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Streszczenie
Zmiany epigenetyczne w Zywych komorkach — modelowanie procesu metylacji DNA

mgr inz. Karolina Kurasz

Modyfikacje epigenetyczne, do ktérych zalicza sie metylacje DNA, mogg sie przy-
czyni¢ do powstawania i progresji wielu choréb, w tym nowotworowych. W odréznieniu
od genetycznych jest to modyfikacja, ktora nie zalezy od sekwencji DNA, a epigenom
w duzej mierze pozostaje stabilny przez cale zycie organizmu. Metylacja DNA zachodzi
w kazdej zywej komorce i jest odwracalng zmiang epigenetyczna, ale zeby ten proces
mial sens, musi zachodzi¢ reakcja odwrotna — demetylacja.

Metylacja polega na przytaczeniu grupy metylowej do zasady azotowej, najczesciej cy-
tozyny w wyniku czego powstaje 5-metylocytozyna, a proces ten jest katalizowany przez
enzymy z grupy metylaz DNA- DNMT1. Podczas demetylacji 5-mC jest oksydowana
do 5-hydroksymetylocytozyny, ktéra jest produktem posrednim. 5-hmC ulega dalszemu
przeksztatcaniu do 5—formylocytozyny, a nastepnie do 5-karboksycytozyny. Za deme-
tylacje odpowiadaja enzymy z rodziny TET: TET1, TET2, TET3. 5-£fC oraz 5-caC,
sg rozpoznawane przez systemy naprawcze DNA, wstawiajac w miejsce uszkodzenia
niezmetylowang cytozyne. 5-hmC moze by¢ deaminowana do 5-hydroksyuracylu, ktory
podobnie jak uracyl moze by¢ rozpoznawany prze enzymy SMUG i TDG, prowadzace
do podstawienie w ich miejsce cytozyny.

W niniejszej pracy w oparciu o dane pochodzace z eksperymentéw biologicznych,
zostal opracowany model matematyczny metylacji cytozyny i demetylacji pochodnych
jej form. Do jego budowy zostaty wykorzystane przyblizone poziomy biatek na podstawie
poziomoéw ich transkryptow, jak i ilosci deoksynukleozydow- nukleozydéw, w ktérych
zasada azotowa jest potaczona z deoksyryboza.

W celu obliczenia rzeczywistych wartosci przeptywéw pomiedzy poszczegdlnymi
formami modyfikowanych cytydyn, nalezy zna¢ wartosci parametréow charakteryzujacych
dziatanie uczestniczacych w tych przemianach enzyméw oraz poziomy modyfikowanych
cytydyn. Parametry modelu zostaly wyestymowane z wykorzystaniem nieujemnej me-
tody najmniejszych kwadratéw NLLS. Zdolno$¢ predykcyjna modelu zostata oceniona
na podstawie walidacji krzyzowej leave-one-out.

Nie wiadomo doktadnie, ktére z biatek TET dziataja, na poszczegdlnych etapach oksy-
dacyji 5—metylocytozyny do 5—karboksycytozyny (poprzez 5—-hydroksymetylocytozyne
i b—formylocytozyne). W niektérych reakcjach moga bra¢ udzial wszystkie TETy, w in-
nych tylko jeden. W niniejszej rozprawie dokonano selekcji modelu w celu wyjasnienia
dziatania roli i dziatania biatek TET.

W tym celu zostata stworzona zostata seria modeli z wszystkimi mozliwymi kom-



binacjami dziatania TET1, TET2 i TET3 w réznych reakcjach modyfikacji cytydyny,
poczawszy od pelnej struktury modelu, do takiej, gdzie na danym etapie dziata tylko
jeden TET. Struktura byla okreslona przez 9-cio elementowy wektor zer i/lub jedynek.
Istnieja 343 mozliwe wersje takich modeli.

Zgodnie z symulacjami modelu, najlepszy wynik oznaczajacy najlepsze dopasowanie
do wynikow eksperymentalnych, uzyskano w przypadku, gdy miedzy 5-mdC a 5-
hmdC aktywne byty TET1 i TET2, a wykluczony zostal TET3, podczas gdy miedzy
5-hmdC, a 5-fdC aktywne byly TET1 i TET3. Niemniej jednak wskaznik jakosci
najlepszego modelu nie rézni sie znacznie od wskaznika jakosci drugiego najlepszego
i kolejnych modeli. Trudno by si¢ opiera¢ na jednym najlepszym modelu, dlatego zamiast
patrzeé¢ tylko na jedng strukture modelu z najnizszym wskaznikiem jakosci, wzieto
pod uwage 10 kolejnych struktur modeli, na podstawie ktérych zostaly wyciagniete
wnioski, ze podczas oksydacji 5-mdC do 5~hmdC nie ma aktywnosci enzymatycznej
TET3, podczas oksydacji 5~hmdC do 5—fdC nie ma aktywnosci enzymatycznej TET2,
natomiast pomiedzy 5-{dC i 5-cadC TET1 moze by¢ zastapiony przez TET3 lub TET2.

Model matematyczny zostal rozwigzany numerycznie z wykorzystaniem funkcji
ODE, na podstawie wyestymowanych parametréw modelu w celu zbadania, jaki wptyw
na model, ma zmiana poziomow enzymoéow TET.

Zaproponowany w niniejszej pracy rodzaj modelowania, a w szczegdlnosci sposob
dopasowywania modeli do niektorych danych eksperymentalnych, moze stanowi¢ narze-
dzie do badan nie tylko dziatania enzyméw TET, ale takze innych modyfikacji i reakcji
komoérkowych. Symulacje modeli pokazuja, ze poprzez inaktywacje jednego z enzymow
TET w jednej konkretnej reakcji (na przyktad poprzez specyficzng modyfikacje biatko-
wych sktadnikéw kompleksu), mozna zmienié poziom jednej modyfikacji, utrzymujac

poziomy innych modyfikacji w komoérce.



