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Wykaz skrótów   

2D-UPLC-MS/MS – dwuwymiarowa ultrasprawna chromatografia cieczowa z tandemową 
spektrometrią mas, ang. two-dimensional ultraperformance liquid  chromatography tandem 
mass spectrometry 

5-caCyt – 5-karboksycytozyna 

5-cadC – 5-karboksy-2’-deoksycytydyna 

5-fCyt – 5-formylocytozyna 

5-fdC – 5-formylo-2’-deoksycytydyna 

5-hmCyt – 5-hydroksymetylocytozyna 

5-hmdC – 5-(hydroksymetylo)-2’-deoksycytydyna 

5-hmdU – 5-(hydroksymetylo)-2’-deoksyurydyna 

5-hmUra – 5-hydroksymetylouracyl 

5-mCyt – 5-metylocytozyna 

5-mdC- 5-metylo-2′-deoksycytydyna 

8-oksydG – 8-oksy-7,8-dihydro-2’-deoksyguanozyna 

AD – gruczolak, ang. adenoma 

AID - deaminaza cytydyny indukowana aktywacją limfocytów B, ang. activation-induced 
cytidine deaminase 

APOBEC - enzym edytujący mRNA apolipoproteiny B, polipeptyd katalityczny,                                           
ang. apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 

AML - ostra białaczka szpikowa, ang. acute myeloid leukemia 

BER – ścieżka naprawy przez wycinanie zasad, ang. base excision repair 

CpG – dinukleotyd cytozyna-fosforan-guanina 

CRC - raka jelita grubego, ang. colorectal cancer 

Dnmt – metylotransferazy DNA, ang. DNA methyltransferase 

IBD – nieswoiste zapalenie jelit, ang. inflammatory bowel disease 

IDH – dehydrogenaza izocytrynianowa, ang. isocitrate dehydrogenases 

MBD4 - białko wiążące zmetylowane dinukleotydy CpG, ang. Methyl-CpG Binding Domain 4 

MDS - zespoły mielodysplastyczne, ang. myelodysplastic syndromes 

MMR – system naprawy błędnie sparowanych zasad, ang. mismatch repair 

MSI - niestabilności mikrosatelitarna, ang. microsatellite instability 

NER – ścieżka naprawy przez wycinanie nukleotydów, ang. nucleotide excision repair 
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SAH – S-adenozylohomocysteina, S-adenosylhomocysteine 

SAM - S-adenylometionina, ang. S-adenosylmethionine 

SMUG1 – selektywna względem jednej nici monofunkcyjna glikozylaza uracylowa 1,          
ang. single-strand-selective monofunctional uracil-DNA Glycosylase 1 

TDG – glikozylaza tymidynowa, ang. thymine DNA glycosylase 

TET – białka z rodziny TET, ang. Ten Eleven Translocation family proteins 
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1 Wstęp 

1.1  Epigenetyka – definicja 

Epigenetyka to dziedzina nauki zajmująca się zmianami ekspresji lub funkcji genów, które 

nie są związane ze zmianami w podstawowej sekwencji nukleotydów, natomiast są wynikiem 

poreplikacyjnej modyfikacji DNA i/lub potranslacyjnej modyfikacji białek związanych z DNA [1, 

2]. Wzór epigenetyczny całego organizmu zależy przede wszystkim od metylacji DNA, 

modyfikacji potranslacyjnych histonów oraz aktywności niekodujących cząsteczek RNA [3]. 

Modyfikacje epigenetyczne są niezbędne dla rozwoju i proliferacji komórek u ssaków. 

Mechanizmy biorące udział w ich powstawaniu mogą ulegać zaburzeniu pod wpływem 

czynników losowych lub środowiskowych [4]. Zjawisku temu towarzyszyć mogą zmiany w 

procesie transkrypcji prowadzące do transformacji nowotworowej [1]. Deregulacja tych 

procesów związana jest także z szeregiem innych chorób człowieka, m.in. z chorobami 

autoimmunologicznymi, metabolicznymi i neurologicznymi [1, 5].  

1.1.1. Metylacja DNA 

Jedną z najlepiej scharakteryzowanych modyfikacji epigenetycznych jest metylacja DNA, 

polegająca na przyłączeniu grupy metylowej do pierścienia cytozyny [1-3, 5, 6]. U człowieka, 

metylacja DNA występuje prawie wyłącznie w obrębie  dinukleotydów cytozyno-fosforanowo-

guaninowych (CpG, ang. cytidine-phosphateguanosine). Regiony w których występuje 

zwiększona zawartość tych dwóch nukleotydów nazywane są wyspami CpG (CGIs, ang. CpG 

islands) [5]. W genomie człowieka występuje około 29 tysięcy wysp CpG, które są w 50-60% 

umiejscowione w promotorach genów, szacunkowo 40% z nich znajduje się w genach 

swoistych tkankowo [7].  

Występowanie wysp CpG w promotorach genów sugeruje, że metylacja jest ważnym 

składnikiem regulacji ekspresji genów [8]. Proces ten jest niezbędny do prawidłowego rozwoju 

organizmu i odgrywa bardzo ważną rolę w wielu kluczowych procesach, takich jak imprinting 

genomowy, inaktywacja chromosomu X oraz tłumienie transkrypcji oraz transpozycji 

powtarzalnego DNA [1, 5]. Metylacja DNA może być także stabilnie dziedziczona przez wiele 

podziałów komórkowych.  

Proces powstawania 5-metylocytozyny (5-mCyt) katalizowany jest przez rodzinę 

metylotransferaz DNA (Dnmts, ang. DNA methyltransferase) [1, 2, 5, 6]. Enzymy te przenoszą 

grupę metylową od S-adenylometioniny (SAM, ang. S-adenosylmethionine) do piątego atomu 
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węgla cytozyny z wytworzeniem 5-mCyt (Rycina 1) [2]. Metylotransferazy po związaniu DNA 

prowadzą do „wywinięcia” cytozyny poza helisę DNA, co ułatwia przyłączenie grupy metylowej 

[9]. Donor grupy metylowej SAM powstaje za pośrednictwem  aktywacji metioniny 

dostarczanej z pożywieniem lub w wyniku przekształceń homocysteiny z udziałem folianów 

[10]. W trakcie reakcji katalizowanej przez metylotransferazy, SAM przekształca się do S-

adenozylohomocysteiny (SAH, ang. S-adenosylhomocysteine), związek ten może być dalej 

hydrolizowany do homocysteiny przez hydrolazę SAH [11, 12]. 

 

Rycina 1. Mechanizm metylacji DNA (na podstawie [8], zmodyfikowane). 

Skróty: DNMTs – metylotransferazy DNA (ang. DNA methyltransferase); SAM - S-adenylometionina 
(ang. S-adenosylmethionine); SAH - S-adenozylohomocysteina (ang. S-adenosylhomocysteine). 

Do rodziny metylotransferaz DNA należą Dnmt1, Dnmt3a, Dnmt3b i Dnmt3l [1, 6]. Enzymy 

te posiadają podobną budowę strukturalną, dużą N-końcową domenę regulacyjną i C-

końcową domenę katalityczną. Pomimo podobieństw strukturalnych posiadają one unikalne 

funkcje i wzorce ekspresji [2]. Najlepiej zbadaną metylotransferazą jest Dnmt1, która 

zlokalizowana jest w ogniskach replikacji podczas fazy S, w związku z tym odpowiada za 

kopiowanie wzorów metylacji DNA do nici potomnych podczas replikacji DNA [1]. Dnmt1 

przyłącza się do widełek replikacyjnych, gdzie powstaje nowo zsyntetyzowane 

hemimetylowane DNA, następnie wiąże się z nowo zsyntetyzowanym DNA i metyluje je, aby 

precyzyjnie naśladować pierwotny wzór metylacji obecny przed replikacją DNA [2]. W 

przeciwieństwie do Dnmt1, Dnmt3a i Dnmt3b preferują niezmetylowane dinukleotydy CpG 

oraz przeprowadzają metylację de novo podczas rozwoju organizmu [1]. Dnmt3l jest 

homologiem Dnmt3a i Dnmt3b. Metylotransferaza ta wspomaga Dnmt3a i Dnmt3b de novo 

poprzez zwiększenie ich zdolności do wiązania się z donorem grupy metylowej SAM, stymuluje 

także ich aktywności in vivo, chociaż Dnmt3l sam nie ma aktywności katalitycznej [1]. Dnmt3l 

ulega ekspresji głównie we wczesnym okresie rozwoju i jest ograniczona do komórek 

rozrodczych i grasicy w wieku dorosłym [2]. 
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Można opisać co najmniej dwa mechanizmy, bezpośredni i pośredni, dzięki którym 

metylacja może blokować ekspresję genów. Bezpośrednie blokowanie ekspresji genów 

zachodzi poprzez przyłączenie grupy metylowej do cytozyny, blokując tym samym dostęp 

czynnikom transkrypcyjnym do docelowej sekwencji DNA. Pośrednie blokowanie zachodzi w 

wyniku interakcji 5-mCyt z białkami MBDs (ang. methyl-CpG binging domain). Białka te 

rekrutują białka modyfikujące histony, w tym deacetylazy histonów (HDACs, ang. histone 

deacetylases), które biorą udział w promowaniu kondensacji chromatyny i dalszej represji 

genu [5, 13, 14]. 

1.1.2. Potranslacyjne modyfikacje histonów. 

Histony są białkami odpowiadającymi za utrzymanie struktury chromatyny oraz 

odgrywającymi istotną rolę w dynamicznej i długotrwałej regulacji ekspresji genów [15]. W 

komórkach eukariotycznych, DNA upakowane jest jako chromatyna, a nukleosomy służą jako 

jednostki funkcjonalne. Nukleosom składa się z odcinka DNA zawierającego około 200 par 

zasad, z których 147 zawiniętych jest na oktamer histonowy, składający się z histonów H3, H4, 

H2A i H2B [16]. Oprócz histonów rdzenia w nukleosomie występuje także histon łącznikowy 

H1, który stabilizuje nić DNA na oktamerze oraz uczestniczy w dalszej kondensacji chromatyny. 

Rdzeń nukleosomu tworzą globularne regiony histonów, natomiast N-terminalne ogony 

wystają z nukleosomów i są wzbogacone o różnorodne modyfikacje potranslacyjne (PTM, ang. 

post-translational modification) [17, 18]. 

Modyfikacje epigenetyczne histonów mogą obejmowć acetylację, metylację (jedno-, dwu- 

lub trójcząsteczkową), fosforylację, ubikwitynację lub koniugację z cząsteczkami SUMO (ang. 

small ubiquitin-likemodifier). Procesy te polegają na przyłączaniu do cząsteczek histonów 

odpowiednio grup: acetylowych, metylowych, fosforanowych, ubikwityny lub białka SUMO. 

Ogony histonów są modyfikowane przez dużą grupę niehistonowych białek znanych jako 

enzymy modyfikujące chromatynę. Enzymy te można podzielić ze względu na pełnione przez 

nie funkcje. Wyróżniamy tutaj cztery grupy: acetylotransferazy HATs (ang. histone 

acetyltransferases), deacetylazy HDACs (ang. histone deacetylases), metylotransferazy HMTs 

(ang. histone methyltransferases) i demetylazy HDMs (ang. histone demethylases)[6, 15, 17-

19]. 
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1.2 Proces aktywnej demetylacji 

Wzór metylacji DNA jest nie tylko konsekwencją przyłączania grup metylowych do 

cytozyn, ale również demetylacji DNA [20]. Proces ten może być rozpatrywany jako zależny 

oraz niezależny od replikacji DNA. Demetylacja DNA zależna od replikacji nazywana jest 

demetylacją pasywną, natomiast demetylacja niezależna od replikacji nazywana jest 

demetylacją aktywną. Pasywna demetylacja DNA zachodzi, kiedy Dnmt nie metyluje nowo 

zsyntezowanego łańcucha DNA. W rezultacie druga runda replikacyjna, której nie towarzyszy 

metylacja zachowawcza, daje całkowicie niezmetylowany DNA [21, 22]. Tempo pasywnej 

demetylacji jest jednak niewystarczające na etapach wczesnego rozwoju organizmu, kiedy to 

w pewnym momencie powinno nastąpić gwałtowne "przeprogramowanie" i zmiana miejsc 

metylacji pomiędzy rundami replikacji DNA. Zjawisko takie wymaga dodatkowego 

mechanizmu, tj. aktywnej demetylacji DNA (Rycina 2) [23]. 

 

Rycina 2. Proces aktywnej demetylacji (na podstawie [24], zmodyfikowano). 

DNMTs – metylotransferazy DNA (ang. DNA methyltransferase); TETs - białka z rodziny TET (ang. Ten 
Eleven Translocation family proteins); AID - deaminaza cytydyny indukowana aktywacją limfocytów B 
(ang. activation-induced cytidine deaminase); APOBEC – enzym edytujący mRNA apolipoproteiny B, 
polipeptyd katalityczny (ang. apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like); TDG 
– glikozylaza tymidynowa (ang. thymine DNA glycosylase); SMUG1 – monofunkcyjna glikozylaza 
uracylowa (ang. single-strand-selective monofunctional uracil-DNA Glycosylase 1); MBD4 - białko 
wiążące zmetylowane dinukleotydy CpG (ang. Methyl-CpG Binding Domain 4); UNG – glikozylaza 
uracylowa DNA (ang. Uracil-N-glycosylase); 2-OG - 2-oksyglutaran (ang. 2-oxoglutarate); AA - kwas 
askorbinowy (ang. ascorbic acid). 
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Aktywna demetylacja DNA jest procesem złożonym, w którym biorą udział takie 

mechanizmy jak: enzymatyczne usuwanie grupy metylowej z 5-mCyt przy udziale białek TET 

(ang. Ten Eleven Translocation), wycinanie i zastąpienie 5-mCyt prawidłową cytozyną na 

drodze naprawy przez wycinanie zasad (BER, ang. base excision repair), deaminacja 5-mCyt do 

tyminy oraz wycięcie fragmentu oligonukleotydowego zawierającego 5-mCyt (NER, ang. 

nucleotide excision repair) [21, 22, 24]. 

