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Wykaz skréotow

2D-UPLC-MS/MS — dwuwymiarowa ultrasprawna chromatografia cieczowa z tandemowg
spektrometrig 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 aktywacjg limfocytéw B, ang. activation-induced
cytidine deaminase

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

AML - ostra biataczka szpikowa, ang. acute myeloid leukemia

BER — $ciezka 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 - biatko wigzace zmetylowane dinukleotydy CpG, ang. Methyl-CpG Binding Domain 4
MDS - zespoty mielodysplastyczne, ang. myelodysplastic syndromes

MMR - system naprawy btednie sparowanych zasad, ang. mismatch repair
MSI - niestabilnosci mikrosatelitarna, ang. microsatellite instability

NER — $ciezka naprawy przez wycinanie nukleotydéw, ang. nucleotide excision repair



SAH — S-adenozylohomocysteina, S-adenosylhomocysteine
SAM - S-adenylometionina, ang. S-adenosylmethionine

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

TDG —glikozylaza tymidynowa, ang. thymine DNA glycosylase

TET — biatka z rodziny TET, ang. Ten Eleven Translocation family proteins



1 Wstep
1.1 Epigenetyka — definicja

Epigenetyka to dziedzina nauki zajmujaca sie zmianami ekspresji lub funkcji gendéw, ktére
nie s zwigzane ze zmianami w podstawowej sekwencji nukleotydéw, natomiast sg wynikiem
poreplikacyjnej modyfikacji DNA i/lub potranslacyjnej modyfikacji biatek zwigzanych z DNA [1,
2]. Wz6r epigenetyczny catego organizmu zalezy przede wszystkim od metylacji DNA,
modyfikacji potranslacyjnych histondw oraz aktywnosci niekodujgcych czgsteczek RNA [3].

Modyfikacje epigenetyczne sg niezbedne dla rozwoju i proliferacji komérek u ssakow.
Mechanizmy biorgce udziat w ich powstawaniu mogg ulegaé zaburzeniu pod wptywem
czynnikéw losowych lub Srodowiskowych [4]. Zjawisku temu towarzyszy¢ mogg zmiany w
procesie transkrypcji prowadzgce do transformacji nowotworowej [1]. Deregulacja tych
procesOw zwigzana jest takze z szeregiem innych choréb cztowieka, m.in. z chorobami
autoimmunologicznymi, metabolicznymi i neurologicznymi [1, 5].

1.1.1. Metylacja DNA

Jedng z najlepiej scharakteryzowanych modyfikacji epigenetycznych jest metylacja DNA,
polegajgca na przytaczeniu grupy metylowej do pierscienia cytozyny [1-3, 5, 6]. U cztowieka,
metylacja DNA wystepuje prawie wytgcznie w obrebie dinukleotyddéw cytozyno-fosforanowo-
guaninowych (CpG, ang. cytidine-phosphateguanosine). Regiony w ktdrych wystepuje
zwiekszona zawartosc tych dwéch nukleotydéw nazywane sg wyspami CpG (CGls, ang. CpG
islands) [5]. W genomie cztowieka wystepuje okoto 29 tysiecy wysp CpG, ktére s3 w 50-60%
umiejscowione w promotorach gendéw, szacunkowo 40% z nich znajduje sie w genach
swoistych tkankowo [7].

Wystepowanie wysp CpG w promotorach gendéw sugeruje, ze metylacja jest waznym
sktadnikiem regulacji ekspresji gendw [8]. Proces ten jest niezbedny do prawidtowego rozwoju
organizmu i odgrywa bardzo wazng role w wielu kluczowych procesach, takich jak imprinting
genomowy, inaktywacja chromosomu X oraz ttumienie transkrypcji oraz transpozycji
powtarzalnego DNA [1, 5]. Metylacja DNA moze by¢ takze stabilnie dziedziczona przez wiele
podziatéw komadrkowych.

Proces powstawania 5-metylocytozyny (5-mCyt) katalizowany jest przez rodzine
metylotransferaz DNA (Dnmts, ang. DNA methyltransferase) [1, 2, 5, 6]. Enzymy te przenosza

grupe metylowg od S-adenylometioniny (SAM, ang. S-adenosylmethionine) do pigtego atomu



wegla cytozyny z wytworzeniem 5-mCyt (Rycina 1) [2]. Metylotransferazy po zwigzaniu DNA
prowadzg do ,,wywiniecia” cytozyny poza helise DNA, co utatwia przytaczenie grupy metylowej
[9]. Donor grupy metylowej SAM powstaje za posrednictwem  aktywacji metioniny
dostarczanej z pozywieniem lub w wyniku przeksztatcen homocysteiny z udziatem folianéw
[10]. W trakcie reakcji katalizowanej przez metylotransferazy, SAM przeksztatca sie do S-
adenozylohomocysteiny (SAH, ang. S-adenosylhomocysteine), zwigzek ten moze by¢ dalej

hydrolizowany do homocysteiny przez hydrolaze SAH [11, 12].
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Rycina 1. Mechanizm metylacji DNA (na podstawie [8], zmodyfikowane).

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

Do rodziny metylotransferaz DNA nalezg Dnmt1, Dnmt3a, Dnmt3b i Dnmt3l [1, 6]. Enzymy
te posiadajg podobng budowe strukturalng, duzg N-koricowg domene regulacyjng i C-
koncowg domene katalityczng. Pomimo podobienstw strukturalnych posiadajg one unikalne
funkcje i wzorce ekspresji [2]. Najlepiej zbadang metylotransferazg jest Dnmtl, ktoéra
zlokalizowana jest w ogniskach replikacji podczas fazy S, w zwigzku z tym odpowiada za
kopiowanie wzoréw metylacji DNA do nici potomnych podczas replikacji DNA [1]. Dnmtl
przytagcza sie do widetek replikacyjnych, gdzie powstaje nowo zsyntetyzowane
hemimetylowane DNA, nastepnie wigze sie z nowo zsyntetyzowanym DNA i metyluje je, aby
precyzyjnie nasladowaé pierwotny wzor metylacji obecny przed replikacjia DNA [2]. W
przeciwienstwie do Dnmtl, Dnmt3a i Dnmt3b preferujg niezmetylowane dinukleotydy CpG
oraz przeprowadzajg metylacje de novo podczas rozwoju organizmu [1]. Dnmt3l jest
homologiem Dnmt3a i Dnmt3b. Metylotransferaza ta wspomaga Dnmt3a i Dnmt3b de novo
poprzez zwiekszenie ich zdolnosci do wigzania sie zdonorem grupy metylowej SAM, stymuluje
takze ich aktywnosci in vivo, chociaz Dnmt3l sam nie ma aktywnosci katalitycznej [1]. Dnmt3I
ulega ekspresji gtownie we wczesnym okresie rozwoju i jest ograniczona do komodrek

rozrodczych i grasicy w wieku dorostym [2].



Mozna opisa¢ co najmniej dwa mechanizmy, bezposredni i posredni, dzieki ktérym
metylacja moze blokowal ekspresje gendw. Bezposrednie blokowanie ekspresji gendéw
zachodzi poprzez przytaczenie grupy metylowej do cytozyny, blokujgc tym samym dostep
czynnikom transkrypcyjnym do docelowej sekwencji DNA. Posrednie blokowanie zachodzi w
wyniku interakcji 5-mCyt z biatkami MBDs (ang. methyl-CpG binging domain). Biatka te
rekrutujg biatka modyfikujgce histony, w tym deacetylazy histonéw (HDACs, ang. histone
deacetylases), ktére biorg udziat w promowaniu kondensacji chromatyny i dalszej represji
genu [5, 13, 14].

1.1.2. Potranslacyjne modyfikacje histonéw.

Histony s biatkami odpowiadajgcymi za utrzymanie struktury chromatyny oraz
odgrywajacymi istotng role w dynamicznej i dtugotrwatej regulacji ekspresji genéw [15]. W
komadrkach eukariotycznych, DNA upakowane jest jako chromatyna, a nukleosomy stuzg jako
jednostki funkcjonalne. Nukleosom sktada sie z odcinka DNA zawierajgcego okoto 200 par
zasad, z ktérych 147 zawinietych jest na oktamer histonowy, sktadajgcy sie z histonéw H3, H4,
H2A i H2B [16]. Oprdcz histondw rdzenia w nukleosomie wystepuje takze histon tgcznikowy
H1, ktéry stabilizuje ni¢ DNA na oktamerze oraz uczestniczy w dalszej kondensacji chromatyny.
Rdzen nukleosomu tworzg globularne regiony histondw, natomiast N-terminalne ogony
wystajg z nukleosomoéw i sg wzbogacone o réznorodne modyfikacje potranslacyjne (PTM, ang.
post-translational modification) [17, 18].

Modyfikacje epigenetyczne histondw mogg obejmow¢ acetylacje, metylacje (jedno-, dwu-
lub tréjczasteczkowy), fosforylacje, ubikwitynacje lub koniugacje z czgsteczkami SUMO (ang.
small ubiquitin-likemodifier). Procesy te polegajg na przytgczaniu do czgsteczek histondw
odpowiednio grup: acetylowych, metylowych, fosforanowych, ubikwityny lub biatka SUMO.
Ogony histonéw sg modyfikowane przez duzg grupe niehistonowych biatek znanych jako
enzymy modyfikujgce chromatyne. Enzymy te mozna podzieli¢ ze wzgledu na petnione przez
nie funkcje. Wyrdzniamy 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].



1.2 Proces aktywnej demetylacji

Wzér metylacji DNA jest nie tylko konsekwencjg przytgczania grup metylowych do
cytozyn, ale réwniez demetylacji DNA [20]. Proces ten moze byé rozpatrywany jako zaleiny
oraz niezalezny od replikacji DNA. Demetylacja DNA zalezna od replikacji nazywana jest
demetylacja pasywng, natomiast demetylacja niezalezna od replikacji nazywana jest
demetylacjg aktywna. Pasywna demetylacja DNA zachodzi, kiedy Dnmt nie metyluje nowo
zsyntezowanego faicucha DNA. W rezultacie druga runda replikacyjna, ktérej nie towarzyszy
metylacja zachowawcza, daje catkowicie niezmetylowany DNA [21, 22]. Tempo pasywnej
demetylacji jest jednak niewystarczajgce na etapach wczesnego rozwoju organizmu, kiedy to
w pewnym momencie powinno nastgpi¢ gwattowne "przeprogramowanie" i zmiana miejsc
metylacji pomiedzy rundami replikacji DNA. Zjawisko takie wymaga dodatkowego

mechanizmu, tj. aktywnej demetylacji DNA (Rycina 2) [23].
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Rycina 2. Proces aktywnej demetylacji (na podstawie [24], zmodyfikowano).

DNMTs — metylotransferazy DNA (ang. DNA methyltransferase); TETs - biatka z rodziny TET (ang. Ten
Eleven Translocation family proteins); AID - deaminaza cytydyny indukowana aktywacjg limfocytow B
(ang. activation-induced cytidine deaminase); APOBEC — enzym edytujgcy 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 - biatko
wigzace 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).



Aktywna demetylacja DNA jest procesem ztozonym, w ktorym biorg udziat takie
mechanizmy jak: enzymatyczne usuwanie grupy metylowej z 5-mCyt przy udziale biatek TET
(ang. Ten Eleven Translocation), wycinanie i zastgpienie 5-mCyt prawidtowg cytozyng na
drodze naprawy przez wycinanie zasad (BER, ang. base excision repair), deaminacja 5-mCyt do
tyminy oraz wyciecie fragmentu oligonukleotydowego zawierajgcego 5-mCyt (NER, ang.

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

1.2.1. Udziat biatek TET w procesie aktywnej demetylacji DNA

Biatka z rodziny TET (ang. Ten Eleven Translocation) biorg udziat w aktywnej demetylacji
DNA przez utlenienie 5-metylocytozyny (5-mCyt) do 5-hydroksymetylocytozyny (5-hmCyt), a
nastepnie do 5-formylocytozyny (5-fCyt) i 5-karboksycytozyny (5-caCyt) [25]. Powstate w
wyniku tego procesu zmodyfikowane zasady mogg byé usuwane z DNA i zastepowane
niezmodyfikowang cytozyng na drodze naprawy przez wyciecie zasady (BER) lub naprawe
przez wyciecie nukleotydu (NER) [25, 26]. Glikozylaza tyminowa DNA (TDG, ang. thymine DNA
glycosylase) uznawana jest jako kluczowy enzym BER biorgcy udziat w wycieciu wyzej
wymienionych modyfikacji z DNA. Usuniecie 5-fCyt i 5-caCyt przez TDG prowadzi do powstania
jednoniciowego pekniecia DNA (SSB, ang. Single strand break) [25]. Biatka TET wraz z
deaminazg cytozyny mogq takze prowadzi¢ do syntezy 5-hmUra, ktéry jest kolejnym
zwigzkiem o potencjalnej roli w aktywnej demetylacji DNA [27-29].

Mozna wymienié trzy funkcjonalne rodzaje biatek TET: TET1, TET2 oraz TET3. Wszystkie
trzy enzymy posiadajg aktywnos$¢ oksydazy 5-mCyt, natomiast rdznig sie one miedzy soba
architekturg domen. Biatka TET1, TET2 oraz TET3 zawierajg na C-koricu biatek region
katalityczny, sktadajacy sie z domeny DSBH (and. double-stranded B-helix) oraz domeny
bogatej w reszty cysteinowe (ang. Cys-rich domain). Oprécz wiasciwosci katalitycznych, region
ten petni funkcje miejsca wigzgcego kofaktory. Kofaktorami biatek TET sg jony Fe?" 02, 2-
ketoglutaran (2-KG) oraz kwas askorbinowy (AA). Rodzina biatek TET posiada trzy miejsca
wigzace jony Fe?* oraz jedno miejsce pozwalajgce na zwigzanie 2-KG. Petnowymiarowe biatka
TET1 i TET3 oprocz domeny katalitycznej posiadajg N-koricowg domene palca cynkowego
CXXC. Domena ta jest zdolna do wigzania niezmodyfikowanych, jak i metylowanych lub
hydroksymetylowanych cytozyn, zwtaszcza znajdujgcych sie w obrebie dinukleotydow CpG.
Biatka TET2 nie posiadajg domeny CXXC, ale gen IDAX, ktory jest sgsiadem genu TET2, koduje
biatko CXXC4 [30-32].
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Biatka nalezace do rodziny TET sg dioksygenazami, ktérych aktywnos¢ zalezy od obecnosci
jonédw Fe?*, Oy i 2-ketoglutaranu (2-KG). Zaréwno Fe?+ jak i 2-KG wigza sie z domeng
katalityczng biatek TET utatwiajgc wprowadzenie 5-mCyt do kieszeni katalitycznej, reakcji tej
towarzyszy dekarboksylacja 2-KG do bursztynianu. Wytwarzanie 2-KG odbywa sie przy udziale
zaleznych  od NADP*, homodimerycznych enzyméw zwanych dehydrogenazami
izocytrynianowymi (IDHs, ang. isocitrate dehydrogenases). IDH1, IDH2 i IDH3, katalizujg
oksydacyjng dekarboksylacje izocytrynianu do 2-KG, co jest niezbednym etapem cyklu kwasu
trojkarboksylowego. Powstanie zmutowanych wariantéw IDH prowadzi do wytworzenia 2-
hydroksyglutaranu (2-HG) zamiast 2-KG. 2-HG powoduje zahamowanie funkcji (inhibicja
kompetycyjna) wszystkich biatek TET oraz innych dioksygenaz, dzieje sie to ze wzgledu na
podobienstwo strukturalne do 2-KG [31, 33, 34].

Na aktywnos¢ biatek TET moze wptywac takze kwas askorbinowy (witamina C), ktory
oddziatuje z C-kor\cowg domeng katalityczng biatek TET. Dziatanie to powoduje zwiniecie C-
koicowej domeny katalitycznej i umozliwia wigzanie jondw Fe?* [31]. Przypuszcza sie, ze
aktywnos¢ biatek TET zalezna jest od aktywnosci transporteréw zaleznych od sodu (SVCT, ang.
sodium-dependent vitamin C transporter) i transporteréw glukozy (GLUT, ang. glucose
transporter). Zwigzane jest to z przenoszeniem witaminy C do komodrek za pomocg biatek SVCT

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

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

Jednym z mechanizméw biorgcych udziat w procesie aktywnej demetylacji DNA jest
deaminacja 5-mCyt do tyminy, co generuje substrat G:T dla glikozylazy TDG. Deaminacja
zachodzi dzieki udziatowi enzymdw z rodziny deaminaz cytydyny: AID (ang. activation-induced
cytidine deaminase) i Apobecl (ang. Apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic cubunit
1). W wyniku deaminacji 5-mCyt przez AID powstaje tymina, ktdéra jest rozpoznawana i
usuwana przez glikozylaze MBD4 (ang. Methyl-CpG Binding Domain 4), a nastepnie na drodze
naprawy zastgpiona przez cytozyne [24, 37]. W tym modelu, do aktywnej demetylacji
wymagane jest takze nieenzymatyczne biatko GADD45, ktére jest odpowiedzialne za

oddziatywania pomiedzy biatkami AID i MBD4 [37].
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1.2.3. Udziat naprawy DNA poprzez wycinanie zasad (BER) w procesie aktywnej
demetylacji DNA.

Naprawa przez wycinanie zasad (BER) jest jedng z kilku poznanych $ciezek naprawy DNA.
BER przeciwdziata mutagennym i cytotoksycznym skutkom uszkodzen, ktére stale powstajg w
obrebie zasad azotowych w DNA [38-41]. Mechanizm ten petni réowniez istotng role w
procesach innych niz naprawa DNA, gdzie dziata na naturalnie zmodyfikowane zasady
znajdujace sie w DNA. Przyktadem takiego dziatania jest udziat naprawy BER w aktywnej
demetylacji DNA, podczas ktérej usuwa 5-mCyt lub jej pochodne, przeksztatcajac je w
cytozyne [41].

Naprawa BER jest systemem majgcym na celu naprawe uszkodzen DNA poprzez wycinanie
pojedynczej zasady (SP-BER, ang. short patch BER) lub dtuzszego fragmentu 2-10 nukleotydéw
(LP-BER, ang. long patch BER) [42]. SP-BER koryguje niewielkie uszkodzenia DNA, ktore nie
znieksztatfcajg znaczgco struktury helisy, poprzez wycinanie i naprawianie pojedynczych zasad.
Proces ten podzieli¢ mozna na kilka etapow (Rycina 3). W pierwszej kolejnosci glikozylazy DNA
odnajduja uszkodzony fragment nici, nastepnie rozcinajg wigzanie B-N-glikozydowe pomiedzy
zasadg, a deoksyrybozg. W ten sposdéb powstaje miejsce apurynowe/apirymidynowe (AP, ang.
AP site), ktore jest rozpoznawane przez endonukleaze AP (APE1, ang. Apurinic/Apyrimidinic
Endonuclease 1) [38, 41]. Nastepnie endonukleaza AP przecina wigzanie fosfodiestrowe w
kierunku 5’ od powstatego miejsca AP, pozostawiajgc cukier przytgczony do strony 5’ nici. Tym
sposobem powstajg wolne konce 3’-OH, bedace substratem dla polimerazy naprawczej. W
kolejnym etapie polimeraza DNA B (Pol B) wigze wolne konce 3’-OH i wypetnia luke nowa nicig
syntetyzowang na matrycy DNA. W ostatnim etapie ligaza DNA | lub lll (LIG1/3) tgczy obie nici

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

SP-BER w pewnych okolicznosciach moze by¢ przekierowany na LP-BER, dzieje sie tak w
przypadku nieefektywnego usuwania cukru z konica 5’ nici DNA. LP-BER zachodzi gtéwnie w
komodrkach proliferujgcych, wykorzystujagc w duzym stopniu biatka replikacyjne [39]. W
przypadku LP-BER, w odrdznieniu od SP-BER, wstawiany jest dtuzszy fragment nukleotydowy
(2-12 nukleotyddw). W procesie tym aktywng role moga odgrywaé polimerazy 6/¢, ktére
syntetyzujg nowy fragment nukleotydowy wypychajgc tym samym stary fragment z taricucha,
W nastepstwie czego powstaje struktura tzw. odstajgcej nici DNA (ang. flap). Zanim nici
zostang zligowane konieczny jest dodatkowy krok — odciecie fragmentu starej nici przez
endonukleaze FEN1 (ang. flap structure-specific endonuclease 1). Powstata luka zamykana jest
przez ligaze | (LIG1, ang. DNA ligase 1). Ten szlak w odrdznieniu od szlaku podstawowego
wymaga biatka PCNA (ang. proliferating cell nuclear antigen), ktére oddziatuje z polimerazami,
FEN1 oraz ligazg DNA | [38, 39, 42].

U cztowieka wystepuje jedenascie typow glikozylaz DNA, charakteryzujgcych sie réing
specyficznoscig substratowg (Tabela 1). Cztery enzymy biorg udziat w usuwaniu btednie

sparowanego uracylu i tyminy, szes¢ w naprawie uszkodzen oksydacyjnych, a jeden w
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usuwaniu alkilowanych zasad. Glikozylazy DNA mozna takze podzieli¢ na dwie grupy. Szes¢
sposréd tych enzymow nalezy do grupy glikozylaz DNA typu | (MBD4, MPG, MYH, SM UG,
TDG, UNG), a pie¢ do grupy glikozylaz typu Il (OGG1, NTH1, NEIL1, NEIL2, NEIL3) [43, 44].

Tabela 1. Glikozylazy DNA wystepujgce u cztowieka (na podstawie [45], zmodyfikowano).

TDG U:G, T:G, , etenoC
MBD4 U:G, T:G
uracyl
SMUG 1 uracyl
AGG/MPG 3-meA, 7-meG, 3-meG, etenoA, hipoksantyna
MUTYH A:8-0ksyG

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

NTH1 utlenione i rozerwane pirymidyny

NEIL1 utlenione pirymidyny (glikol tyminy), formamidopirymidyny
NEIL2 utlenione pirymidyny, formamidopirymidyny

rozerwane i utlenione pirymidyny

Glikozylaza tyminowa DNA (TDG) i biatko wigzgce zmetylowane dinukleotydy CpG (MBD4,
ang. Methyl-CpG Binding Domain 4) wykazujg specyficzno$¢ w stosunku do tyminy i uracylu
powstatych w wyniku deaminacji 5-mCyt, tworzacych pary z resztami guaninowymi, dzieki
czemu mogg odgrywac role w utrzymywaniu stabilno$ci metylowanych sekwencji CpG w DNA
[46, 47]. Glikozylaza TDG uznawana jest za kluczowy enzym BER w procesie aktywnej
demetylacji DNA, usuwa ona uracyl, tymine i 5-hydroksymetyluracyl (5-hmUra) po sparowaniu
z guaning w dwuniciowym DNA. Biatko MBD4 takzie rozpoznaje uracyl, tymine i 5-
hydroksymetylouracyl gdy s sparowane z guaning w dinukleotydach CpG, jak réwniez inne
substraty rozpoznawane przez glikozylazy uracylowe. UNG (ang. Uracil-N-glycosylase) usuwa
uracyl, 5-hydroksymetylouracyl i inne pochodne uracylu zaréwno w jedno- jak i dwuniciowym
DNA. Glikozylaza SMUG1 (ang. Single-Strand-Selective Monofunctional Uracil-DNA
Glycosylase 1) rozpoznaje wiele tych samych substratéw co UNG i moze stanowi¢ system
pomocniczy dla UNG [38]. MPG (ang. Methyl-Purine-Glycosylase) posiada szeroka

specyficznos¢  substratowg obejmujacg 3-metyloadenine, 7-metyloadenie, 1,N6-

14



etenoadenine i hipoksantyne [48]. MUTYH (ang. MutY homolog) usuwa adening, gdy jest ona
niewtasciwie przytaczona do przeciwlegtej 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) sg dwufunkcyjnymi glikozylazami.
Substratami dla OGG1 sg 8-oksyG i FapyG sparowane z cytozyng, przez co zapobiega ona
wstawieniu naprzeciwko 8-oksyG adeniny w nastepnym cyklu replikacyjnym. NTH1 bierze
udziat w wycinaniu utlenionych pirymidyn (takich jak glikole tyminy) i formamidopirymidyny.
Glikozylazy NEIL1 (ang. nei endonuclease VllI-like 1) i NEIL2 (ang. nei endonuclease VllI-like 2)
usuwajg takze utlenione pirymidyny i formamidopirymidyny w jedno- i dwuoniciowym DNA,
chociaz NEIL2 preferuje forme jednoniciowa. NEIL3 (ang. ang. nei endonuclease VIlI-like 3)
rowniez rozpoznaje utlenione pirymidyny i formamidopirymidyny, ale ma stabg aktywnos¢
glikozylazy na dwuniciowym DNA [38, 49]. Najlepszymi substratami dla wszystkich biatek NEIL
sg dalsze produkty utleniania 8-oksyG, spiroiminodihydantoina (Sp) i guanidinohydantoina
(Gh) [501.

1.2.4. Udziat naprawy DNA poprzez wycinanie nukleozydéw (NER) w procesie

aktywnej demetylacji DNA)

Naprawa przez wycinanie nukleotydéw (NER) jest najbardziej wszechstronnym szlakiem
naprawczym, rozpoznajgcym i usuwajacym szerokg game duzych uszkodzen DNA, ktére moga
znieksztatcac strukture podwaéjnej helisy. W procesie tym wycinany odcinek moze by¢ réznej
dtugosci. Mechanizm dziatania NER polega na wykryciu obecnosci niesparowanego
jednoniciowego DNA naprzeciwko uszkodzonej nici [51, 52].

Podstawowy proces NER obejmuje takie etapy jak: rozpoznanie zmiany w DNA, podwdjne
naciecie nici DNA po obu stronach zmiany, uwolnienie produktu wyciecia, synteze brakujgcego
fragmentu oraz ligacje (Rycina 4). Mozna wyrdézni¢ dwie rézne podsciezki tego procesu, takie
jak: globalna naprawa genomowa (GG-NER, ang. global genome nucleotide excision repair) i
naprawa sprzezona z transkrypcjg (TC-NER, ang. transcription-coupled nucleotide excision
repair). Sciezki te réznig sie na etapie rozpoznania zmiany w DNA, ale dzielg te sama
maszynerie naprawczg dla nastepujgcego po niej procesu naprawy. Globalna naprawa
genomowa usuwa zmiany DNA w catym genomie, natomiast TC-NER dziata tylko na nici

aktywnie transkrybowanych genéw [51].
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uszkodzony odcinek DNA

Rycina 4. Uproszczony schemat NER (opracowanie witasne).

Podczas GG-NER u ludzi, mozna wyrdznié szes¢ podstawowych czynnikdédw naprawczych:
RPA (ang. Replication protein A), XPA (ang. Xeroderma pigmentosum complementation group
A), XPC (ang. Xeroderma pigmentosum complementation group C), TFIIH (ang. Transcription
factor Il 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 biatka XPA i XPC rozpoznajg uszkodzenie. Po zwigzaniu tych
biatek z uszkodzonym dupleksem, rekrutujg one TFIIH. Dwie podjednostki TFIIH, XPB i XPD,
biorg udziat w odwijaniu struktury helisy. XPB topi dupleks DNA, umozliwiajgc XPD
przyfaczenie sie i przesuwanie wzdtuz uszkodzonej nici w kierunku 5' - 3', az do zatrzymania
sie w miejscu uszkodzenia [51, 53]. Helikaza XPD bezposrednio oddziatuje z uszkodzeniem i
zatwierdza jego obecnosé poprzez swojg translokacje na DNA. XPA i XPC, w odrdznieniu od
XPD, najprawdopodobniej wyczuwajg zwiekszong elastyczno$é nici DNA indukowang przez
uszkodzenie i nie oddziatujg bezposrednio z uszkodzeniem. Etapy te mozna nazwac etapem
rozpoznawania uszkodzen i etapem potwierdzania uszkodzen. Sg one niezalezne od dokfadnej
struktury chemicznej zmiany, co zapewnia molekularng podstawe bardzo szerokiej
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specyficznosci substratowej NER [53]. Rozwiniecie helisy DNA i ztozenie rusztowania XPA-RPA
przyczynia sie do rekrutacji endonukleaz XPG i XPF-ERCC1. Nukleazy te nacinajg ni¢ DNA po
obu stronach powstatego btedu. w wyniku czego nastepuje uwolnienie fragmentu
zawierajgcego zmiane Usuniety odcinek uzupetniany jest dzieki aktywnosci polimerazy DNA
(polimeraza &/¢). Ligaza DNA | lub ligaza I1I/XRCC1 dokonujg odpowiednio syntezy naprawczej
i t3czg ze sobg obie nici [51, 52].

