Ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz.U. z 1997 r. Nr
28 poz. 152 (wraz z péZniejszymi zmianami), zarzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej z dnia 11 maja
1999 r, w sprawie szczegolowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dzialania komisji bioetycznych
(Dz.U.Nr 47 poz.480) oraz Zarzadzeniem Nr 2| Rektora UMK z dnia 4 marca 2009 r. z pozn. zm, w sprawie
powolania oraz zasad dzialania Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikofaja Kopernika w Toruniu przy
Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy oraz zgodnie z zasadami zawartymi w ICH — GCP

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszezy

(sklad podano w zalgczeniu), na posiedzeniu w dniu 24.04.2018 r. przeanalizowala wniosek,
ktory ztozyl kierownik badania:

mgr Maciej Gawronski
Katedra Biochemii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszezy

z zespolem w skladzie:

- prof. dr hab. Ryszard Olinski, dr hab. n. med. Marek Foksinski,
dr hab. n. med. Daniel Gackowski, dr hab. n. med. Karol Bialkowski, prof. UMK,
dr hab. n. med. Rafal Rézalski, dr n. med. Jolanta Guz, dr n. med. Agnieszka Siomek-
Gorecka, dr n. med. Tomasz Dziaman, dr n. med. Anna Szpila, dr n. med. Ewelina
Zarakowska, Martyna Modrzejewska, Marta Starczak, Kinga Linowiecka,
Maciej Gawronski, Justyna Szpotan, Anna Labejszo, uczestnicy studiow doktoranckich,
magistranci,

w sprawie badania:

»Metody modulacji aktywnosci bialek rodziny TET w komérkach - badania
in vitro.”

Po zapoznaniu si¢ ze ztozonym wnioskiem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz glosowania
Komisja podjela
Uchwale o pozytywnym zaopiniowaniu wniosku

w sprawie przeprowadzenia badan w zakresie okre§lonym we wniosku
Zgoda obowiqzuje od daty posiedzenia (27.03.2018 r.) do korica 2023 r.

Wydana opinia dotyczy tylko rozpatrywanego wniosku = uwzglgdnieniem przedstawionego projektu;
kazda zmiana i modyfikacja wymaga uzyskania odrgbnej opinii.

Prof. dr hab. med. Karol Sliwka

|
Przewodniczgcy Kom!isji Bioetycznej
Otrzymuje: R Y Y
mgr Maciej Gawronski \/
Katedra Biochemii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszczy
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11. Wykaz uzytych skrotow

2-HG — 2-hydroksyglutaran

5-caCyt — 5-karboksycytozyna

5-fCyt — 5-formylocytozyna

5-hmCyt — 5-hydroksymetylocytozyna
5-hmUra — 5-hydroksymetylouracyl
5-mCyt — 5-metylocytozyna

8-oxoGua — 8-oksyguanina

AID — (ang. activation-induced cytidine
deaminase), deaminaza cytydyny indukowana
aktywacja

AITL — (ang. angioimmunoblastic T-cell
lymphoma), chtoniak angioimmunoblastyczny
z komorek T

ALL — (ang. acute lymphoblast leukemia), ostra
biataczka limfoblastyczna

AML — (ang. acute myeloid leukemia), ostra
biataczka szpikowa

APE1 — (ang. apurinic/apyrimidinic (AP)
endonuclease), endonukleaza 1 miejsc
apurynowych/apirymidynowych

APOBEC — (ang. apolipoprotein B mRNA
editing enzyme, catalytic polypeptide-like),
enzym edytujgcy mRNA apolipoproteiny B,
podobny do katalitycznego polipeptydu

BER — (ang. base excision repair), naprawa
przez wyciecie zasady azotowej

CD — (ang. cys-rich domain), domena
katalityczna bogata w reszty cysteinowe

CGI — (ang. CpG islands), wyspy CpG

CMML - (ang. chronic myelomonocytic
leukemia), przewlekta biataczka
mielomonocytowa
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CpG — (ang. cytosine-guanine dinucleotide
separated by a phosphate), dinukleotyd
cytozyna-guanina oddzielone grupg
fosforanowg