1.2.1. Udział białek TET w procesie aktywnej demetylacji DNA 

Białka z rodziny TET (ang. Ten Eleven Translocation) biorą udział w aktywnej demetylacji 

DNA przez utlenienie 5-metylocytozyny (5-mCyt) do 5-hydroksymetylocytozyny (5-hmCyt), a 

następnie do 5-formylocytozyny (5-fCyt) i 5-karboksycytozyny (5-caCyt) [25]. Powstałe w 

wyniku tego procesu zmodyfikowane zasady mogą być usuwane z DNA i zastępowane 

niezmodyfikowaną cytozyną na drodze naprawy przez wycięcie zasady (BER) lub naprawę 

przez wycięcie nukleotydu (NER) [25, 26]. Glikozylaza tyminowa DNA (TDG, ang. thymine DNA 

glycosylase) uznawana jest jako kluczowy enzym BER biorący udział w wycięciu wyżej 

wymienionych modyfikacji z DNA. Usunięcie 5-fCyt i 5-caCyt przez TDG prowadzi do powstania 

jednoniciowego pęknięcia DNA (SSB, ang. Single strand break) [25]. Białka TET wraz z 

deaminazą cytozyny mogą także prowadzić do syntezy 5-hmUra, który jest kolejnym 

związkiem o potencjalnej roli w aktywnej demetylacji DNA [27-29]. 

Można wymienić trzy funkcjonalne rodzaje białek TET: TET1, TET2 oraz TET3. Wszystkie 

trzy enzymy posiadają aktywność oksydazy 5-mCyt, natomiast różnią się one między sobą 

architekturą domen. Białka TET1, TET2 oraz TET3 zawierają na C-końcu białek region 

katalityczny, składający się z domeny DSBH (and. double-stranded β-helix) oraz domeny 

bogatej w reszty cysteinowe (ang. Cys-rich domain). Oprócz właściwości katalitycznych, region 

ten pełni funkcję miejsca wiążącego kofaktory. Kofaktorami białek TET są jony Fe2+, O-2, 2-

ketoglutaran (2-KG) oraz kwas askorbinowy (AA). Rodzina białek TET posiada trzy miejsca 

wiążące jony Fe2+ oraz jedno miejsce pozwalające na związanie 2-KG.  Pełnowymiarowe białka 

TET1 i TET3 oprócz domeny katalitycznej posiadają N-końcową domenę palca cynkowego 

CXXC. Domena ta jest zdolna do wiązania niezmodyfikowanych, jak i metylowanych lub 

hydroksymetylowanych cytozyn, zwłaszcza znajdujących się w obrębie dinukleotydów CpG. 

Białka TET2 nie posiadają domeny CXXC, ale gen IDAX, który jest sąsiadem genu TET2, koduje 

białko CXXC4 [30-32]. 
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Białka należące do rodziny TET są dioksygenazami, których aktywność zależy od obecności 

jonów Fe2+, O2 i 2-ketoglutaranu (2-KG). Zarówno Fe2+ jak i 2-KG wiążą się z domeną 

katalityczną białek TET ułatwiając wprowadzenie 5-mCyt do kieszeni katalitycznej, reakcji tej 

towarzyszy  dekarboksylacja 2-KG do bursztynianu. Wytwarzanie 2-KG odbywa się przy udziale 

zależnych od NADP+, homodimerycznych enzymów zwanych dehydrogenazami 

izocytrynianowymi (IDHs, ang. isocitrate dehydrogenases). IDH1, IDH2 i IDH3, katalizują 

oksydacyjną dekarboksylację izocytrynianu do 2-KG, co jest niezbędnym etapem cyklu kwasu 

trójkarboksylowego. Powstanie zmutowanych wariantów IDH prowadzi do wytworzenia 2-

hydroksyglutaranu (2-HG) zamiast 2-KG. 2-HG powoduje zahamowanie funkcji (inhibicja 

kompetycyjna) wszystkich białek TET oraz innych dioksygenaz, dzieje się to ze względu na 

podobieństwo strukturalne do 2-KG [31, 33, 34].  

Na aktywność białek TET może wpływać także kwas askorbinowy (witamina C), który 

oddziałuje z C-końcową domeną katalityczną białek TET. Działanie to powoduje zwinięcie C-

końcowej domeny katalitycznej i umożliwia wiązanie jonów Fe2+ [31]. Przypuszcza się, że 

aktywność białek TET zależna jest od aktywności transporterów zależnych od sodu (SVCT, ang. 

sodium-dependent vitamin C transporter) i transporterów glukozy (GLUT, ang. glucose 

transporter). Związane jest to z przenoszeniem witaminy C do komórek za pomocą białek SVCT 

(SVCT 1 i SVCT 2) oraz białek GLUT (GLUT 1-4) [35, 36]. 

1.2.2. Udział deaminacji 5-mCyt do tyminy w procesie aktywnej demetylacji DNA. 

Jednym z mechanizmów biorących udział w procesie aktywnej demetylacji DNA jest 

deaminacja 5-mCyt do tyminy, co generuje substrat G:T dla glikozylazy TDG. Deaminacja 

zachodzi dzięki udziałowi enzymów z rodziny deaminaz cytydyny: AID (ang. activation-induced 

cytidine deaminase) i Apobec1 (ang. Apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic cubunit 

1). W wyniku deaminacji 5-mCyt przez AID powstaje tymina, która jest rozpoznawana i 

usuwana przez glikozylazę MBD4 (ang. Methyl-CpG Binding Domain 4), a następnie na drodze 

naprawy zastąpiona przez cytozynę [24, 37]. W tym modelu, do aktywnej demetylacji 

wymagane jest także nieenzymatyczne białko GADD45, które jest odpowiedzialne za 

oddziaływania pomiędzy białkami AID i MBD4 [37]. 
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1.2.3. Udział naprawy DNA poprzez wycinanie zasad (BER) w procesie aktywnej 

demetylacji DNA. 

Naprawa przez wycinanie zasad (BER) jest jedną z kilku poznanych ścieżek naprawy DNA. 

BER przeciwdziała mutagennym i cytotoksycznym skutkom uszkodzeń, które stale powstają w 

obrębie zasad azotowych w DNA [38-41]. Mechanizm ten pełni również istotną rolę w 

procesach innych niż naprawa DNA, gdzie działa na naturalnie zmodyfikowane zasady 

znajdujące się w DNA. Przykładem takiego działania jest udział naprawy BER w aktywnej 

demetylacji DNA, podczas której usuwa 5-mCyt lub jej pochodne, przekształcając je w 

cytozynę [41]. 

Naprawa BER jest systemem mającym na celu naprawę uszkodzeń DNA poprzez wycinanie 

pojedynczej zasady (SP-BER, ang. short patch BER) lub dłuższego fragmentu 2-10 nukleotydów 

(LP-BER, ang. long patch BER) [42]. SP-BER koryguje niewielkie uszkodzenia DNA, które nie 

zniekształcają znacząco struktury helisy, poprzez wycinanie i naprawianie pojedynczych zasad. 

Proces ten podzielić można na kilka etapów (Rycina 3). W pierwszej kolejności glikozylazy DNA 

odnajdują uszkodzony fragment nici, następnie rozcinają wiązanie β-N-glikozydowe pomiędzy 

zasadą, a deoksyrybozą. W ten sposób powstaje miejsce apurynowe/apirymidynowe (AP, ang. 

AP site), które jest rozpoznawane przez endonukleazę AP (APE1, ang. Apurinic/Apyrimidinic 

Endonuclease 1) [38, 41]. Następnie endonukleaza AP przecina wiązanie fosfodiestrowe w 

kierunku 5’ od powstałego miejsca AP, pozostawiając cukier przyłączony do strony 5′ nici. Tym 

sposobem powstają wolne końce 3’-OH, będące substratem dla polimerazy naprawczej. W 

kolejnym etapie polimeraza DNA β (Pol β) wiąże wolne końce 3’-OH i wypełnia lukę nową nicią 

syntetyzowaną na matrycy DNA. W ostatnim etapie ligaza DNA I lub III (LIG1/3) łączy obie nici 

i syntetyzuje ostatnie wiązanie fosfodiestrowe [38, 41, 42]. 
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Rycina 3. Uproszczony schemat BER (opracowanie własne). 

SP-BER w pewnych okolicznościach może być przekierowany na LP-BER, dzieje się tak w 

przypadku nieefektywnego usuwania cukru z końca 5’ nici DNA. LP-BER zachodzi głównie w 

komórkach proliferujących, wykorzystując w dużym stopniu białka replikacyjne [39]. W 

przypadku LP-BER, w odróżnieniu od SP-BER, wstawiany jest dłuższy fragment nukleotydowy 

(2-12 nukleotydów). W procesie tym aktywną rolę mogą odgrywać polimerazy δ/ε, które 

syntetyzują nowy fragment nukleotydowy wypychając tym samym stary fragment z łańcucha, 

w następstwie czego powstaje struktura tzw. odstającej nici DNA (ang. flap). Zanim nici 

zostaną zligowane konieczny jest dodatkowy krok – odcięcie fragmentu starej nici przez 

endonukleazę FEN1 (ang. flap structure-specific endonuclease 1). Powstała luka zamykana jest 

przez ligazę I (LIG1, ang. DNA ligase 1). Ten szlak w odróżnieniu od szlaku podstawowego 

wymaga białka PCNA (ang. proliferating cell nuclear antigen), które oddziałuje z polimerazami, 

FEN1 oraz ligazą DNA I [38, 39, 42]. 

U człowieka występuje jedenaście typów glikozylaz DNA, charakteryzujących się różną 

specyficznością substratową (Tabela 1). Cztery enzymy biorą udział w usuwaniu błędnie 

sparowanego uracylu i tyminy, sześć w naprawie uszkodzeń oksydacyjnych, a jeden w 
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usuwaniu alkilowanych zasad. Glikozylazy DNA można także podzielić na dwie grupy. Sześć 

spośród tych enzymów należy do grupy glikozylaz DNA typu I (MBD4, MPG, MYH, SM UGI, 

TDG, UNG), a pięć do grupy glikozylaz typu II (OGG1, NTH1, NEIL1, NEIL2, NEIL3) [43, 44]. 

Tabela 1. Glikozylazy DNA występujące u człowieka (na podstawie [45], zmodyfikowano). 

Enzym Substrat 

TDG U:G, T:G, , etenoC 

MBD4 U:G, T:G 

UNG uracyl 

SMUG 1 uracyl 

AGG/MPG 3-meA, 7-meG, 3-meG, etenoA, hipoksantyna 

MUTYH A:8-oksyG 

OGG1 8-oksyG:C, 8-oksyG:T, 8-oksyG:G 

NTH1 utlenione i rozerwane pirymidyny 

NEIL1 utlenione pirymidyny (glikol tyminy), formamidopirymidyny 

NEIL2 utlenione pirymidyny, formamidopirymidyny 

NEIL3 rozerwane i utlenione pirymidyny 

 

Glikozylaza tyminowa DNA (TDG) i białko wiążące zmetylowane dinukleotydy CpG (MBD4, 

ang. Methyl-CpG Binding Domain 4) wykazują specyficzność w stosunku do tyminy i uracylu 

powstałych w wyniku deaminacji 5-mCyt, tworzących pary z resztami guaninowymi, dzięki 

czemu mogą odgrywać rolę w utrzymywaniu stabilności metylowanych sekwencji CpG w DNA 

[46, 47]. Glikozylaza TDG uznawana jest za kluczowy enzym BER w procesie aktywnej 

demetylacji DNA, usuwa ona uracyl, tyminę i 5-hydroksymetyluracyl (5-hmUra) po sparowaniu 

z guaniną w dwuniciowym DNA. Białko MBD4 także rozpoznaje uracyl, tyminę i 5-

hydroksymetylouracyl gdy są sparowane z guaniną w dinukleotydach CpG, jak również inne 

substraty rozpoznawane przez glikozylazy uracylowe. UNG (ang. Uracil-N-glycosylase) usuwa 

uracyl, 5-hydroksymetylouracyl i inne pochodne uracylu zarówno w jedno- jak i dwuniciowym 

DNA. Glikozylaza SMUG1 (ang. Single-Strand-Selective Monofunctional Uracil-DNA 

Glycosylase 1) rozpoznaje wiele tych samych substratów co UNG i może stanowić system 

pomocniczy dla UNG [38]. MPG (ang. Methyl-Purine-Glycosylase) posiada szeroką 

specyficzność substratową obejmującą 3-metyloadeninę, 7-metyloadenię, 1,N6-
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etenoadeninę i hipoksantynę [48]. MUTYH (ang. MutY homolog) usuwa adeninę, gdy jest ona 

niewłaściwie przyłączona do przeciwległej 8-oksy-7,8-dihydroguaniny (8-oksyG) lub 2,6-

diamino-4-hydroksy-5-formamidopirymidyny (FapyG) [38]. OGG1 (ang. 8-oxoguanine DNA 

glycosylase-1) jak i NTH1 (ang. neutral trehalase 1) są dwufunkcyjnymi glikozylazami. 

Substratami dla OGG1 są 8-oksyG i FapyG sparowane z cytozyną, przez co zapobiega ona 

wstawieniu naprzeciwko 8-oksyG adeniny w następnym cyklu replikacyjnym. NTH1 bierze 

udział w wycinaniu utlenionych pirymidyn (takich jak glikole tyminy) i formamidopirymidyny. 

Glikozylazy NEIL1 (ang. nei endonuclease VIII-like 1) i NEIL2 (ang. nei endonuclease VIII-like 2) 

usuwają także utlenione pirymidyny i formamidopirymidyny w jedno- i dwuoniciowym DNA, 

chociaż NEIL2 preferuje formę jednoniciową. NEIL3 (ang. ang. nei endonuclease VIII-like 3) 

również rozpoznaje utlenione pirymidyny i formamidopirymidyny, ale ma słabą aktywność 

glikozylazy na dwuniciowym DNA [38, 49]. Najlepszymi substratami dla wszystkich białek NEIL 

są dalsze produkty utleniania 8-oksyG, spiroiminodihydantoina (Sp) i guanidinohydantoina 

(Gh) [50]. 