W przypadku procesu NER sprzezonego z transkrypcjg (TC-NER), zmiany wykrywane sg
przez zatrzymanie polimerazy RNA Il (RNAPII) na nici transkrybowanej [54]. Czynnik CSB (znany
rowniez jako ERCC6) i CSA silnie wigzg sie z RNAPII, gdy jest ona zablokowana przez duza
zmiane. Powstaty kompleks zmienia strukture nukleosoméw w poblizu miejsc zajmowanych
przez biatko CSB, owijajgc DNA wokét samego biatka w celu uruchomienia TC-NER [54, 55].
Dalsze usuwanie zmian, zaréwno w TC-NER jak i GG-NER, zachodzi poprzez wspdlng sciezke

[53].
1.2.5 Naprawa btednie sparowanych zasad (MMR)

Naprawa btednie sparowanych zasad (MMR, ang. mismatch repair) jest gtéwnym
szlakiem biorgcym udziat w utrzymaniu integralnosci genomowej. Bierze ona udziat w korekgji
btednie powstatych par zasad oraz matych insercji i delecji, ktére powstajg gtdwnie podczas
replikacji DNA [56]. Poniewaz MMR zmniejsza liczbe bteddw zwigzanych z replikacjg, defekty
w tym systemie naprawy zwiekszajg czestosé mutacji spontanicznych. W konsekwencji tempo
mutacji w komodrce wzrasta, podobnie jak zmian dtugosci sekwencji w obrebie mikrosatelitow
[57]. Mikrosatelity to krétkie tandemowe sekwencje DNA o dtugosci od jednej do czterech par
zasad rozmieszczone w catym ludzkim genomie, zaréwno w regionach kodujacych, jak i
niekodujgcych. Ze wzgledu na swojg powtarzajacg sie strukture, mikrosatelity sg szczegdlnie
podatne na btedy replikacyjne, ktére sg normalnie naprawiane przez system MMR [58].
Zmiennos¢ dtugosci powtdrzen mikrosatelitdw nazywana jest niestabilnoscig mikrosatelitarng
(MSI, ang. microsatellite instability), jest ona rodzajem niestabilno$ci genomowej

charakterystycznej dla komoérek nowotworowych [59].

17



Blednie sparowana zasada

- - / .
5 e 3
. B |

|

QJ!

5 ¥

3 s

5 ¥
’ ' ' )

3 §

Rycina 4. Uproszczony schemat MMR (opracowanie wtasne).

Biatkami wchodzgcymi w sktad systemu MMR s3: 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 Exol
(ang. Exonuclease 1) [59]. Podczas replikacji DNA, dochodzi do rozpoznania btednie
sparowanych zasad przez kompleksy biatkowe MutSa i MutSB. Kompleks MutSa sktada sie z
homologéw bakteryjnego biatka MutS: MSH2 i MSH6. MutSB natomiast ztozony jest z MSH2 i
MSH3. W zaleznosci od tego, czy heterodimer zawiera MSH6 czy MSH3, ma on odmienng
specyficznos$é substratowg — MutSa wigze sie z DNA zawierajgcym btednie sparowane zasady
azotowe i jednonukleotydowe wypetlenia powstate w wyniku insercji/delecji, podczas gdy
MutSB rozpoznaje wypetlenia obejmujace dwa lub wiecej nukleotydow [59, 60]. Po zwigzaniu
z uszkodzeniem MutSa faczy sie z kompleksem MutlLa, sktadajgcym sie z homologéow
bakteryjnego biatka MutL: MLH1 i PMS2 [61]. Biatka te sg rekrutowane do wyciecia i resyntezy
nowej, poprawionej nici [59]. System naprawy btednie sparowanych zasad azotowych u ludzi
moze zachodzi¢ zaréwno w kierunku 5’-3’, jak i 3’=>5’. Usuniecie nici zawierajacej btedne

sparowanie zachodzi gtéwnie z udziatem egzonukleazy | (Exol), dziatajgcej w kierunku 5’'=>3’,
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zdolnej do interakcji z MSH2 i MLH1. Ostatni etap MMR stanowi synteza naprawcza,
prowadzona przez polimeraze DNA & (prawdopodobnie réwniez €) przy udziale PCNA.
Pofaczenia nowo powstatego fragmentu nici z czasteczka wyjsciowa dokonuje ligaza DNA |

[61]. Uproszczony schemat MMR przedstawia Rycina 4.

1.3 Modyfikacje epigenetyczne w chorobach nowotworowych

Kancerogeneza, czyli przeksztatcenie prawidtowych komérek w komorki nowotworowe,
charakteryzuje sie zmianami na poziomie komdrkowym, genetycznym, epigenetycznym oraz
nieprawidtowym podziatem komodrek. Zaburzenia proceséw epigenetycznych mogg prowadzi¢
do zmiany ekspresji gendw w wyniku czego dochodzi do transformacji nowotworowej komorki
[2]. Zwigzek pomiedzy metylacjg DNA, a nowotworami zostat po raz pierwszy opisany w 1983
roku, kiedy to wykazano, ze genomy komdrek nowotworowych sg hipometylowane w
stosunku do ich prawidtowych odpowiednikéw [62]. Sugeruje to, ze hipometylacja DNA
odpowiedzialna jest za niestabilnos¢ genomu i transformacje nowotworowg [63]. Komérki
nowotworowe oprdocz hipometylacji catego genomu charakteryzujg sie takze specyficzng dla
danego miejsca hipermetylacjg regiondw promotorowych wysp CpG [64, 65]. Inaktywacja
transkrypcji spowodowana hipermetylacja promotora wptywa na geny zaangazowane w
gtowne szlaki komdrkowe, co zapewnia komérkom nowotworowym przewage wzrostowaq
oraz zwieksza ich niestabilnos¢ genetyczng i agresywnosc [64, 66].

Jedna trzecia mutacji prowadzgcych do powstania nowotworu wystepuje w obrebie wysp
CpG, a wiekszos¢ z tych mutacji to tranzycje C->T [67]. Dzieje sie tak dlatego, ze 5-mCyt ulega
w duzej mierze deaminacji, co skutkuje mutacjami w formie tranzycji (tj. C=>T) w CpG. Ze
wzgledu na symetrie motywow CpG, 5-mCyt na przeciwlegtej nici rGwniez moze ulec zmianie,
co prowadzi do zmian (G—>A) [67, 68]. Tranzycje G—>A stwierdza sie w 44,8% przypadkow
biataczek i mielodysplazji oraz w 60% przypadkéw raka jelita grubego. Mutacje C>T i
tandemowe CC-TT wystepujg w rakach podstawnokomorkowych i ptaskonabtonkowych [69].

Zaburzone wzory metylacji DNA mogg by¢ zwigzane z obecnosciag mutacji w genach biatek
biorgcych udziat w metylacji/ demetylacji DNA (np. Dnmt, TDG, MBD4, AID/APOBEC, TET, IDH)
[70-90]. Mutacje w genach biatek TET2 zostaty opisane w przypadku nowotworow
hematologicznych, w tym u 7-10% pacjentdw z ostrg biataczka szpikowag (AML, ang. acute
myeloid leukemia), 50% przypadkéw przewlektej biataczki mielomonocytowej (CMML, ang.

chronic myelomonocytic leukemia) i okoto jednej trzeciej wszystkich zespotow
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mielodysplastycznych (MDS, ang. myelodysplastic syndromes) [70-72]. Rola TET2 jako
supresora nowotworéw nie jest ograniczona tylko do nowotwordéw szpikowych, mutacje
gendw tych biatek sg obserwowane u okoto 56% pacjentow z chtoniakiem
angioimmunoblastycznym T-komérkowym i 46% chtoniakéw z obwodowych komérek T [73-
76]. Mutacje TET1i TET3 sg bardzo rzadkie w nowotworach uktadu krwiotwdrczego, tylko kilka
z nich odnotowano w przewlektej biataczce limfocytowej (AML) i ostrej biataczce
limfoblastycznej (ALL, ang. acute lymphoblastic leukemia) [77]. Heterozygotyczne mutacje w
IDH1 i IDH2 obserwowano w nowotworach szpiku, w tym AML (10-20%), przedbiataczkowych
klonalnych nowotworach ztosliwych, mielodysplazji i nowotworach mieloproliferacyjnych [70,
78]. Obecne doniesienia literaturowe opisujg czterokrotny wzrost ryzyka zachorowania na
raka jelita grubego (CRC, ang. colorectal cancer) u 0oséb z mutacjami w obrebie TDG [79]. U
pacjentéw z CRC obserwuje sie takze zmiany w obrebie MBD4. Mutacja biatka MBD4 zostata
rowniez zaobserwowana w AML, a utrata jego aktywnosci wigzata sie z nagromadzeniem
mutacji w formie tranzycji C>T [80]. Kolejnymi nowotworami w ktérych stwierdzony zostat
udziat mutacji MBD4 sy czerniak btony naczyniowej, rak trzustki oraz rak endometrium [81-
86]. Coraz wiecej doniesien literaturowych wskazuje takze na udziat biatek deaminujgcych
(AID/APOBEC) w onkogenezie, efekt ten wystepuje zaréwno w nowotworach linii mieloidalnej,
jak i limfoidalnej [87]. Nowotworem bedgcym przyktadem zaburzonej funkcji AID jest chtoniak
rozlany z duzych komérek B (DLBCL, ang. diffuse large B-cell ymphoma). W nowotworze tym
zaobserwowano takze wspotwystepowanie nieprawidtowych biatek AID i TET2 [88, 89].
Mutacje biatka APOBEC opisano w wielu nowotworach bedgcych guzami litymi (np. rak piersi),
nieprawidtowe biatka APOBEC3A zostaty wykazane réwniez w AML [90].

Epigenetyczny mechanizm transformacji nowotworowej zwigzany jest nie tylko ze
zmianami poziomu metylacji onkogendéw lub gendw supresorowych nowotworéw, ale takze z
potranslacyjnymi modyfikacjami biatek histonowych, wymuszajgcymi zmiany w strukturze
chromatyny [87, 91]. Niektére modyfikacje, takie jak metylacja, acetylacja, fosforylacja,
ubikwitynacja, biotynylacja, ADP-rybozylacja oraz przytgczenie biatka SUMO moga wptywaé
na kondensacje chromatyny, co nastepnie wptywa na procesy replikacji, rekombinacji i
naprawy, a takze na ekspresje gendéw [92-94]. Wsréd mechanizméw modulujgcych ekspresije
gendw zaangazowanych w procesy prowadzgce do rozwoju nowotwordw wazing role
odgrywaja rowniez czgsteczki mikroRNA (miRNA) [95, 96]. W niektérych nowotworach

(przewlekta biataczka limfocytowa, raka gtowy i szyi, rak ptuc, rak okreznicy, rak odbytnicy i
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rak jajnika) stwierdzono zmieniong ekspresje takich miRNA jak: miRNA-15, miRNA-16 i miRNA-
29 [97, 98].

Obecnosc¢ rodnikéw tlenowych moze prowadzi¢ do powstania szerokiego zakresu zmian w
DNA, w tym modyfikacji zasad, delecji, zerwania nici i rearanzacji chromosomalnych.
Wykazano, ze takie zmiany zaktdcajg zdolnos¢ DNA do funkcjonowania jako substratu dla

Dnmt, co skutkuje globalng hipometylacjg [99].

1.3.1. Modyfikacje epigenetyczne w raku jelita grubego

W przypadku raka jelita grubego (CRC) zaobserwowano akumulacje zmian genetycznych
i epigenetycznych w komodrkach nabtonkowych [100-102]. Zmiany te nabywane sg w trakcie
zycia (Srodowisko, styl zycia) lub dziedziczone [100].

Mozna wyroznic trzy gtéwne szlaki prowadzace do rozwoju CRC:

e mutacje w genach naprawy niedopasowania DNA, prowadzace do fenotypu
niestabilnosci mikrosatelitarnej DNA (MSI, ang. microsatellite instability )

e mutacje w APC (ang. adenomatous polyposis coli) i innych genach aktywujgcych
Sciezke Wnt (ang. Wingless-type MMTV integration site family), charakteryzujace
fenotyp niestabilnosci chromosomalnej (CIN, ang. chromosomal instability)

e globalna hipermetylacja genomu, skutkujgca wytgczeniem gendéw supresorowych
nowotworu, oznaczana jako fenotyp metylatora wysp CpG (CIMP, ang. CpG island
methylator phenotype) [101, 103-105].

Niestabilnos¢ mikrosatelitarna (MSI) jest odpowiedzialna za okoto 15-20% wszystkich
przypadkdéw CRC. Mikrosatelity to krotkie powtarzalne sekwencje DNA, ktére zbudowane s3 z
1-6 nukleozydéw [106]. Dzieki powtarzalnej strukturze mikrosatelity sg szczegdlnie podatne
na btedy pojawiajgce sie podczas replikacji, ktére sg zwykle naprawiane przez system naprawy
btednie sparowanych zasad (MMR, ang. mismatch repair). Niestabilnos¢ MSI jest napedzana
przez inaktywacje gendw odpowiedzialnych za naprawe MMR (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2),
ktdre odgrywajg kluczowa role w utrzymaniu stabilnosci genetycznej poprzez naprawe btedow
replikacji DNA, hamowanie rekombinacji miedzy nieidentycznymi sekwencjami DNA i
ingerowanie w odpowiedZ na uszkodzenia DNA. W sporadycznych przypadkach raka jelita
grubego, niestabilnos¢ mikrosatelitarna jest spowodowana epigenetyczng inaktywcjg jednego

z gendw Sciezki naprawy MMR (najczesciej MLH1) poprzez hipermetylacje [107]. Wystepuje
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takze rodzinna posta¢ MSI dziedziczona bez polipowatosci (Zespét Lyncha), w ktérej wystepuija
mutacje germinalne genéw MLH1, PMS2, MSH6 lub MSH2 [105, 107].

Niestabilno$¢ chromosomalna (CIN) obserwowana jest w 70%-85% raka jelita grubego
[105]. Charakteryzuje sie ona zmianami strukturalnymi i/lub liczbowymi chromosoméw oraz
czestg utratg heterozygotycznosci. Sugeruje sie, ze CIN jest konsekwencjg wystepowania
nieprawidtowosci w mitotycznym punkcie kontrolnym, zmian w liczbie i funkcji centrosoméw,
zaburzen funkcji telomerow oraz nieprawidtowg odpowiedzig na uszkodzenia DNA. Utrata
heterozygotycznosci (LOH, ang. loss of heterozygosity) zwykle wystepuje w chromosomach 1,
5,8,17i18 [104, 108, 109]. Poznano szereg kluczowych zdarzen zwigzanych z rozwojem CIN
w raku jelita grubego, w tym mutacje gendw supresorowych guza (7SG, ang. tumor suppressor
genes) i onkogendw, 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) wystepuje u okoto 15% przypadkow raka jelita
grubego. Fenotyp ten dotyczy podgrupy powstajgcej na drodze szlaku niestabilnosci
epigenetycznej, charakteryzujacej sie rozlegtg hipermetylacja promotora wysp CpG, co
skutkuje inaktywacjg kilku gendéw supresorowych Ilub innych gendéw zwigzanych z

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

w regionach promotorowych w ponad 100 genach, do najczesciej obserwowanych zmian o
podtozu epigenetycznym nalezg 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 biataczce szpikowej

Jako kluczowe elementy rozwoju ostrej biataczki szpikowej (AML) wymienia sie zaburzenia
w obrebie metylacji/demetylacji DNA oraz mutacje w obrebie biatek biorgcych udziat w
potranslacyjnych modyfikacjach histondéw. Dzieki szczegétowym badaniom molekularnym
udato sie wyodrebni¢ pojedyncze geny, ktorych mutacje zaburzajg prawidtowy przebieg
metylacji DNA (DNMT3A, TET2, IDH1 i IDH2) i modyfikacji biatek histonowych (ASXL1, EZH2,
MLL) [116].

Zmiany w obrebie genéw kodujacych biatko Dnmt3a zostaty opisane u 20-25% pacjentow z
AML, czesto wystepowaty one z mutacjami TET2 lub IDH1/2, co sugeruje, ze efekt addytywny

moze wynika¢ z potgczenia tych mutacji [70]. Skutkiem zaburzonej funkcji tego biatka jest
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hipomelacja niektorych regionédw DNA [117]. Mutacje Dnmt3a powigzane zostaty z
zaburzeniami ekspresji gendw HOX (ang. homeobox), ktére kodujg czynniki transkrypcyjne
kluczowe w réznicowaniu i proliferacji komorek krwiotwdrczych [118-120].

Mutacje TET2 wystepujg u okoto 7-10% chorych z AML. Uniemozliwiajg one przeksztatcenie
5-mCyt do 5-hmCyt, czego efektami sg hipermetylacja DNA i obnizona ekspresja gendéw [70].
Pronier i wsp. wykazali, Zze mutacje w obrebie biatek TET2 zaburzajg réznicowanie ludzkich
komorek prekursorowych w kierunku linii mieloidalnej, z przewagg rozwoju monocytow,
kosztem linii granulocytarnej [121]. Opisano takze inicjujgca role mutacji TET2 w patogenezie
zwigzanych z wiekiem nowotworéw hematologicznych [122, 123].

Mutacje w IDH1 i IDH2 opisano u 10-20% pacjentéw z AML [70]. Zmutowane biatka IDH nie
s3 w stanie katalizowaé¢ tworzenia 2-KG, ale nabywajg funkcje przeksztatcania 2-KG w
onkometabolit 2-HG, bedacy kompetecyjnym inhibitorem biatek TET [78]. W AML mutacje
IDH1/2 i TET2 wykluczajg sie wzajemnie. Nieprawidtowe biatka IDH1/2 indukujg
hipermetylacje i hamujg 5-hydroksymetylacje spowodowang dziataniem biatek TET2. Sugeruje
to, ze obie mutacje mogag funkcjonowac poprzez zmiane profilu metylacji cytozyny w
komodrkach krwiotwdrczych [78].

Mutacje EZH2 (ang. Enhancer of zeste homolog 2) zostaty opisane u okoto 2% chorych na
AML, natomiast w przypadku pacjentéw ze wznowg zostaty one stwierdzone w 45%
pacjentéw. Biatko EZH2 to metylotransferaza histonowa nalezgca do kompleksu biatek PRC2
(ang. polycomb repressive complex 2), kompleks ten jest z kolei jednym z dwéch komplekséw
biatek Polycomb (PcG, ang. Polycomb group) petnigcych znaczacg funkcje w hamowaniu
transkrypcji okreslonych gendw poprzez modyfikacje biatek histonowych [117, 124-126].

Mutacja genu MLL (ang. mixed-lineage leukemia) wystepuje u 5-10% pacjentéw z AML.
Gen ten koduje metylotransferaze histonowg MLL, ktdra katalizuje metylacje histonu H3 w
pozycji K4. Biatko MLL nalezy do kompleksu biatek Trithorax (TrxG, ang. Trithorax group), ktory
petni funkcje antagonistyczng w stosunku do biatek PcG, utrzymujgc aktywnosc¢ transkrypcyjng
gendw. Mutacje MLL prowadzg miedzy innymi do nadekspresji gendw HOX, co skutkuje
nieprawidtowq proliferacjg oraz réznicowaniem progenitorowych komérek macierzystych
[127-132].

W AML mutacja ASXL1 (ang. additional sex combs like 1) jest stwierdzana u 3—25% chorych.
Gen ten koduje stabo zdefiniowane do tej pory biatko regulujace strukture chromatyny, ktére

moze zaréwno indukowaé, jak i hamowacé (np. poprzez interakcje z kompleksem PRC)
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ekspresje wybranych gendw. Mutacje ASXL1, podobnie jak mutacje MLL, prowadzg do
nadekspresji gendw HOX [133-139].

Szacuje sie, ze okoto 30% pacjentéw z MDS ulega progresji do AML [140]. Jedna z hipotez
mowi o udziale proceséw epigenetycznych w ewolucji MDS do AML, co potwierdzajg badania
wykazujgce obecnos$é mutacji w genach wptywajacych na regulacje epigenetyczng [141].
Sugeruje sie, ze nagromadzenie zmian epigenetycznych jest istotnym czynnikiem w
transformacji MDS do AML [142]. Ponadto, mutacje TET2 i IDH1/2 nabywane s3 wraz z
ewolucjg MDS do AML [143].

1.4 Techniki wykorzystywane do oznaczania zmodyfikowanych zasad DNA oraz
nukleozydéw w moczu.

Produkty aktywnej demetylacji 5-mCyt oraz uszkodzone oksydacyjnie zasady azotowe
DNA lub nukleozydy (np. 8-oksydG) moga by¢ uwalniane do krwiobiegu i ostatecznie wydalane
z moczem. Dlatego analiza modyfikacji DNA w moczu pozwala na ich nieinwazyjng ocene na
poziomie catego organizmu [144]. Technikami najczesciej stosowanymi do oznaczania tego
typu modyfikacji s3 metody chromatograficzne lub immunologiczne [145-147].

Powszechnie stosowang technikg uzywang do oznaczen oksydacyjnych uszkodzern DNA
W moczu jest metoda immunoenzymatyczna — ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent
assay). Technika ta opiera sie na reakcji immunologicznej, w ktérej przeciwciata pierwotne
wigzg sie z zmodyfikowanymi zasadami lub nukleozydami, a nastepnie przeciwciata wtérne
znakowane enzymami wigzg sie z przeciwciatem pierwotnym, umozliwiajac jego wykrycie
[148]. Zaletami tej metody s3: wszechstronnos¢, prosta procedura wykonania oznaczenia,
brak koniecznosci posiadania specjalistycznego sprzetu, mozliwo$é wykorzystania do réznego
rodzaju materiatu biologicznego (surowica, osocze, $lina, mocz, ptyn mézgowo-rdzeniowy,
plwociny), mato skomplikowane wstepne przygotowanie prébki do analizy (np. odwirowanie
metnych prébek) oraz wysoka wydajnos¢. Do wad tej metody zalicza sie ograniczong liczbe
komercyjnie dostepnych specyficznych przeciwciat oraz ich wysoki koszt. Dodatkowo zachodzi
koniecznos$¢ uzyskania odpowiednich rozcieficzenn odczynnikdw w przypadku technik
posrednich. Niektére badania mdéwig o podatnosci na interferencje ze strony zwigzkéw o duzej
masie czgsteczkowej (np. biatka, weglowodany) obecnych w ptynach ustrojowych, co moze
przyczynic sie to do fatszywie wysokich lub niskich odczytéw [145, 149]. Zauwazono takze

rozbieznos¢ w poziomie oznaczanych modyfikacji DNA w moczu wzgledem technik
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chromatograficznych, co jest zwigzane z zjawiskiem ,,cross-react”. Mozliwg przyczyng reakcji
krzyzowych jest mata specyficznos¢ przeciwciata monoklonalnego stosowanego w zestawach
ELISA. Cooke i wsp. wykazali, ze ELISA generuje znaczgco wyzsze wartosci dla 8-oksydG w
moczu. Przeciwciato zastosowane w zestawie ELISA, wykorzystanym do oznaczenia 8-oksydG,
nie wchodzi w reakcje krzyzowe z 8-oksyGua lub niezmodyfikwanym nukleozydem/zasadg,
natomiast takie reakcje zachodzg w przypadku 8-oksyGuo i 8-oksyGMP. Brak korelacji
pomiedzy technikg ELISA a technikami chromatograficznymi moze wynikaé¢ z wewnetrznej
zmiennosci w probkach uzytych w jednym badaniu wzgledem probek uzytych w innym
badaniu, np. wyzszego stezenia zwigzkéw interferujacych. Usuniecie tych zwigzkéw znacznie
poprawia zgodnos¢ pomiedzy ELISA, a technikami chromatograficznymi [146].

Technikami chromatograficznymi stosowanymi do analizy zmodyfikowanych zasad
azotowych i nukleozydéw w moczu s3g: chromatografia gazowa sprzezona z spektrometrig mas
(GC/MS), chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometriag mas (LC-MS/MS) oraz
chromatografia cieczowa z detekcjg elektrochemiczng (HPLC-EC) [145-147].

Techniki chromatograficzne wykorzystujgce detekcje spektrometrii mas majg szerokie
zastosowane do ilosciowego i jakosciowego oznaczania modyfikacji DNA w moczu. Wiekszos¢
z nich wymaga wstepnego oczyszczenia probki moczu przed ostateczng analizg. Wstepne
przygotowanie moczu do analizy chromatograficznej polega na odwirowaniu i przefiltrowaniu
probki za pomoca filtréw strzykawkowych lub ptytek filtracyjnych [146]. Kolejnym etapem
wstepnego oczyszczania probki jest najczesciej ekstrakcja do fazy statej (SPE, ang. Solid Phase
Extraction) lub wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) [150-153].

Obecnie najczesciej stosowang metodg chromatograficzng jest chromatografia
cieczowa (LC) w ukfadzie faz odwréconych, w ktdrej substancje przechodzgce przez kolumne
rozdzielane sg w zaleznosci od polarnosci za pomocg niepolarnej fazy stacjonarnej i polarnej
fazy ruchomej [154]. Po rozdziale chromatograficznym nastepuje wtasciwa analiza i
identyfikacja za pomocg spektrometrii mas. Chromatografia cieczowa z tandemowg
spektrometrig mas (LC-MS/MS) uwazana jest za metode wysoce specyficzng, umozliwiajgca
ilosciowe oznaczanie badanej substancji w ztozonych mieszaninach. W celu uzyskania
wiarygodnych wynikéw stosowany jest tutaj wzorzec wewnetrzny. Wykorzystywana w LC-
MS/MS metoda rozcienczenia izotopowego jest specyficzng odmiang techniki dodatku
wzorca, do prébek badanych dodaje sie znakowany wzorzec réznigcy sie sie od badanego

zwigzku jedynie sktadem izotopowym [155]. Znakowany stabilnym izotopem analog
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analizowanego zwigzku moze by¢ wiarygodnie wykorzystany jako wzorzec wewnetrzny,
poniewaz jego wiasciwosci fizykochemiczne s identyczne z  wiasciwosciami
nieoznakowanego, naturalnie wystepujgcego odpowiednika. W przypadku braku dostepnosci
analogéw znakowanych stabilnymi izotopami mozliwe jest rédwniez zastosowanie jako
standardéw wewnetrznych podobnych strukturalnie zwigzkdw [156-158]. Gtéwng zaletg LC-
MS/MS jest niewielka ilos¢ badanej prébki potrzebna do analizy. Natomiast gtéwng wadg jest
mata dostepnosc stabilnych wzorcéw wewnetrznych znakowanych izotopowo, wysoka cena
sprzetu oraz koniecznos$¢ posiadania wysokiego poziomu wiedzy specjalistycznej potrzebnej
do obstugi urzadzenia [159].