DHS — (ang. DNase-hypersensitive sites),
miejsca hiperczute na dziatanie DNAzy

DLBCL — (ang. diffuse large B-cell lymphoma),
rozlany chtoniak z duzych komérek B

DMT1 — (ang. divalent metal transporter 1),
biatko transportujgce biwalnetne jony metali 1

DNMT — (ang. DNA methyltransferses),
metylotransferazy DNA

DSB — (ang. double-strand break), pekniecie
podwdjnej nici DNA

DSBH — (ang. double-stranded B-helix-2-KG-
Fe(ll)-dependent dioxygenase domain),
domena podwdjnej B-helisy dioksygenaz
zaleznych od a-ketoglutaranu i jonow Fe(ll)

ESC — (ang. embrionic stemm cells),
embrionalne komadrki macierzyste

GDH - (ang. glutamate dehydrogenase),
dehydrogenaza glutaminianowa

HAT — (ang. histone acetyltransfetazes),
acetylotransferazy histonowe

HDAC — (ang. histone deacetylases),
deacetylazy histonowe

HDM — (ang. histone demethylases),
demetylaz histonowe

HIF1la — (ang. hypoxia inducible factor 1
alpha), czynnik aktywowany hipoksjg 1 alfa

HIF-PHD — (ang. hipoxia inducible prolyl
hydroxylase domain (PHD) proteins),
indukowane hipoksjg biatka zawierajgce
domene hydroksylazy prolinowej



HMT — (ang. histone methyltransferases),
metylotransferazy histonowe

HSC — (ang. hematopoietic stem cells),
hematopoetyczne komdrki macierzyste

IDH1/2 — (ang. isocitrate dehydrogenase 1 and
2), dehydrogenaza izocytrynianowa 1i 2

LIG3 — (ang. DNA ligase 3), ligaza DNA 3

LIP — (ang. intracellular labile Fe(ll) pool),
labilna, wewnatrzkomérkowa pula jonéw
zelaza(ll)

IncRNA — (ang. long non-coding RNA), dtugie
niekodujgce RNA

MBD — (ang. methyl-CpG-binding domain),
domena wigzgca metylowane dinukleotydy
cytozyna-guanina

MBD4 - (ang. methyl-CpG-binding domain
protein 4), biatko z domeng wigzaca
metylowane dinukleotydy cytozyna-guanina 4

MDS — (ang. myelodysplastic syndrome),
zespot mielodysplastyczny

MPS — (ang. myeloproliferative syndrome),
syndrom mieloproliferacyjny

NLS — (ang. nuclear localization sequence),
sekwencja lokalizacji jadrowej

PGC - (ang. primodal germ cells), pierwotne
komorki rozrodcze

POLB — (ang. DNA polymerase 8), B-
polimeraza DNA
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PRC2 — (ang. polycomb repressive complex 2),
kompleks represyjny policomb 2

PTCL — (ang. peripheral T-cell ymphoma),
chtoniak z obwodowych komérek T

SAH — S-adenozylohomocysteina
SAM — S-adenozylometionina

SMUGL1 - (ang. single-strand-selective
monofunctional uracil-DNA glycosylase 1),
glikozylaza uracylowa 1 selektywna dla
pojedynczej nici DNA

SSB — (ang. single-strand break), pekniecie
pojedynczej nici DNA

SVCT1/2 — (ang. sodium-dependent vitamin C
transporter 1 and 2), zalezne od jonéw sodu
transportery witaminy C

TDG — (ang. G/T mismatch-specific thymine
DNA glycosylase), glikozylaza DNA tyminy
specyficzna wzgledem niesparowan G/T

TET — (ang. ten-eleven translocation), biatka z
rodziny TET

THU — tetrahydrourydyna

UHRF1 - (ang. ubiquitin-like, containing PHD
and RING finger domain 1), biatko
ubikwitynopodobne 1, zawierajgce domeny
palcow PHD i RING

Ura — uracyl