1.2.4. Udział naprawy DNA poprzez wycinanie nukleozydów (NER) w procesie 

aktywnej demetylacji DNA) 

Naprawa przez wycinanie nukleotydów (NER) jest najbardziej wszechstronnym szlakiem 

naprawczym, rozpoznającym i usuwającym szeroką gamę dużych uszkodzeń DNA, które mogą 

zniekształcać strukturę podwójnej helisy. W procesie tym wycinany odcinek może być różnej 

długości. Mechanizm działania NER polega na wykryciu obecności niesparowanego 

jednoniciowego DNA naprzeciwko uszkodzonej nici [51, 52]. 

Podstawowy proces NER obejmuje takie etapy jak: rozpoznanie zmiany w DNA, podwójne 

nacięcie nici DNA po obu stronach zmiany, uwolnienie produktu wycięcia, syntezę brakującego 

fragmentu oraz ligację (Rycina 4). Można wyróżnić dwie różne podścieżki tego procesu, takie 

jak: globalna naprawa genomowa (GG-NER, ang. global genome nucleotide excision repair) i 

naprawa sprzężona z transkrypcją (TC-NER, ang. transcription-coupled nucleotide excision 

repair). Ścieżki te różnią się na etapie rozpoznania zmiany w DNA, ale dzielą tę samą 

maszynerię naprawczą dla następującego po niej procesu naprawy. Globalna naprawa 

genomowa usuwa zmiany DNA w całym genomie, natomiast TC-NER działa tylko na nici 

aktywnie transkrybowanych genów [51]. 
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Rycina 4. Uproszczony schemat NER (opracowanie własne). 

 

Podczas GG-NER u ludzi, można wyróżnić sześć podstawowych czynników naprawczych: 

RPA (ang. Replication protein A), XPA (ang. Xeroderma pigmentosum complementation group 

A), XPC (ang. Xeroderma pigmentosum complementation group C), TFIIH (ang. Transcription 

factor II H), XPG (ang. Xeroderma pigmentosum complementation group G) i XPF-ERCC1 (ang. 

Xeroderma pigmentosum complementation group F-excision repair cross complementing-

group 1) [51]. W pierwszym etapie białka XPA i XPC rozpoznają uszkodzenie. Po związaniu tych 

białek z uszkodzonym dupleksem, rekrutują one TFIIH. Dwie podjednostki TFIIH, XPB i XPD, 

biorą udział w odwijaniu struktury helisy. XPB topi dupleks DNA, umożliwiając XPD  

przyłączenie się i przesuwanie wzdłuż uszkodzonej nici w kierunku 5' - 3', aż do zatrzymania 

się w miejscu uszkodzenia [51, 53]. Helikaza XPD bezpośrednio oddziałuje z uszkodzeniem i 

zatwierdza jego obecność poprzez swoją translokację na DNA. XPA i XPC, w odróżnieniu od 

XPD, najprawdopodobniej wyczuwają zwiększoną elastyczność nici DNA indukowaną przez 

uszkodzenie i nie oddziałują bezpośrednio z uszkodzeniem. Etapy te można nazwać etapem 

rozpoznawania uszkodzeń i etapem potwierdzania uszkodzeń. Są one niezależne od dokładnej 

struktury chemicznej zmiany, co zapewnia molekularną podstawę bardzo szerokiej 
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specyficzności substratowej NER [53]. Rozwinięcie helisy DNA i złożenie rusztowania XPA-RPA 

przyczynia się do rekrutacji endonukleaz XPG i XPF-ERCC1. Nukleazy te nacinają nić DNA po 

obu stronach powstałego błędu. w wyniku czego następuje uwolnienie fragmentu 

zawierającego zmianę Usunięty odcinek uzupełniany jest dzięki aktywności polimerazy DNA 

(polimeraza δ/ε). Ligaza DNA I lub ligaza III/XRCC1 dokonują odpowiednio syntezy naprawczej 

i łączą ze sobą obie nici [51, 52].   

W przypadku procesu NER sprzężonego z transkrypcją (TC-NER), zmiany wykrywane są 

przez zatrzymanie polimerazy RNA II (RNAPII) na nici transkrybowanej [54]. Czynnik CSB (znany 

również jako ERCC6) i CSA silnie wiążą się z RNAPII, gdy jest ona zablokowana przez dużą 

zmianę. Powstały kompleks zmienia strukturę nukleosomów w pobliżu miejsc zajmowanych 

przez białko CSB, owijając DNA wokół samego białka w celu uruchomienia TC-NER [54, 55]. 

Dalsze usuwanie zmian, zarówno w TC-NER jak i GG-NER, zachodzi poprzez wspólną ścieżkę 

[53]. 

1.2.5 Naprawa błędnie sparowanych zasad (MMR) 

Naprawa błędnie sparowanych zasad (MMR, ang. mismatch repair) jest głównym 

szlakiem biorącym udział w utrzymaniu integralności genomowej. Bierze ona udział w korekcji 

błędnie powstałych par zasad oraz małych insercji i delecji, które powstają głównie podczas 

replikacji DNA [56]. Ponieważ MMR zmniejsza liczbę błędów związanych z replikacją, defekty 

w tym systemie naprawy zwiększają częstość mutacji spontanicznych. W konsekwencji tempo 

mutacji w komórce wzrasta, podobnie jak zmian długości sekwencji w obrębie mikrosatelitów 

[57]. Mikrosatelity to krótkie tandemowe sekwencje DNA o długości od jednej do czterech par 

zasad rozmieszczone w całym ludzkim genomie, zarówno w regionach kodujących, jak i 

niekodujących. Ze względu na swoją powtarzającą się strukturę, mikrosatelity są szczególnie 

podatne na błędy replikacyjne, które są normalnie naprawiane przez system MMR [58]. 

Zmienność długości powtórzeń mikrosatelitów nazywana jest niestabilnością mikrosatelitarną 

(MSI, ang. microsatellite instability), jest ona rodzajem niestabilności genomowej 

charakterystycznej dla komórek nowotworowych [59].  
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Rycina 4. Uproszczony schemat MMR (opracowanie własne). 

Białkami wchodzącymi w skład systemu MMR są: MLH1 (ang. MutL Homolog 1), PMS2 

(ang. PMS1 homolog 2), MSH2 (ang. MutS Homolog 2), MSH6 (ang. MutS Homolog 6), MLH3 

(ang. MutL Homolog 3), MSH3 (ang. MutS Homolog 3), PMS1 (ang. PMS1 Homolog 1) i Exo1 

(ang. Exonuclease 1) [59]. Podczas replikacji DNA, dochodzi do rozpoznania błędnie 

sparowanych zasad przez kompleksy białkowe MutSα i MutSβ. Kompleks MutSα składa się z 

homologów bakteryjnego białka MutS: MSH2 i MSH6. MutSβ natomiast złożony jest z MSH2 i 

MSH3. W zależności od tego, czy heterodimer zawiera MSH6 czy MSH3, ma on odmienną 

specyficzność substratową – MutSα wiąże się z DNA zawierającym błędnie sparowane zasady 

azotowe i jednonukleotydowe wypętlenia powstałe w wyniku insercji/delecji, podczas gdy 

MutSβ rozpoznaje wypętlenia obejmujące dwa lub więcej nukleotydów [59, 60]. Po związaniu 

z uszkodzeniem MutSα łączy się z kompleksem MutLα, składającym się z homologów 

bakteryjnego białka MutL: MLH1 i PMS2 [61]. Białka te są rekrutowane do wycięcia i resyntezy 

nowej, poprawionej nici [59]. System naprawy błędnie sparowanych zasad azotowych u ludzi 

może zachodzić zarówno w kierunku 5’→3’, jak i 3’→5’. Usunięcie nici zawierającej błędne 

sparowanie zachodzi głównie z udziałem egzonukleazy I (ExoI), działającej w kierunku 5’→3’, 
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zdolnej do interakcji z MSH2 i MLH1. Ostatni etap MMR stanowi synteza naprawcza, 

prowadzona przez polimerazę DNA δ (prawdopodobnie również ε) przy udziale PCNA. 

Połączenia nowo powstałego fragmentu nici z cząsteczką wyjściową dokonuje ligaza DNA I 

[61]. Uproszczony schemat MMR przedstawia Rycina 4. 

1.3 Modyfikacje epigenetyczne w chorobach nowotworowych 

Kancerogeneza, czyli przekształcenie prawidłowych komórek w komórki nowotworowe, 

charakteryzuje się zmianami na poziomie komórkowym, genetycznym, epigenetycznym oraz 

nieprawidłowym podziałem komórek. Zaburzenia procesów epigenetycznych mogą prowadzić 

do zmiany ekspresji genów w wyniku czego dochodzi do transformacji nowotworowej komórki 

[2]. Związek pomiędzy metylacją DNA, a nowotworami został po raz pierwszy opisany w 1983 

roku, kiedy to wykazano, że genomy komórek nowotworowych są hipometylowane w 

stosunku do ich prawidłowych odpowiedników [62]. Sugeruje to, że hipometylacja DNA 

odpowiedzialna jest za niestabilność genomu i transformację nowotworową [63]. Komórki 

nowotworowe oprócz hipometylacji całego genomu charakteryzują się także specyficzną dla 

danego miejsca hipermetylacją regionów promotorowych wysp CpG [64, 65]. Inaktywacja 

transkrypcji spowodowana hipermetylacją promotora wpływa na geny zaangażowane w 

główne szlaki komórkowe, co zapewnia komórkom nowotworowym przewagę wzrostową 

oraz zwiększa ich niestabilność genetyczną i agresywność [64, 66].  

Jedna trzecia mutacji prowadzących do powstania nowotworu występuje w obrębie wysp 

CpG, a większość z tych mutacji to tranzycje C→T [67]. Dzieje się tak dlatego, że 5-mCyt ulega 

w dużej mierze deaminacji, co skutkuje mutacjami  w formie tranzycji (tj. C→T) w CpG. Ze 

względu na symetrię motywów CpG, 5-mCyt na przeciwległej nici również może ulec zmianie, 

co prowadzi do zmian (G→A) [67, 68]. Tranzycje G→A stwierdza się w 44,8% przypadków 

białaczek i mielodysplazji oraz w 60% przypadków raka jelita grubego. Mutacje C→T i 

tandemowe CC-TT występują w rakach podstawnokomórkowych i płaskonabłonkowych [69]. 

Zaburzone wzory metylacji DNA mogą być związane z obecnością  mutacji w genach białek 

biorących udział w metylacji/ demetylacji DNA (np. Dnmt, TDG, MBD4, AID/APOBEC, TET, IDH) 

[70-90]. Mutacje w genach białek TET2 zostały opisane w przypadku nowotworów 

hematologicznych, w tym u 7-10% pacjentów z ostrą białaczką szpikową (AML, ang. acute 

myeloid leukemia), 50% przypadków przewlekłej białaczki mielomonocytowej (CMML, ang. 

chronic myelomonocytic leukemia) i około jednej trzeciej wszystkich zespołów 
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mielodysplastycznych (MDS, ang. myelodysplastic syndromes) [70-72]. Rola TET2 jako 

supresora nowotworów nie jest ograniczona tylko do nowotworów szpikowych, mutacje 

genów tych białek są obserwowane u około 56% pacjentów z chłoniakiem 

angioimmunoblastycznym T-komórkowym i 46% chłoniaków z obwodowych komórek T [73-

76]. Mutacje TET1 i TET3 są bardzo rzadkie w nowotworach układu krwiotwórczego, tylko kilka 

z nich odnotowano w przewlekłej białaczce limfocytowej (AML) i ostrej białaczce 

limfoblastycznej (ALL, ang. acute lymphoblastic leukemia) [77]. Heterozygotyczne mutacje w 

IDH1 i IDH2 obserwowano w nowotworach szpiku, w tym AML (10-20%), przedbiałaczkowych 

klonalnych nowotworach złośliwych, mielodysplazji i nowotworach mieloproliferacyjnych [70, 

78]. Obecne doniesienia literaturowe opisują czterokrotny wzrost ryzyka zachorowania na 

raka jelita grubego (CRC, ang. colorectal cancer) u osób z mutacjami w obrębie TDG [79]. U 

pacjentów z CRC obserwuje się także zmiany w obrębie MBD4. Mutacja białka MBD4 została 

również zaobserwowana w AML, a utrata jego aktywności wiązała się z nagromadzeniem 

mutacji w formie tranzycji C→T [80]. Kolejnymi nowotworami w których  stwierdzony został 

udział mutacji MBD4 są czerniak błony naczyniowej, rak trzustki oraz rak endometrium [81-

86]. Coraz więcej doniesień literaturowych wskazuje także na udział białek deaminujących 

(AID/APOBEC) w onkogenezie, efekt ten występuje zarówno w nowotworach linii mieloidalnej, 

jak i limfoidalnej [87]. Nowotworem będącym przykładem zaburzonej funkcji AID jest chłoniak 

rozlany z dużych komórek B (DLBCL, ang. diffuse large B-cell lymphoma). W nowotworze tym 

zaobserwowano także współwystępowanie nieprawidłowych białek AID i TET2 [88, 89].  

Mutacje białka APOBEC opisano w wielu nowotworach będących guzami litymi (np. rak piersi), 

nieprawidłowe białka APOBEC3A zostały wykazane również w AML [90]. 