Chromatografia cieccowa moze by¢é rdéwniez sprzezona z detektorem
elektrochemicznym (EC). Detektor ten wykrywa pola elektryczne w oparciu o procesy
utleniania lub redukgcji [160]. Wykorzystanie metody HPLC-EC obecnie zmalato ze wzgledu na
rozwaj bardziej specyficznej metody LC-MS/MS [147].

Chromatografia gazowa (GC) jest metodg rozdziatu zwigzkéw lotnych na kolumnie
chromatograficznej, w ktérej faze ruchomga stanowi gaz, a faze stacjonarng wypetnienie
kolumny [161]. Ten rodzaj chromatografii moze byé sprzezony z detektorem spektrometrii
mas (GC-MS). Etapem koniecznym podczas przygotowania probek do tego typu analiz jest
wstepne oczyszczenie najczesciej za pomoca ekstrakcji do fazy statej (SPE) lub HPLC. Nastepnie
zebrane frakcje sg suszone i poddane procesowi derywatyzacji, ktéry polega na
przeprowadzeniu analitdw w zwigzki pochodne o wiekszej lotnosci. Ostatnim etapem jest

wiasciwa analiza [159].
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Cele pracy

. Synteza wzorcéw wewnetrznych 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-hmuUra), 5-formyluracylu (5-fUra) i 5-karboksyuracylu (5-
caUra).

Optymalizacja warunkéw rozdziatu i detekcji epigenetycznych modyfikacji DNA oraz 8-
oksy-7,8-dihydro-2’-deoksyguanozyny  (8-oksydG) w  moczu przy  uzyciu
dwuwymiarowej ultrasprawnej chromatografii cieczowej z tandemowa spektrometrig
mas  (2D-UPLC-MS/MS, ang. two-dimensional ultraperformance liquid
chromatography tandem mass spectrometry).

Ocena wartosci diagnostycznej i prognostycznej produktéw aktywnej demetylacji DNA
w ostrej biataczki szpikowej (AML, ang. acute myeloid leukemia) oraz u pacjentow z

zespotami mielodysplastycznymi (MDS, ang. myelodysplastic syndrome).

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

potencjalnych biomarkeréw 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

Metoda rozcienczenia izotopowego jest specyficzng odmiang techniki dodatku wzorca
i stanowi jedng z podstawowych metod stosowanych w pomiarach analitycznych. Do prébek
badanych dodaje sie znakowany wzorzec, ktéry rézni sie od badanego zwigzku jedynie
sktadem izotopowym. Pozwala to na okreslenie stezenia analitu w badanym materiale poprzez
poréwnanie sygnatu z detektora dla analizowanego zwigzku z sygnatem wzorca dodanego w
znanej ilosci do probki (Rycina 6) [155]. Metoda ta jest bardzo dokfadna, selektywna i
precyzyjna, a dodatkowo ogranicza wptyw matrycy na wynik koncowy analizy [162]. W
spektrometrii mas, znakowany stabilnym izotopem analog analizowanego zwigzku moze by¢
wiarygodnie wykorzystany jako wzorzec wewnetrzny, poniewaz jego wfasciwosci
fizykochemiczne sg identyczne z witasciwosciami jego nieoznakowanego, naturalnie
wystepujgcego odpowiednika. Ze wzgledu na zastgpienie np. wegla 12C przez 13C lub azotu 1N
przez °N, wzorce znakowane izotopami réznig sie od analitéw tylko masg czgsteczkowg [156-
158]. Wykorzystanie znakowanych stabilnymi izotopami wzorcéw wewnetrznych w przypadku
zautomatyzowanej dwuwymiarowej ultrasprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej z
tandemowg spektrometriag mas (2D-UPLC-MS/MS) umozliwia otrzymanie wiarygodnych
wynikéw [163, 164].

praoplyw 02620 0.1% AcAcid 10

[""NeJ-B-0x0dG In urine (10)

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 byta synteza wzorcow wewnetrznych znakowanych stabilnymi
izotopami dla oznaczanych w moczu epigenetycznych modyfikacji DNA.

W publikacji nr 1 przedstawiamy metode, ktéra pozwala na synteze m.in. [*3C10,'°N2]-
5-metylo-2'-deoksycytydyny ([*3Ci10,°N2]-5-mdC) z [*3C10,°N2]-dT w oparciu o techniki
zaproponowane wczesniej przez Divakara i Reese [165] oraz Burdzy i wsp. [166] (Rycina 7).
Synteza ['3Ci0,'°N;]-5-mdC sktada sie z trzech kolejnych etapdw: acetylacji, triazolacji i
podstawienia grupy -NH2 w [*3C10,%°N,]-dT. Ponadto, opisujemy réwniez metode syntezy
[$3C10,°N2]-5-formylo-2’-  deoksycytydyny  ([*3C10,°N2]-5-fdC), [*3C10,*°N2]-5-karboksy-2'-
deoksycytydyny ([*3C10,°N2]-5-cadC), oraz [*3Ci0,'°N2]-5-(hydroksymetylo)-2'-deoksyurydyny
([*3C10,°N;]-5-hmdU) poprzez utlenianie [*3Ci0,°N3]-5-mdC i [*3Ci10,°N2]-dT za pomoca
Na>S,0s, w oparciu o zoptymalizowany protokét opublikowany przez Rahmana i wsp. (Rycina
8,9) [167]. Dodatkowo, przedstawiamy zoptymalizowany protokdt dla zaleznego od Na,S;0s
utleniania [*3Cs,°N2]-Thy do [*3Cs,°N;]-5-hydroksymetyluracylu  ([*3Cs,*°N2]-5-hmUra),
[$3Cs,'°N;]-5-formyluracylu ([*3Cs,>N3]-5-fUra) i [*3Cs,'°N3]-5-karboksyuracylu ([*3Cs,'°N,]-5-
caUra) (Rycina 10). W pracy znalazt sie rowniez opis rozdziatu i oczyszczania uzyskanych
produktdw za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) oraz przygotowanie

roztworéw wewnetrznych wzorcéw do analizy za pomocg spektrometrii mas (MS).
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Rycina 7. Schemat ilustrujgcy synteze 5-metylo-2'-deoksycytydyny z 2’-deoksytymidyny.

30



NH,

NH.
,,.,,,)'\.ﬂ)ﬁ """/J\‘nj\o"
| |

O%IQN) O/!\"N)
S Tl
a2/ o™, %
{ ./ L 7
R u‘_u U‘__i)
OH OH OH
["'c,,,"*N,]-5-mdcC [''¢,, *N,]-5-hmdc (¢, *N,]-5-fdC ["'¢,, "N ]-5-cadC

Rycina 8. Schemat ilustrujgcy utlenianie 5-metylo-2'-deoksycytydyny za pomocg Na;S;0s.
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Rycina 9. Schemat ilustrujgcy utlenianie 2’-deoksytymidyny do 5-(hydroksymetylo)-2'-

deoksyurydyny.
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Rycina 10. Schemat ilustrujgcy utlenianie tyminy przy uzyciu Na;S;0s.
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Preparation of Internal Standards for 2D-UPLC-MS/MS
Quantification of Noncanonical DNA Bases

Marta Starczak, Aleksandra Skalska, Rafal Rozalski, Ryszard Olinski,
and Daniel Gackowski

Abstract

Rcliable quanttative analysis of DNA modification using liquid chromatography coupled with tandem
mass spcctrometry requires stable isotope-labeled internal standards. Only some of them are commercially
available. Here we present a method allowing for the synthesis of [12Cy4,'N,]-5-methyl-2’-deoxycytidine
from [**Cy,'N,]-2"-dcoxythymidinc. We also describe an approach for the oxidation of [3C,p,'*N;]-5-
methyl-2’-deoxycytidine and [12Cyp,'5N;]-2’-deoxythymidine with Na;S;0g, leading to the gencration of
[*3C1g,*N, J-5-formyl-2"-dcoxycytidine,  [13Cyp,'*N;]-5-carboxy-2'-dcoxycytidine  or  [1Cyp,15N;]-5-
(hydroxymethyl)-2’-deoxyuridine, correspondingly. Morcover, we provide optimized protocols for the
oxidation of [¥¥Cg,'*N, ]-thyminc to [*Cq,'5N,]-5-hydroxymethyluracil, [*3Cyy,'*N,]-5-formyluradil, and
[*3Cyq,'5N; ]-5-carboxyuracil using Na;S;05.

Key words ["Cy,'°N,]-5-methyl-2'-deoxycytidine,  [1Cyp,'*N;]-5-formyl-2’-dcoxycytidine,
[*Cy0,5N; ]-5-carboxy-2’-deoxycytidine, [3C30,5N; ]-5-(hydroxymethyl)-2’-deoxyuridine,
[**Cy0,'°N,]-5-hydroxymethyluracil,  [*3C,y,'*N,]-5-formyluracil,  [*Cyq,'*N; ]-5-carboxyuracil,
Isotopce dilution, Tandem mass spectrometry, Synthesis

1 Introduction

Analytical results obtained from different samples should be consis-
tent and directly comparable to each other regardless of the location
where analyses are carried out. The isotopic dilution, a specific varia-
tion of the standard addition technique, represents one of the basic
methods used for the analytic measurements. In the isotopic dilu-
tion, a compound that differs from the analyte only in the isotopic
composition, is added to the experimental samples at a known quan-
tity and used to determine the analyte content in the test sample
without its quantitative separation [1]. This is important for trace
analysis, where quantitative separation of the compounds is difficult

Marta Starczak and Aleksandra Skalska contributed equallly to this work.
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due to their contamination caused by coprecipitation, adsorption on
the surface, formation of saturated solutions, and so on. In addition,
the isotopic dilution is also highly accurate, selective, and precise [2].
In mass spectrometry (MS), a stable isotope-labeled analogue of the
analyzed compound can be reliably used as an internal standard due
to the fact that physicochemical properties of such labeled com-
pound are identical to those of its unlabeled, naturally occurring
counterpart. Due to the replacement of for example carbon *?C with
13C or nitrogen N with N, the isotope-labeled standards differ
from the analytes only in their molecular weight. Importantly, in
case the analogues labeled with stable isotopes are not available,
structurally similar compounds may also be used as internal stan-
dards for MS experiments [3-5].

The quantitative analysis of DNA modifications with isotope
dilution automated online two-dimensional ultra-performance lig-
uid chromatography coupled with tandem mass spectrometry
(2D-UPLC-MS/MS) requires the use of a wide range of stable
isotope-labeled internal standards [6, 7]. Only some of them are
commercially available. In our research we routinely use
[13C10,!°N,]-2’-deoxythymidine (dT), [**Cs,'*N,]-thymine (Thy),
and 8-oxo-7,8-dihydro-2’-deoxyguanosine (8-oxodG) produced
by Cambridge Isotope Laboratories, [D3]-5-(hydroxymethyl)-2’-
deoxycytidine (5-hmdC) from Toronto Research Chemicals, and
[C, 15N, ]-2’-deoxyuridine (dU) from Medical Isotopes. Although
the range of commercially available stable isotope-labeled internal
standards is constantly expanding, they are rather expensive.
Therefore, a number of methods have been developed to enable
the synthesis and purification of these compounds in the lab.

Here, we present a method that allows the synthesis of
[13C10,15N,]-5-methyl-2"-deoxycytidine (5-mdC) from [}3Cy,'S
N;]-dT based on the techniques previously suggested by Divakar
and Reese [8] and Burdzy et al. [9]. This reaction consists of three
consecutive stages: acetylation, triazolation, and substitution of
the -NH, group in [3C,,,'*N,]-dT (Fig. 1). Moreover, we also
describe a method of the generation of [1*Cy,'*N;]-5-formyl-2’-
deoxycytidine (5-fdC), [**Cyp,'*N;]-5-carboxy-2’-deoxycytidine
(5-cadC), and ['3Cyp,'5N;]-5-(hydroxymethyl)-2’-deoxyuridine
(5-hmdU) via oxidation of 5-mdC and dT by Na;S;03, based on
the optimized protocol published by Rahman et al. [10] (Figs. 2
and 3). In addition, we present optimized protocols for Na;S,0s-
depended oxidation of ['*Cg,'*N,]-Thy to 5-hydroxymethyluracil
(5-hmUra), 5-formyluracil (5-fUra), and 5-carboxyuracil (5-caUra)
(Fig. 4), as well as describe high-performance liquid chromatogra-
phy (HPLC) separation and purification of the corresponding
reaction products and the preparation of solutions of MS internal
standards.
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Fig. 1 Schematic illustrating the synthesis of 5-methyl-2'-deoxycytidine from 2’-deaxythymidine
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Fig. 2 Schematic illustrating the oxidation of 5-methyl-2’-deoxycytidine with Na,S,0,

2 Materials
Prepare and store all reagents at room temperature (unless indi-
cated otherwise).

21 Synthesis 1. Substrate: [1*Cy,'*N;]-dT.

of 5-Methyl-2'-

2. Trazole mixture (see Note 1):

Duaycyiion Weight 0276 g 1,24 trissole (e Note 2) and add 25 L
“anhydrous™ acetonitrile (se¢ Note 3). Mix thoroughly, then
cool down the solution at =20 °C for 5 min and place the mix-
ture on ice with constant stirring. Add 80 pL. POCl; and
530 pL of anhydrous triethylamine dropwise (stir constantly)

(see Note 4).
22 Oxidation 1. Substrates: [13Cy4,N,]-5-mdC and [**Cy0,5N,]-dT.
of 5-Methyl-2* 2. Na,HPO,: 0.2 M solution in water, pH 9.16
Deoxycytidine and For 200 mL of bufter, weight 10.72 mg Na,HPO, and trans-
2"-Deoxythymidine fer it to a flask containing 50 mL deionized water. Make up to

200 mL of the solution with water and stir until it is completely
dissolved. Store at 4 °C (see Note 5).

3. NaH,PO4 0.2 M solution in water, pH 4.4
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Fig. 3 Schematic illustrating the oxidation of 2'-deaxythymidine to 5-(hydroxymethyi)-2’~deoxyuridine
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Fig. 4 Schematic illustrating the oxidation of thymine using Na,S;0g

Weight 4.8 mg NaH,PO, and prepare a 200 mL solution
analogously to the previous step. Store at 4 °C (sez Note 5).

4. Phosphate buffer (0.2 M, pH 7).
Mix 13 mL NaH,PO, (0.2 M, pH 4.4) with 20.35 mL
Na,HPO, (0.2 M, pH 9.16). The pH should be 7 (see Note 6).
Store at 4 °C (see Note 5).

5. Oxidation buffer:

Dilute 0.2 M phosphate buffer with deionized water in 1:1 ratio
and add 30 mg of Na;S;0;3 per 1 mL of the buffer (see Note 7).

2.3 Thymine 1. Substrate: [**Cs,'’N,]-Thy.

Oxidation

24 Punﬁmtlon 1. Spectrophotometer.

and Preparation 2. HPLC system with two isocratic pumps, 2667 sample manager

:;im Standard (Waters Corp., Milford, MA ), a column oven and a photodiode
res

array detector (PDA).
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3 Methods

3.1 Synthesis
of 5-Methyl-2"-
Deoxycytidine

3.2 Oxidation
of 5-Methyl-2'-
Deoxycytidine and
2"-Deoxythymidine

Carry out all procedures at room temperature, unless otherwise
specified.

The steps described in points 1-9 should be conducted under
anhydrous conditions.

1.
2.

RS- IS RN

co

10.

11.

12.
13.
14.

15.

16.

17.
18.
19.

2.

Weight 10 mg of [1*C,,,'*N, ]-dT (see Note 8).

Add 200 pL of anhydrous pyridine and 30 pL of acetic anhy-
dride (see Note 9).

. Incubate for 3 h at room temperature with intensive stirring

(see Note 10).

. Dry the sample in SpeedVac system for 15 min.
. Add 500 pL of toluene.

. Dry overnight in SpeedVac vacuum centrifuge.
. Dissolve the precipitate obtained after drying in 300 pL of

“anhydrous” acetonitrile (see Note 3).

. Add 300 pL of triazole mixture.
. Incubate the mixture for, at least, 45 min at room temperature

with intensive stirring (see Note 10).
Stop the reaction by adding 10 pL of triethylamine and 2 pL.

water.

Incubate for 10 min at room temperature with intensive stir-
ring (see Note 10).

Completely dry the sample in Speed Vac system (~40 min).
Dissolve the residue in 750 pL of dichloromethane.

For extraction, add 750 pL of saturated sodium bicarbonate.
Shake vigorously.

Collect organic (bottom) layer to a new glass tube and dry it
in SpeedVac system (see Note 11).

Dissolve the precipitate in 1 mL of ammonia solution in
methanol.

Incubate the reaction mix at 90 °C for 1 h (see Note 12).
Completely dry the sample in SpeedVac (sec Note 13).

Resuspend the pellet in ~2 mL of ultrapure water (see Note
14).

. Take a portion of substrate (~3 mg of [3C,'*N;]-5-mdC

or [13C;0,'®N;]-dT respectively) and transfer the reagent to a
glass vial containing 2 mL of the oxidation buffer.

Seal the vials thoroughly and vortex the samples (see Note 15).
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3.3 Thymine
Oxidation

34 Separation
and Purification
of Reaction Products

3.5 Preparation
of Internal Standard
Stock Solutions

3.6 Preparation

of the Mix of Internal
Standards for MS
Analysis

of Deoxynucleosides
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3.

4.

Incubate 5-mdC at 70 °C for 15 min and dT at 60 °C for
20 min (see Notes 12 and 16).

Stop the reactions by immediate cooling the vials on wet ice (see

Note 17).

. To a vial containing 2 mL of the oxidation buffer, add 3 mg of

[**Cs,'*N,]-Thy (secNote 15).

2. Seal thoroughly the vials and vortex the samples.

Incubate the samples at 60 °C for 25 min (see Notes 12 and
16).

Stop the reactions by immediate cooling the vial on wet ice (see

Note 17).

. Separate /purify the reaction products using HPLC with UV

detector. The separation conditions are presented in Table 1.
The products of the reactions and their retention times are
shown in Table 2 and Figs. 5, 6,7, 8, 9, and 10.

Completely dry the purified reaction products in SpeedVac (see
Note 13).

. Dissolve the dried pellets obtained by HPLC separation in

ultrapure water.

Check concentrations of the compounds using spectrophotom-
eter (the corresponding wavelengths and & values [6, 11] are
listed in Table 3).

The concentration of nucleic acids in solutions can be deter-
mined by absorbance measurements. The absorbance of a sol-
ute depends linearly on its concentration, according to the
Lambert—Beer law [12, 13]. Calculate the concentration using
the formula:

T exi
A - measured absorbance (relative to pure solvent),
£ - molar coefficient of extinction [M~! cm™],
¢ - concentration of the substance [M],
I- layer thickness [cm].
Prepare the solutions with desired concentrations of the com-
pounds by their diluting with ultrapure water (sez Note 18).

. For the MS analysis of mammalian cells-derived DNA, prepare

the internal standards mixture (5.5 mL per 1000 samples) to a
final concentration of 250 fmol /pL. The compounds and their
concentrations are presented in Table 4 (sz¢ Note 19).
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Table 1

Conditions for chromatographic purification of the reaction products

described in this chapter

Luna bu C18(2) 100A
260 x 10.00 mm 5 pm
Column Precolumn (diameter 4 mm)
Detector UV PDA detector
Separation temperature 30 °C
Gradicnt Time (min) 0.5% accticacid  Acctonitrile
(%) (%)
1.00 98.0 2.0
5.00 30.0 70.0
7.00 30.0 70.0
7.50 98.0 2.0
15.00 98.0 2.0
Liquid flow 5 ml/min
Injection volume 500 pl
Table 2
The retention times of the reaction products described in this chapter
Retention
Reaction Product time (min)
Synthesis of 5-mdC from  [13Cp,1*N,;]-5-mdC 6.00
ar [*Cyp, N, ]-dT 12.03
5-mdC oxidation [%Cg,*N;]-5-fdC 11.68
[*Cyg,1*N;]-5-cadC 898
dT oxidation [3Cy0, N, ]-5-hmd U 10.33
[¥3Cyg,*N,]-dT 12.05
Thyminc oxidation [**C¢ }5N,;]-5-hmUra 4.10
[1*Cg, "N, ]-5-fUra 5.00
[BCe 15N,])-5-calra 5.80
[MCe ¥N,]-Thy 7.52
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Fig. 6 A sample chromatogram obtained during the HPLC separation of the products of 5-methyl-2'-
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Fig. 6 A sample chromatogram obtained during the HPLC separation of 5-methyl-2’-deaxycytidine oxidation
products

2. For the analysis of tissue-derived DNA, prepare the internal
standards mixture (5.5 mL per 1000 samples) with 25,000
fmol /uL of [D3]-5-hmdC and 250 fmol/pL of other com-
pounds. The compounds and their concentrations are listed in
Table 5 (see Note 19).
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Fig. 8 Chromatograms of thymine oxidation products obtained during various reaction times (20, 25, and

30 min)

4 Notes

1. Itis critical to prepare the reagent in anhydrous conditions.

2. Prepare the mixture in a tightly closed glass vial. We suggest
drying the triazole after weighing (e.g., in SpeedVac vacuum
centrifuge for 15-20 min) to maintain the anhydrous
conditions.

40



132 Marta Starczak et al.

0311 2018_wnenanse_IyWy 0w s_Men v 2 Dore Ay
o G
1 \ 1 ) 1 . ] ' 1) Parge 2w
" | ko 1| 1 [ I
: | I o
oy ; t I
| S-hmUraj | | | 1 I |
2 [ | | I | | |
| | | I ! | | |
| I | |
A [ k] | ] | thymine |
: L ey o
/ i, | |
3 - [ || I ] | I
o) [ 1| I 1 [ |
[ b3 I 1 I |
i | | |5fUa || 1 : i
[ | | se 1§ | | |
eont I | I ] L [
ot [ ) 1 I 1 1 [ I
I || I I ] : I
4061 U : | / 1 | 1 | |
a | I‘S%ﬁﬁt 1 | |
ot I 1 1), | (S N I
o |_1/.""' | (R x w’"’i ! s

295 380 334 3% 3 a0 44 4N 4N 600 (53 s30 S¥ «c0 L35 4 adS rho v 780 rys sto 635 edo

Fig. 9 A sample chromatogram obtained during the HPLC separation of thymine axidation products

2018 Srevira_satievse L ATy
i A¢
| Marge 280% 1

2301

13001 ‘

At \

17581 ‘ 5-hmUra

361

33 ‘ |

290

1%t
(

1901 |

| %0t ‘

181 ‘

152 ‘

boel ‘

o2 f \
J \

o0 ) — == i ) - T

Ak > sbe s 4 43 al¢ aM aba A: slo sl edn a3 adooad rde sl ket e Al )

Fig. 10 Chromatogram of the purified 5-hmUra

3.

We use freshly opened acetonitrile for LC/MS instead of
anhydrous reagent. Only freshly opened acetonitrile is really
anhydrous.

. The solution should initially be yellow and develop a brown

color later. Store tightly closed and protected from light.

. The Na,HPO,/NaH,PO solutions and the phosphate buffer

can be stored at 4 °C for up to 1 month, unless the bacterial
or fungal contamination is visually evident.

. If the buffer has a higher pH, adjust it to pH 7 using NaH,PO,

solution. If the pH is too low, use Na,HPOj solution.

. The oxidation buffer should be prepared just before

oxidation.
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Table 3

The wavelengths and ¢ values for the intemal standards used for

2D-UPLC-MS/MS of DNA modifications

Wavelength (nm) £
dT 267 9600
dA 259 15,000
dC 270 9300
5-mdC 278 8770
5-hmdC 273 9200
5-fdC 282 12,000
5-cadC 280 7700
dU 262 10,200
5-hmdU 264 10,600
dG 252.5 13,700
8-ox0dG 293 10,300
245 12,300

Thy 265 7900
5-hmUra 261 8000
5-fUra 293 12,000
5-caUra 268 8300
5-mCyt 273 6200
5-hmCyt 269 5700
5-fCyt 276 6600
5-caCyt 275 5800

dA- 2’-deoxyadenosine, dC- 2'-dcoxycytidine, dG- 2'-deoxyguanosine, 5-mCyt-
5-methylcytosine, 5-hmCyt- 5-hydroxymecthylcytosine, 5-fCyt- 5-formylcytosine,

5-caCyt- 5-carboxycytosine

For 8-oxodG, we usc & for 293 nm (bold)

8. Carry out the synthesis in a tightly closed glass vial. We sug-
gest drying the substrate after weighing it to maintain the
anhydrous conditions. For example, for 2’-deoxythymidine,
we use 30 min incubation in SpeedVac followed by an imme-
diate sealing (capping) the vial.

9. Minimize the air access, cap the vial as soon as reagents are

added.

10. We incubate the samples on a rolling shaker at this step.

11. If you encounter problems with the extraction or notice a sus-
pension in the organic phase, centrifuge the sample and then
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Table 4
Concentrations of the internal standards used for MS analysis of mammalian cells-derived DNA

Stock solution concentration Concentration in IS Concentration in
Compound [mmol/L] (fmol/pL) mixture [fmol/pL] injection [fmol/ulL]

[3Cyp,"N,]-5-  0.05 250 50
mdC (50000)

[D;]-5-hmdC

[*Cy0,*N,)-5-
fdC

[l?c:l'hlSN2 ]_ 5_
cadC

[3C,5N,]-dU

[**C0,"*N;]-5-
hmdU

[5Ng]-8-0x0dG

Table 6
Concenirations of the internal standards used for MS analysis of tissue-derived DNA

Stock solution concentration Concentration in IS Concentration in
Compound [mmol/L] (fmol/pL) mixture [fmol/pL] injection [fmol/uL]
[D3]-5-hmdC 0.1 (100000) 25,000 5000
[3Cyp,®N,]-5-  0.05 (50000) 250 50
fC

[1Cyp,*N, -5~
cadC

[**C, 5N, ]-dU

[1Cyp,*N, -5~
hmdU

[**Nc]-8-0x0dG

collect the lower (organic) phase. Use a heat-resistant (100 °C)
vial for this step. We dry the samples in SpeedVac for ~20 min.

12. This incubation is carried out in an incubator preheated to a
suitable temperature. Place the vial at the bottom of the
incubator.

13. The drying time depends on the number of vials in SpeedVac.
The samples can be left to dry overnight.

14. We use a syringe filter (0.2 pm pore size) to purify the solution
from solid particles before the HPLC separation step.

15. Use a heat-resistant (100 °C) vial for this step.
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The optimal incubation time depends on many different fac-

tors including the equipment used and the series of reagents
and should be defined individually for each particular experi-
ment using unlabeled standards.

As the reaction is activated by heating, to stop it after a suit-
able incubation time, the vials should be immediately cooled
down by placing them on ice. We use a syringe filter (0.2 pm)
to purify the solution from solid particles before the separation
step.

The stock solutions of standards can be stored at =20 °C for
several months.

The working solutions of internal standards can be aliquoted
and stored at =20 °C for several months.

Acknowledgments

This work was supported by the National Science Centre Grants
No.: 2015/17 /B /NZ5 /00640, 2015/19/B/NZ5 /02208 and
2017/27/B/NZ7/01487. The Authors are a members of
University Center of Excellence “Towards Personalized Medicine”
operating under Excellence Initiative — Research University.

References

g &

Vogl J, Pritzkow W (2010) Isotope dilution
mass spectrometry - a primary method of mca-
surcment and its role for RM ccrtification.
Mapan J Mctrol Soc125(3):135—-164. https://
doi.org/10.1007 /5s12647-010-0017-7

. Mcija J, Mcster Z (2008) Paradigms in isotopc

dilution mass spectrometry forclemental ia-
tion analysis. Anal Chim Acta 607(2):115-125.
https: / /doi.org,/10.1016 /j.aca.2007.11.050

. Dizdaroglu M (1993) Quantitative deter-

mination of oxidative basc damage in DNA
by stable isotope-dilution mass trom-
ctry. FEBS Lett 315(1):1-6. hreps://doi.
org/10.1016 /0014-5793(93)81120-0

. Jennings ME 2nd, Matthews DE (2005)

Dctermination of complex isotopomer
patterns in isotopically labcled com-
pounds by mass specctrometry. Anal
Chem 77(19):6435-6444. https://doi.
org/10.1021 /ac0509354

. Borland K, Dicscnd J, Ito-Kurcha T et al

(2019) Production and application of stablc
isotope-labeled intcrnal standards for RNA
modification analysis. Genes (Bascl) 10(1).
https: //doi.org/10.3390 /genes10010026

6. Gackowski D, Starczak M, Zarakowska E ct al

(2016) Accurate, direct, and high-throughput
analyscs of a broad spectrum of endogenously
generated DNA  base modifications  with
isotope-dilution two-dimensional ultraperfor-
mance liquid chromatography with tandem
mass trometry: possible dinical implication.
Anal Chem 88(24):12128-12136. hrtps://
doi.org /10.1021 /acs.analchem.6b02900

. Raiber EA, Hardisty R, van Delft P ct al (2017)

ing and chicidating the function of modi-
ficd bascs in DNA (vol 1, 0069, 2017). Nat
Rey Chem 1(11)

. Divakar KJ, Reesc CB (1982) 4-(1,2,4-Triazol-

1-yl)- and 4-(3-nitro-1,2 4-triazol-1-yl)-1-
(B-D-2,3,5-tri-O-acctylarabinofuranosyl)
pyrimidin-2(1H)-ones. Valuable intermedi-
ates in the synthesis of derivatives of 1-(f-D-
arabinofuranosyl)cytosine (ara-C). J Chem Soc
1:1171-1176. https: / /doi.org/10.1039 /
pl9820001171

. Burdzy A, Noyes KI, Valinluck V et al

(2002) Synthesis of stablc-isotope cnriched
5-methylpyrimidines and their usc as probes
of basc reactivity in DNA. Nuclkic Acids

44



136

10.

11.

Marta Starczak et al.

Res 30(18):4068—4074. htps: / /doi.
org /10.1093 /nar/gkf520

Rahman AAHA Wada T, Saigo K(2001) Fadile
methods for the synthesis of 5-formylcytidine.
Tetrahedron Letr 42(6):1061-1063

Patel JP, Sowers ML, Herring JL ct al (2015)
Mcasurcment of postreplicative DNA mctabo-
lism and damage in thc rodent brain. Chem
Res Toxicol 28(12):2352-2363. https://doi.
org /10.1021 /acs.chemrestox.5b00359

12. Mantcle W, Deniz E (2017) UV-VIS absorp-
tion spectroscopy: Lambert-Beer reloaded.
Spectrochim Acta A Mol Biomol Spectrosc
173:965-968.  https://doi.org/10.1016 /],
52a.2016.09.037

13. Schmid FX (2001) Biological macromole-
cules: UV-visible spectrophotometry. In: cLS.
https: //doi.org/10.1038 /npg.cls.0003142

45



4

Publikacja 2

MS Analysis of DNA Modifications in Urinary/Body Fluids

Aleksandra Skalska, Agnieszka Siomek-Gdrecka, Ryszard Olinski, Rafat Rozalski

Methods in molecular biology, 2021;2198:109-122.

doi: 10.1007/978-1-0716-0876-0_9.

46



MS Analysis of DNA Modifications in Urinary/Body Fluids

Techniki chromatograficzne sprzezone ze spektrometrig mas sg szeroko stosowane do
iloSciowego i jakosciowego oznaczania zmodyfikowanych zasad azotowych DNA oraz
nukleozydéw w moczu. Zazwyczaj pierwszym etapem podczas przygotowania probki do
wtasciwej analizy jest wstepne oczyszczenie za pomocg ekstrakcji do fazy statej (SPE) lub
chromatografii cieczcowej (HPLC) [150-153]. Dwuwymiarowa ultrasprawna chomatografia
cieczcowa sprzezona z tandemowg spektometriag mas (2D-UPLC-MS/MS) pozwala na
potaczenie etapu wstepnego oczyszczania probki z wtasciwg analizg oznaczanych zwigzkdéw.

Celem pracy byta optymalizacja warunkéw rozdziatu i detekcji epigenetycznych
modyfikacji DNA oraz 8-oksy-7,8-dihydro-2’-deoksyguanozyny (8-oksydG) w moczu przy
uzyciu 2D-UPLC-MS/MS.

Prébki moczu przed analizg chromatograficzng zostaty przefiltrowane na ptytce filtracyjnej
(zmodyfikowana membrana polietylenosulfonowa, 10 K MWCO) oraz odwirowane, a
nastepnie wzbogacone mieszaning wzorcéw wewnetrznych w stosunku objeto$ciowym 4:1.
Zastosowany do oznaczen zestaw 2D-UPLC-MS/MS sktadat sie z dwdch systeméw
chromatograficznych i pozwalat na rozdziat w dwdch etapach. W pierwszym etapie
analizowana prébka po wprowadzeniu do uktadu przez automatyczny podajnik prébek zostaje
wstepnie oczyszczona w wyniku rozdziatu chromatograficznego na pierwszym systemie
(pierwszy wymiar/stopiern — 1D), a nastepnie na drugi system chromatograficzy trafia tylko
niewielki fragment rozdziatu z pierwszego etapu zawierajacy analizowany zwigzek (Rycina 11).
Uktad chromatograficzny pracuje wtedy w trybie , heart cutting”, co oznacza, ze wybrana cze$é
rozdziatu z pierwszego stopnia kierowana jest do kolumny putapkowej/transferowej poprzez
szeScioportowy zawor przetgczajgcy, ktéry petni role urzadzenia wttaczajgcego ciecz dla
uktadu chromatograficznego drugiego stopnia. Umozliwia to jednoczesne oznaczanie kilku
zwiazkdw w tej samej prébce moczu. W drugim etapie dochodzi do kolejnego rozdziatu
chromatograficznego (drugi wymiar/stopien — 2D) oraz wiasciwej analizy iloSciowej i
jakosciowej z wykorzystaniem kwadrupolowego detektora spektrometrii mas ze Zrédtem
jondw typu unispray. Oba systemy sprzezono z menedzerem kolumn wyposazonym w dwa
programowalne grzejniki kolumn oraz dwa 2-pozycyjne 6-portowe zawory. Podczas analizy
chromatograficznej uzyto nastepujgcych kolumn: CORTECS UPLC T3 (1,6 um, 3 mm x 150 mm)
z kolumng wstepng CORTECS T3 VanGuard (1,6 um, 2,1 mm x 5 mm) dla pierwszego
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wymiaru/stopnia, Waters ACQUITY UPLC CSH C18 (1,7 um, 2,1 mm x 100 mm) dla drugiego
wymiaru/stopnia oraz kolumny Waters XSelect CSH C18 (3,5 um, 3 mm x 20 mm) jako kolumny

putapkowej/transferowe;.

Pproapiyw 02520 0.1% AcAckd 10
Nie_tetal__Se_ 1772018 01wipes 3

A

[D4]-5-hmadC (1D)

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). Niebieska
strzatkg zaznaczono fragment chromatogramu ktéry zostaje przeniesiony na drugi

stopiern/wymiar.

Zastosowana metodyka z wykorzystaniem izotopowo znakowanych wzorcow
wewnetrznych pozwala na identyfikacje oraz ilosciowe oznaczenie w prébce moczu
zmodyfikowanych zasad azotowych DNA takich jak 5-hmCyt, 5-fCyt, 5-caCyt oraz nukleozyddéw
8-oksydG, 5-mdC, 5-hmdC i 5-hmdU [144].

Aby uzyskaé wyzszg czutos¢ i jednoczesnie unikng¢ koelucji pomiedzy pierwszym (1D) i
drugim stopniem (2D) przeprowadzilismy analize w trzech niezaleznych rozdziatach
chromatograficznych:

1) 5-hmdCi 8-oxodG (tryb jonizacji dodatniej).

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

3) 5-caCyti5-hmduU (tryb jonizacji ujemnej) oraz 5-fCyt (tryb jonizacji dodatniej).

48



Ze wzgledu na niskg czuto$¢ w przypadku metody LC-MS/MS, iloSciowe oznaczanie
poziomu 5-hmUra w moczu przeprowadzono za pomocg chromatografii gazowej z detekcja
spektrometrii mas (GC/MS) [153, 168]. W przypadku tej techniki pierwszym etapem jest
wstepne oczyszczenie badanej probki przy pomocy HPLC. Zastosowany w tym celu system
sktada sie z dwdch pomp izokratycznych, autosamplera, kolektora frakcji, pieca kolumnowego
i detektora fotodiodowego. Nastepnie zebrane frakcje zawierajagce 5-hmUra sg suszone i
poddane derywatyzacji, polegajgcej na przeprowadzeniu analitéw w zwigzki pochodne o
wiekszej lotnosci przy uzyciu N,0-Bis(trimetylosililo)trifluoroacetamidu i trimetylochlorosilanu

(BSTFA+ 1% TMCS). Koricowym etapem jest wtasciwa analiza GC/MS.
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Chapter 9

MS Analysis of DNA Modifications in Urinary/Body Fluids

Aleksandra Skalska, Agnieszka Siomek-Gorecka, Ryszard Olinski,
and Rafal Rozalski

Abstract

Analytical techniques bascd on mass spectrometry allow to analyze DNA modifications in body fluids.
Here we describe two chromatographic methods that can be used for the simultancous determination of
the modificd DNA bascs and nuclcosides in the same urine sample: isotope-dilution automated online
two-dimcnsional  ultraperformance  liquid chromatography with tandem mass  spectrometry
(2D-UPLC-MS /MS) and high-pcrformance liquid chromatography coupled with gas chromatography
and mass spectrometry (HPLC/GC/MS).

Key words DNA modifications, DNA lesions, Urinary cxcretion, Isotope-dilution mass spectrome-
try, Gas chromatography, 5-hydroxymethylcytosine, 5-formylcytosine, 5-carboxycytosine,
5-hydroxymethyluracil

1 Introduction

Chromatographic techniques coupled with mass spectrometry are
widely used for the quantitative and qualitative determination of
DNA lesions and modifications in urine. According to most of
them, after sample preparation, the necessary step before final anal-
ysis is the prepurification of the samples by high-performance liquid
chromatography (HPLC) or solid-phase extraction [1-4]. Online
two-dimensional ultraperformance liquid chromatography with
tandem mass spectrometry (2D-UPLC-MS/MS) allows for com-
bining these two steps and performing both the automatic prepuri-
fication (first dimension—1D) and proper analysis of the chemical
compounds (second dimension—2D). The chromatographic sys-
tem operates in a heart-cutting mode, which means that selected
portions of effluent from the first dimension are directed to the
trap/transfer column via the six-port valve switching which serves
as an “injector” for the second-dimension chromatography system.
This enables simultaneous determination of several DNA modifica-

Alexey Ruzov and Martin Gering (eds.), DNA Modifications: Methods and Protocols, Methods in Molecular Biology, vol. 2198,
https://doi.om/10.1007/978-1-0716-0876-0_9, ® The Editor(s) (if applicable) and The Author(s), under exclusive licansa to Springer
Sciencae+Business Media, LLC, part of Springer Nature 2021
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tions in the same urine sample. The protocol presented here relies
on the use of isotopically labeled internal standards and allows for
identification and quantification of a number of DNA bases modifi-
cations such as 5-hydroxymethylcytosine (5-hmCyt), 5-formylcyto-
sine (5-fCyt), 5-carboxycytosine (5-caCyt) and nucleosides such as
8-ox0-2"-deoxyguanosine (8-oxodG), 5-methyl-2’-deoxycytidine
(5-mdC), 5-hydroxymethyl-2"-deoxycytidine (5-hmdC), and
5-hydroxymethyl-2"-deoxyuridine (5-hmdU) in urine [5].

To acquire higher sensitivity and, at the same time, avoid coe-
lution between the first (1D) and second dimension (2D) we split
the analyzed compounds into three independent chromatographic
separations:

(a) 5-hydroxymethyl-2’-deoxycytidine and 8-ox0-2"-
deoxyguanosine (positive ionization mode).

(b) 5-hydroxymethylcytosine and 5-methyl-2’-deoxycytidine
(positive ionization mode).

(c) 5-carboxycytosine with 5-hydroxymethyl-2’-deoxyuridine
(negative ionization mode) and 5-formylcytosine (positive
ionization mode).

2D-UPLC-MS/MS determination of 5-hydroxymethyluracil
in urine is challenging due to the sensitivity issues. Therefore, for
this compound, our method of choice is gas chromatography cou-
pled with mass spectrometry detection and prepurification of the
samples by liquid chromatography [4, 6].

2 Materials
21 UPLC-MS/MS

1. Isotopically labeled standards:
» [D3]-5-(hydroxymethyl)-cytosine ([D3]-5-hmCyt).
o [BCg,'5N,]-5-formylcytosine ([1*Cs,15N,]-5-fCyt).
o [BCs,'®N;]-5-carboxycytosine ([**Cs,*N,]-5-caCyt).
« [D;]-5-(hydroxymethyl)-2’-deoxycytydine ([D;]-5-hmdC).
o [B3Cy0,'°N;]-5-methyl-2"-deoxycytidine ([**Cyo,!°N;]-5-mdC).

o [BC10,'°N]-5-(hydroxymethyl )-2’-deoxyuridine([**Cyo,'* N, ]-5-
hmdU).

* [*N;]-8-0x0-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine
([**N5]-8-0x0dG).
2. UPLC eluents:
« 0.01%, 0.05%, and 0.1% acetic acid (v/v) (see Note 1)
» methanol—ultragrade for LC/MS or similar purity,
« acetonitrile—ultragrade for LC/MS or similar purity,
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. Chromatographic Columns:

« Column 1: CORTECS UPLC T3 Column, 120 A, 1.6 pm,
3 mm x 150 mm with CORTECS T3 VanGuard Precolumn,
120 A, 1.6 pm, 2.1 mm x 5 mm.

« Column 2: ACQUITY UPLC CSH C18 Column, 130 A,
1.7 pm, 2.1 mm x 100 mm.

« Trap column: XSelect CSH C18 Column, 130 A, 3.5 um,
3 mm x 20 mm.

. 2D-UPLC-MS/MS system consists of the gradient pump and

autosampler for the first-dimension chromatography and the
gradient pump and tandem quadrupole mass spectrometer with
unispray ion source for the second-dimension chromatography.
Both dimensions are coupled with a column manager equipped
with two programmable column heaters and two six-port
switching two-position valves (sec Note 2).

. The method details were optimized for Waters I-Class

2D-UPLC system and tandem quadrupole mass spectrometers
from Xevo product line and confirmed on TQ-S and unispray

ion sources.

. Labeled  standard:  ['*Cg,'®N,]-5-(hydroxymethyl)-uracil

(5-hmUra).

. Acetic acid, glacial.
. N,O-Bis(trimethyl)trifluoroacetamide with trimethylchlorosi-

lane (BSTFA+TMCS).

. Acetonitrile anhydrous, 99.8%.
. Acetonitrile—gradient grade for HPLC.
. HPLC system that consists of two isocratic pumps, autosam-

pler, fraction collector, a column oven and a photodiode array
detector.

. Chromatographic columns:

« HPLC: Luna C18(2) column (250 mm x 10 mm) equipped
with guard column.

+ GC/MS: ULTRA2, length 50 meters, diameter 0.2 mm,
film 0.33 pm (see Note 3).

3 Methods

3.1 UPLC-MS/MS
Analysis

3.1.1 Internal Standards
Mixture Preparation

2.

. Prepare the bases mixture to the final concentration of

2500 fmol /pL for each of the internal standards.

Prepare the nucleosides mixture to the final concentration of
2500 fmol /pL for each of the internal standards.
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312 Samples
Preparation

3.1.3 Setting the MS/
MS System

3.1.4 Separation
Conditions

3.

Prepare the final mixture of internal standards: mix the bases
[1] and the nucleotides [2] mixture at 1:1 volumetric ratio
(see Note 4).

. Add 60 pL of urine to the well on a filtration plate (modified

polyethersulfone membrane, 10 K MWCO).

2. Centrifuge the filtration plate for 20 min (4200 x g).
. Add 5 pL of the internal standard final mixture and 20 pL of

filtrated urine to a vial with insert.

. Mix thoroughly and close the vials.

. Use the following detector parameters: source temperature:

150 °C; nitrogen desolvation gas flow: 1000 L/h; nitrogen
cone gas flow: 200 L /h; desolvation temperature: 500 °C; neb-
ulizer gas pressure: 7 bar. Collision-induced dissociation was
obtained with argon as a collision gas.

. Optimize and tune the instrument response to all compounds

by the infusion compounds dissolved in water. Transition pat-
terns and specific detector settings for all the analyzed com-
pounds are presented in Table 1.

. Use the following separation conditions for 1D: column tem-

perature: 50°C, flow rate: 0.5 mL/min., run time: 9 min (gra-
dient details in Tables 2, 3, and 4).

. Use the following separation conditions for 2D: column tem-

perature: 50°C, flow rate: 0.25 mL/min. For group A and B
and 0.3 mL/min. For group C, run time 9 min (gradient
details in Tables 2, 3, and 4).

. Prepare MRM acquisition method based on the tune values.
. Inject the mixture of standards solution (0.3 pL) diluted in

water (1:4) on the first-dimension chromatography mode for
determination of the retention time (Fig. 1; see Note 5).

. Check different injection volumes (between 0.2 and 4 pL) and

choose the one with the smallest matrix effect. Out of all
determined compounds, 8-oxodG is quantified in the first-
dimension chromatography mode without transfer to the sec-
ond dimension (Fig. 2).

. Based on the retention times from 1D, define “transfer win-

dows” for each of the compounds (Fig. 3) and repeat the
injection in second dimensional mode. Transfer windows
means a selected portions of effluent (fractions) from the first
dimension which are directed to the trap /transfer column via
the six-port valve switching, which served as an “injector” for
the second-dimension chromatography system. In the begin-
ning of separation, both the left and right valves should be in
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Table 2
UPLC separation conditions for 5-hmdC and 8-oxodG

Gradient table for group A (6-hmdC and 8-oxodG}—run time 9 min

Firs-dimension chromatography

Time (min) Flow rate (mL/  Aceticacid 0.1%  Acctonitrilc
min)

Initial 0.500 99.5 0.5

2.00 0.500 99.5 0.5

3.40 0.500 93.0 7.0

6.50 0.500 30.0 70.0

6.60 0.500 30.0 70.0

6.61 0.500 99.5 0.5

Second-dimension chromatography

Time (min) Flow ratc (mL/  Acctic acid 0.01% Methanol
min)

Initial 0.250 99.0 1.0

1.50 0.250 99.0 1.0

3.50 0.250 92.0 8.0

5.50 0.250 60.0 40.0

7.00 0.250 60.0 40.0

7.10 0.250 99.0 1.0

9.00 0.250 99.0 1.0

9.00 0.500 99.5 0.5

10.

position 1. During compound elution from 1D to the trap
column, the left valve should be placed in position 2 and the
right valve in position 1 (see Note 6).

. Prepare the sets of calibration samples, and perform five injec-

tions per calibration point. Plot the calibration curves and
calculate calibration equations using internal standard mode
for MS.

. Check the signal (peak shape and signal /noise) of your com-

pound from 2D chromatography and correct the transfer win-
dows time and eluents gradient, if necessary (see Note 7).

. Inject the urine sample in 2D mode. Correct the transfer win-

dow, eluents gradient or flow rate if necessary (see Note 8).

Prepare the sample batch and perform its analyses in four to
six technical replicates (see Note 9).
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3.2 HPLC/GC-MS

321 Samples
Preparation

Table 3
UPLC separation conditions for 5-hmCyt and 6-mdC

Gradient table for group B (6-hmCyt and 6-mdC)}—run time 9 min

First-dimension chromatography

Time (min) Flow rate (mL/  Accticacid 0.1%  Acctonitryl
min)

Initial 0.500 99.5 0.5

1.00 0.500 98.0 2.0

2.00 0.500 95.0 5.0

4.00 0.500 90.0 10.0

6.50 0.500 30.0 70.0

6.60 0.500 30.0 70.0

6.61 0.500 99.5 0.5

9.00 0.500 99.5 0.5

Second-dimension chromatography

Time (min) Flow ratc (mL/  Acctic acid 0.01% Mcthanol
min)

Initial 0.250 99.0 1.0

1.50 0.250 99.0 1.0

3.50 0.250 96.0 4.0

5.25 0.250 60.0 40.0

7.00 0.250 60.0 40.0

7.10 0.250 99.0 1.0

9.00 0.250 99.0 1.0

11. Calculate concentrations of all compounds in the sample.

12.

N

Calculate mean, SD, and RSD from all technical replicates.
Check system performance and reanalyze the sample if
RSD > 15%.

To correct the obtained results for urine dilution creatinine
concentration, urine specific gravity or, alternatively, osmolality
can be used. Twenty-four-hour urine samples are commonly
regarded as the “gold standard” to quantify environmental
exposures; however, it is a very troublesome method [7-10].

Add 4 uL of [**C;,'"N,]-5-hmUra, 792 pL of urine, and 4 pL
of acetic acid to the eppendorf tube (final volume 800 pL).

Centrifuge the eppendorf tubes for 10 min (17,000 x g).

. Filter the samples with a syringe filter (0.2 pm) and transfer to

the chromatographic tapered vial.
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Table 5

HPLC separation conditions for 6-hmUra
Gradient table for HPLC prepurification—run time 16 min
Separation temperature: 30 °C
Time (min) Flow rate (mL/min) Acctic acid 0.5%  Acctonitrile
Inital 5 98.0 2.0
1.00 5 98.0 2.0
5.00 5 30.0 70.0
7.00 5 30.0 70.0
7.50 5 98.0 2.0
15.00 5 98.0 2.0

5. Dry the collected fraction by evaporation under reduced pres-
sure. Samples can be dried overnight.

3.2.3 Separation 1. Use following separation conditions: inlet temperature: 250 °C,
Conditions initial column temperature: 130 °C, interface temperature

(Aux): 280 °C, MS quadrupole temperature: 150 °C, MS
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324 GC-MS Analysis

Table 6
GC-MS temperature gradient for 5-hmUra analysis

Hold time
Run time (min) Rate (°C/min) Value (°C) minute
10 8 194.0 0
s 2% 2800 @

source temperature: 230 °C, carrier gas: helium. An example of
the temperature gradient during separation is presented in
Table 6.

2. Perform the analysis in single ion monitoring mode. Molecular
ions: m/z 358 /365 should be monitored for 5-hmUra and
[*3Cs,'®N,]-5-hmUra, respectively.

3. Prepare a derivatization reagent: mix BSTFA and anhydrous
acetonitrile (4:1 volumetric ratio).

4. Add 60 pL of derivatization reagent to the vials with dried
fraction.

5. Incubate vials for 30 min in 120 °C.
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. Transfer the cooled solution to the chromatographic vials with

the insert and close it securely (see Note 11).

. Use the standard solution of 5-hmUra to determine retention

time, especially after installing a new column.

. Set electromultiplayer voltage (EMV) to 100 and check the

signal. If necessary, increase voltage.

. Inject 2 pL of the sample onto GC-MS system in split mode

(split ratio 5:1).
Prepare the set of urine samples for final analysis.

4 Notes

. Use ultrapure filtered water and acetic acid for preparation of

the eluents, and degas the solutions in ultrasonic cleaner
before the analysis.

. Use at-column dilution technique between the first and the

second dimension to improve the retention at a trap/transfer
column. A diluting stream of water (0.5 mL/min) must be
pumped with isocratic pump and mixed with the first-
dimension column effluent using a UPLC low-dead-volume
tee.

. Install only a quarter of the provided column in GC. The final

length of the column will be about 12.5 m.

. The solutions of internal standards should be stored at =20 °C.
. The left valve should be in position 1 and the right valve in

position 2.

. The left valve must be switch to position 2 only during the

transfer window.

. Correction of the transfer window time or the gradient of elu-

ents should be done in order from the first to the last eluted
compound. If you change transfer window time for the first

compound, separation conditions for the next compound will
also be changed.

. The transfer window on the 1D cannot coincide with the time

when previously trapped compound is eluted from the trap
because it goes to waste instead of the second-dimension col-
umn. The analyzed compound needs enough time to elute
from the trap or complete retention on the trap before the
next transfer window.

. To every batch of the samples, prepare two control urine sam-

ples containing internal standards. This allows to monitor the
system performance, purity of used chemicals, and the matrix
effect in each series.
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10. Check the stability of retention time using 5-hmUra standard
solution before and after each series of separations.

11. All activities related to the derivatization should be carried out
under the fume hood.
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Diagnostic and Prognostic Power of Active DNA Demethylation Pathway Intermediates in

Acute Myelogenous Leukemia and Myelodysplastic Syndromes

Ostra biataczka szpikowa (AML) jest jedng z najczesciej wystepujacych biataczek u oséb
dorostych, w szczegdlnosci u 0séb powyzej 60 roku. AML stanowi réwniez 15-20% przypadkéw
u dzieci. Choroba ta charakteryzuje sie ztosliwym klonalnym rozrostem niedojrzatych komérek
mieloidalnych w szpiku kostnym, krwi obwodowej, a takie niekiedy w narzadach
obwodowych. Zespoty mielodysplastyczne (MDS) to grupa chordb, ktérych cecha
charakterystyczng jest zmniejszona liczba komdrek krwi obwodowej (czerwonych krwinek,
biatych krwinek i/lub ptytek krwi) z powodu ich nieprawidtowego powstawania w szpiku. Z
czasem nastepuje stopniowe nasilanie sie objawow, spowodowane gtéwnie stopniowym
spadkiem liczby komdrek krwi, natomiast u niektérych pacjentéw MDS moze przeksztatcié sie
w AML [169, 170].

Rozpoznanie MDS opiera sie na stwierdzeniu cytopenii jednej, dwdch lub trzech linii
komérkowych. Dotyczy to linii komodrkowych erytroidalnych, granulocytarnych Ilub
megakariotycznych oraz dysplazji komérek szpiku kostnego [171, 172]. Petna ocena pacjentow
z MDS obejmuje réwniez cytogenetyke szpiku kostnego [173], immunofenotypowanie oraz
sekwencjonowanie genomu [174]. Gtéwnymi ograniczeniami obecnej diagnostyki MDS/AML
jest mata powtarzalnos¢ morfologicznej analizy dysplazji oraz staba swoisto$¢ zmian
dysplastycznych [175, 176].

Uzyskanie remisji i ryzyko nawrotu choroby nowotworowej zalezy od profilu genetycznego
i epigenetycznego komdrek nowotworowych. W literaturze mozna znalezé duzo informacji o
zwigzku pomiedzy mutacjami molekularnymi w AML, a rokowaniem chorych. Niewiele
wiadomo jednak o wptywie mutacji w genach petnigcych funkcje epigenetyczne [177].

Proces aktywnej demetylacji DNA moze aktywowaé wczesniej wyciszone geny, bedgce
zaangazowane w nieprawidtowg metylacje. Mutacje w genach zwigzanych ze $ciezkami
metylacji/demetylacji DNA (DNMT3A, TET2, IDH1 i IDH2) s3 powszechne u pacjentéw z MDS i
AML, co wptywa na profil modyfikacji DNA. U 7% do 10% pacjentéw z AML opisano mutacje
utraty funkcji w TET2. Ponadto, u 10% do 20% oséb z AML wystepujg heterozygotyczne
mutacje w IDH1 i IDH2, ktére wzajemnie wykluczajg sie z mutacjami w TET2 [70]. Gurnari i

wsp. stwierdzili, ze obnizenie ekspresji biatka TET2 jest powszechne w MDS niezaleznie od
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mutacji TET2 [178]. Nieprawidtowosci w ekspresji, aktywnosci lub swoistosci TET wydajg sie
by¢ zatem wspdling cechg pacjentéw z MDS/AML.