Epigenetyczny mechanizm transformacji nowotworowej związany jest nie tylko ze 

zmianami poziomu metylacji onkogenów lub genów supresorowych nowotworów, ale także z 

potranslacyjnymi modyfikacjami białek histonowych, wymuszającymi zmiany w strukturze 

chromatyny [87, 91]. Niektóre modyfikacje, takie jak metylacja, acetylacja, fosforylacja, 

ubikwitynacja, biotynylacja, ADP-rybozylacja oraz przyłączenie białka SUMO mogą wpływać 

na kondensację chromatyny, co następnie wpływa na procesy replikacji, rekombinacji i 

naprawy, a także na ekspresję genów [92-94]. Wśród mechanizmów modulujących ekspresję 

genów zaangażowanych w procesy prowadzące do rozwoju nowotworów ważną rolę 

odgrywaja również cząsteczki mikroRNA (miRNA) [95, 96]. W niektórych nowotworach 

(przewlekła białaczka limfocytowa, raka głowy i szyi,  rak płuc,  rak okrężnicy,  rak odbytnicy i  
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rak jajnika) stwierdzono zmienioną ekspresję takich miRNA jak: miRNA-15, miRNA-16 i miRNA-

29 [97, 98].  

Obecność rodników tlenowych może prowadzić do powstania  szerokiego zakresu zmian w 

DNA, w tym modyfikacji zasad, delecji, zerwania nici i rearanżacji chromosomalnych. 

Wykazano, że takie zmiany zakłócają zdolność DNA do funkcjonowania jako substratu dla 

Dnmt, co skutkuje globalną hipometylacją [99]. 

1.3.1. Modyfikacje epigenetyczne w raku jelita grubego 

W przypadku raka jelita grubego (CRC) zaobserwowano akumulacje zmian genetycznych 

i epigenetycznych w komórkach nabłonkowych [100-102]. Zmiany te nabywane są w trakcie 

życia (środowisko, styl życia) lub dziedziczone [100].  

Można wyróżnić trzy główne szlaki prowadzące do rozwoju CRC: 

• mutacje w genach naprawy niedopasowania DNA, prowadzące do fenotypu 

niestabilności mikrosatelitarnej DNA (MSI, ang. microsatellite instability ) 

• mutacje w APC (ang. adenomatous polyposis coli) i innych genach aktywujących 

ścieżkę Wnt (ang. Wingless-type MMTV integration site family), charakteryzujące 

fenotyp niestabilności chromosomalnej (CIN, ang. chromosomal instability) 

• globalna hipermetylacja genomu, skutkująca wyłączeniem genów supresorowych 

nowotworu, oznaczana jako fenotyp metylatora wysp CpG (CIMP, ang. CpG island 

methylator phenotype) [101, 103-105]. 

Niestabilność mikrosatelitarna (MSI) jest odpowiedzialna za około 15-20% wszystkich 

przypadków CRC. Mikrosatelity to krótkie powtarzalne sekwencje DNA, które zbudowane są z 

1-6 nukleozydów [106]. Dzięki powtarzalnej strukturze mikrosatelity są szczególnie podatne 

na błędy pojawiające się podczas replikacji, które są zwykle naprawiane przez system naprawy 

błędnie sparowanych zasad (MMR, ang. mismatch repair). Niestabilność MSI jest napędzana 

przez inaktywację genów odpowiedzialnych za naprawę MMR (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2), 

które odgrywają kluczową rolę w utrzymaniu stabilności genetycznej poprzez naprawę błędów 

replikacji DNA, hamowanie rekombinacji między nieidentycznymi sekwencjami DNA i 

ingerowanie w odpowiedź na uszkodzenia DNA. W sporadycznych przypadkach raka jelita 

grubego, niestabilność mikrosatelitarna jest spowodowana epigenetyczną inaktywcją jednego 

z genów ścieżki naprawy MMR (najczęściej MLH1) poprzez hipermetylację [107]. Występuje 
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także rodzinna postać MSI dziedziczona bez polipowatości (Zespół Lyncha), w której występują 

mutacje germinalne genów MLH1, PMS2, MSH6 lub MSH2 [105, 107]. 

Niestabilność chromosomalna (CIN) obserwowana jest w 70%-85%  raka jelita grubego 

[105]. Charakteryzuje się ona zmianami strukturalnymi i/lub liczbowymi chromosomów oraz 

częstą utratą heterozygotyczności. Sugeruje się, że CIN jest konsekwencją występowania 

nieprawidłowości w mitotycznym punkcie kontrolnym, zmian w liczbie i funkcji centrosomów, 

zaburzeń funkcji telomerów oraz nieprawidłową odpowiedzią na uszkodzenia DNA. Utrata 

heterozygotyczności (LOH, ang. loss of heterozygosity) zwykle występuje w chromosomach 1, 

5, 8, 17 i 18 [104, 108, 109]. Poznano szereg kluczowych zdarzeń związanych z rozwojem CIN 

w raku jelita grubego, w tym mutacje genów supresorowych guza (TSG, ang. tumor suppressor 

genes) i onkogenów, takich jak APC (ang. Adenomatous Polyposis Coli), TP53 (ang. tumor 

protein 53), KRAS (ang. Kirsten rat sarcoma virus), CTNNB1 (ang. catenin beta 1) i PIK3CA (ang. 

phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha) [104, 108-112]. 

Globalna hipermetylacja genomu (CIMP) występuje u około 15% przypadków raka jelita 

grubego. Fenotyp ten dotyczy podgrupy powstającej na drodze szlaku niestabilności 

epigenetycznej, charakteryzującej się rozległą hipermetylacją promotora wysp CpG, co 

skutkuje inaktywacją kilku genów supresorowych lub innych genów związanych z 

nowotworem [101, 102, 113-115]. Podczas rozwoju CRC obserwuje się zmiany wzoru metylacji 

w regionach promotorowych w ponad 100 genach, do najczęściej obserwowanych zmian o 

podłożu epigenetycznym należą MLH1, CDKN2A (ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) 

oraz MGMT (ang. O-6-methylguanine-DNA methyltransferase)  [101, 114].  

1.3.2. Modyfikacje epigenetyczne w ostrej białaczce szpikowej 

Jako kluczowe elementy rozwoju ostrej białaczki szpikowej (AML) wymienia się zaburzenia 

w obrębie metylacji/demetylacji DNA oraz mutacje w obrębie białek biorących udział w 

potranslacyjnych modyfikacjach histonów. Dzięki szczegółowym badaniom molekularnym 

udało się wyodrębnić pojedyncze geny, których mutacje zaburzają prawidłowy przebieg 

metylacji DNA (DNMT3A, TET2, IDH1 i IDH2) i modyfikacji białek histonowych (ASXL1, EZH2, 

MLL) [116].  

Zmiany w obrębie genów kodujących białko Dnmt3a zostały opisane u 20-25% pacjentów z 

AML, często występowały one z mutacjami TET2 lub IDH1/2, co sugeruje, że efekt addytywny 

może wynikać z połączenia tych mutacji [70]. Skutkiem zaburzonej funkcji tego białka jest 
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hipomelacja niektórych regionów DNA [117]. Mutacje Dnmt3a powiązane zostały z 

zaburzeniami ekspresji genów HOX (ang. homeobox), które kodują czynniki transkrypcyjne 

kluczowe w różnicowaniu i proliferacji komórek krwiotwórczych [118-120]. 

Mutacje TET2 występują u około 7-10% chorych z AML. Uniemożliwiają one przekształcenie 

5-mCyt do 5-hmCyt, czego efektami są hipermetylacja DNA i obniżona ekspresja genów [70]. 

Pronier i wsp. wykazali, że mutacje w obrębie białek TET2 zaburzają różnicowanie ludzkich 

komórek prekursorowych w kierunku linii mieloidalnej, z przewagą rozwoju monocytów, 

kosztem linii granulocytarnej [121]. Opisano także inicjującą rolę mutacji TET2 w patogenezie 

związanych z wiekiem nowotworów hematologicznych [122, 123]. 

Mutacje w IDH1 i IDH2 opisano u 10-20% pacjentów z AML [70]. Zmutowane białka IDH nie 

są w stanie katalizować tworzenia 2-KG, ale nabywają funkcję przekształcania 2-KG w 

onkometabolit 2-HG, będący kompetecyjnym inhibitorem białek TET [78]. W AML mutacje 

IDH1/2 i TET2 wykluczają się wzajemnie. Nieprawidłowe białka IDH1/2 indukują 

hipermetylację i hamują 5-hydroksymetylację spowodowaną działaniem białek TET2. Sugeruje 

to, że obie mutacje mogą funkcjonować poprzez zmianę profilu metylacji cytozyny w 

komórkach krwiotwórczych [78]. 

Mutacje EZH2 (ang. Enhancer of zeste homolog 2)  zostały opisane u około 2% chorych na 

AML, natomiast w przypadku pacjentów ze wznową zostały one stwierdzone w 45% 

pacjentów. Białko EZH2 to metylotransferaza histonowa należąca do kompleksu białek PRC2 

(ang. polycomb repressive complex 2), kompleks ten jest z kolei jednym z dwóch kompleksów 

białek Polycomb (PcG, ang. Polycomb group) pełniących znaczącą funkcję w hamowaniu 

transkrypcji określonych genów poprzez modyfikację białek histonowych [117, 124-126]. 

Mutacja genu MLL (ang. mixed-lineage leukemia) występuje u 5–10% pacjentów z AML. 

Gen ten  koduje metylotransferazę histonową MLL, która katalizuje metylację histonu H3 w 

pozycji K4. Białko MLL należy do kompleksu białek Trithorax (TrxG, ang. Trithorax group), który 

pełni funkcję antagonistyczną w stosunku do białek PcG, utrzymując aktywność transkrypcyjną 

genów. Mutacje MLL prowadzą między innymi do nadekspresji genów HOX, co skutkuje 

nieprawidłową proliferacją oraz różnicowaniem progenitorowych komórek macierzystych 

[127-132]. 

W AML mutacja ASXL1 (ang. additional sex combs like 1) jest stwierdzana u 3–25% chorych. 

Gen ten koduje słabo zdefiniowane do tej pory białko regulujące strukturę chromatyny, które 

może zarówno indukować, jak i hamować (np. poprzez interakcję z kompleksem PRC) 
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ekspresję wybranych genów. Mutacje ASXL1, podobnie jak mutacje MLL, prowadzą do 

nadekspresji genów HOX [133-139]. 

Szacuje się, że około 30% pacjentów z MDS ulega progresji do AML [140]. Jedna z hipotez 

mówi o udziale procesów epigenetycznych w ewolucji  MDS do AML, co potwierdzają badania 

wykazujące obecność mutacji w genach wpływających na regulację epigenetyczną [141]. 

Sugeruje się, że nagromadzenie zmian epigenetycznych jest istotnym czynnikiem w 

transformacji MDS do AML [142]. Ponadto, mutacje TET2 i IDH1/2 nabywane są wraz z 

ewolucją MDS do AML [143]. 

1.4 Techniki wykorzystywane do oznaczania zmodyfikowanych zasad DNA oraz 

nukleozydów w moczu. 

Produkty aktywnej demetylacji 5-mCyt  oraz uszkodzone oksydacyjnie zasady azotowe 

DNA lub nukleozydy (np. 8-oksydG) mogą być uwalniane do krwiobiegu i ostatecznie wydalane 

z moczem. Dlatego analiza modyfikacji DNA w moczu pozwala na ich nieinwazyjną ocenę na 

poziomie całego organizmu [144]. Technikami najczęściej stosowanymi do oznaczania tego 

typu modyfikacji są metody chromatograficzne lub immunologiczne [145-147]. 

Powszechnie stosowaną techniką używaną do oznaczeń oksydacyjnych uszkodzeń DNA 

w moczu jest metoda immunoenzymatyczna – ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent 

assay). Technika ta opiera się na reakcji immunologicznej, w której przeciwciała pierwotne 

wiążą się z zmodyfikowanymi zasadami lub nukleozydami, a następnie przeciwciała wtórne 

znakowane enzymami wiążą się z przeciwciałem pierwotnym, umożliwiając jego wykrycie 

[148]. Zaletami tej metody są: wszechstronność, prosta procedura wykonania oznaczenia, 

brak konieczności posiadania specjalistycznego sprzętu, możliwość wykorzystania do różnego 

rodzaju materiału biologicznego (surowica, osocze, ślina, mocz, płyn mózgowo-rdzeniowy, 

plwociny), mało skomplikowane wstępne przygotowanie próbki do analizy (np. odwirowanie 

mętnych próbek) oraz wysoka wydajność. Do wad tej metody zalicza się ograniczoną liczbę 

komercyjnie dostępnych specyficznych przeciwciał oraz ich wysoki koszt. Dodatkowo zachodzi 

konieczność uzyskania odpowiednich rozcieńczeń odczynników w przypadku technik 

pośrednich. Niektóre badania mówią o podatności na interferencje ze strony związków o dużej 

masie cząsteczkowej (np. białka, weglowodany) obecnych w płynach ustrojowych, co może 

przyczynić się to do fałszywie wysokich lub niskich odczytów [145, 149]. Zauważono także 

rozbieżność w poziomie oznaczanych modyfikacji DNA w moczu względem technik 
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chromatograficznych, co jest związane z zjawiskiem „cross-react”. Możliwą przyczyną reakcji 

krzyżowych jest mała specyficzność przeciwciała monoklonalnego stosowanego w zestawach 

ELISA. Cooke i wsp. wykazali, że ELISA generuje znacząco wyższe wartości dla 8-oksydG w 

moczu. Przeciwciało zastosowane w zestawie ELISA, wykorzystanym do oznaczenia 8-oksydG, 

nie wchodzi w reakcje krzyżowe z 8-oksyGua lub niezmodyfikwanym nukleozydem/zasadą, 

natomiast takie reakcje zachodzą w przypadku 8-oksyGuo i 8-oksyGMP. Brak korelacji 

pomiędzy techniką ELISA a technikami chromatograficznymi może wynikać z wewnętrznej 

zmienności w próbkach użytych w jednym badaniu względem próbek użytych w innym 

badaniu, np. wyższego stężenia związków interferujących. Usunięcie tych związków znacznie 

poprawia zgodność pomiędzy ELISA, a technikami chromatograficznymi [146]. 