Celem niniejszej pracy byta ocena wartosci diagnostycznej i prognostycznej produktow
aktywnej demetylacji DNA w AML i MDS. Kompleksowo przeanalizowalismy poziomy 5-mCyt,
5-fCyt, 5-caCyt, 5-hmUra, 5-mdC, 5-hmdC, 5-hmdU i 8-oksydG w matoinwazyjnym materiale:
DNA pochodzacym z komérek 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-
hmuUra).

Analiza statystyczna otrzymanych wynikéw polegata miedzy innymi na ocenie krzywej ROC
(ang. receiver operating characteristic), co pozwolifo na ocene mocy diagnostycznej i
zidentyfikowanie najbardziej obiecujgcych biomarkeréw rozwoju AML i MDS oraz
transformacji MDS do AML. Najbardziej przydatny diagnostycznie do odréznienia pacjentéw
AML od grupy kontrolnej okazat sie poziom 5-hmCyt (AUC = 0,918, czutosé: 85% i swoistosé:
97%) i 5-hmdU (0. 873, 74% i 92%) w moczu, natomiast w przypadku pacjentow z MDS
najbardziej przydatna okazata sie 5-hmdC w DNA (0,905, 82% i 98%) oraz 5-hmCyt w moczu
(0,746, 66% i 92%). Wieloczynnikowe modele drzew klasyfikacyjnych pozwolity na prawidtowa
klasyfikacje pacjentéw z AML i MDS w 95,7% i 94,7% przypadkdéw. Najwiekszg wartosé
prognostyczng sposréd analizowanych parametréw 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 wskazujg, ze produkty szlaku aktywnej demetylacji DNA oznaczane
w materiale catkowicie nieinwazyjnym (mocz) lub minimalnie inwazyjnym (krew) moga by¢

przydatne w diagnostyce pacjentéw z MDS i AML.
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Abstract Acute myeloid leukemia (AML) and myelodysplastic syndromes (MDS) are characterized
by genomic instability, which may arise from the global hypomethylation of the DNA. The active
DNA demethylation process may be linked with aberrant methylation and can be involved in
leukemogenesis. The levels of 5-methylcytosine oxidation products were analyzed in minimally
invasive material the cellular DNA from peripheral blood cells and urine of patients with AML
and MDS along with the control group, using isotope-dilution two-dimensional ultra-performance
liquid chromatography with tandem mass spectrometry. The receiver operating characteristic curve
analysis was used for the assessment of the ability to discriminate patients’ groups from the control
group, and AML from MDS. The most diagnostically useful for discriminating AML patients from
the control group was the urinary excretion of 5-hydroxymethylcytosine (AUC = 0.918, sensitivity:
85%, and specificity: 97%), and 5-(hydroxymethyl)-2-deoxyuridine (0.873, 74%, and 92%), while
for MDS patients 5-(hydroxy methyl)-2'-deoxycytidine in DNA (0.905, 82%, and 98%) and urinary
5-hydroxymethylcytosine (0.746, 66%, and 92%). Multi-factor models of classification trees allowed
the correct classification of patients with AML and MDS in 95.7% and 94.7% of cases. The high-
est prognostic value of the analyzed parameters in predicting the transformation of MDS into
AML was observed for 5-carboxy-2'-deoxycytidine (0.823, 80%, and 97%) and 5-(hy droxymethy1}-2'-
deoxyuridine (0.872, 100%, and 75%) in DNA. The presented research proves that the intermediates
of the active DNA demethylation pathway determined in the completely non-invasive (urine) or
minimally invasive (blood) material can be useful in supporting the diagnostic process of patients
with MDS and AML. The possibility of an early identification of a group of MDS patients with an
increased risk of transformation into AML is of particular importance.

Cells 2022, 11, 888. https: / /doi. org/ 10.3390/ cells 11050888
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1. Introduction

Acute myeloid leukemia (AML) is the most common acute leukemia in adults, in par-
ticular, those over 60 years old; it also accounts for 15-20% of cases in children. This
genetically heterogeneous disease is characterized by the malignant clonal proliferation of
immature myeloid cells in the bone marrow, peripheral blood, and sometimes peripheral or-
gans. Myelodysplastic syndromes (MDS) are a group of various diseases, the most notable
feature of which is a reduced number of peripheral blood cells (red blood cells, white blood
cells, and/or platelets) due to their abnormal formation in the marrow. Over time, there
is a gradual worsening of symptoms, mainly caused by a gradual decline in the number
of blood cells, while in some patients, MDS may transform into AML. The prognosis for
most AML subtypes is very unfavorable, with an overall 5-year survival rate of about
twenty-five percent [1,2].

The diagnosis of MDS is based on the identification of cytopenia of one, two, or three
ery throid, granulocytic, or megakaryocytic cell lines and bone marrow cell dysplasia (the de-
tailed morphological classification is based on the 2008 World Health Organization (WHO)
version [3] revised in 2016 [4]). The complete evaluation of MDS patients also includes
bone marrow cytogenetics [5], immunophenotyping, and sequencing of the genome [6].
Moreover, cellular characteristic in MDS is not stable, and most of the patients acquire
additional aberrations, which results in an elevated risk of transformation to AML and a
shorter overall survival [7]. According to the WHO guidelines, the current classification of
AML relies on cytomorphology, immunophenotyping, cytogenetics, and molecular genetics.
Such an interdisciplinary approach is necessary to increase the quality of prognostication
and there is still space to introduce new diagnostic parameters [8]. Just recently, Estey et al.
recommended defining patients with 10% to 30% blasts as “AML/MDS" to ensure that they
would be eligible for either MDS or AML therapies or novel clinical trials [9]. The uncer-
tainty of routine bone marrow aspiration is relatively high, with about 20% of false-negative
results reported in MDS and 14% in AML [10]. Approximately 12% discordance in the
diagnosis was observed between diagnostic centers [11]. Major limitations in the current
diagnostic approach to MDS/AML lay in the limited reproducibility of morphological
analysis of dysplasia and in the weak specificity of dysplastic changes [12,13].

The probability of obtaining remission and the risk of cancer recurrence are influenced
by the genetic and epigenetic profile of malignant cells. The relationship between many
molecular mutations in AML and the prognosis for patients are well known. However, little
is known about the effects of mutations in genes with epigenetic functions [14]. The best-
known and cne of the most important epigenetic modifications is cytosine methylation,
which is most commonly observed at CpG dinucleotides. The opposite process, also
with epigenetic importance, is the active DNA demethylation. It involves proteins from
the Ten Eleven Translocation (TET) family, which oxidize 5-methylcytosine (5-mCyt) to
5-hydroxymethylcytosine (5-hmCyt). 5-HmCyt can be further oxidized to 5-formylcytosine
(5-fCyt) and 5-carboxycytosine (5-caCyt) [15,16]. The modified bases described above are
then removed from the DNA and replaced with unmodified cytosine via the base excision
repair (BER) pathway [17]. Additionally, 5-hydroxymethyluracil (5-hmUra) can be formed
by the oxidation of thymine by TET enzymes and can be removed by BER repair. After
the excision from the DNA, modified deoxynucleosides and nucleobases appear in the
bloodstream and finally may be observed in the urine. There is a common belief that the
presence of the modifications in the urine primarily represents the repair product of DNA
damage in vivo and reflects the activity of repair pathways [18].
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The active DNA demethylation process may activate previously silenced genes, be-
ing involved in abnormal methylation, and participating in leukemogenesis. Mutations
in genes related to DNA methylation/demethylation pathways (DNMT3A, TET2, IDHI,
and IDH2) are common in patients with MDS and AML, which affects the DNA modifi-
cation profile. In 7% to 10% of AML patients, loss-of-function mutations in TET2 were
described; moreover, 10% to 20% of people with AML have heterozygous mutations in
IDHI and IDH? that are mutually exclusive with mutations in TET2 [19]. More recently,
Gurnari etal. found that the depletion of 5-hmCyt and TET2 mRNA are common in MDS
irrespective of the TET2 mutation [20]. In the light of this research “TETopathy”, defined as
various factors causing abnormalities in TETs expression, activity, or specificity, appears a
common feature of MDS/AML patients.

Owing to a plethora of the aforementioned factors suspected of shaping the epigenetic
landscape, herein we aimed to investigate the diagnostic value and prognostic power of
active DNA demethylation pathway intermediates in AML and MDS, We comprehensively
analyzed the levels of 5-mCyt, 5-hmCyt, 5-fCyt, 5-caCyt, and 5-hmUra in the minimally
invasive material: the cellular DNA from peripheral blood cells and the urine of patients
suffering from AML and its predisposing condition—MDS—along with the control group.
Next, we assessed its diagnostic power and identified the most promising biomarkers of
AML and MDS development as well as MDS to AML transformation.

2. Materials and Methods

Primary, newly diagnosed, treatment-naive patients with AML and MDS of the Depart-
ments of Haematology (Biziel University Hospital No. 2, Collegium Medicum, Bydgoszcz,
Poland and Nicolaus Copernicus Hospital, Torufy, Poland), between 2016 and 2021, were
enrolled in this study. The control group was recruited from the general population visiting
Biziel University Hospital No. 2 for participation in national cancer screening programs.
Patients with diagnosed serious diseases were excluded from the study. In addition, all of
them had a basic cytometric test to rule out the presence of atypical cells in the peripheral
blood and to assess the proportion of individual nuclear cell subfractions. The study was
approved by the local Bioethics Committee at Collegium Medicum in Bydgoszcz, Nico-
laus Copernicus University (KB 404/2016), and consents were obtained from the patients.
All the clinical investigations were conducted according to the principles of the Declaration
of Helsinki.

2.1. The Determination of the Epigenetic Modifications in Urine

Two-dimensional ultra-performance liquid chromatography with tandem mass spec-
trometry (2D UPLC-MS/MS) was used for the analysis of 5-methyl-2"-deoxycytidine
(5-mdC), 5-(hydroxy methyl)-2'-deoxycytidine (5-hmdC), 5-hmCyt, 5-fCyt, 5-caCyt, and 5-
(hydroxymethyl)-2"-deoxyuridine (5-hmdU). Urine samples were spiked with a mixture
of stable isotope-labeled internal standards at a 4:1 volumetric ratio, and filtered before
analysis. The 2D-UPLC—MS/MS system consisted of a gradient pump and autosampler
for first dimension chromatography, and a gradient pump and tandem quadrupole mass
spectrometer for second dimension chromatography. Both systems were coupled with a
column manager equipped with two programmable column heaters and two 2-position
6-port switching valves. The following columns were used: CORTECS UPLC T3 Column
(1.6 pm, 3 mm x 150 mm) with a CORTECS T3 VanGuard precolumn (1.6 um, 21 mm
% 5 mm) for the first dimension, a Waters ACQUITY UPLC CSH C18 (1.7 pm, 21 mm
% 100 mm) for the second dimension, and a Waters XSelect CSH C18 column (3.5 pm,
3mm x 20 mm) as the trap/transfer column. The chromatographic system was operated in
heart-cutting mode, which means that selected portions of effluent from the first dimension
were loaded onto the trap/transfer column by a 6-port switching valve, which served as an
“injector” for the second dimension of the chromatography system. Mass spectrometric
detection was conducted with a Waters Xevo TQ-S tandem quadrupole mass spectrometer
equipped with a UniSpray ionization source as previously described by Rozalski et al. [21].
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The level of 5-hmUra was determined by high-performance liquid chromatography
for pre-purification followed by gas chromatography with isotope dilution mass spec-
trometric detection (LC/GC-MS), due to the low ionization efficiency of this molecule
in UniSpray ion source [17]. In brief, urine samples enriched in labeled standard were
injected onto Luna C 18(2) column (250 x 10 mm) equipped with guard column, both
from Phenomenex (Torrance, CA, USA) on the HPLC system consisting of two 515 pumps,
2767 sample manager, and 2996 photodiode array detector (Waters Corp., Milford, MA,
USA). The effluent was monitored with UV detector at 220-360 nm. The collected fractions
containing 5-hmUra were dried by evaporation under reduced pressure in a Speed-Vac
system (Thermo-Savant, Holbrook, NY, USA) and prepared for gas chromatography-mass
spectrometry analysis. GC/MS analysis was performed according to the method described
by Skalska et al. [22]. Excretion of urinary epigenetic modifications was estimated relative
to creatinine.

A detailed description of chromatographic conditions, acquisition parameters, and data
analysis is provided in the Supplementary Materials.

2.2, Isolation of DNA and the Determination of the Epigenetic Modifi cations in DNA Isolates

Leukocytes were isolated from heparinized blood samples with Histopaque 1119
(Sigma Aldrich, St. Louise, MO, USA) solution, according to the manufacturer’s instruc-
tions, and stored at —80 °C until analysis. The analyses were performed using a method
described earlier by Gackowskiet al. and Starczak et al. [23,24]. Briefly, a pellet of frozen
cells was dispersed in ice-cold buffer B (Tris-HCl (10 mmol/L), NaEDTA (5 mmol/L),
and deferoxamine mesylate (0.15 mmol/L), pH 8.0). SDS solution was added (to a final
concentration of 0.5%), and the mixture was gently mixed using a polypropylene Pasteur
pipette. The samples were incubated at 37 °C for 30 min. Proteinase K was added to a
final concentration of 4 mg/mL and incubated at 37 °C for 1.5 h. The mixture was cooled
to4 °C, transferred to a centrifuge tube with phenolchloroform:isoamyl alcohol (25:24:1),
and vortexed vigorously. After extraction, the aqueous phase was treated with a chloro-
form:isoamy]l alcohol mixture (24:1). The supernatant was treated with two volumes of
cold absolute ethanol to precipitate high molecular weight nucleic acids. The precipitate
was removed with a plastic spatula, washed with 70% (v/v) ethanol and dissolved in
Milli-Q grade deionized water. The samples were mixed with 200 mM ammonium acetate
containing 0.2 mM ZnCl,, pH 4.6 (1:1 v/v). Nuclease P1 (100 U, New England Biolabs,
Ipswich, MA, USA) and tetrahydrouridine (10 pg/sample) were added to the mixture and
incubated at 37 °C for 3 h. Subsequently, 10% (v/v) NHyOH and 6 U of shrimp alkaline
phosphatase (rSAF, New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) were added and samples
were incubated for 1.5 h at 37 °C. Finally, all the hydrolysates were ultra-filtered prior to
injection. The DNA hydrolysates were spiked with a mixture of internal standards at avolu-
metric ratio of 41 to a final concentration of 50 fmol/ uL: [Da]-5-hmdC, [13Cyg, 15N, H[12Cyo,
15N2]-5—formzrl—2’-de<:uxycytir.line (5-£dC), [13Cy, 15N, ]-5-carboxy-2/-deoxy cytidnie (5-cadC),
and [nCm, L Nz }-5-hmdU. Chromatographic separation was performed with a Waters AC-
QUITY 2D-UPLC system with a photodiode array detector for the first dimension of the
chromatography, used for quantification of the unmodified deoxynucleosides (dN, calcu-
lated as a doubled sum of 2-deoxythymidine and 2'-deoxyguanosine dN = 2 x (dT + dG)),
and 5-mdC; and a Xevo TQ-XS tandem quadrupole mass spectrometer (used to analyze 5-
hmdC, 5-fdC, 5-cadC and 5-hmdU). A detailed description of chromatographic conditions,
acquisition parameters, and data analysis is provided in the Supplementary Materials.

2.3. Statistical Analysis

The results are presented as mean and median values, standard deviation, interquartile
ranges, and non-outlier ranges. Statistical analyses were carried out with Statistica 13.1 PL
software (TIBCO Software Inc. (Palo Alto, CA, USA) (2017), Statistica (data analysis soft-
ware system) version 13 (http://statistica.io, accessed on 1 March 2022), and IBM Statistics
27 PL included in PS IMAGO PRO 7.0. Parametric distribution of the variables was as-
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sessed with the Kolmogorov-Smirnov test with Lilliefors correction and based on the visual
inspection of plotted histograms. Variables with parametric distribution were analyzed
as raw data, while variables with non-parametric distribution were subjected to Box—Cox
transformation before further analyses based on parametric tests. The one-way Student’s
t-test (two-tailed) or LSD post hoc test was used for between-groups comparisons. All the
significant differences were confirmed with the non-parametric U Mann-Whitney test.

Sensitivities, specificities, accuracy, positive and negative predictive values, and areas
under receiver operating characteristic curves (ROC AUC) were calculated to compare the
diagnostic value of the raw data of the analyzed parameters versus gold standard diagnostics
(based on the bone marrow cytological examination). Cut-off values were determined using
Youden's index. The results were considered statistically significant at p values less than 0.05.

Predictors significant in the ROC analysis were included in the multifactorial classi-
fication trees model, built using exhausting Chi-squared Automatic Interaction Detector
(CHAID). Input parameters for the model building were as follows: 5-times cross-validation,
maximum tree depth equal to 5, minimum 4 observations in the node, Chi-square statis-
tics based on the likelihood ratio, 10 intervals per continuous variable, and Bonferroni's
corrected p-value below 0.05 considered as significant.

3. Results

A total of 65 Caucasians (male 49%, female 51%; median age 61; range years 18-88)
with primary AML and 44 Caucasians with MDS (male 52%, female 48%; median age
73 years; range years 20-87), who were newly diagnosed, treatment-naive patients were
enrolled in the study. The control group consisted of 50 Caucasian adults (median age
53 years, 42% male and 58% female, range years 33-71). Detailed patient characteristics can
be found in Table 1.

Basal levels of 5>mCyt and intermediates of active demethylation pathway were analyzed
in the genomic DNA isolated from the peripheral blood of treatment-naive patients. Results
are presented in Table 2 and Fgure 1. The level of 5-mdC in DNA was lowest in MDS patients,
reaching the statistical significance against the control group only (Figure 1a; 8.354 + 0.491 vs.
8.594 + 0.322 per 10° dN ). MDS and AML patients revealed a lower content of 5-hmdC than
the control group (Figure 1b; 0.061 =+ 0.037 and 0.038 + 0.023 vs. 0.083 =+ 0.028 per 10® dN,
respectively), and this medification was also lower in the MDS than the AML group. A gradual
increase was observed in the line of the control group, MDS and AML, in the content of 5-fdC
(Figure 1¢; 0.136 £ 0.057, 0.208 £ 0.131, and 0.3 + 0.253 per 108 dN, respectively) and 5-
cadC (Figure 1d; 9.234 + 7.16,17.446 + 25.789, and 27.371 =+ 25.802 per 109dN, respectively).
No difference was observed for 5-hmdU in DNA (Figure le).

The excretion rates of intermediates of the active demethylation pathway were an-
alyzed in spot urine and corrected to the creatinine concentration to compensate for
intra-individual differences concerning the urine concentration. Results are presented
in Figure 2 and Table 2. The AML patients were characterized by the highest excretion rate
of all modified deoxynucleosides and nucleobases except 5-mdC, which was only higher
in MDS patients than in the control group (Figure 2a; 1.663 £ 3.339 vs. 0.734 + 0.623
nmol/mmol creatinine). 5-HmdC excretion rate reached similar values in the AML
and MDS subjects, however, the values were higher than in the control one (Figure 2b;
7.338 + 13.642 and 4.377 + 4228 vs. 2.136 + 0.869 nmol/mmol creatinine, respectively).
The 5-hmCyt excretion presented the same pattern as 5-caCyt and 5-hmdU gradually
rising from the control group to MDS and AML (Figure 2ce f; 5-hmCyt: 2.55 + 0.865,
6.307 £ 6.906, 14.594 + 23.616; 5-caCyt: 3.397 =+ 3.275; 4918 =+ 3.226, 14.403 + 18.667; 5-
hmdU: 9.223 + 5,956, 13.399 =+ 9.518, 33.514 + 50.361 nmol/mmol creatinine, respectively).
The 5-fCyt and 5-hmUra excretion in the AML subjects was higher than in the control
group (Figure 2d,g; 3.858 + 5.936 vs. 2.174 &+ 0.789 and 19.84 + 33.341 vs. 7.227 £ 1.746
nmol/mmol creatinine, respectively), but it did not differ from the MDS patients.

As the MDS and AML patients demonstrated specific patterns of the genomic content
of intermediates of the active demethylation process and huge differences were observed
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in their urinary excretion rates, we wondered whether the analyzed compounds may serve
as low-invasive biomarkers of the disease development or progression. We plotted the
receiver operating characteristic (ROC) curves and calculated the area under the curve
(AUC), which allowed the assessment of the biomarker utility in a manner which was
independent of ad hoc choices of the thresholds. In the next step, for factors reaching the
statistical significance in the ROC analysis, optimal cut-off values were determined based
on the Youden's index, assuring a balance between specificity and sensitivity. The best
biomarkers allowing to distinguish between the AML patients and the control group
were urinary excretion rates of 5-hmCyt, 5-hmdU, and 5-caCyt reaching AUC values of
0.918, 0.873, and 0.867 (fractions of 1 indicating “ideal” biomarker). 5-HmCyt threshold of
3.894 nmol/ mmol creatinine yielded a sensitivity of 85% and a specificity of 97%. Using
5-hmdU and a threshold of 15.063 nmol/mmol creatinine yielded a sensitivity of 74% and
a specificity of 92%, while using 5-caCyt and a threshold of 3.366 nmol/mmol creatinine
yielded a sensitivity of 89% and a specificity of 78%. A detailed analysis is presented in
Table 3 and depicted in Figure 3.

Table 1. Detailed characteristic of the patients’ groups.

Number of Patients, n (%)
MDS patients 4

<60years 8(19)
Age >60 years 34(81)
Male 24(55)
. Female 20(45)
<5% 12 (39)

BM blast count 5-10% 8(26)
11-20% 11(35)

RA 1(2)

RARS 1(2)
RCMD 10(22)

WHO subtype ‘5q—syndrome’ 1(2)
RAEB-1 7 (17)
RAEB-2 14(35)

MDS-U 9(20)

Very low 6(16)

Low 9(24)

IPSS-R risk group Intermediate 8(21)
High 5(13)
Very high 10 (26)
Low 25(71)

Cytogenetic risk group Intermediate 5(14)
High 5(14)

AML patients 65

<60years 24 (40)
Age >60 years 10(63)
2 Male 33(51)
x Female 32 (49)

20-29% 6(32)
BM blast count 530% 13 (68)
Low 8(18)
Cytogenetic risk group Intermediate 27 (61)
High 9(20)

Abbreviations: BM, bone marrow; IPSS-R, Revised International Prognostic Scoring System; MDS-U, MDS
unclassifiable; RA, refractory anemia; RAEB, RA withexcess of blasts; RARS, RA with ringed sideroblasts; RCMD,
refractory cytopenia with multilineage dysplasia; and WHO, World Health Organization.
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Figure 1. Levels of active demethylation products in leukocyte DNA from patients with acute
myeloid leukemia (AML), myelodysplastic syndromes (MDS), and healthy controls (CONTROL).
(a) 5-methyl-2"-deoxycytidine (5-mdC); (b) 5-(hydroxymethyl)-2-deoxycytidine (5-hmdC); (c) 5-
formy1-2'-deoxy cytidine (5-fdC); (d) 5-carboxyl-2'-deoxycy tidine (5-cadC); (e) 5-(hyd roxymethy1)-2'-
deoxyuridine (5-hmdU). Detailed analysis of results to be found in Table 2.

To check whether a combination of biomarkers may give a better separation power we
built a classification tree including in the model all the factors significant in the univariate
ROC analyses. A classification tree is a form of supervised machine learning, where the
data are continuously split, according to a certain parameter, into subsets, which then
split repeatedly into even smaller subsets, and so on and so forth. The process stops
when the algorithm determines the data within the subsets are sufficiently homogenous
or have met another stopping criterion (described in detail in Section 2.3). Using such
an approach, we were able to select the most significant combination of factors allowing
the correct separation of the subgroups on the basis of determined, specific cut-off values,
and to present it in a human-friendly way. Four independent variables were identified
(Figure 4; urinary 5-hmCyt and 5-caCyt, and 5-hmdC and 5-fdC in DNA) allowing a correct
classification of 90% of the control subjects and all the AML patients (the overall prediction
accuracy 95.7%).
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Figure 2. Levels of active demethylation products in urine from patients with acute myeloid
leukemia (AML), myelodysplastic syndromes (MDS) and healthy controls (CONTROL). (a) 5-methy}
2'-deaxycytidine (5-mdC); (b) 5-(hydroxymethyl)-2* deoxycytidine (ShmdC); (c) 5-hy drocyme thyloytosine
(5-hmCyt); (d) S-formylcytosine (5-fCy®); (¢) -carboxycytosine (5-caCyt); () 5-(hydroxymethyl)-2"
deoxyuridine (5-hmdU); (g) 5-hydroxymethyluracil (5-hmUra). Detailed analysis of results to be
found in Table 2.
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Figure 3. Most significant Receiver Operating Characteristic (ROC) curves (AML vs. CONTROL)
for epigenetic modification in the leukocyte DNA and urine. AUC-area under the curve. Detailed

analysis of results is in Table 3.
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Figure 4. Classification tree for distinguishing acute myeloid leukemia patients (AML) from healthy
controls (CONTROL).

The most significant biomarkers allowing the separation of MDS and control groups
in the univariate analysis were 5-hmdC in the DNA and urinary 5-hmCyt with AUC values
of 0.905 and 0.746. 5-hmdC threshold of 0.05 per 103 dN yielding a sensitivity of 82% and
a specificity of 98%, while using urinary 5-hmCyt and a threshold of 2.555 nmol/ mmol
creatinine yielded a sensitivity of 63% and a specificity of 79% (Table 4 and Figure 5). A com-
bined multivariate separation tree identified those biomarkers as independent (Figure 6),
allowing a correct classification of 98% of the control subjects and 90.9% of the MDS patients
(the overall prediction accuracy 94.7%).

The power of the separation of AML from MDS was slightly lower, 5-hmCyt threshold
of 8,042 nmol/mmol creatinine yielded a sensitivity of 51% and a specificity of 92%, while
5-hmdU and a threshold of 16,933 nmol/mmol creatinine yielded a sensitivity of 63% and
a specificity of 84% (Figure 7 and Table 5; AUC = 0.729 and 0.749, respectively). The multi-
factor approach identified two independent biomarkers (5-hmdC and 5-cadC in the DNA,
allowing a correct classification of 79.5% of the MDS and 73.8% of the AML patients (the
overall prediction accuracy 76.1%) (Figure 8).

As, during the study follow-up (1-5 years), some patients transformed from MDS
do AML, we wondered whether any of the parameters analyzed at the time of the initial
diagnosis of MDS may predict the adverse course of the disease. Despite the low number
of observations, we were able to identify significant predictors of the MDS-AML transfor-
mation (Table & and Figure 9). The most promising are 5-hmdU, 5-cadC, and 5-hmdC in
the DNA (AUCs: 0.872, 0.823, 0.811), and urinary 5-caCyt (AUC = 0.809). Unfortunately,
the number of observations was not sufficient to build a classification tree based on the
CHAID model.
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Figure 5. Most significant Receiver Operating Characteristic (ROC) curves (MDS vs. CONTROL) for
the epigenetic modification in the leukocyte DNA and urine. AUC-area under the curve. Detailed
analysis of results to be found in Table 4.
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Figure 6. Classification tree distinguishing myelodysplastic syndromes patients (MDS) from healthy
controls (CONTROL).

Next, we analyzed prognostic power with the primary AML outcome-response to
first-line treatment. We only noted slightly higher levels of 5-hmCyt in DNA of complete-
responders (0.066/ 10° dN) vs. partial-responders (0.039/ 10° dN, p = 0.0295) and no-
responders (0.05/ 10* AN p = 0.0665). Moreover, 5-hmCyt in DNA was identified as a very
weak predictor of complete response in ROC analysis (AUC = 0.649, p = 0.0159, cut-off
0.054, sensitivity 66.7%, and specificity 60.5%).

Next, we wondered whether there is an association of the analyzed intermediates of the
active demethylation process with parameters currently used for patients” risk stratification.
Interestingly, we found that, in the merged MDS/AML group, high cytogenetic risk patients
are characterized with higher levels of 5-hmdC and 5-fdC in DNA, and 5-hmdC and 5-
hmUra in urine, than the low-risk group (Figure 10). In the same group, significant positive
correlations were also found between bone marrow blast count and 5-hmdC in DNA
(r=0.5643, p < 0.0001) and urinary 5-hmCyt (r = 0.4641, p = 0.004), 5-caCyt (r = 0.7189,
p < 0.0001), and 5-hmdU (r = 0.5646, p < 0.0001) (Figure 11). Consequently, in the group
of MDS patients, we noted trends of positive associations of IPSS-R risk stratification and
5-hmdC in DNA and urinary 5-hmCyt, 5caCyt, and 5-hmdU (Figure 12).
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Figure 7. Most significant Receiver Operating Characteristic (ROC) curves (AML vs. MDS) for
the epigenetic modification in the leukocyte DNA and urine. AUC-area under the curve. Detailed
analysis of restlts to be found in Table 5.
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Figure 8. Classification tree for distinguishing acute myeloid leukemia patients (AML) from
myelodysplastic sy ndromes patients (MDS).
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Figure 9. Most significant Receiver Operating Characteristic (ROC) curves (MDS to AML transforma-
tion) for the epigenetic modification in the leukocyte DNA and urine. AUC-area under the curve.
Detailed analysis of results to be found in Table &.
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Figure 10. Comparison of the levels of selected epigenetic modifications in leukocyte DNA and urine
between the cytogenetic risk groups. (a) 5-(hydroxymethyl)-2-deoxycytidine (5-hmdC) in DNA;
(b) 5-formyl-2"-deoxycytidine (5-fdC) in DNA; (c) 5-(hydroxymethyl)-2"-deoxyuridine (5-hmdU) in
urine; (d) 5-hy droxymethyluracil (5-hmUra) in urine.
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Figure 11. Most significant correlations between the blast percentage in bone marrow and epigenetic
markers in the leukocyte DNA and urine. (a) 5-(hydroxymethyl)}-2-deoxycytidine (5-hmdC) in
DNA; (b) 5-hydroxymethylcytosine (5-hmCyt) in urine; (c) 5-carboxycytosine (5-caCyt) in urine;
(d) 5-(hy droxymethyl)-2'-deoxyuridine (5-hmdU) in urine.
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Figure 12. Comparison of the levels of selected epigenetic modifications in leukocyte DNA and
urine between the IPSS-R risk groups (a) 5-(hydroxymethyl)-2"-deoxycytidine (5-hmdC) in DNA;
(b) 5-hydroxymethylcytosine (5-hmCyt) in urine; (c) 5-carboxycytosine (5-caCyt) in urine; (d) 5
(hydroxy methyl}-2"-deaxy uridine (5-hmdU) in urine.

4. Discussion

TET2 protein mutations that compromise their catalytic activity are observed in the
MDS (30-50%) as well as in the AML (30%) [25,26] patients. As mentioned in the Intro-
duction, TET proteins convert 5-mCyt to the spectrum of epigenetic DNA modifications.
Products of this process can be used to assess the extent to which TET2 mutations are
responsible for the impairment of the TET2 demethylating activity. In concordance with the
previous studies, we observed a significant decrease in the 5-hmdC levels in the genome
of the MDS and AML patients compared to healthy subjects (Figure 1b) [20]. Surprisingly,
levels of two other TETs products, i.e., 5-fdC and 5-cadC, increased significantly in both
patient groups (Figure 1c,d). There was a high degree of homology within the catalytic
domains of all the three TET proteins [27,28]. Therefore, it is likely that in the cases of
the TET2 mutation/inactivation compensatory overexpression of the TET1/3 enzymatic
activity, may restore/improve hydroxymethylation, and potentially reverse the epigenetic
consequences caused by the TET2 deficiency, in the case of 5-fdC and 5-cadC. Indeed,
just recently it was found that MDS patients reveal the decrease in the TET2 expression
(and 5-hmdC level), while TET3 was up-regulated and inversely correlated with the TET2
expression [20].

Given the above findings, a question arises: why were significantly higher levels of
5-fCyt and 5-caCyt observed in the patient groups, while 5-hmCyt levels substantially
decreased? Although the involvement of TET proteins in the generation of all the analyzed
modifications is not controversial, the regulation of this process still is not fully understood.
In particular, it is not clear why the oxidation of 5-mCyt once finishes at the 5-hmCyt step or
progresses to the 5-fCyt and 5-caCyt. One of the reasons may be differences in the affinity of
TET for 5-mCyt, 5-hmCyt, and 5-fCyt (for a review, see [29]). Additionally, various proteins
modified their bases and defined their fate [30].
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Although all of the paralogs harbor the same catalytic activity, they exhibit different
expression patterns, which, in turn, suggests their distinct biological functions and different
patterns of demethylation products in various tissues [21]. Furthermore, it was shown
that the majority of 5-hmCyt, 5-fCyt, and 5-caCyt exist in the cellular DNA as stable
marks [32,33]. Moreover, many reader proteins can recognize in the DNA each epigenetic
mark. Among them, there are various glycosylases, DNA repair proteins, chromatin
regulators, and transcription factors [34]. This strongly suggests that TET proteins, actively
participating in the active demethylation process, may also individually deposit 5-hmCyt,
5-fCyt, and 5-caCyt (reviewed in [35]), which in turmn may, at least partially, explain the
different pattern of DNA epigenetic modifications observed in the patient groups.

Many studies demonstrated the utility of DNA epigenetic modifications to discrimi-
nate cancerous cells, However, the scarcity of works concerning urinary epigenetic modifica-
tions justifies the question of why the urinary exertion rate of epigenetically modified bases
or nucleosides plays a similar role. The simple answer is the origin of urinary modifications.
Both the active DNA demethylation and DNA repair are involved in the removal of 5-fCyt
and 5-caCyt, which are replaced with unmodified cytosine. The presence of 5-fCyt and 5-
caCytin the DNA can inhibit the DNA replication, leading to the genomic instability [36,37].
Therefore, thymine DNA glycosylase, which has a strong excision activity against 5-fCyt
and 5-caCyt (TDG), is responsible for removing these modifications from the DNA [35-40].
The removed modifications in the form of bases or deoxynucleosides are released into the
bloodstream and are eventually excreted with the urine [18]. The main source of modifica-
tions in the analyzed urine are thus the DNA repair mechanisms equipped with efficient
enzymatic systems.

The processive demethylation pathway described in the earlier studies may be another
source of epigenetic markers excreted in urine [41]. The presence of 5-fCyt, 5-caCyt,
and 5-hmUra in the DNA leads to the initiation of the processive DNA demethylation
and consequently induces the demethylation of many 5mCyts (and possibly 5-hmCyts)
at the same locus via the long-patch BER pathway, the nucleotide excision repair, or the
DNA mismatch repair. Recent experiments demonstrated that the presence of 5-hmUra
can initiate the removal of distant epigenetic modifications (5mCyt and 5-hmCyt) via
mismatch repair and long-patch BER pathways, which may justify the urinary excretion of
5hmCyt and 5mCyt deoxynucleosides [42].

It is estimated that approximately 30% of MDS patients progress to AML [43]. Dis-
turbed epigenetic processes are often involved in the evolution and progression of MDS
to AML. This notion is supported by the studies evincing that, in MDS and AML, among
the most commonly mutated genes are those affected by the factors responsible for the
epigenetic regulation [44]. Moreover, epigenetic aberrations coexist with other genetic
abnormalities in MDS and AML and together cause the development of the disease [45].
It is therefore suggested that the accumulation of epigenetic changes is a significant factor
in the transformation of MDS to AML [46]. Moreover, mutations of TET2 and IDH1/2 (both
the enzymes are involved in shaping DNA epigenetic modifications) belong to the driving
mutations that are acquired with the evolution of MDS to AML [47]. While TET2 mutations
cause only changes in TET2-specific products, IDH mutations, producing oncometabolite
2-hydroxyglutarate, result in the inhibition of the whole TET enzymes family, as well as
other 2-oxyglutarate-dependent dioxygenases [48]. It may be one of the reasons for a
different pattern of TET products observed in AML and MDS.

Patients whose MDS evolves often will require more aggressive therapy. Identifying
them early can help determine when to start aggressive therapy. Therefore, it is extremely
important to find biomarkers for people with MDS who have a significantly increased
incidence of evolution into AML. For this purpose we used the calculated level of the
epigenetic modification, both analyzed in the cellular DNA and excreted into the urine,
to construct ROC curves and to build up multi-factor models of classification trees. Receiver
operating characteristic curves demonstrated their diagnostic availability to discriminate
AML and MDS from controls (Figures 3 and 5). The curves were also helpful for the
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separation between MDS and AML (Figure 7). Moreover, and importantly, the multi-
factor model identified the most significant independent variables and showed the high
diagnostic value of the analyzed parameters in distinguishing AML (Figure 4) and MDS
(Figure 6) patients from the control group, as well as between both diseases (Figure 8).

The most diagnostically useful parameter for discriminating AML patients from the
control group was the urinary excretion of 5-hmCyt and 5-hmdU, and for MDS patients,
5-hmdC in DNA and urinary 5-hmCyt. Multi-factor models of classification trees allowed
the correct classification of patients with AML and MDS in 95.7% and 94.7% of cases,
respectively. The highest prognostic value of the analyzed parameters for predicting the
transformation of MDS into AML have 5-cadC and 5-hmdU in DNA.

The presented research proves that the intermediates of the active DNA demethylation
pathway determined in the completely non-invasive (urine) or minimally invasive (blood)
material can be useful in supporting the diagnostic process of patients with MDS and AML
The possibility of an early identification of a group of MDS patients with an increased
risk of transformation into AML is of particular importance. The low invasiveness of the
proposed determinations makes them particularly useful in the routine monitoring of MDS
patients, bringing another layer of information in addition to currently used genetic testing,
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Supplementary Materials

1. Supplementary Methods
L1 A detailed description of the determination of the epigenetic modifications in urine,

2D-UPLC-MS/MS 2D-UPLC-MS/MS was used for the epigenetic modification analysis of urine samples
(with the exception of 5-hmUra), Urine samples were spiked with a mixture of internal standards at a 4:1
volumetric ratio. The 2D-UPLC-MS/MS system consists of a gradient pump and autosampler for one-
dimensional chromatography, and a gradient pump and tandem quadrupole mass spectrometer with
a UniSpray ion source was used for two-dimensional chromatography. Both systems were coupled with
a column manager equipped with two programmable column heaters and two 2-position 6-port switching
valves, The at-column dilution technique was used between the first and the second dimensions to improve
the retention in the trap/transfer column. The sample molecules were then adsorbed to the packing material
as very narrow bands that could be eluted with well-resolved, small-volume peaks. A diluting stream
of water (0.5 mL/min) was pumped with a Waters 515 isocratic pump and mixed with the first-dimension
column effluent using a UPLC low-dead-volume tee valve. The following columns were used: CORTECS
UPLC T3 Column (1.6 um, 3 mm = 150 mm) with a CORTECS T3 VanGuard precolumn (1.6 pum, 2.1 mm x
5 mm) for the first dimension, a Waters ACQUITY UPLC CSH C18 (1.7 um, 2.1 mm x 100 mm) for the
second dimension, and a Waters XSclect CSH C18 column (3.5 pm, 3 mm x 20 mm) as the trap/transfer
column. The chromatographic system was operated in heart-cutting mode, which means that selected
portions of effluent from the first dimension were loaded onto the trap/transfer column by 6-port valve
switching, which served as an “injector” for the second dimension of the chromatography system. Mass
spectrometric detection was conducted with @ Waters Xevo TQ-S tandem quadrupole mass spectrometer
equipped with a UniSpray ionization source, The following common detection parameters were used:
source temperature, 150°C; nitrogen desolvation gas flow, 1000 L/h; nitrogen cone gas flow, 150 Lik;
desolvation temperature, 500°C; and nebulizer gas pressure, 7 bar. Collision-induced dissociation was
obtained with argon (6.0 at 3 x 10-6 bar pressure) as a collision gas. The instrument response to all
compounds was optimized by the infusion of 10 uM genuine compounds dissolved in water (10 uL/minute)
in the mobile phase A stream via the mass spectrometer fluidics system operating in the “mixed” mode
using MassLynx 4.1 software IntelliStart feature. The chromatographic system was operated with MassLynx
4.1 software from Waters, Quantitative analyses were performed using the TargetLynx application. All
samples were analyzed with three to six technical replicates, Due to the low sensitivity of the method used,
the level of 5-hmUra was determined by high-performance liquid chromatography for pre-purification
followed by gas chromatography with isotope dilution mass spectrometric detection (LC/CC-MS),
as previously described [1,2],

1.2. A detailed description of the isolation of DNA and the determination of the epigenetic
modifications in DNA isolates

Leukocytes were isolated from heparinized blood samples with Histopaque 1119 (Sigma) solution,
according to the manufacturer’s instructions, and stored at -80°C until analysis. The analyses were
performed using a method described earlier by Gackowski et al. and Starczak et al, with some modifications
|3A]. Brietly, a pellet of frozen cells was dispersed in ice-cold buffer B (Tris-HCI (10 mmol/L), NazEDTA (5
mmol/L) and deferoxamine mesylate (0.15 mmol/L), pH 8.0). SDS solution was added (to a final
concentration of 0.5%), and the mixture was gently mixed using a polypropylene Pasteur pipette. The
samples were incubated at 37 °C for 30 minutes, Proteinase K was added to a final concentration of 4 mg/mL
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and incubated at 37 °C for 1.5 h. The mixture was cooled to 4 °C, transferred to a centrifuge tube with
phenol:chloroformeisoamyl alcohol (25:24:1), and vortexed vigorously. After extraction, the aqueous phase
was treated with a chloroform:isoamyl alcohol mixture (24:1), The supernatant was treated with three
volumes of cold 9%6% (v/v) ethanol to precipitate high molecular weight nucleic acids. The precipitate was
removed with a plastic spatula, washed with ethanol and dissolved in Milli-Q grade deionized water. The
samples were mixed with 200 mM ammonium acetate containing 0.2 mM ZnClz, pH 4.6 (1:1 v/v). Nuclease
PI (100 U, New England Biolabs) and tetrahydrouridine (10 pg/sample) was added to the mixture and
incubated at 37°C for 3 h. Subsequently, 10% (v/v) NH&OH and 6 U of shrimp alkaline phosphatase (rSAP,
New England Biolabs) were added to each sample and incubated for 1.5 h at 37 °C. Finally, all the
hydrolysates were ultrafiltered prior to injection. The DNA hydrolysates were spiked with a mixture
of internal standards at a volumetric ratio of 41 to a final concentration of 50 fmol/uL: [Ds]-5-
(hydroxymethyl-2-deoxycytidine (3-hmdC), ["Cu, "N2|-5-formyl-2"-deoxycytiding, |'*Cio, *N:}-5-carboxy-
2-deoxycytidnie, and [“Cw, 5NaJ-5-(hydroxymethyl)-2'-deoxyuridine. Chromatographic separation was
performed with a Waters ACQUITY 2D-UPLC system with a photodiode array detector for the first
dimension of the 2D-chromatography (used for quantification of the unmodified deoxynudeosides and 5-
methyl-2"-deoxycytidine) and a Xevo TQ-S tandem quadrupole mass spectrometer (used for the second
dimension of the 2D-chromatography to analyze 5-hmdC from the first dimension in positive mode,
1o assure better ionization al higher acetic acid concentrations). The at-column dilution technique was used
between the first and second dimensions to improve the retention on the trap/transfer column. The
following columns were used: a Waters CORTECS T3 column (150 mmx3 mm, 1.6 um) with a precolumn
for the first dimension, a Waters XSelect C18 CSH (100 mm=2.1 mm, 1.7 um) for the second dimension and
a Waters XSelect C18 CSH (20 mm=3 mm, 3.5 um) column as a trap/transter column. The chromatographic
system was operated in heart-cutting mode, indicating that selected fractions of the effluent from the first
dimension were loaded onto the trap/transfer column by 6-port valve switching, which served as the
“injector” for the second dimension of the 2D-chromatography process, The flow rate for the first dimension
was (1.5 mL/minute, and the injection volume was 2 pl., Separation was performed with a gradien! elution
for 10 minutes using a mobile phase of 0.05% acetate (A) and acetonitrile (B) (0.7-5% B for 5 minutes, column
washing with 30% acetonitrile and re-equilibration with 99% A for 3.6 minutes). The flow rate for the second
dimension was 0.3 mL/minute. The separation was performed with a gradient elution for 10 minutes using
a mobile phase of 0.01% acetate (A) and methanol (B) (1-50% B for 4 minutes, isocratic flow of 50% B for 1.5
minutes, and re-equilibration with 99% A until the next injection). All samples were analyzed with three to
five technical replicates, of which the technical mean was used for further calculation. Mass spectrometric
detection was performed using a Waters Xevo TQ-S or TQ-XS tandem quadrupole mass spectrometer
equipped with an electrospray ionization source. Collision-induced dissociation was obtained using argon
6.0 at 3 x 10-6 bar pressure as the collision gas. Transition patterns for all the analyzed compounds and the
spedific detector settings were determined using the MassLynx 4.1 IntelliStart feature set in a quantitative
mode to ensure the best signal-to-noise ratio and a resolution of 1 at MS1 and 0,75 at MS2,

1 Rozalski, R.; Gackowski, D.; Skalska-Bugala, A ; Starczak, M.; Siomek-Corecka, A; Zarakowska, E;
Modrzejewska, M.: Dziaman, T.; Szpila, A.; Linowiecka, K; et al. The urinary excretion of
epigenetically modified DNA as a marker of pediatric ALL status and chemotherapy response. Sci
Rep 2021, 11, 21345, doi:10.1038/541598-021-00880-9.,

g Rozalski, R.; Gackowski, D.; Siomek-Gorecka, A.; Starczak, M.; Modrzejewska, M.; Banaszkiewicz,
Z.; Olinski, R. Urinary 5-hydroxymethyluracil and 8-oxo-78-dihydroguanine as potential
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biomarkers in  patients with  colorectal cancer. Biomarkers 2015, 20, 287-291,
doi:10.3109/1354750x.2015. 1068864,

Gackowski, D.; Starczak, M.; Zarakowska, E; Modrzejewska, M.; Szpila, A Banaszkiewicz, Z;
Olinski, R, Accurate, Direct, and High-Throughput Analyses of a Broad Spectrum of Endogenously
Generated DNA Base Modifications with Isotope-Dilution Two-Dimensional Ultraperformance
Liquid Chromatography with Tandem Mass Spectrometry: Possible Clinical Implication. Anal Chem
2016, 88, 12128-12136, doi:10.1021/acs.analchem.6b02900.

Starczak, M.; Gawronski, M.; Olinski, R.; Gackowski, D, Quantification of DNA Medifications
Using Two-Dimensional Ultraperformance Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry
(2D-UPLC-MS/MS). Methods Mol Biol 2021, 2198, 91-108, doi:10.1007/978-1-0716-0876-0_8,
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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 czestosci wystepowania
nowotworem u mezczyzn i drugim u kobiet [179]. Przerzuty wystepujg u ponad 50%
pacjentéw z CRC, a u okoto 25% z nich wystepujg one w momencie rozpoznania [180].
Wykrycie zmian we wczesnym stadium jest kluczowe dla zmniejszenia zachorowalnosci i
Smiertelnosci. Choroby predysponujace do powstania raka jelita grubego, takie jak nieswoiste
zapalnie jelit (IBD, ang. inflammatory bowel disease), sprzyjaja kancerogenezie poprzez
indukowanie mutacji gendw, hamowanie apoptozy, stymulowanie angiogenezy i proliferacji
komorek. Zapalenie indukuje rowniez zmiany epigenetyczne, ktére sg zwigzane z rozwojem
nowotworu [181].

Kolonoskopia jest ztotym standardem wsrdéd narzedzi diagnostycznych do wykrywania
CRC. Jest to jednak badanie inwazyjne i moze by¢ ucigzliwe dla pacjenta. Celem naszej pracy
byta analiza produktow aktywnej demetylacji DNA oraz 8-oksydG w moczu jako potencjalnych
nieinwazyjnych biomarkeréw rozwoju raka jelita grubego.

Badania zostaty przeprowadzone w czterech grupach pacjentéw, ktére obejmowaty osoby
zdrowe, pacjentdw z nieswoistym zapaleniem jelit (IBD), pacjentéw z gruczolakami jelita
grubego (AD, ang. adenoma) oraz pacjentow z rakiem jelita grubego (CRC). Do oznaczenia
produktow aktywnej demetylacji DNA oraz 8-oksydG w moczu zastosowana zostata technika
2D-UPLC-MS/MS i GC/MS (5-hmUra).

W grupie pacjentéw z CRCi AD zaobserwowalismy znaczgco nizszy poziom 5-fCyt w moczu
niz w grupie kontrolnej. Natomiast wydalanie z moczem 8-oksydG byto istotnie wyzsze w
przypadku pacjentéw z CRCi IBD. Poziom 5-hmCyt byt istotnie wyzszy w poréwnaniu do grupy
kontrolnej jedynie w grupie pacjentéw z CRC. Zaobserwowane istotne statystycznie korelacje
pomiedzy 5-hmUra, a 5-hmCyt, 5-hmdC, 5-mdC i 5-hmdU w grupie pacjentéw 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)
miaty podobne wartosci u pacjentéw 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 zaleznosci nie stwierdzono w grupie kontrolnej.
Zaobserwowalismy rowniez silng dodatnig korelacje pomiedzy poziomem 5-mdC i 5-hmdC w

przypadku wszystkich grup, takze u oséb zdrowych.
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Otrzymane przez nas wyniki wskazujg, ze poziom 5-fCyt, 5hmCyt i 8-oksydG w moczu moga
stuzy¢ jako nieinwazyjne biomarkery rozwoju raka jelita grubego. Wyzszy poziom 8-oksydG
moze $wiadczy¢ o udziale stresu oksydacyjnego w powstawaniu CRC. Ponadto, korelacja 5-
hmUra z 5-hmCyt, 5-hmdC i 5-mdC wspiera ostatnio opublikowane wyniki dotyczgce 5-
hmUra/5-hmdU jako kluczowego punktu w szlaku odzysku nukleotydéw [182].
Zaobserwowana silna dodatnia korelacja pomiedzy 5-mdC i 5-hmdC moze swiadczy¢ o ich
wspolnym pochodzeniu (systemy naprawy DNA) i udziale w tym samym szlaku metabolicznym

(aktywna demetylacja DNA).
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Abstract The active DNA demethylation mechanism involves 5-methylcytosine (5-mCyt) enzymatic
oxidation with the subsequent formation of 5-hydroxymethylcytosine (5-hmCyt), which can be
further oxidized to 5-formylcytosine (5-fCyt) and 5-carboxyleytosine (5-caCyt). The products of active
DNA demethylation are released into the bloodstream and eventually also appear in urine. We used
online two-dimensional ultraperformance liquid chromatography with tandem mass spectrometry
(2D-UPLC-MS/MS) to compare DNA methylation marks and 8-oxo-2'-deoxyguanosine (8-oxodG) in
colorectal cancer and pre-cancerous condition in urine. The study included four groupe of subjects:
healthy controls, patients with inflammatory bowel disease (IBD), persons with adenomatous polyps
(AD), and individuals with colorectal cancer (CRC). We have found that the level of 5-fCyt in urine
wassignificantly lower for CRC and polyp groups than in the control group. The level of 5-hmCytwas
significantly higher only in the CRC group compared to the control (2.3 vs. 2.1 nmol/mmol cteatinine).
Interestingly, we have found highly statistically significant correlation of 5-hydroxy methyluracil with
5-hydroxymethylcytosine, 5-(hydroxymethy1)-2'-deoxycytidine, 5-(hydroxymethyl)-2'-deoxyuridine,
and 5-methy}-2'-deoxycytidine in the CRC patients’ group.

Keywords: DNA demethylation; colon cancer; inflammatory bowel disease; adenoma; DNA
epigenetic modification; 2D-UPLC-MS/MS; urine

1. Introduction

Worldwide, colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer in men and
the second in women [1]. Clinical signs and symptoms vary depending on the location
and the stage of the tumor and may not have symptoms in the early stages. CRC usually
develops by neoplastic transformation of colon epithelial cells, giving rise to a benign
polyp, which subsequently may progress to invasive carcinoma. More than 50% of CRC
patients will develop metastasis, and approximately 25% of them present with metastasis at
initial diagnosis [2]. Therefore, early-stage cancer detection is critical for reducing incidence
and mortality.

Disruption of DNA epigenetic patterns can be an important factor of colon cancer
early stage development. Environmental factors resulting in oxidative stress may be as-
sociated with epigenetic changes, and this may serve as an explanation of the observed
differences in the incidence of colorectal cancer [3-5]. Cytosine methylation affects the cel-
lular identity and organismal fate by gene repression [6]. The reverse of DNA methylation
(demethylation) is equally important to activate previously silenced genes.

It is assumed that in this process, with the participation of ten-eleven translocation
(TET) proteins, 5-methylcytosine (5-mCyt) is oxidized firstly to 5-hydroxymethylcytosine (5-
hmCyt), and then to 5-formylcytosine (5-fCyt), which is probably converted to
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5-carboxycytosine (5-caCyt) [7,8]. TET proteins together with cytosine deaminase can
potentially lead to the synthesis of 5-hmUra, which is another compound with a potential
role in the active demethylation of DNA [9-11].

In a recently published study we have found that the examined colonic pathologies
have had their unique epigenetic marks, distinguishing them from each other, as well as
from normal colonic tissue [12]. In this study we extend our work and compare DNA
methylation marks in colorectal cancer and pre-cancerous condition in the urine of the
different groups. This may lead to the identification of candidate epigenetic biomarkers for
enhanced colorectal cancer risk assessment.

Up to now, the experiments have not focused on investigating the relationship between
the effect of chronic inflammation on the generation of 5-hmCyt derivatives and their
excretion with urine, even though inflammation-related metabolic pathways may influence
the formation of 5-hmCyt and other compounds associated with the active demethylation
pathsway. In our study, we undertook the verification whether conditions predisposing to
colorectal cancer, such as chronic inflammation as a direct consequence of inflammatory
bowel disease (IBD), can shape DNA epigenetic modifications [13].

The outcome of IBD, which includes Crohn's disease and ulcerative colitis, is a five-
fold increased risk of colon cancer [14]. Chronic inflammation promotes carcinogenesis
by inducing gene mutations, inhibiting apoptosis, and stimulating angiogenesis and cell
proliferation. Inflammation also induces epigenetic alterations that are associated with
cancer development [15]. Colorectal cancer is a major cause of death in both ulcerative
colitis and colonic Crohn’s disease, accounting for 10 to 15% of all-cause mortality in
inflammatory bowel disease. The risk of CRC increases with early age at IBD diagnosis,
longer duration of symptoms and extent of the disease, with pancolitis having a more severe
inflammation burden and risk of the dysplasia-carcinoma cascade [16]. Alterations in the
normal DNA methylation may be involved in carcinogenesis, including tumor initiation,
and some events are detectable before neoplastic transformation [17]. It was shown that
epigenetic abnormalities can arise in the earliest steps of colorectal cancer development.
Aberrant methylation patterns have been identified in preneoplastic lesions [15].