Technikami chromatograficznymi stosowanymi do analizy zmodyfikowanych zasad 

azotowych i nukleozydów w moczu są: chromatografia gazowa sprzężona z spektrometrią mas 

(GC/MS), chromatografia cieczowa sprzężona ze spektrometrią mas (LC-MS/MS) oraz 

chromatografia cieczowa z detekcją elektrochemiczną (HPLC-EC) [145-147].  

Techniki chromatograficzne wykorzystujące detekcję spektrometrii mas mają szerokie 

zastosowane do ilościowego i jakościowego oznaczania modyfikacji DNA w moczu. Większość 

z nich wymaga wstępnego oczyszczenia próbki moczu przed ostateczną analizą. Wstępne 

przygotowanie moczu do analizy chromatograficznej polega na odwirowaniu i przefiltrowaniu 

próbki za pomocą filtrów strzykawkowych lub płytek filtracyjnych [146]. Kolejnym etapem 

wstępnego oczyszczania próbki jest najczęściej ekstrakcja do fazy stałej (SPE, ang. Solid Phase 

Extraction) lub wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) [150-153]. 

Obecnie najczęściej stosowaną metodą chromatograficzną jest chromatografia 

cieczowa (LC) w układzie faz odwróconych, w której substancje przechodzące przez kolumnę 

rozdzielane są w zależności od polarności za pomocą niepolarnej fazy stacjonarnej i polarnej 

fazy ruchomej [154]. Po rozdziale chromatograficznym następuje właściwa analiza i 

identyfikacja za pomocą spektrometrii mas. Chromatografia cieczowa z tandemową 

spektrometrią mas (LC-MS/MS) uważana jest za metodę wysoce specyficzną, umożliwiającą 

ilościowe oznaczanie badanej substancji w złożonych mieszaninach. W celu uzyskania 

wiarygodnych wyników stosowany jest tutaj wzorzec wewnętrzny. Wykorzystywana w LC-

MS/MS metoda rozcieńczenia izotopowego jest specyficzną odmianą techniki dodatku 

wzorca, do próbek badanych dodaje się znakowany wzorzec różniący się się od badanego 

związku jedynie składem izotopowym [155]. Znakowany stabilnym izotopem analog 
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analizowanego związku może być wiarygodnie wykorzystany jako wzorzec wewnętrzny, 

ponieważ jego właściwości fizykochemiczne są identyczne z właściwościami 

nieoznakowanego, naturalnie występującego odpowiednika. W przypadku braku dostępności 

analogów znakowanych stabilnymi izotopami możliwe jest również zastosowanie jako 

standardów wewnętrznych podobnych strukturalnie związków [156-158]. Główną zaletą LC-

MS/MS jest niewielka ilość badanej próbki potrzebna do analizy. Natomiast główną wadą jest 

mała dostępność stabilnych wzorców wewnętrznych znakowanych izotopowo, wysoka cena 

sprzętu oraz konieczność posiadania wysokiego poziomu wiedzy specjalistycznej potrzebnej 

do obsługi urządzenia [159]. 

Chromatografia cieczowa może być również sprzężona z detektorem 

elektrochemicznym (EC). Detektor ten wykrywa pola elektryczne w oparciu o procesy 

utleniania lub redukcji [160]. Wykorzystanie metody HPLC-EC obecnie zmalało ze względu na 

rozwój bardziej specyficznej metody LC-MS/MS [147]. 

Chromatografia gazowa (GC) jest metodą rozdziału związków lotnych na kolumnie 

chromatograficznej, w której fazę ruchomą stanowi gaz, a fazę stacjonarną wypełnienie 

kolumny [161]. Ten rodzaj chromatografii może być sprzężony z detektorem spektrometrii 

mas (GC-MS). Etapem koniecznym podczas przygotowania próbek do tego typu analiz jest 

wstępne oczyszczenie najczęściej za pomocą ekstrakcji do fazy stałej (SPE) lub HPLC. Następnie 

zebrane frakcje są suszone i poddane procesowi derywatyzacji, który polega na 

przeprowadzeniu analitów w związki pochodne o większej lotności. Ostatnim etapem jest 

właściwa analiza [159]. 
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2 Cele pracy 

 

1. Synteza wzorców wewnętrznych znakowanych stabilnymi izotopami dla 5-metylo-2′-

deoksycytydyny (5-mdC) 5-formylo-2′- deoksycytydyny (5-fdC), 5-karboksy-2′-

deoksycytydyny (5-cadC), 5-(hydroksymetylo)-2′-deoksyurydyny (5-hmdU), 5-

hydroksymetyluracylu (5-hmUra), 5-formyluracylu (5-fUra) i 5-karboksyuracylu (5-

caUra). 

2. Optymalizacja warunków rozdziału i detekcji epigenetycznych modyfikacji DNA oraz 8-

oksy-7,8-dihydro-2’-deoksyguanozyny (8-oksydG) w moczu przy użyciu 

dwuwymiarowej ultrasprawnej chromatografii cieczowej z tandemową spektrometrią 

mas (2D-UPLC-MS/MS, ang. two-dimensional ultraperformance liquid  

chromatography tandem mass spectrometry).  

3. Ocena wartości diagnostycznej i prognostycznej produktów aktywnej demetylacji DNA 

w ostrej białaczki szpikowej (AML, ang. acute myeloid leukemia) oraz u pacjentów z 

zespołami mielodysplastycznymi (MDS, ang. myelodysplastic syndrome).  

4. Analiza produktów aktywnej demetylacji DNA oraz 8-oksydG w moczu jako 

potencjalnych biomarkerów rozwoju raka jelita grubego (CRC, ang. colorectal cancer). 
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Preparation of Internal Standards for 2D-UPLC-MS/MS Quantification of Noncanonical 

DNA Bases 

Marta Starczak, Aleksandra Skalska, Rafał Rozalski, Ryszard Oliński, Daniel Gackowski 

Methods in molecular biology, 2021;2198:123-136. 
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Preparation of Internal Standards for 2D-UPLC-MS/MS Quantification of Noncanonical DNA 

Bases 

Metoda rozcieńczenia izotopowego jest specyficzną odmianą techniki dodatku wzorca 

i stanowi jedną z podstawowych metod stosowanych w pomiarach analitycznych. Do próbek 

badanych dodaje się znakowany wzorzec, który różni się od badanego związku jedynie 

składem izotopowym. Pozwala to na określenie stężenia analitu w badanym materiale poprzez 

porównanie sygnału z detektora dla analizowanego związku z sygnałem wzorca dodanego w 

znanej ilości do próbki (Rycina 6) [155]. Metoda ta jest bardzo dokładna, selektywna i 

precyzyjna, a dodatkowo ogranicza wpływ matrycy na wynik końcowy analizy [162]. W 

spektrometrii mas, znakowany stabilnym izotopem analog analizowanego związku może być 

wiarygodnie wykorzystany jako wzorzec wewnętrzny, ponieważ jego właściwości 

fizykochemiczne są identyczne z właściwościami jego nieoznakowanego, naturalnie 

występującego odpowiednika. Ze względu na zastąpienie np. węgla 12C przez 13C lub azotu 14N 

przez 15N, wzorce znakowane izotopami różnią się od analitów tylko masą cząsteczkową [156-

158]. Wykorzystanie znakowanych stabilnymi izotopami wzorców wewnętrznych w przypadku 

zautomatyzowanej dwuwymiarowej ultrasprawnej chromatografii cieczowej sprzężonej z 

tandemową spektrometrią mas (2D-UPLC-MS/MS) umożliwia otrzymanie wiarygodnych 

wyników [163, 164]. 

 

Rycina 6. Chromatogramy 8-oksy-7,8-dihydro-2’-deoksyguanozyny (8-oksydG) w wodzie i 

moczu po rozdziale na pierwszym stopniu/wymiarze (1D-UPLC-MS/MS).  
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 Celem niniejszej pracy była synteza wzorców wewnętrznych znakowanych stabilnymi 

izotopami dla oznaczanych w moczu epigenetycznych modyfikacji DNA.  

W publikacji nr 1 przedstawiamy metodę, która pozwala na syntezę m.in. [13C10,15N2]-

5-metylo-2′-deoksycytydyny ([13C10,15N2]-5-mdC) z [13C10,15N2]-dT w oparciu o techniki 

zaproponowane wcześniej przez Divakara i Reese [165] oraz Burdzy i wsp. [166] (Rycina 7). 

Synteza [13C10,15N2]-5-mdC składa się z trzech kolejnych etapów: acetylacji, triazolacji i 

podstawienia grupy -NH2 w [13C10,15N2]-dT. Ponadto, opisujemy również metodę syntezy 

[13C10,15N2]-5-formylo-2′- deoksycytydyny ([13C10,15N2]-5-fdC), [13C10,15N2]-5-karboksy-2′-

deoksycytydyny ([13C10,15N2]-5-cadC), oraz [13C10,15N2]-5-(hydroksymetylo)-2′-deoksyurydyny 

([13C10,15N2]-5-hmdU) poprzez utlenianie [13C10,15N2]-5-mdC i [13C10,15N2]-dT za pomocą 

Na2S2O8, w oparciu o zoptymalizowany protokół opublikowany przez Rahmana i wsp. (Rycina 

8,9) [167]. Dodatkowo, przedstawiamy zoptymalizowany protokół dla zależnego od Na2S2O8 

utleniania [13C5,15N2]-Thy do [13C5,15N2]-5-hydroksymetyluracylu ([13C5,15N2]-5-hmUra), 

[13C5,15N2]-5-formyluracylu ([13C5,15N2]-5-fUra) i [13C5,15N2]-5-karboksyuracylu ([13C5,15N2]-5-

caUra) (Rycina 10). W pracy znalazł się również opis rozdziału i oczyszczania uzyskanych 

produktów za pomocą wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) oraz przygotowanie 

roztworów wewnętrznych wzorców do analizy za pomocą spektrometrii mas (MS). 

 

Rycina 7. Schemat ilustrujący syntezę 5-metylo-2′-deoksycytydyny z 2′-deoksytymidyny. 
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Rycina 8. Schemat ilustrujący utlenianie 5-metylo-2′-deoksycytydyny za pomocą Na2S2O8. 

 

Rycina 9. Schemat ilustrujący utlenianie 2′-deoksytymidyny do 5-(hydroksymetylo)-2′-

deoksyurydyny. 

 

Rycina 10. Schemat ilustrujący utlenianie tyminy przy użyciu Na2S2O8. 
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4 Publikacja 2 

 

MS Analysis of DNA Modifications in Urinary/Body Fluids 

Aleksandra Skalska, Agnieszka Siomek-Górecka, Ryszard Oliński, Rafał Różalski 
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MS Analysis of DNA Modifications in Urinary/Body Fluids 

Techniki chromatograficzne sprzężone ze spektrometrią mas są szeroko stosowane do 

ilościowego i jakościowego oznaczania zmodyfikowanych zasad azotowych DNA oraz 

nukleozydów w moczu. Zazwyczaj pierwszym etapem podczas przygotowania próbki do 

właściwej analizy jest wstępne oczyszczenie za pomocą ekstrakcji do fazy stałej (SPE) lub 

chromatografii cieczowej (HPLC) [150-153]. Dwuwymiarowa ultrasprawna chomatografia 

cieczowa sprzężona z tandemową spektometrią mas (2D-UPLC-MS/MS) pozwala na 

połączenie etapu wstępnego oczyszczania próbki z właściwą analizą oznaczanych związków. 

Celem pracy była optymalizacja warunków rozdziału i detekcji epigenetycznych 

modyfikacji DNA oraz 8-oksy-7,8-dihydro-2’-deoksyguanozyny (8-oksydG) w moczu przy 

użyciu 2D-UPLC-MS/MS. 

Próbki moczu przed analizą chromatograficzną zostały przefiltrowane na płytce filtracyjnej 

(zmodyfikowana membrana polietylenosulfonowa, 10 K MWCO) oraz odwirowane, a 

następnie wzbogacone mieszaniną wzorców wewnętrznych w stosunku objętościowym 4:1. 

Zastosowany do oznaczeń zestaw 2D-UPLC-MS/MS składał się z dwóch systemów 

chromatograficznych i pozwalał na rozdział w dwóch etapach. W pierwszym etapie 

analizowana próbka po wprowadzeniu do układu przez automatyczny podajnik próbek zostaje 

wstępnie oczyszczona w wyniku rozdziału chromatograficznego na pierwszym systemie 

(pierwszy wymiar/stopień – 1D), a następnie na drugi system chromatograficzy trafia tylko 

niewielki fragment rozdziału z pierwszego etapu zawierający analizowany związek (Rycina 11). 

Układ chromatograficzny pracuje wtedy w trybie „heart cutting”, co oznacza, że wybrana część 

rozdziału z pierwszego stopnia kierowana jest do kolumny pułapkowej/transferowej poprzez 

sześcioportowy zawór przełączający, który pełni rolę urządzenia wtłaczającego ciecz dla 

układu chromatograficznego drugiego stopnia. Umożliwia to jednoczesne oznaczanie kilku 

zwiazków w tej samej próbce moczu. W drugim etapie dochodzi do kolejnego rozdziału 

chromatograficznego (drugi wymiar/stopień – 2D) oraz właściwej analizy ilościowej i 

jakościowej z wykorzystaniem kwadrupolowego detektora spektrometrii mas ze źródłem 

jonów typu unispray. Oba systemy sprzężono z menedżerem kolumn wyposażonym w dwa 

programowalne grzejniki kolumn oraz dwa 2-pozycyjne 6-portowe zawory. Podczas analizy 

chromatograficznej użyto następujących kolumn: CORTECS UPLC T3 (1,6 μm, 3 mm x 150 mm) 

z kolumną wstępną CORTECS T3 VanGuard (1,6 μm, 2,1 mm x 5 mm) dla pierwszego 
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wymiaru/stopnia, Waters ACQUITY UPLC CSH C18 (1,7 μm, 2,1 mm × 100 mm) dla drugiego 

wymiaru/stopnia oraz kolumny Waters XSelect CSH C18 (3,5 μm, 3 mm × 20 mm) jako kolumny 

pułapkowej/transferowej. 