To the best of our knowledge no comprehensive study concemning measurement of
urinary epigenetic DNA modifications have been reported up to date. Thus, using a re-
cently developed, most reliable 2D-UPLC-MS/MS technique, we focus on the role of DNA
epigenetic modifications in urine, in colon cancer development. Colonoscopy is still the
gold standard for diagnostic tools for CRC detection. However, it is invasive and can be
troublesome for the patient. Therefore, we would like to answer animportant question as to
whether the above-mentioned modifications might be noninvasive biomarkers of this pro-
cess, Since colonic pathologies are associated with oxidative stress, aside from the epigenetic
DNA modifications, we also analyzed the level of 8-oxo-2'-deoxy-7,8-dihydroguanosine
(8-ox0dG) as an established marker of this stress condition.

2. Results

We have found that the level of 5-fCyt in urine was significantly lower for CRC and
polyp groups than in the control group. The 8-oxodG excretion in the CRC and IBD subjects
was significantly higher than in the control group (1.69 and 1.64 vs. 1.32 nmol/mmol
creatinine). The level of S-hmCytwas significantly higher only in the CRC group compared
to the control group (Table 1 and Figure 1).
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Table 1. Urinary levels of DNA damage markers and active demethylation products of 5-
methylcy tosine.

[nmol/mmol
Creatinine]

5hmdU
5-mdC
5-hmCyt
5-fCyt
5hmdC
8-0x0dG
5-hmUra

Control
(N = 45)

62 (46-7.4)
1.8(12-3.2)
21 (17-2.6)
13 (1.1-19)
21 (17-2.9)
13 (1.1-1.8)
7.3 (58-8.2)

CRC AD IBD Control vs. Control vs. Control vs.

(N=121) (N=65) (N =42) e i 0

p Value p Value p Value
6.4(4.5-8.3) 6.2(4.4-7.7) 6.5(4.6-8.3) 0.061 0.377 0.363
17 (0.82-4.0) 2.0(1.0-51) 29(1.0-40) 0.729 0.426 0.500
23(18-2.8) 1.9 (1.5-24) 23(17-3.0) 0.016* 0735 0.091
11(0.8-15) 1.0(0.8-1.1) 13(07-2.1) 0.009* <0.001* 0.750
23(1332) 19(1.1-2.8) 21(12-34) 0.903 0.160 0.803

17 (1L1-22) 1.3(1.0-1.8) 1.6(1.2-27) 0.003* 0.368 0.012*
6.2 (5.0-8.2) 6.5 (6.1-8.3) 7.9(6.3-9.9) 0.256 0.290 0171

The results are presented as median values, and interquartile ranges (* p < 0.05). IBD—inflammatory bowel
disease; AD-adenoma; CRC: colorectal cancer; S-hmdU: 5-(hydroxymethyl)-2-deoxyuridine; 5-mdC: 5-methyl-2'-
deoxycytidine; S hmCyt: 5-hydroxymethyloytosine; 5-fCyt: 5-formylcytosine; 5-hmdC: 5-(hydroxymethyl)-2"-
deaxycytidine; 8-oxedG: 8-axo-7,8-dihydro-2-deoxyguanceine; 5-hmUra: 5-hy droxymethyluracil. The urinary
level of 5carboxycytosine was under the limit of detection.
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Figure 1. Levels of 5-hmCyt(A), 5-fCyt (B) and 8-oxodG (C) in urine from healthy controls, patients
with adenomatous polyps, colorectal cancer (CRC) and inflammatory bowel disease (IDB). The
results presented as medians and interquartile ranges. 5-hmCyt: 5-hydroxymethylcytosine; 5-fCyt:
5-formylcytosine; 8-oxodG: 8-oxo-2'-deoxyguanosine.
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Interestingly, we have found a highly statistically significant correlation of 5-hmUra
with 5-hmCyt, 5-hmdC, 5-mdC and 5-hmdU in the CRC patients group. Similar results
were found in precancerous conditions (adenoma and IBD). The lowest correlation coeffi-
cients were observed for control/healthy subjects (Figures 2-5—for more details see also
Supplementary Materials: Tables S1-55).
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Figure 2. Selected correlations between the levels of DNA epigenetic modifications in urine—control
group. 5-hmCyt: 5-hydroxymethylcytosine; 5-hmUra: 5-hydroxymethyluracil; 5-mdC: 5-methyl-
2'-deoxycytidine; 5-hmdC: 5-(hydroxymethyl)-2"-deoxycytidine; 5-hmdU: 5-(hydroxymethyl)-2'-
deoxyuridine; 5-fCyt: 5-formylcy tosine.
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Figure 3. Selected correlations between the levels of DNA epigenetic modifications in urine—
colorectal cancer group. 5-hmCyt: 5-hydroxymethylcytosine; 5-hmUra: 5-hydroxymethyluracil;
5mdC: 5-methyl-2"-deoxycytidine; 5-hmdC: 5-(hydroxymethyl}-2'-decxycytidine; 5-hmdU: 5-
(hydroxymethy1}-2'-deoxy uridine; 5-fCyt 5-formylcytosine.
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Figure 4. Selected correlations between the levels of DNA epigenetic modifications in urine—
adenoma group. 5-hmCyt: 5-hydroxymethylcytosine; 5-hmUra: 5-hydroxymethyluracil; 5-mdC: 5-
methy}2'-deoxy cytidine; 5-hmdC: 5-(hydroxymethyl)-2'-deoxycytidine;; 5-hmdU: 5-(hyd roxymethyl)-
2'-deoxyuridine; 5-fCyt: 5-formylcytosine.
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Figure 5 Selected cormelations between the levels of DNA epigenetic modifications in
urine—patients with inflammatory bowel disease (IDB). 5-hmCyt: 5-hydroxymethylcytosine; 5-
hmUra 5-hydroxymethyluracil; 5-mdC: 5-methy}-2/-deoxycytidine; 5-hmdC: 5-(hydroxy methyl)-2'-
deoxycy tidine; 5-hmdU: 5-(hydroxy methy1)-2'-deoxy uridine; 5-fCy t: 5-formylcy tosine.
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3. Discussion

The most plausible source of the epigenetic DNA modifications, as well as 8-oxodG,
in urine, should be DNA repair. After the repair process is completed, modified bases and
nucleosides are released into the bloodstream and, in the following step, are delivered
into urine [19-21]. The whole-body epigenetic pattern can be evaluated, non-invasively,
taking into account whole spectrum of urinary modifications, i.e., 5hmCyt, 5-fCyt, 5-caCyt,
5-hmUra and their deoxynucleosides.

It is known that 5-fCyt and 5-caCyt may hinder DNA replication, which, in turn, may
lead to genome instability and mutagenesis [22]. A specific set of enzymes, that effectively
remove these modifications from DNA, was identified. Single-strand monofunctional uracil
DNA glycosylase (SMUG1)) is the main enzy me involved in the removal of 5-hmUra from
DNA and thymine DNA glycosylase (TDG) was demonstrated to exhibit a robust excision
activity toward 5-fCyt or 5-caCyt in DNA [23-25]. Thus, the activity of the base excision
repair pathways (BER) and processive demethylation may contribute to the presence of the
modified bases/deoxynuclecsides in urine.

Since only individual compounds were quantified in previous studies, we used 2D-
UPLC-MS/MS to measure all the above-mentioned modifications in the same urine sample.
Knowing that epigenetic changes may contribute significantly to carcinogenesis, we previ-
ously analyzed urinary levels of the modifications in two small groups: healthy controls
and cancer patients. We found a significant difference in the urinary excretion of 5-hmdC
between healthy subjects and CRC patients [19]. As mentioned above, 8-oxodG is the
most widely recognized biomarker of oxidative stress and its urinary level is generally
considered as marker of OGG1 (repair enzyme) activity [20]. Thus, the urinary excretion
rate of this well-characterized moiety has been analyzed in our study as the reference point
to levels of the epigenetic modifications.

Another efficient source of DNA epigenetic modifications in urine may be nucleotide
salvage pathways. These pathways recycle deoxyribonucleosides that arise from the DNA
breakdown or from cellular material ingested through the diet. Of note, rapidly prolifer-
ating cancer cells are dependent on an efficient supply of nucleotides, which is partially
accomplished by salvage pathways that are upregulated in many cancers. However, the
reincorporation of recycled modified nucleosides such as 5-hmdC may lead to deleterious
effect for cells because they can alter gene expression. Therefore, they should be excluded
from DNA incorporation by the selectivity of nucleotide kinases [26]. Fuggeret al. de-
scribed a metabolic pathway whereby cells eliminate 5-hmdCMP in a process requiring
deamination of 5-hmCyt to 5-hmUra [22].

The above events should result in changes in the relationships between the levels
of epigenetic DNA modifications and their derivatives in urine, therefore we decided to
perform a correlation analysis. The key player in nucleotides salvage pathway as well
as in processive demethylation pathway is 5-hmUra which originates from 5-hmCyt (see
Section 1). As mentioned previously, upregulation of nucleotide salvage pathways enzymes
was demonstrated in cancer cells [22,26]. It seemed to be reasonable that our observation
might mirror gradual changes of the nucleotide salvage enzymes activity along the line
IBD-adenoma-CRC. Recently, it was demonstrated that the presence of 5-hmUra in DNA
can trigger the removal of adjacent molecules of 5-mCy t and 5-hmCyt by a mismatch repair
system (MMR) and long-patch BER pathways (via processive demethylation) which, in turn,
may explain the presence of 5hmCyt and 5mCyt bases/ deoxynucleosides in urine and
justify an excellent correlation between these modifications [27]. Moreover, the observed
correlations between the modified bases/nucleosides could demonstrate their joint origin
(via DNA repair systems mentioned above) and at the same time their participation in the
same metabolic pathway (active DNA demethylation).

To conclude, our findings suggest that urinary levels of 5-fCyt and 8-oxodG may
serve as noninvasive biomarkers of colorectal cancer development. Moreover, strong
correlation of 5-hmUra with 5-hmCyt, 5-hmdC and 5-mdC supports recently published
findings concerning 5-hmUra/5-hmdU as the key point in the nucleotide salvage pathway
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enzymes and, in turn, a determinant in cancer therapy [22]. Although the 2D-UPLC-MS/MS
technique applied in our study is quite an expensive method and requires experienced staff,
it is possible that semi-quantitative assays, based on commercially available antibodies,
may be widely used in clinics for the detection of the aforementioned compounds.

4. Materials and Methods

The study included four groups of subjects: healthy controls (n = 45), patients with
IBD (n = 42), persons with adenomatous polyps (n = 65), and individuals with colorectal
cancer (n =121). All of the study subjects were Caucasians. All participants of the study
were recruited in a hospital setting (Collegium Medicum, Nicolaus Copernicus University,
Bydgoszcz, Poland) and subjected to colonoscopy. The clinical details of the patients
are presented in Table 2. Urine samples were collected before treatment began. The
protocol of the study was approved by the Local Bicethics Committee, Collegium Medicum
in Bydgoszcz, and Nicolaus Copernicus University in Torun (Poland). All the study
participants provided written informed consent. Tivo-dimensional ultraperformance liquid
chromatography with tandem mass spectrometry (2D-UPLC-MS/MS) was used for the
epigenetic modification and 8-oxodG analysis of urine samples (with the exception of
5-hmUra).

Table 2. Baseline characteristics of the study groups.

Control CRC AD IBD
(N = 45) (N=121) (N = 63) (N =42)
Male (%) 4% 56% 59% 34%
Age (year) 56 65 64 34
Weight (kg) 77 75 80 61
Height (cm) 168 168 170 169
Body Mass
Ind 26.3 264 27.3 212
Stage:
A—8%
Histological L AT—85%
Grade (%) D_79% ATV—15%
Hagitt scale
IV—8%

The results are presented as median values. AT—adenoma tubulare; ATV—adenoma tubulovillosum.

4.1. The Determination of the Epigenetic Modifications and 8-oxodG Levels in Urine [28]

Two-dimensional ultra-performance liquid chromatography with tandem mass spec-
trometry (2D-UPLC-MS/MS) was used for the epigenetic modification analysis of the
urine samples (with the exception of 5-hmUra). The urine samples were spiked with a
mixture of internal standards at a 4:1 volumetric ratio. The 2D-UPLC—MS/MS system
consists of a gradient pump and autosampler for one-dimensional chromatography, and a
gradient pump and tandem quadrupole mass spectrometer with a UNISPRAY ion source
was used for two-dimensional chromatography. Both systems were coupled with a column
manager equipped with two programmable column heaters and two 2-position é&-port
switching valves. The at-column dilution technique was used between the first and the
second dimensions to improve the retention in the trap/transfer column. The sample
molecules were then adsorbed to the packing material as very narrow bands that could be
eluted with well-resolved, small-volume peaks. A diluting stream of water (0.5 mL/min)
was pumped with a Waters 515 isocratic pump and mixed with the first-dimension column
effluent using a UPLC low-dead-volume tee valve. The following columns were used:
CORTECS UPLC T3 Column (1.6 pm, 3 mm x 150 mm) with a CORTECS T3 Van Guard
precolumn (1.6 pm, 2.1 mm X 5 mm) for the first dimension, a Waters ACQUITY UPLC
CSH C18 (1.7 um, 2.1 mm x 100 mm) for the second dimension, and a Waters XSelect
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CSH C18 column (3.5 pm, 3 mm X 20 mm) as the trap/transfer column. The chromato-
graphic system was operated in heart-cutting mode, which means that selected portions
of effluent from the first dimension were loaded onto the trap/transfer column by é-port
valve switching, which served as an “injector” for the second dimension of the chromatog-
raphy system. Mass spectrometric detection was conducted with a Waters Xevo TQ-S
tandem quadrupole mass spectrometer equipped with a UniSpray ionization source. The
following common detection parameters were used: source temperature, 150 °C; nitrogen
desolvation gas flow, 1000 L/h; nitrogen cone gas flow, 150 L/h; desolvation temperature,
500 °C; and nebulizer gas pressure, 7 bar. Collision-induced dissociation was obtained
with argon (6.0 at3 x 10- bar pressure) as a collision gas. The instrument response to
all compounds was optimized by the infusion of 10 tM genuine compounds dissolved in
water (10 uL/min) in the mobile phase A stream via the mass spectrometer fluidics system
operating in the “mixed” mode using the MassLynx 4.1 software IntelliStart feature. The
quantitative and qualitative transition patterns and the specific settings of the detector
are summarized in Table 56. The chromatographic system was operated with MassLynx
4.1 software from Waters. Quantitative analyses were performed using the TargetLynx
application. All samples were analyzed with three to six technical replicates. Due to the low
sensitivity of the method used, the level of 5-hmUra was determined by high-performance
liquid chromatography for pre-purification followed by gas chromatography with isotope
dilution mass spectrometric detection (LC/GC-MS), as previously described [29].

4.2. Statistical Analysis

The results are presented as median values, interquartile ranges and non-outlier ranges.
Variables with a normal distribution were analyzed as “raw” data, whereas variables with
non-normal distributions were subjected to Box—Cox transformation prior to statistical anal-
yses based on parametric tests. The association between pairs of variables was analyzed
based on Pearson correlation coefficients for raw or normalized data as applicable. All sta-
tistical transformations and analyses were carried out with Statistica 13.1 PL software [Dell
Inc. (2016). Dell Statistica (data analysis software system), version 13. software.dell.com.].
The results were considered statistically significant at p values less than 0.05.

Supplementary Materials: The supporting information can be downloaded at: https:/ /www.mdpi
com /article/10.3390/ fjms232213826/s1.
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7 Podsumowanie

Epigenetyka to dziedzina nauki skupiajgca sie na zmianach w obrebie DNA, ktére nie
wigzg sie ze zmianami w podstawowe] sekwencji nukleotyddéw. S3 one wynikiem
poreplikacyjnej modyfikacji DNA i/lub potranslacyjnej modyfikacji biatek zwigzanych z DNA [1,
2]. Jedng z najlepiej scharakteryzowanych modyfikacji epigenetycznych jest metylacja DNA,
polegajgca na przytgczeniu grupy metylowej do pierscienia cytozyny [1-3, 5, 6]. Proces ten
katalizowany jest przez rodzine metylotransferaz DNA [1, 2, 5, 6]. Wz6r metylacji DNA jest nie
tylko konsekwencjg przytgczania grup metylowych do cytozyn, ale rowniez demetylacji [20].
Aktywna demetylacja DNA jest procesem wieloetapowym, w ktérym dochodzi do
enzymatycznego usuniecia grupy metylowej z 5-mCyt przy udziale biatek TET, wyciecia i
zastgpienia 5-mCyt prawidtowg cytozyng na drodze naprawy przez wycinanie zasad BER,
deaminacji 5-mCyt do tyminy czy wyciecia fragmentu oligonukleotydowego zawierajgcego 5-
mCyt (NER) [21, 22, 24].

Biatka rodziny TET biorg udziat w aktywnej demetylacji DNA przez utlenienie 5-
metylocytozyny (5-mCyt) do 5-hydroksymetylocytozyny (5-hmCyt), ktéra moze by¢ dalej
utleniana do 5-formylocytozyny (5-fCyt) i 5-karboksycytozyny (5-caCyt) [25]. Nastepnie na
Sciezce naprawy typu BER lub NER dochodzi do usuniecia zmodyfikowanych zasad azotowych
DNA i zastgpienia ich cytozyng, czego skutkiem jest demetylowany DNA [26]. Biatka te mogg
rowniez uczestniczy¢ w wytwarzaniu 5-hydroksymetylouracylu (5-hmUra) z tyminy [27-29].
Aktywno$é enzymdw z rodziny TET zalezy od obecnosci jonédw Fe?*, O i 2-ketoglutaranu (2-
KG). Zaréwno Fe?* jak i 2-KG wigzg sie z domeng katalityczng biatek TET utatwiajac
wprowadzenie 5-mCyt do kieszeni katalitycznej [31].

Produkty aktywnej demetylacji 5-mCyt oraz uszkodzone oksydacyjnie zasady azotowe
DNA lub nukleozydy (np. 8-oksydG), po usunieciu z DNA przez systemy naprawy, mogg by¢
uwalniane do krwiobiegu i ostatecznie wydalane z moczem [144]. Najczesciej
wykorzystywanymi metodami stosowanymi do oznaczania zmodyfikowanych zasad
azotowych i nukleozydédw w moczu sg metody chromatograficzne lub immunoenzymatyczne
[145-147]. Powszechnie stosowang technikg uzywang do oznaczen oksydacyjnych uszkodzen
DNA w moczu jest test immunoenzymatyczny (ELISA) [148]. Jest on bardzo prosty w uzyciu
dzieki czemu zestawy stosowane do oznaczen np. 8-oksydG sg komercyjnie dostepne.

Wskazuje sie jednak na mozliwe interferencje ze strony zwigzkéw o duzej masie czgsteczkowej
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(np. biatka, weglowodany) oraz reakcje krzyzowe z innymi zmodyfikowanymi
zasadami/nukleozydami [145]. Cooke i wsp. wykazali ze ELISA generuje znaczgco wyisze
wartosci dla 8-oksydG w moczu, czego przyczyng moze by¢ niewystarczajgca specyficznosc
stosowanego przeciwciata monoklonalnego wzgledem 8-oksydG. Badania wykazaty, ze
przeciwciato to moze wchodzié¢ w reakcje krzyzowe z 8-oksyGuo i 8-oksyGMP. Wszystkie
opisane wyzej zjawiska wptywaé mogg na rozbieznosci w wynikach pomiedzy technikg ELISA,
a technikami chromatograficznymi wykorzystujagcymi detekcje spektrometrii mas, ktére
charakteryzujg sie wysoka specyficznoscig i czutoscig [146, 159].

Wykorzystujgc technike dwuwymiarowej ultrasprawnej chromatografii cieczowej z
tandemowg spektrometrig mas (2D-UPLC-MS/MS) dokonaliSmy optymalizacji warunkdéw
rozdziatu i detekcji, co pozwolito na identyfikacje oraz iloSciowe oznaczenie w moczu
zmodyfikowanych zasad azotowych takich jak 5-hmCyt, 5-fCyt, 5-caCyt oraz nukleozyddéw 8-
oksydG, 5-mdC, 5-hmdCi 5-hmdU (metoda opisana w publikacji nr 2). Dzieki potaczeniu dwdch
systemow chromatograficznych mozliwe jest zintegrowanie etapu wstepnego oczyszczania
probki (pierwszy stopien) z etapem wiasciwej analizy iloSciowej oznaczanych zwigzkéw (drugi
stopien) [159]. Wykorzystana w naszej metodzie technika rozcieiczen izotopowch z
zastosowaniem standardéw wewnetrznych znakowanych stabilnymi izotopami pozwala na
uzyskanie wiarygodnych wynikéw [163, 164]. Jest to specyficzna odmiang techniki dodatku
wzorca, w ktdrej do prdbek badanych dodaje sie zwigzek w znanej ilosci, ktéry rdzni sie od
badanego zwigzku jedynie sktadem izotopowym i wykorzystuje sie go do okreslenia zawartosci
analitu w badanym materiale [155]. W spektrometrii mas, znakowany stabilnym izotopem
analog analizowanego zwigzku moze by¢ wykorzystany jako wzorzec wewnetrzny, poniewaz
jego wtasciwosci fizykochemiczne s3 identyczne z wtasciwosciami nieoznakowanego
odpowiednika (analitu) w trakcie rozdziatu chromatograficznego, natomiast podczas detekcji
wystepujg réznice w masie czgsteczkowej spowodowane znakowaniem wzorca [156-158]. Z
uwagi na to, ze dla czesci analizowanych zwigzkéw brakuje komercyjnie dostepnych
standardéw wewnetrznych, zdecydowalismy sie na ich synteze w naszym laboratorium
(Rycina 12). Opracowana metoda, przedstawiona w publikacji nr 1, pozwala na synteze m.in.
[$3C10,'°N2]-5-metylo-2’-deoksycytydyny ([*3Ci0,*°N2]-5-mdC) z [*3C10,*°N2]-dT. Proces ten
sktada sie z trzech kolejnych etapdéw: acetylacji, triazolacji i podstawienia grupy -NH? w
[*3C10,°N2]-dT. Opisana zostata réwniez procedura wytwarzania ['3Cio,°N;]-5-formylo-2'-

deoksycytydyny ([*3Ci10,°N2]-5-fdC), [*3C10,1°N,]-5-karboksy-2’-deoksycytydyny ([*3C10,*°N,]-5-
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cadC) oraz [*3Ci0,'°N2]-5-(hydroksymetylo)-2’-deoksyurydyny ([*3Ci0,°N2]-5-hmdU) poprzez
utlenianie [*3Ci10,°N2]-5-mdC i [*3C10,'°N2]-dT za pomocg Na;S;0s. Przedstawilismy takze
zoptymalizowany protokét dla zaleznego od Na;S;0s utleniania [3Cs *°N;]-Thy do [*3Cs,°N,]-
5-hydroksymetylouracylu ([*3Cs,'>N2]-5-hmUra), [*3Cs,*°N;]-5-formylouracylu ([*3Cs,*°N,]-5-
fUra) i [13Cs,'°>N3]-5-karboksyuracylu ([*3Cs,>N3]-5-caUra).

[°C,;."*N,}-5-metylo-2'-deoksycytydyna [7C.,."*N,]-5-karboksy-2'-decksycytydyna

/‘!']'\H - ["*C.,. "N, }-5-formylo-2'-decksycytydyna /‘L ol

3 ! 15 13

5 13 “N1 d H
1 N ,-/ INH o r:‘ I 0
| | ;J\ 1§| 13 13

OH 9 OH
[N 19 }] 5-(hydroksymetylo)-2'-deocksyurydyna HHN)J\'?/"
0 OH /u il
H'®N / [Cs,"N,}-5-formylouracyl 0~ 'NH
3 ' o] 3 s
)/“ 15 ? _!l [°Cs, °N,)-5-karboksyuracyl
0 N N /L,-, / (,) 'O
HO—,, O / o - (O
13 ~13 %‘l.. / HP'N 13 \OH
H( ‘,'.\'/ O NH ,‘/1 1!{
a e
OH 0% "NH

Rycina 12. Wzorce wewnetrze otrzymane podczas syntezy.

Komérki nowotworowe charakteryzujg sie hipometylacjag w stosunku do komoérek
zdrowych. Moze to sugerowaé, ze odpowiada ona za niestabilno$¢ genomu i transformacje
nowotworowg [62, 63]. Oprdécz hipometylacji catego genomu zobserwowano réwniez
specyficzng dla danego miejsca hipermetylacjg regionédw promotorowych wysp CpG [64, 65].
Zaburzone wzory metylacji DNA w znacznej mierze zwigzane sg z obecnoscig mutacji w genach
biatek biorgcych udziat w metylacji/demetylacji DNA (np. Dnmt, TDG, MBD4, AID/APOBEC,
TET, IDH) [70-90]. Ocena stezenia wydalanych z moczem modyfikacji DNA moze dostarczy¢
informacji o prawidtowym dziataniu biatek zwigzanych z metylacjg/demetylacjg i szlakami

naprawy DNA. Celem pracy byta analiza zmodyfikowanych zasad azotowych/nukleozyddéw
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wydalanych z moczem i ocena ich przydatnosci jako potencjalnych nieinwazyjnych
biomarkeréw rozwoju raka jelita grubego i ostrej biataczki szpikowe;j.

Opisane w publikacji nr 3 badania obejmowaty pacjentéw z ostrg biataczkag szpikowg
(AML) oraz pacjentéw z zespotami mielodysplastycznymi (MDS), ktére sg traktowane jako stan
przedbiataczkowy. Szacuje sie, ze okoto 30% pacjentéow z MDS ulega progresji do AML [140].
W chorobach tych stwierdzono wspotistnienie mutacji genéw biorgcych udziat w procesach
epigenetycznych z innymi genetycznymi nieprawidtowosciami, ktére wspdlnie powoduja
rozwdj choroby [183]. Sugeruje sie, ze nagromadzenie zmian epigenetycznych jest istotnym
czynnikiem w transformacji MDS do AML [142].

Analiza epigenetycznych modyfikacji w moczu pacjentéw z AML, wykazata wyisze
stezenie wszystkich zmodyfikowanych zasad azotowych i deoksynukleozydéw w poréwnaniu
do 0séb zdrowych. U pacjentéw z MDS réwniez zaobserwowano wyzsze poziomy produktow
aktywnej demetylacji DNA w moczu wzgledem grupy kontrolnej. Poziomy 5-fCyt, 5-hmdC, i 5-
hmUra w moczu osiggnety podobne wartosci u pacjentéw z AML i MDS. Wydalanie z moczem
w przypadku 5-hmCyt, 5-caCyt i 5-hmdU charakteryzowato sie stopniowym wzrostem stezenia
od grupy kontrolnej do MDS, a najwyzsze stezenia zaobserwowano u pacjentow z AML.