 

Rycina 11. Chromatogramy 5-(hydroksymetylo)-2’-deoksycytydyny (5-hmdC) po rozdziale na 

pierwszym wymiarze/stopniu – 1D (A) i  drugim wymiarze/stopniu - 2D (B i C). Niebieską 

strzałką zaznaczono fragment chromatogramu który zostaje przeniesiony na drugi 

stopień/wymiar. 

Zastosowana metodyka z wykorzystaniem izotopowo znakowanych wzorców 

wewnętrznych pozwala na identyfikację oraz ilościowe oznaczenie w próbce moczu 

zmodyfikowanych zasad azotowych DNA takich jak 5-hmCyt, 5-fCyt, 5-caCyt oraz nukleozydów 

8-oksydG, 5-mdC, 5-hmdC i 5-hmdU [144]. 

Aby uzyskać wyższą czułość i jednocześnie uniknąć koelucji pomiędzy pierwszym (1D) i 

drugim stopniem (2D) przeprowadziliśmy analizę w trzech niezależnych rozdziałach 

chromatograficznych:  

1) 5-hmdC i 8-oxodG (tryb jonizacji dodatniej). 

2) 5-hmCyt i 5-mdC (tryb jonizacji dodatniej). 

3) 5-caCyt i 5-hmdU (tryb jonizacji ujemnej) oraz 5-fCyt (tryb jonizacji dodatniej). 

A 

B 

C 
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Ze względu na niską czułość w przypadku metody LC-MS/MS, ilościowe oznaczanie 

poziomu 5-hmUra w moczu przeprowadzono za pomocą chromatografii gazowej z detekcją 

spektrometrii mas (GC/MS) [153, 168]. W przypadku tej techniki pierwszym etapem jest 

wstępne oczyszczenie badanej próbki przy pomocy HPLC. Zastosowany w tym celu system 

składa się z dwóch pomp izokratycznych, autosamplera, kolektora frakcji, pieca kolumnowego 

i detektora fotodiodowego. Następnie zebrane frakcje zawierające 5-hmUra są suszone i 

poddane derywatyzacji, polegającej na przeprowadzeniu analitów w związki pochodne o 

większej lotności przy użyciu N,O-Bis(trimetylosililo)trifluoroacetamidu i trimetylochlorosilanu 

(BSTFA+ 1% TMCS). Końcowym etapem jest właściwa analiza GC/MS. 
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Diagnostic and Prognostic Power of Active DNA Demethylation Pathway Intermediates in 

Acute Myelogenous Leukemia and Myelodysplastic Syndromes 

Ostra białaczka szpikowa (AML) jest jedną z najczęściej występujących białaczek u osób 

dorosłych, w szczególności u osób powyżej 60 roku. AML stanowi również 15-20% przypadków 

u dzieci. Choroba ta charakteryzuje się złośliwym klonalnym rozrostem niedojrzałych komórek 

mieloidalnych w szpiku kostnym, krwi obwodowej, a także niekiedy w narządach 

obwodowych. Zespoły mielodysplastyczne (MDS) to grupa chorób, których cechą 

charakterystyczną jest zmniejszona liczba komórek krwi obwodowej (czerwonych krwinek, 

białych krwinek i/lub płytek krwi) z powodu ich nieprawidłowego powstawania w szpiku. Z 

czasem następuje stopniowe nasilanie się objawów, spowodowane głównie stopniowym 

spadkiem liczby komórek krwi, natomiast u niektórych pacjentów MDS może przekształcić się 

w AML [169, 170]. 

Rozpoznanie MDS opiera się na stwierdzeniu cytopenii jednej, dwóch lub trzech linii 

komórkowych. Dotyczy to linii komórkowych erytroidalnych, granulocytarnych lub 

megakariotycznych oraz dysplazji komórek szpiku kostnego [171, 172]. Pełna ocena pacjentów 

z MDS obejmuje również cytogenetykę szpiku kostnego [173], immunofenotypowanie oraz 

sekwencjonowanie genomu [174]. Głównymi ograniczeniami obecnej diagnostyki MDS/AML 

jest mała powtarzalność morfologicznej analizy dysplazji oraz słaba swoistość zmian 

dysplastycznych [175, 176]. 

Uzyskanie remisji i ryzyko nawrotu choroby nowotworowej zależy od profilu genetycznego 

i epigenetycznego komórek nowotworowych. W literaturze można znaleźć dużo informacji o 

związku pomiędzy mutacjami molekularnymi w AML, a rokowaniem chorych. Niewiele 

wiadomo jednak o wpływie mutacji w genach pełniących funkcje epigenetyczne [177].  

Proces aktywnej demetylacji DNA może aktywować wcześniej wyciszone geny, będące 

zaangażowane w nieprawidłową metylację. Mutacje w genach związanych ze ścieżkami 

metylacji/demetylacji DNA (DNMT3A, TET2, IDH1 i IDH2) są powszechne u pacjentów z MDS i 

AML, co wpływa na profil modyfikacji DNA. U 7% do 10% pacjentów z AML opisano mutacje 

utraty funkcji w TET2. Ponadto, u 10% do 20% osób z AML występują heterozygotyczne 

mutacje w IDH1 i IDH2, które wzajemnie wykluczają się z mutacjami w TET2 [70]. Gurnari i 

wsp. stwierdzili, że obniżenie ekspresji białka TET2 jest powszechne w MDS niezależnie od 
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mutacji TET2 [178]. Nieprawidłowości w ekspresji, aktywności lub swoistości TET wydają się 

być zatem wspólną cechą pacjentów z MDS/AML. 

Celem niniejszej pracy była ocena wartości diagnostycznej i prognostycznej produktów 

aktywnej demetylacji DNA w AML i MDS. Kompleksowo przeanalizowaliśmy poziomy 5-mCyt, 

5-fCyt, 5-caCyt, 5-hmUra, 5-mdC, 5-hmdC, 5-hmdU i 8-oksydG w małoinwazyjnym materiale: 

DNA pochodzącym z komórek krwi obwodowej oraz moczu. W tym celu zastosowano 2D-

UPLC-MS/MS  (5-fCyt, 5-caCyt, 5-mdC, 5-hmdC, 5-hmdU i 8-oksydG) oraz LC/GC-MS (5-

hmUra).  

Analiza statystyczna otrzymanych wyników polegała między innymi na ocenie krzywej ROC 

(ang. receiver operating characteristic), co pozwoliło na ocenę mocy diagnostycznej i 

zidentyfikowanie najbardziej obiecujących biomarkerów rozwoju AML i MDS oraz 

transformacji MDS do AML. Najbardziej przydatny diagnostycznie do odróżnienia pacjentów 

AML od grupy kontrolnej okazał się poziom 5-hmCyt (AUC = 0,918, czułość: 85% i swoistość: 

97%) i 5-hmdU (0. 873, 74% i 92%) w moczu, natomiast w przypadku pacjentów z MDS 

najbardziej przydatna okazała się 5-hmdC w DNA (0,905, 82% i 98%) oraz 5-hmCyt w moczu 

(0,746, 66% i 92%). Wieloczynnikowe modele drzew klasyfikacyjnych pozwoliły na prawidłową 

klasyfikację pacjentów z AML i MDS w 95,7% i 94,7% przypadków. Największą wartość 

prognostyczną spośród analizowanych parametrów w przewidywaniu transformacji MDS w 

AML zaobserwowano dla 5-cadC (0,823, 80% i 97%) oraz 5-hmdU (0,872, 100% i 75%) w DNA.  

Przedstawione wyniki wskazują, że produkty szlaku aktywnej demetylacji DNA oznaczane 

w materiale całkowicie nieinwazyjnym (mocz) lub minimalnie inwazyjnym (krew) mogą być 

przydatne w diagnostyce pacjentów z MDS i AML.  
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Urinary Measurement of Epigenetic DNA Modifications and 8-oxodG as Possible 

Noninvasive Markers of Colon Cancer Evolution 

Rak jelita grubego (CRC, ang. colorectal cancer) jest trzecim co do częstości występowania 

nowotworem u mężczyzn i drugim u kobiet [179]. Przerzuty występują u ponad 50% 

pacjentów z CRC, a u około 25% z nich występują one w momencie rozpoznania [180]. 

Wykrycie zmian we wczesnym stadium jest kluczowe dla zmniejszenia zachorowalności i 

śmiertelności. Choroby predysponujące do powstania raka jelita grubego, takie jak nieswoiste 

zapalnie jelit (IBD, ang. inflammatory bowel disease), sprzyjają kancerogenezie poprzez 

indukowanie mutacji genów, hamowanie apoptozy, stymulowanie angiogenezy i proliferacji 

komórek. Zapalenie indukuje również zmiany epigenetyczne, które są związane z rozwojem 

nowotworu [181]. 

Kolonoskopia jest złotym standardem wśród narzędzi diagnostycznych do wykrywania 

CRC. Jest to jednak badanie inwazyjne i może być uciążliwe dla pacjenta. Celem naszej pracy 

była analiza produktów aktywnej demetylacji DNA oraz 8-oksydG w moczu jako potencjalnych 

nieinwazyjnych biomarkerów rozwoju raka jelita grubego.  

Badania zostały przeprowadzone w czterech grupach pacjentów, które obejmowały osoby 

zdrowe, pacjentów z nieswoistym zapaleniem jelit (IBD), pacjentów z gruczolakami jelita 

grubego (AD, ang. adenoma) oraz pacjentów z rakiem jelita grubego (CRC). Do oznaczenia 

produktów aktywnej demetylacji DNA oraz 8-oksydG w moczu zastosowana została technika 

2D-UPLC-MS/MS i GC/MS (5-hmUra). 

W grupie pacjentów z CRC i AD zaobserwowaliśmy znacząco niższy poziom 5-fCyt w moczu 

niż w grupie kontrolnej. Natomiast wydalanie z moczem 8-oksydG było istotnie wyższe w 

przypadku pacjentów z CRC i IBD. Poziom 5-hmCyt był istotnie wyższy w porównaniu do grupy 

kontrolnej jedynie w grupie pacjentów z CRC. Zaobserwowane istotne statystycznie korelacje 

pomiędzy 5-hmUra, a 5-hmCyt, 5-hmdC, 5-mdC i 5-hmdU w grupie pacjentów z CRC 

(odpowiednio: R=0,472, p<0,001; R=0,351, p<0,001; R=0,317, p=0,007; R=0,406, p<0,001) 

miały podobne wartości u pacjentów z IBD i AD (IBD: R=0,460, p=0,004; R=0,562, p<0,001; 

R=0,402, p=0,072; R=0,402, p=0,012; AD: R=0,463, p=0,002; R=0,360, p=0,021, R=0,361, 

p=0,46, R=0,379, p=0,11). Podobnych zależności nie stwierdzono w grupie kontrolnej. 

Zaobserwowaliśmy również silną dodatnią korelację pomiędzy poziomem 5-mdC i 5-hmdC w 

przypadku wszystkich grup, także u osób zdrowych. 
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Otrzymane przez nas wyniki wskazują, że poziom 5-fCyt, 5hmCyt i 8-oksydG w moczu mogą 

służyć jako nieinwazyjne biomarkery rozwoju raka jelita grubego. Wyższy poziom 8-oksydG 

może świadczyć o udziale stresu oksydacyjnego w powstawaniu CRC. Ponadto, korelacja 5-

hmUra z 5-hmCyt, 5-hmdC i 5-mdC wspiera ostatnio opublikowane wyniki dotyczące 5-

hmUra/5-hmdU jako kluczowego punktu w szlaku odzysku nukleotydów [182]. 

Zaobserwowana silna dodatnia korelacja pomiędzy 5-mdC i 5-hmdC może świadczyć o ich 

wspólnym pochodzeniu (systemy naprawy DNA) i udziale w tym samym szlaku metabolicznym 

(aktywna demetylacja DNA). 
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7 Podsumowanie 

Epigenetyka to dziedzina nauki skupiająca się na zmianach w obrębie DNA, które nie 

wiążą się ze zmianami w podstawowej sekwencji nukleotydów. Są one wynikiem 

poreplikacyjnej modyfikacji DNA i/lub potranslacyjnej modyfikacji białek związanych z DNA [1, 

2]. Jedną z najlepiej scharakteryzowanych modyfikacji epigenetycznych jest metylacja DNA, 

polegająca na przyłączeniu grupy metylowej do pierścienia cytozyny [1-3, 5, 6]. Proces ten 

katalizowany jest przez rodzinę metylotransferaz DNA [1, 2, 5, 6]. Wzór metylacji DNA jest nie 

tylko konsekwencją przyłączania grup metylowych do cytozyn, ale również demetylacji [20]. 

Aktywna demetylacja DNA jest procesem wieloetapowym, w którym dochodzi do 

enzymatycznego usunięcia grupy metylowej z 5-mCyt przy udziale białek TET, wycięcia i 

zastąpienia 5-mCyt prawidłową cytozyną na drodze naprawy przez wycinanie zasad BER, 

deaminacji 5-mCyt do tyminy czy wycięcia fragmentu oligonukleotydowego zawierającego 5-

mCyt (NER) [21, 22, 24].  

Białka rodziny TET biorą udział w aktywnej demetylacji DNA przez utlenienie 5-

metylocytozyny (5-mCyt) do 5-hydroksymetylocytozyny (5-hmCyt), która może być dalej 

utleniana do 5-formylocytozyny (5-fCyt) i 5-karboksycytozyny (5-caCyt) [25]. Następnie na 

ścieżce naprawy typu BER lub NER dochodzi do usunięcia zmodyfikowanych zasad azotowych 

DNA i zastąpienia ich cytozyną, czego skutkiem jest demetylowany DNA [26]. Białka te mogą 

również uczestniczyć w wytwarzaniu 5-hydroksymetylouracylu (5-hmUra) z tyminy [27-29]. 

Aktywność enzymów z rodziny TET zależy od obecności jonów Fe2+, O2 i 2-ketoglutaranu (2-

KG). Zarówno Fe2+ jak i 2-KG wiążą się z domeną katalityczną białek TET ułatwiając 

wprowadzenie 5-mCyt do kieszeni katalitycznej [31]. 

Produkty aktywnej demetylacji 5-mCyt oraz uszkodzone oksydacyjnie zasady azotowe 

DNA lub nukleozydy (np. 8-oksydG), po usunięciu z DNA przez systemy naprawy, mogą być 

uwalniane do krwiobiegu i ostatecznie wydalane z moczem [144]. Najczęściej 

wykorzystywanymi metodami stosowanymi do oznaczania zmodyfikowanych zasad 

azotowych i nukleozydów w moczu są metody chromatograficzne lub immunoenzymatyczne 

[145-147]. Powszechnie stosowaną techniką używaną do oznaczeń oksydacyjnych uszkodzeń 

DNA w moczu jest test immunoenzymatyczny (ELISA) [148]. Jest on bardzo prosty w użyciu 

dzięki czemu zestawy stosowane do oznaczeń np. 8-oksydG są komercyjnie dostępne. 

Wskazuje się jednak na możliwe interferencje ze strony związków o dużej masie cząsteczkowej 
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(np. białka, weglowodany) oraz reakcje krzyżowe z innymi zmodyfikowanymi 

zasadami/nukleozydami [145]. Cooke i wsp. wykazali że ELISA generuje znacząco wyższe 

wartości dla 8-oksydG w moczu, czego przyczyną może być niewystarczająca specyficzność 

stosowanego przeciwciała monoklonalnego względem 8-oksydG. Badania wykazały, że 

przeciwciało to może wchodzić w reakcje krzyżowe z 8-oksyGuo i 8-oksyGMP. Wszystkie 

opisane wyżej zjawiska wpływać mogą na rozbieżności w wynikach pomiędzy techniką ELISA, 

a technikami chromatograficznymi wykorzystującymi detekcję spektrometrii mas, które 

charakteryzują się wysoką specyficznością i czułością [146, 159]. 

Wykorzystując technikę dwuwymiarowej ultrasprawnej chromatografii cieczowej z 

tandemową spektrometrią mas (2D-UPLC-MS/MS) dokonaliśmy optymalizacji warunków 

rozdziału i detekcji, co pozwoliło na identyfikację oraz ilościowe oznaczenie w moczu 

zmodyfikowanych zasad azotowych takich jak 5-hmCyt, 5-fCyt, 5-caCyt oraz nukleozydów 8-

oksydG, 5-mdC, 5-hmdC i 5-hmdU (metoda opisana w publikacji nr 2). Dzięki połączeniu dwóch 

systemów chromatograficznych możliwe jest zintegrowanie etapu wstępnego oczyszczania 

próbki (pierwszy stopień) z etapem właściwej analizy ilościowej oznaczanych związków (drugi 

stopień) [159]. Wykorzystana w naszej metodzie technika rozcieńczeń izotopowch z 

zastosowaniem standardów wewnętrznych znakowanych stabilnymi izotopami pozwala na 

uzyskanie wiarygodnych wyników [163, 164]. Jest to specyficzna odmianą techniki dodatku 

wzorca, w której do próbek badanych dodaje się związek w znanej ilości, który różni się od 

badanego związku jedynie składem izotopowym i wykorzystuje się go do określenia zawartości 

analitu w badanym materiale [155]. W spektrometrii mas, znakowany stabilnym izotopem 

analog analizowanego związku może być wykorzystany jako wzorzec wewnętrzny, ponieważ 

jego właściwości fizykochemiczne są identyczne z właściwościami nieoznakowanego 

odpowiednika (analitu) w trakcie rozdziału chromatograficznego, natomiast podczas detekcji 

występują różnice w masie cząsteczkowej spowodowane znakowaniem wzorca [156-158]. Z 

uwagi na to, że dla części analizowanych związków brakuje komercyjnie dostępnych 

standardów wewnętrznych, zdecydowaliśmy się na ich syntezę w naszym laboratorium 

(Rycina 12). Opracowana metoda, przedstawiona w publikacji nr 1, pozwala na syntezę m.in. 

[13C10,15N2]-5-metylo-2′-deoksycytydyny ([13C10,15N2]-5-mdC) z [13C10,15N2]-dT. Proces ten 

składa się z trzech kolejnych etapów: acetylacji, triazolacji i podstawienia grupy -NH2 w 

[13C10,15N2]-dT. Opisana została również procedura wytwarzania [13C10,15N2]-5-formylo-2′- 

deoksycytydyny ([13C10,15N2]-5-fdC), [13C10,15N2]-5-karboksy-2′-deoksycytydyny ([13C10,15N2]-5-
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cadC) oraz [13C10,15N2]-5-(hydroksymetylo)-2′-deoksyurydyny ([13C10,15N2]-5-hmdU) poprzez 

utlenianie [13C10,15N2]-5-mdC i [13C10,15N2]-dT za pomocą Na2S2O8. Przedstawiliśmy także 

zoptymalizowany protokół dla zależnego od Na2S2O8 utleniania [13C5,
15N2]-Thy do [13C5,15N2]-

5-hydroksymetylouracylu ([13C5,15N2]-5-hmUra), [13C5,15N2]-5-formylouracylu ([13C5,15N2]-5-

fUra) i [13C5,15N2]-5-karboksyuracylu ([13C5,15N2]-5-caUra). 

 

Rycina 12. Wzorce wewnętrze otrzymane podczas syntezy. 

Komórki nowotworowe charakteryzują się hipometylacją w stosunku do komórek 

zdrowych. Może to sugerować, że odpowiada ona za niestabilność genomu i transformację 

nowotworową [62, 63]. Oprócz hipometylacji całego genomu zobserwowano również 

specyficzną dla danego miejsca hipermetylacją regionów promotorowych wysp CpG [64, 65]. 

Zaburzone wzory metylacji DNA w znacznej mierze związane są z obecnością mutacji w genach 

białek biorących udział w metylacji/demetylacji DNA (np. Dnmt, TDG, MBD4, AID/APOBEC, 

TET, IDH) [70-90]. Ocena stężenia wydalanych z moczem modyfikacji DNA może dostarczyć 

informacji o prawidłowym działaniu białek związanych z metylacją/demetylacją i szlakami 

naprawy DNA. Celem pracy była analiza zmodyfikowanych zasad azotowych/nukleozydów 
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wydalanych z moczem i ocena ich przydatności jako potencjalnych nieinwazyjnych 

biomarkerów rozwoju raka jelita grubego i ostrej białaczki szpikowej. 

Opisane w publikacji nr 3 badania obejmowały pacjentów z ostrą białaczką szpikową 

(AML) oraz pacjentów z zespołami mielodysplastycznymi (MDS), które są traktowane jako stan 

przedbiałaczkowy. Szacuje się, że około 30% pacjentów z MDS ulega progresji do AML [140]. 

W chorobach tych stwierdzono współistnienie mutacji genów biorących udział w procesach 

epigenetycznych z innymi genetycznymi nieprawidłowościami, które wspólnie powodują 

rozwój choroby [183]. Sugeruje się, że nagromadzenie zmian epigenetycznych jest istotnym 

czynnikiem w transformacji MDS do AML [142]. 

Analiza epigenetycznych modyfikacji w moczu pacjentów z AML, wykazała wyższe 

stężenie wszystkich zmodyfikowanych zasad azotowych i deoksynukleozydów w porównaniu 

do osób zdrowych. U pacjentów z MDS również zaobserwowano wyższe poziomy produktów 

aktywnej demetylacji DNA w moczu względem grupy kontrolnej. Poziomy 5-fCyt, 5-hmdC, i 5-

hmUra w moczu osiągnęły podobne wartości u pacjentów z AML i MDS. Wydalanie z moczem 

w przypadku 5-hmCyt, 5-caCyt i 5-hmdU charakteryzowało się stopniowym wzrostem stężenia 

od grupy kontrolnej do MDS, a najwyższe stężenia zaobserwowano u pacjentów z AML. 

W przypadku DNA izolowanego z komórek krwi obwodowej, zgodnie z wcześniejszymi 

doniesieniami, zaobserwowano znaczący spadek poziomu 5-hmdC w genomie pacjentów z 

MDS i AML w porównaniu z osobami zdrowymi [178]. Poziomy dwóch innych produktów 

białek TET, tj. 5-fdC i 5-cadC, wzrosły znacząco w obu grupach pacjentów. Wyniki te mogą mieć 

związek z kompensacyjną nadekspresją aktywności enzymatycznej TET1/3, która może 

przywrócić/ulepszyć hydroksymetylację i potencjalnie odwrócić konsekwencje spowodowane 

mutacjami w obrębie genów białek TET2. Stwierdzono niedawno, że u pacjentów z MDS 

występuje spadek ekspresji TET2 (i poziomu 5-hmdC), podczas gdy TET3 była podwyższona i 

odwrotnie skorelowana z ekspresją TET2 [178]. Biorąc pod uwagę powyższe wyniki, nasuwa 

się pytanie: dlaczego w grupach chorych obserwowano istotnie wyższe poziomy 5-fCyt i 5-

caCyt w DNA, podczas gdy poziom 5-hmCyt istotnie się obniżył? Chociaż udział białek TET w 

generowaniu wszystkich analizowanych modyfikacji nie budzi kontrowersji, regulacja tego 

procesu nadal nie jest w pełni poznana. W szczególności nie jest jasne, dlaczego utlenianie 5-

mCyt raz kończy się na etapie 5-hmCyt, a innym razem postępuje do 5-fCyt i 5-caCyt. Jedną z 

przyczyn mogą być różnice w powinowactwie białek TET do 5-mCyt, 5-hmCyt i 5-fCyt [184]. 
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Analiza statystyczna z wykorzystaniem testu ROC (ang. receiver operating 

characteristic) pozwoliła na ocenę mocy diagnostycznej i zidentyfikowanie potencjalnych 

biomarkerów rozwoju AML i MDS oraz możliwej transformacji MDS do AML. Najbardziej 

przydatny diagnostycznie do odróżnienia pacjentów AML od grupy kontrolnej okazał się 

poziom 5-hmCyt (AUC = 0,918, czułość: 85% i swoistość: 97%) i 5-hmdU (0. 873, 74% i 92%) w 

moczu, natomiast w przypadku pacjentów z MDS najbardziej przydatna okazała się 5-hmdC w 

DNA (0,905, 82% i 98%) oraz 5-hmCyt w moczu (0,746, 66% i 92%). Wieloczynnikowe modele 

drzew klasyfikacyjnych pozwoliły na prawidłową klasyfikację pacjentów z AML i MDS w 95,7% 

i 94,7% przypadków. Największą wartość prognostyczną spośród analizowanych parametrów 

w przewidywaniu transformacji MDS w AML zaobserwowano dla 5-cadC (0,823, 80% i 97%) 

oraz 5-hmdU (0,872, 100% i 75%) w DNA.  

Wcześniejsze badania przeprowadzone w naszym laboratorium, obejmujące 

pacjentów z rakiem jelita grubego (CRC) oraz osoby zdrowe, wykazały istotną różnicę w 

wydalaniu z moczem 5-hmdC pomiędzy pacjentami z CRC, a osobami zdrowymi [144]. W 

kolejnych badaniach analizie poddano również modyfikacje epigenetyczne w DNA u osób 

zdrowych, pacjentów z rakiem jelita grubego, pacjentów z nieswoistą chorobą zapalną jelit 

(IBD) oraz pacjentów z gruczolakami jelita grubego (AD). Zaobserwowano istotnie niższe 

poziomy 5-mCyt i 5-hmCyt w DNA względem grupy kontrolnej. Pacjenci z IBD wykazywali 

najwyższe poziomy 5-fCyt i 8-oksydG spośród wszystkich grup badanych [185]. W tych samych 

czterech grupach przeprowadzona została także analiza epigenetycznych modyfikacji DNA w 

tkankach jelita. Grupa pacjentów z IBD charakteryzowała się najwyższym poziomem 8-oxodG 

wśród wszystkich analizowanych tkanek, a także spadkiem poziomu 5-hmdC i 5-mdC 

względem prawidłowego jelita grubego. Materiał pobrany od pacjentów z AD charakteryzował 

się natomiast najniższym poziomem 5-hmdC i 5-mdC spośród wszystkich badanych tkanek 

oraz wykazywał wysokie poziomy 8-oxodG i 5-hmdU w porównaniu do tkanki zdrowej. CRC 

charakteryzował się porównywalnie niskim poziomem 5-hmdC i 5-mdC jak w przypadku 

tkanek jelita pochodzących z gruczolaka. Grupa ta wykazywała także najniższe wartości 5-fdC 

wśród wszystkich analizowanych tkanek oraz stosunkowo wysoką zawartość 5-cadC [186].   

W publikacji nr 4 przeprowadziliśmy analizę epigenetycznych modyfikacji DNA w 

moczu w czterech wyżej wymienianych grupach, poszerzając tym samym wcześniej 

przeprowadzone badania w moczu o pacjentów u których zdiagnozowano stany 

przednowotworowe w postaci gruczolaków jelita grubego (AD) i nieswoistej choroby zapalnej 
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jelit (IBD). Zaobserwowano znacząco niższy poziom 5-fCyt w moczu osób z CRC i AD w 

porównaniu do grupy kontrolnej. W przypadku 8-oksydG stwierdziliśmy natomiast istotnie 

wyższe wydalanie z moczem w grupie pacjentów z CRC i IBD. Poziom 5-hmCyt był istotnie 

wyższy względem grupy kontrolnej jedynie u pacjentów z CRC. Zaobserwowane istotne 

statystycznie korelacje pomiędzy stężeniem 5-hmUra, a 5-hmCyt, 5-hmdC, 5-mdC i 5-hmdU w 

grupie pacjentów z CRC (odpowiednio: R=0,472, p<0,001; R=0,351, p<0,001; R=0,317, 

p=0,007; R=0,406, p<0,001) i były porównywalne do korelacji pomiędzy tymi związkami w 

stanach przednowotworowych (AD: R=0,463, p=0,002; R=0,360, p=0,021, R=0,361, p=0,46, 

R=0,379, p=0,11 i IBD: R=0,460, p=0,004; R=0,562, p<0,001; R=0,402, p=0,072; R=0,402, 

p=0,012). Podobnych zależności nie zaobserwowano w grupie kontrolnej. Zaobserwowaliśmy 

również dodatnią korelację pomiędzy poziomem 5-mdC i 5-hmdC w przypadku wszystkich 

grup, także u osób zdrowych. 

Najbardziej prawdopodobnym źródłem epigenetycznych modyfikacji DNA w moczu 

jest naprawa DNA [144, 145, 187]. Inną przyczyną występowania tych modyfikacji w moczu 

mogą być szlaki odzysku nukleotydów, które poddają recyklingowi deoksyrybonukleozydy 

powstające w wyniku rozpadu DNA [188]. Warto zauważyć, że szybko proliferujące komórki 

nowotworowe są zależne od efektywnego dostarczania nukleotydów, co jest częściowo 

osiągane przez szlaki odzysku, których aktywność wzrasta w wielu nowotworach. Jednakże 

ponowne włączenie wcześniej usuniętych zmodyfikowanych nukleozydów takich jak 5-hmdC 

może prowadzić do szkodliwego efektu dla komórek, polegającego na zaburzeniu prawidłowej 

ekspresji genów. Dlatego też powinny być one wykluczone z tego procesu poprzez selektywne 

działanie kinaz nukleotydowych [188]. Fugger i wsp. opisali szlak metaboliczny, w którym 

komórki eliminują 5-hmdCMP w procesie wymagającym deaminacji 5-hmCyt do 5-hmUra 

[182]. 

Nasze obserwacje mogą odzwierciedlać stopniowe zmiany aktywności enzymów 

biorących udział w szlakach ratowania nukleotydów na linii IBD-AD-CRC. Kluczowym 

związkiem w tym szlaku, jak również w procesie aktywnej demetylacji jest 5-hmUra, który 

pochodzi od 5-hmCyt. Ostatnio wykazano, że obecność 5-hmUra w DNA może wywołać 

usunięcie sąsiadujących cząsteczek 5-mCyt i 5-hmCyt przez system naprawy błędnie 

sparowanych zasad (MMR) oraz szlak naprawy przez wycięcie zasad (BER) [189]. Ponadto, 

obserwowane korelacje pomiędzy 5-mdC i 5-hmdC mogą świadczyć o ich wspólnym 
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pochodzeniu (systemy naprawy DNA) i udziale w tym samym szlaku metabolicznym (aktywna 

demetylacja DNA). 
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8 Wnioski 

1. Zastosowana metoda pozwala na syntezę standardów wewnętrznych znakowanych 

stabilnymi izotopami ([13C10,15N2]-5-mdC, [13C10,15N2]-5-fdC, [13C10,15N2]-5-cadC, 

[13C10,15N2]-5-hmdU, [13C10,15N2]-5-hmUra, [13C10,15N2]-5-fUra, [13C10,15N2]-5-caUra), co 

umożliwia ich wykorzystanie jako wzorców wewnętrznych w technikach 

chromatograficznych sprzężonych ze spektrometrią mas. 

2. Metoda dwuwymiarowej ultrawysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzężonej z 

tandemową spektrometrią mas (2D-UPLC-MS/MS) pozwala na identyfikację i analizę 

ilościową epigenetycznych modyfikacji DNA (5-hmCyt, 5-fCyt, 5-caCyt, 5-mdC, 5-hmdC, 

5-hmdU) oraz 8-oksydG w moczu. 

3. Zaobserwowane różnice w poziomach 5-hmCyt i 5-fCyt w moczu pacjentów z rakiem 

jelita grubego i gruczolakami jelita grubego mogą wskazywać na zaburzenia procesów 

związanych z naprawą DNA i szlakiem aktywnej demetylacji DNA. 

4. Wysokie stężenie 8-oksydG w moczu pacjentów z rakiem jelita grubego i nieswoistą 

choroba zapalną jelit świadczy o udziale stresu oksydacyjnego w powstawaniu tego 

nowotworu.  

5. Obserwowane korelacje pomiędzy zmodyfikowanymi zasadami/nukleozydami mogą 

świadczyć o ich wspólnym pochodzeniu (systemy naprawy DNA) i udziale w tym samym 

szlaku metabolicznym (aktywna demetylacja DNA). 

6. Produkty szlaku aktywnej demetylacji DNA oznaczane w materiale całkowicie 

nieinwazyjnym (mocz) lub minimalnie inwazyjnym (krew) mogą być przydatne w 

procesie diagnostycznym pacjentów z zespołami mielodysplastycznymi (MDS) i ostrą 

białaczką szpikową (AML) oraz w identyfikacji osób z zwiększonym ryzykiem 

transformacji MDS do AML. 
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9 Oświadczenia 

  



124 
 

 



125 
 

 



126 
 

 



127 
 

 



128 
 

 



129 
 

 



130 
 

 



131 
 

 



132 
 

 



133 
 

 



134 
 

 



135 
 

 



136 
 

 



137 
 

 



138 
 

 



139 
 

 



140 
 

 



141 
 

 



142 
 

 



143 
 

 



144 
 

10 Streszczenie 

Komórki nowotworowe oprócz hipometylacji całego genomu charakteryzują się także 

specyficzną dla danego miejsca hipermetylacją regionów promotorowych wysp CpG. Wzór 

metylacji DNA jest nie tylko konsekwencją przyłączania grup metylowych do cytozyn, ale 

również demetylacji. Szlak aktywnej demetylacji DNA jest procesem wieloetapowym, w 

którym dochodzi do enzymatycznego usunięcia grupy metylowej z 5-metylocytozyny (5-mCyt) 

przy udziale białek TET, wycięcia i zastąpienia 5-mCyt prawidłową cytozyną na drodze naprawy 

przez wycinanie zasad, deaminacji 5-mCyt do tyminy czy wycięcia fragmentu 

oligonukleotydowego zawierającego 5-mCyt. Produkty aktywnej demetylacji 5-mCyt po 

usunięciu z DNA przez systemy naprawcze, mogą być uwalniane do krwiobiegu i ostatecznie 

wydalane z moczem. 

Celem pracy było opracowanie metody pozwalającej na ilościową analizę poziomu 

epigenetycznych modyfikacji DNA w moczu i ocena ich przydatności jako potencjalnych 

nieinwazyjnych biomarkerów rozwoju raka jelita grubego (CRC, ang. colorectal cancer) i ostrej 

białaczki szpikowej (AML, ang. acute myeloid leukemia). 

Wykorzystując technikę dwuwymiarowej ultrasprawnej chromatografii cieczowej z 

tandemową spektrometrią mas (2D-UPLC-MS/MS, ang. two-dimensional ultraperformance 

liquid chromatography tandem mass spectrometry), dokonaliśmy optymalizacji warunków 

rozdziału i detekcji, co pozwoliło na identyfikację oraz ilościowe oznaczenie w moczu 

zmodyfikowanych zasad azotowych: 5-hydroksymetylocytozynę (5-hmCyt), 5-

formylocytozynę (5-fCyt), 5-karboksycytozynę (5-caCyt) oraz nukleozydów: 5-metylo-2′-

deoksycytydynę (5-mdC), 5-(hydroksymetylo)-2’-deoksycytydynę (5-hmdC), 5-

(hydroksymetylo)-2’-deoksyurydynę (5-hmdU) i 8-oksy-7,8-dihydro-2’-deoksyguanozynę (8-

oksydG). Ze względu na to, że dla części analizowanych związków brakuje komercyjnie 

dostępnych wzorców, zdecydowaliśmy się na ich syntezę w naszym laboratorium. 

Pierwszą grupę badaną stanowili pacjenci z ostrą białaczką szpikową (AML) oraz 

pacjenci z zespołami mielodysplastycznymi (MDS, ang. myelodysplastic syndromes). W grupie 

chorych z AML zaobserwowano wyższe stężenia wszystkich zmodyfikowanych zasad 

azotowych i deoksynukleozydów w porównaniu do osób zdrowych. U pacjentów z MDS 

zaobserwowano również wyższe poziomy produktów aktywnej demetylacji DNA w moczu 

względem grupy kontrolnej. Stężenia 5-fCyt, 5-hmdC, i 5-hmUra w moczu osiągnęły podobne 
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wartości u pacjentów z AML i MDS. Wydalanie z moczem w przypadku 5-hmCyt, 5-caCyt i 5-

hmdU charakteryzowało się stopniowym wzrostem stężenia od grupy kontrolnej do MDS, a 

najwyższe poziomy zaobserwowano u pacjentów z AML. Analiza statystyczna z 

wykorzystaniem testu ROC (ang. receiver operating characteristic) pozwoliła na ocenę mocy 

diagnostycznej i zidentyfikowanie potencjalnych biomarkerów rozwoju AML i MDS oraz 

transformacji MDS do AML. Najbardziej przydatne diagnostycznie do odróżnienia pacjentów 

AML od grupy kontrolnej okazały się stężenia 5-hmCyt i 5-hmdU w moczu, natomiast w 

przypadku pacjentów z MDS poziom 5-hmdC w DNA oraz 5-hmCyt w moczu. Wieloczynnikowe 

modele drzew klasyfikacyjnych pozwoliły na prawidłową klasyfikację pacjentów z AML i MDS 

w 95,7% i 94,7% przypadków. Największą wartość prognostyczną spośród analizowanych 

parametrów w przewidywaniu transformacji MDS w AML zaobserwowano dla 5-cadC oraz 5-

hmdU w DNA. 

Drugą grupę badaną stanowili pacjenci z rakiem jelita grubego (CRC), nieswoistą 

chorobą zapalną jelit (IBD, ang. inflammatory bowel disease) oraz osoby z gruczolakami jelita 

grubego (AD, ang. adenoma). W moczu pacjentów z CRC i AD zaobserwowano znacząco niższy 

poziom 5-fCyt w porównaniu do grupy kontrolnej. Wydalanie z moczem 8-oksydG było istotnie 

wyższe w przypadku pacjentów z CRC i IBD. Poziom 5-hmCyt był istotnie wyższy w porównaniu 

do grupy kontrolnej jedynie w grupie osób z CRC.  
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11 Abstract 

In addition to genome-wide hypomethylation, cancer cells are also characterised by 

site-specific hypermethylation of promoter regions of CpG island. The pattern of DNA 

methylation is not only a consequence of the attachment of methyl groups to cytosines but 

also of demethylation. Active DNA demethylation is a multistep process in which occurs the 

enzymatic removal of the methyl group from 5-methylcytosine (5-mCyt) with the involvement 

of TET proteins, excision and replacement of 5-mCyt by normal cytosine via base excision 

repair, deamination of 5-mCyt to thymine or excision of an oligonucleotide fragment 

containing 5-mCyt. Active demethylation products of 5-mCyt and oxidatively damaged 

nitrogenous bases of DNA or nucleosides, after removal from DNA by repair systems, can be 

released into the bloodstream and ultimately excreted in the urine.  

This study aimed to develop a method to analyze quantitatively the level of epigenetic 

DNA modifications in urine and assess their usefulness as potential non-invasive biomarkers 

for the development of colorectal cancer (CRC) and acute myeloid leukaemia (AML). 

Using the technique of two-dimensional ultraperformance liquid chromatography-

tandem mass spectrometry (2D-UPLC-MS/MS), we optimized the separation and detection 

conditions, which allowed us to identify and quantify modified nitrogenous bases in urine such 

as 5-hydroxymethylcytosine (5-hmCyt), 5-formylcytosine (5-fCyt), 5-carboxylcytosine (5-

caCyt) and the nucleosides: 5-methyl-2'-deoxycytidine (5-mdC), 5-hydroxymethyl-2'-

deoxycytidine (5-hmdC), 5-hydroxymethyl-2'-deoxyuridine (5-hmdU) and 8-oxo-2'-

deoxyguanosine (8-oxodG). Since commercially available standards are lacking for some of the 

analysed compounds, we decided to synthesise them in our laboratory. 

The first study group included patients with acute myeloid leukemia (AML) and 

patients with myelodysplastic syndromes (MDS). Analysis of epigenetic modifications in the 

urine of patients with AML showed higher concentrations of all modified nitrogenous bases 

and deoxynucleotides compared to healthy subjects. Patients with MDS had also higher levels 

of active DNA demethylation products in urine compared to the control group. Urinary levels 

of 5-fCyt, 5-hmdC and 5-hmUra reached similar values in AML and MDS patients. Urinary 

excretion for 5-hmCyt, 5-caCyt and 5-hmdU was characterised by a gradual increase in 

concentration from the control to the MDS group, with the highest concentrations observed 

in patients with AML. Statistical analysis with the usage of the ROC test allowed us to assess 
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the diagnostic power and identify the most promising biomarkers for the development of AML 

and MDS and the transformation of MDS to AML. Urinary levels of 5-hmCyt and 5-hmdU were 

found to be the most diagnostically useful to distinguish AML patients from controls, while 

urinary 5-hmdC in DNA and urinary 5-hmCyt were found to be the most useful for MDS 

patients. Multivariate classification tree models allowed correct classification of AML and MDS 

patients in 95,7% and 94,7% of cases, respectively. The highest predictive value among the 

analysed parameters in predicting MDS transformation into AML was observed for 5-cadC and 

5-hmdU in DNA. 

The second study group included patients with colorectal cancer (CRC), inflammatory 

bowel disease (IBD) and adenoma (AD). Analysis of active demethylation products in the urine 

of patients with CRC and AD showed significantly lower levels of 5-fCyt than in the control 

group. Urinary excretion of 8-oxodG was significantly higher in CRC and IBD patients. The level 

of 5-hmCyt was significantly higher in the group of CRC patients than in the control group.  
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