W przypadku DNA izolowanego z komérek krwi obwodowej, zgodnie z wcze$niejszymi
doniesieniami, zaobserwowano znaczgcy spadek poziomu 5-hmdC w genomie pacjentéw z
MDS i AML w poréwnaniu z osobami zdrowymi [178]. Poziomy dwdch innych produktéw
biatek TET, tj. 5-fdC i 5-cadC, wzrosty znaczgco w obu grupach pacjentéw. Wyniki te mogg mieé
zwigzek z kompensacyjng nadekspresjg aktywnosci enzymatycznej TET1/3, ktéra moze
przywracié/ulepszy¢ hydroksymetylacje i potencjalnie odwrdcié¢ konsekwencje spowodowane
mutacjami w obrebie gendw biatek TET2. Stwierdzono niedawno, ze u pacjentow z MDS
wystepuje spadek ekspresji TET2 (i poziomu 5-hmdC), podczas gdy TET3 byta podwyzszona i
odwrotnie skorelowana z ekspresjg TET2 [178]. Biorgc pod uwage powyzsze wyniki, nasuwa
sie pytanie: dlaczego w grupach chorych obserwowano istotnie wyzsze poziomy 5-fCyt i 5-
caCyt w DNA, podczas gdy poziom 5-hmCyt istotnie sie obnizyt? Chociaz udziat biatek TET w
generowaniu wszystkich analizowanych modyfikacji nie budzi kontrowersji, regulacja tego
procesu nadal nie jest w petni poznana. W szczegdlnosci nie jest jasne, dlaczego utlenianie 5-
mCyt raz konczy sie na etapie 5-hmCyt, a innym razem postepuje do 5-fCyt i 5-caCyt. Jedng z

przyczyn mogg by¢ réznice w powinowactwie biatek TET do 5-mCyt, 5-hmCyt i 5-fCyt [184].
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Analiza statystyczna z wykorzystaniem testu ROC (ang. receiver operating
characteristic) pozwolita na ocene mocy diagnostycznej i zidentyfikowanie potencjalnych
biomarkeréw rozwoju AML i MDS oraz mozliwej transformacji MDS do AML. Najbardziej
przydatny diagnostycznie do odrdznienia pacjentow AML od grupy kontrolnej okazat sie
poziom 5-hmCyt (AUC = 0,918, czutos¢: 85% i swoistosé: 97%) i 5-hmdU (0. 873, 74% i 92%) w
moczu, natomiast w przypadku pacjentéw z MDS najbardziej przydatna okazata sie 5-hmdC w
DNA (0,905, 82% i 98%) oraz 5-hmCyt w moczu (0,746, 66% i 92%). Wieloczynnikowe modele
drzew klasyfikacyjnych pozwolity na prawidtowg klasyfikacje pacjentow z AML i MDS w 95,7%
i 94,7% przypadkdw. Najwiekszg wartos¢ prognostyczng sposrdd analizowanych parametréw
w przewidywaniu transformacji MDS w AML zaobserwowano dla 5-cadC (0,823, 80% i 97%)
oraz 5-hmduU (0,872, 100% i 75%) w DNA.

Wczesniejsze badania przeprowadzone w naszym laboratorium, obejmujace
pacjentéw z rakiem jelita grubego (CRC) oraz osoby zdrowe, wykazaty istotng réznice w
wydalaniu z moczem 5-hmdC pomiedzy pacjentami z CRC, a osobami zdrowymi [144]. W
kolejnych badaniach analizie poddano réwniez modyfikacje epigenetyczne w DNA u osdb
zdrowych, pacjentéw z rakiem jelita grubego, pacjentéw z nieswoistg chorobg zapalng jelit
(IBD) oraz pacjentéw z gruczolakami jelita grubego (AD). Zaobserwowano istotnie nizsze
poziomy 5-mCyt i 5-hmCyt w DNA wzgledem grupy kontrolnej. Pacjenci z IBD wykazywali
najwyzsze poziomy 5-fCyt i 8-oksydG sposrdd wszystkich grup badanych [185]. W tych samych
czterech grupach przeprowadzona zostata takze analiza epigenetycznych modyfikacji DNA w
tkankach jelita. Grupa pacjentow z IBD charakteryzowata sie najwyzszym poziomem 8-oxodG
wsréod wszystkich analizowanych tkanek, a takze spadkiem poziomu 5-hmdC i 5-mdC
wzgledem prawidtowego jelita grubego. Materiat pobrany od pacjentéw z AD charakteryzowat
sie natomiast najnizszym poziomem 5-hmdC i 5-mdC sposrdd wszystkich badanych tkanek
oraz wykazywat wysokie poziomy 8-oxodG i 5-hmdU w poréwnaniu do tkanki zdrowej. CRC
charakteryzowat sie poréwnywalnie niskim poziomem 5-hmdC i 5-mdC jak w przypadku
tkanek jelita pochodzgcych z gruczolaka. Grupa ta wykazywata takze najnizsze wartosci 5-fdC
wsrod wszystkich analizowanych tkanek oraz stosunkowo wysokg zawartos¢ 5-cadC [186].

W publikacji nr 4 przeprowadziliémy analize epigenetycznych modyfikacji DNA w
moczu w czterech wyzej wymienianych grupach, poszerzajgc tym samym wczesniej
przeprowadzone badania w moczu o pacjentéw u ktdérych zdiagnozowano stany

przednowotworowe w postaci gruczolakéw jelita grubego (AD) i nieswoistej choroby zapalne;j

119



jelit (IBD). Zaobserwowano znaczgco nizszy poziom 5-fCyt w moczu oséb z CRC i AD w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. W przypadku 8-oksydG stwierdzilismy natomiast istotnie
wyzsze wydalanie z moczem w grupie pacjentéw z CRC i IBD. Poziom 5-hmCyt byt istotnie
wyzszy wzgledem grupy kontrolnej jedynie u pacjentow z CRC. Zaobserwowane istotne
statystycznie korelacje pomiedzy stezeniem 5-hmUra, a 5-hmCyt, 5-hmdC, 5-mdC i 5-hmdU w
grupie pacjentéw 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 byty poréwnywalne do korelacji pomiedzy tymi zwigzkami 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 zaleznosci nie zaobserwowano w grupie kontrolnej. Zaobserwowalismy
rowniez dodatnig korelacje pomiedzy poziomem 5-mdC i 5-hmdC w przypadku wszystkich
grup, takze u oséb zdrowych.

Najbardziej prawdopodobnym Zrédtem epigenetycznych modyfikacji DNA w moczu

jest naprawa DNA [144, 145, 187]. Inng przyczyng wystepowania tych modyfikacji w moczu

moga by¢ szlaki odzysku nukleotydéw, ktére poddajg recyklingowi deoksyrybonukleozydy
powstajgce w wyniku rozpadu DNA [188]. Warto zauwazy¢, ze szybko proliferujgce komaorki
nowotworowe sg zalezne od efektywnego dostarczania nukleotyddw, co jest czesciowo
osiggane przez szlaki odzysku, ktérych aktywnosé wzrasta w wielu nowotworach. Jednakze
ponowne wigczenie wczesniej usunietych zmodyfikowanych nukleozyddéw takich jak 5-hmdC
moze prowadzi¢ do szkodliwego efektu dla komdrek, polegajacego na zaburzeniu prawidtowej
ekspresji gendw. Dlatego tez powinny by¢ one wykluczone z tego procesu poprzez selektywne
dziatanie kinaz nukleotydowych [188]. Fugger i wsp. opisali szlak metaboliczny, w ktérym
komorki eliminujg 5-hmdCMP w procesie wymagajagcym deaminacji 5-hmCyt do 5-hmUra
(182].

Nasze obserwacje mogg odzwierciedla¢ stopniowe zmiany aktywnosci enzymow
biorgcych udziat w szlakach ratowania nukleotydéw na linii IBD-AD-CRC. Kluczowym
zwigzkiem w tym szlaku, jak rowniez w procesie aktywnej demetylacji jest 5-hmUra, ktéry
pochodzi od 5-hmCyt. Ostatnio wykazano, ze obecnos¢ 5-hmUra w DNA moze wywotaé
usuniecie sasiadujgcych czgsteczek 5-mCyt i 5-hmCyt przez system naprawy btednie
sparowanych zasad (MMR) oraz szlak naprawy przez wyciecie zasad (BER) [189]. Ponadto,

obserwowane korelacje pomiedzy 5-mdC i 5-hmdC mogg $wiadczy¢é o ich wspdlnym
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pochodzeniu (systemy naprawy DNA) i udziale w tym samym szlaku metabolicznym (aktywna

demetylacja DNA).
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Whnioski

Zastosowana metoda pozwala na synteze standardow wewnetrznych znakowanych
stabilnymi izotopami ([*3C10,°N2]-5-mdC, [*3C10,'°N;]-5-fdC, ['3Ci0,°N;]-5-cadC,
[$3C10,*°N2]-5-hmdU, [*3C10,*°N2]-5-hmUra, [*3C10,'°N2]-5-fUra, [*3C10,°N;]-5-caUra), co
umozliwia ich wykorzystanie jako wzorcow wewnetrznych w technikach
chromatograficznych sprzezonych ze spektrometrig mas.

Metoda dwuwymiarowej ultrawysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej z
tandemowg spektrometrig mas (2D-UPLC-MS/MS) pozwala na identyfikacje i analize
ilosciowq epigenetycznych modyfikacji DNA (5-hmCyt, 5-fCyt, 5-caCyt, 5-mdC, 5-hmdC,
5-hmdU) oraz 8-oksydG w moczu.

Zaobserwowane réznice w poziomach 5-hmCyt i 5-fCyt w moczu pacjentéw z rakiem
jelita grubego i gruczolakami jelita grubego mogg wskazywac na zaburzenia proceséw
zwigzanych z naprawg DNA i szlakiem aktywnej demetylacji DNA.

Wysokie stezenie 8-oksydG w moczu pacjentéw z rakiem jelita grubego i nieswoistg
choroba zapalna jelit Swiadczy o udziale stresu oksydacyjnego w powstawaniu tego
nowotworu.

Obserwowane korelacje pomiedzy zmodyfikowanymi zasadami/nukleozydami moga
Swiadczy¢ o ich wspdlnym pochodzeniu (systemy naprawy DNA) i udziale w tym samym
szlaku metabolicznym (aktywna demetylacja DNA).

Produkty szlaku aktywnej demetylacji DNA oznaczane w materiale catkowicie
nieinwazyjnym (mocz) lub minimalnie inwazyjnym (krew) mogg by¢ przydatne w
procesie diagnostycznym pacjentéw z zespotami mielodysplastycznymi (MDS) i ostrg
biataczkg szpikowg (AML) oraz w identyfikacji oséb z zwiekszonym ryzykiem

transformacji MDS do AML.

122



9

Oswiadczenia

123



Mgr Patrycja Baginska Bydgoszez, 24.04.2023
Katedra Biochemii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszczy

Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Ofwiadezam, Ze jestem wspdlautorka publikacji pt. | Diagnostic and Prognostic
Power of Active DNA Demethylation Pathway Intermediates in Acute Myelogenous
Leukemia and Myelodysplastic Syndromes”. Bralam udziat w tworzeniu baz danych oraz

analizie otrzymanych wynikow.

Pebgefo &,‘ngée
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Dr hab. Zbigniew Banaszkiewicz Bydgoszcz, 06.04.2023
Klinika Chirurgii Ogélnej, Kolorektalngj i Onkologicznej
Collegium Medicum w Bydgoszczy

Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

Os$wiadczenie o wspolautorstwie

Oéwiadczam, ze jestem wspolautorem publikacji pt. ,Urinary Measurement of
Epigenetic DNA Modifications and 8-0x0dG as Possible Noninvasive Markers of Colon
Cancer Evolution”. Bratem udzial w rekrutacji pacjentéw do badan oraz analizie i interpretacji

otrzymanych wynikéw. Uczestniczylem w przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu.

4

/ dr hab. Zbioniew Banaszhiewic..

/ SPECJALISTA CHIRURG
Nr ZUS 4195988
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Dr hab. Jarostaw Czyz Bydgoszcz, 06.04.2023
Katedra Hematologii
Collegium Medicum w Bydgoszczy

Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Oswiadczam, ze jestem wspotautorem publikacji pt. Diagnostic and Prognostic
Power of Active DNA Demethylation Pathway Intermediates in Acute Myelogenous
Leukemia and Myelodysplastic Syndromes”. Bylem jednym z pomyslodawcOw badania,
Bralem udziat w rekrutacji pacjentéw do badan oraz w analizie i interpretacji danych

klinicznych. Uczestniczylem w przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu,
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Dr hab. Daniel Gackowski Bydgoszez, 24.04.2023
Katedra Biochemii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszezy

Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Os$wiadczenie o wspolautorstwie

Ofwiadczam, Ze jestem wspolautorem publikacji pt. ,,Preparation of Internal
Standards for 2D-UPLC-MS/MS Quantification of Noncanonical DNA Bases”. Bratem
udziat w eksperymentach zwigzanych z syntezg wzorcow znakowanych stabilnymi izotopami

oraz uczestniczylem w przygotowaniu ostatecznej wersji publikacji.

Oswiadczam rowniez, ze jestem wspélautorem pracy pt. ,, Diagnostic and Prognostic
Power of Active DNA Demethylation Pathway Intermediates in Acute Myelogenous
Leukemia and Myelodysplastic Syndromes”. Bylem jednym z pomystodawcow pracy,
bratem udzial w jej napisaniu. Uczestniczylem w badaniach literaturowych oraz oznaczeniach

epigenetycznych modyfikacji DNA. Bratem udzial w analizie i interpretacji wynikow.
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Dr Maciej Gawronski Bydgoszez, 24.04.2023
Katedra Biochemii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszezy

Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Oswiadczam, zZe jestem wspolautorem publikacji pt. ,Diagnostic and Prognostic
Power of Active DNA Demethylation Pathway Intermediates in Acute Myelogenous
Leukemia and Myelodysplastic Syndromes”. Uczestniczylem w oznaczeniach poziomu

epigenetycznych modyfikacji DNA oraz analizie otrzymanych wynikéw.
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Dr Anna Jachalska Bydgoszcz, 06.04.2023
Katedra Hematologii
Coliegium Medicum w Bydgoszczy

Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Oswiadezam, ze jestem wspolautorka publikacji pt. ,Diagnostic and Prognostic
Power of Active DNA Demethylation Pathway Intermediates in Acute Myelogenous
Leukemia and Myelodysplastic Syndromes”, Bralam udzial w rekrutacji pacjentow do

badan oraz analizie 1 interpretacji otrzymanych wynikow.
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Lek. Marcin Kruszewski Bydgoszcz, 06.04.2023
Klinika Hematologii
Szpital Uniwersytecki nr 2

im. Jana Biziela w Bydgoszczy

Oswiadczenie o wspoélautorstwie

Oswiadezam, Ze jestem wspélautorem publikacji pt. ,Diagnostic and Prognostic
Power of Active DNA Demethylation Pathway Intermediates in Acute Myelogenous
Leukemia and Myelodysplastic Syndromes”. Bralam udziat w rekrutacji pacjentdw do

badan oraz analizie otrzymanych wynikdw,
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Prof. dr hab. Ryszard Olinski Bydgoszez, 24.04.2023
Katedra Biochemii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszczy

Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Ob$wiadczam, Ze jestem wspOlantorem publikacji pt. ,Preparation of Internal
Standards for 2D-UPLC-MS/MS Quantification of Noncanonical DNA Bases”.
Przeprowadzilem badania literaturowe oraz bralem udziat w napisaniu ostatecznej wersji

publikacji.

Oswiadczam rowniez, ze jestem wspotautorem pracy pt. ,MS Analysis of DNA
Modifications in Urinary/Body Fluids”. Przeprowadzilem badania literaturowe oraz bralem

udzial w napisaniu ostatecznej wersji publikacii.

Jestem wspolautorem publikacji pt. ,, Diagnostic and Prognostic Power of Active
DNA Demethylation Pathway Intermediates in Acute Myelogenous Leukemia and
Myelodysplastic Syndromes”. Bylem jednym z pomystodawcow pracy. Przeprowadzilem
badania literaturowe oraz bratem udzial w analizie i interpretacji wynikéw. Uczestniczylem w

przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu.

Oswiadczam réwniez, Ze jestem wspotautorem pracy pt. ,,Urinary Measurement of
Epigenetic DNA Modifications and 8-oxodG as Possible Noninvasive Markers of Colon
Cancer Evolution”. Bylem jednym z pomystodawcow pracy. Uczestniczylem w badaniach
literaturowych oraz analizie 1 interpretacji otrzymanych wynikow, Bralem udziat w

przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu.
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Dr hab. Rafal Rézalski Bydgoszcz, 24.04.2023
Katedra Biochemii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszczy

Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

OSwiadczenie o wspolautorstwie

Oswiadczam, ze jestem wspolautorem publikacji pt. ,Preparation of Internal
Standards for 2D-UPLC-MS/MS Quantification of Noncanonical DNA Bases”. Bralem
udzial w eksperymentach zwigzanych z syntezg wzorcoHw znakowanych stabilnymi izotopami.

Uczestniczylem w przygotowaniu ostatecznej wersji publikacji.

Oswiadezam réwniez, Ze jestem wspolautorem pracy pt. [ MS Analysis of DNA
Modifications in Urinary/Body Fluids”. Zaprojcktowalem opisang w publikacji metode,

Bralem udzial w przygotowaniu ostatecznej wersji publikacji.

Jestem wspoélautorem publikacji pt. .Diagnostic and Prognostic Power of Active
DNA Demethylation Pathway Intermediates in Acute Myelogenous Leukemia and
Myclodysplastic Syndromes”. Bytem jednym z pomystodawcow pracy, bratem udzial w jej
napisaniu. Uczestniczylem w badaniach literaturowych oraz oznaczeniach epigenetycznych

modyfikacji DNA w moczu. Bralem udzial w analizie i interpretacji wynikow.

Oséwiadczam réwnicz, ze jestem wspotautorem pracy pt. ,.Urinary Measurement of
Epigenetic DNA Modifications and 8-0xodG as Possible Noninvasive Markers of Colon
Cancer Evolution”, Bylem jednym z pomystodawcdw pracy. Uczestniczylem w badaniach
literaturowych oraz oznaczeniach epigenetycznych modyfikacji DNA w moczu. Bralem
udzial w analizie statystycznej 1 interpretacji wynikow oraz w przygotowaniu ostatecznej

wersji manuskryptu.
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Lek. Anna Sadowska Bydgoszcz, 06.04.2023
Oddziat Hematologii i Transplantacji Szpiku
Szpital Mikotaja Kopernika w Toruniy

Oswiadczenie o wspélautorstwie

Oéwiadczam, ze jestem wspélautorem publikacji pt. »Diagnostic and Prognostic
Power of Active DNA Demethylation Pathway Intermediates in Acute Myelogenous
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Dr hab. Agnieszka Siomek-Gorecka Bydgoszcz, 24.05.2023
Katedra Biochemii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszczy

Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Os$wiadczam, ze jestem wspoOlautorka publikacji pt. ,MS Analysis of DNA
Modifications in Urinary/Body Fluids”. Bratam udzial w przygotowaniu ostatecznej wersji

publikacji.

Oswiadczam réwniez, ze jestem wspolautorky pracy pt. ,Diagnostic and Prognestic
Power of Active DNA Demethylation Pathway Intermediates in Acute Myelogenous
Leukemia and Myeclodysplastic Syndromes”. Przeprowadzilam oznaczenia poziomu

kreatyniny w moczu oraz bratam udziat w analizie otrzymanych wynikéw.

Jestem wspdlautorkg publikacji. .Urinary Measurement of Epigenetic DNA
Modifications and 8-oxodG as Possible Noninvasive Markers of Colon Cancer
Evolution”, Przeprowadzitam oznaczenia poziomu kreatyniny w moczu. Uczestniczylam w

analizie otrzymanych wynikéw oraz w przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu.
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Mgr Aleksandra Skalska-Bugata Bydgoszez, 24.04.2023
Katedra Biochemii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszczy

Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Oéwiadeczam, Ze jestem wspolautorkg publikacji pt. ,,Preparation of Internal
Standards for 2D-UPLC-MS/MS Quantification of Noncanonical DNA Bases”.
Przeprowadzilam eksperymenty zwigzane z syntezg wzorcow znakowanych stabilnymi

izotopami. Bratam udzial w przygotowaniu ostatecznej wersji publikacji.

Odwiadezam réwniez, ze jestem wspofautorks pracy pt. ,MS Analysis of DNA
Modifications in Urinary/Body Fluids”. Bratam udzial w opracowaniu metody stuzacej do
oznaczania epigenetycznych modyfikacji DNA w moczu. Uczestniczylam w przygotowaniu

ostatecznej wersji publikacji.

Jestem wspolautorka publikacji pt. ,, Diagnostic and Prognostic Power of Active
DNA Demethylation Pathway Intermediates in Acute Myelogenous Leukemia and
Myelodysplastic Syndromes”. Przeprowadzitam badania literaturowe. Prowadzitam
oznaczenia poziomu epigenetycznych modyfikacji DNA w moczu. Uczestniczylam w analizic

otrzymanych wynikéw oraz bratam udziat w przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu.

Os$wiadczam rowniez, ze jestem wspdlautorka pracy pt. ,Urinary Measurement of
Epigenetic DNA Modifications and 8-0x0dG as Possible Noninvasive Markers of Colon
Cancer Evolution”. Prowadzitam oznaczenia poziomu epigenetycznych modyfikacji DNA w
moczu. Uczestniczytam w tworzeniu bazy danych oraz prowadzilam analize wynikdw.

Bratam udzial w przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu.

Aleksomdya Skalsk ‘ll%"fj’{" I
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Dr Marta Starczak Bydgoszez, 24.04.2023
Katedra Biochemii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszczy

Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Obwiadczam, Ze jestem wspoOlautorka publikacji pt. ,,Preparation of Internal
Standards. for 2D-UPLC-MS/MS Quantification of Noncanonical DNA Bases”.
Uczestniczytam w eksperymentach zwigzanych z syntezg wzorcoéw znakowanych stabilnymi

izotopami. Bralam udzial w przygotowaniu ostatecznej wersji publikacji.

Oéwiadezam réwniez, ze jestem wspélautorka pracy pt. ,, Diagnostic and Prognostic
Power of Active DNA Demethylation Pathway Intermediates in Acute Myelogenous
Leukemia and Myeclodysplastic Syndromes”. Prowadzilam oznaczenia poziomu
epigenetycznych modyfikacji DNA. Bralam udzial w tworzeniu baz danych oraz analizie

otrzymanych wynikéw. Uczestniczylam w przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu.
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Dr Anna Szpila Bydgoszez, 24.04.2023
Katedra Biochemii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszezy

Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

Oswiadczenie o0 wspolautorstwie

Oswiadczam, ze jestem wspolautorkq publikacji pt. ,Diagnostic and Prognostic
Power of Active DNA Demethylation Pathway Intermediates in Acute Myelogenous
Leukemia and Myelodysplastic Syndromes”. Bralam udzial w przeprowadzeniu izolacji
DNA oraz oznaczeniu poziomu epigenetycznych modyfikacji DNA. Uczestniczylam takze w

analizie otrzymanych wynikow.

e aple

137



Mgr inZ. Justyna Szpotan

Katedra Biochemii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszczy
Uniwersytet Mikolaja Kopemika w Toruniu

Katedra Biologii Czlowicka
Instytut Biologii
Uniwersytet Mikofaja Kopemika w Toruniu

Piza, 19.04.2023

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Oswiadczam, Ze jestem wspolautorka publikacji pt. .. Diagnostic and Prognostic Power
of Active DNA Demethylation Pathway Intermediates in Acute Myelogenous Leukemia

and Myelodysplastic Syndromes”. Bralam udzial w tworzeniu baz danych oraz analizie

otrzymanych wynikow.
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Lek. Adriana Szukalska Bydgoszcz, 15.05.2023
Klinika Hematologii
Szpital Uniwersytecki nr 2

im. Jana Biziela w Bydgoszczy

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Oswiadczam, ze jestem wspolautorka publikacji pt. ,.Diagnostic and Prognostic Power
of Active DNA Demcthylation Pathway Intermediates in Acute Myelogenous Leukemia
and Myelodysplastic Syndromes™. Bralam udzial w rekrutacji pacjentéw do badan oraz

analizie otrzymanych wynikdw.

139



Lek Lukasz Szukalski Bydgoszcz, 06.04.2023
Katedra Hematologii
Collegium Medicum w Bydgoszezy

Uniwersytet Mikotaja Kopemika w Toruniu

OsSwiadczenie o wspoélautorstwie

O$wiadczam, ze jestem wspdlautorem publikacji pt. ,Diagnostic and Prognostic
Power of Active DNA Demethylation Pathway Intermediates in Acute Myelogenous
Leukemia and Myelodysplastic Syndromes”. Uczestniczylem w rekrutacji pacjentow do
badan oraz tworzeniu bazy danych klinicznych. Bralem udzial w analizic otrzymanych

wynikow i przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu.

LU

140



Mgr Aleksandra Wasilow Bydgoszcz, 24.04.2023
Katedra Biochemii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszczy

Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Oswiadczam, ze jestem wspolautorka publikacji pt. ,Diagnostic and Prognostic
Power of Active DNA Demethylation Pathway Intermediates in Acute Myelogenous
Leukemia and Myelodysplastic Syndromes™. Uczestniczylam w analizie i interpretacii

otrzymanych wynikéw.

a ‘, .
dlebsanche  Adsclds

141



Dr Anna Wolowiee (Labejszo) Bydgoszcz, 24.04.2023

Katedra Biochemu Khiniczne)
Collegim Medicum w Bydgoszezy
Umiwersytet Mikolaja Kopemika w Torumu

Natedra Genatm

Collegium Madicum w Bydgoszezy
Unimersyiet Mikolaja Kopernika w Toruniv

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Oswiadczam, Ze jestem wspolautorka publikacji pt. .Diagnostic and Prognostic
Power of Active DNA Demethylation Pathway Intermediates in Acute Myeclogenous

Leukemia and Myelodysplastic Syndromes™. Uczestniczylam w analizie i interpretacii
otrzymanych wynikdw.

Qé:oa/ LddiDentc

142



Dr Ewelina Zarakowska Bydgoszez, 24.04,2023
Katedra Biochemii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszczy

Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Oswiadczam, Ze jestem wspélautorkq publikacji pt. ,Diagnostic and Prognostic
Power of Active DNA Demecthylation Pathway Intermediates in Acute Myelogenous
Lenkemia and Myelodysplastic Syndromes”. Bralam udzial w przeprowadzeniu izolacji
DNA oraz oznaczeniach poziomu epigenetycznych modyfikacji DNA, Uczestniczylam takze

w analizie otrzymanych wynikow.

f

A ’\‘li\\\(,\ JJ) ) 1\%&7“.\! .:}'4\\\

143



10 Streszczenie

Komérki nowotworowe oprécz hipometylacji catego genomu charakteryzujg sie takze
specyficzng dla danego miejsca hipermetylacjg regiondw promotorowych wysp CpG. Wzér
metylacji DNA jest nie tylko konsekwencjg przytgczania grup metylowych do cytozyn, ale
rowniez demetylacji. Szlak aktywnej demetylacji DNA jest procesem wieloetapowym, w
ktorym dochodzi do enzymatycznego usuniecia grupy metylowej z 5-metylocytozyny (5-mCyt)
przy udziale biatek TET, wyciecia i zastgpienia 5-mCyt prawidtowg cytozyng na drodze naprawy
przez wycinanie zasad, deaminacji 5-mCyt do tyminy czy wyciecia fragmentu
oligonukleotydowego zawierajgcego 5-mCyt. Produkty aktywnej demetylacji 5-mCyt po
usunieciu z DNA przez systemy naprawcze, mogg by¢ uwalniane do krwiobiegu i ostatecznie
wydalane z moczem.

Celem pracy byto opracowanie metody pozwalajgcej na iloSciowg analize poziomu
epigenetycznych modyfikacji DNA w moczu i ocena ich przydatnosci jako potencjalnych
nieinwazyjnych biomarkeréw rozwoju raka jelita grubego (CRC, ang. colorectal cancer) i ostrej
biataczki szpikowej (AML, ang. acute myeloid leukemia).

Wykorzystujgc technike dwuwymiarowej ultrasprawnej chromatografii cieczowej z
tandemowg spektrometrig mas (2D-UPLC-MS/MS, ang. two-dimensional ultraperformance
liqguid chromatography tandem mass spectrometry), dokonalismy optymalizacji warunkéw
rozdziatu i detekcji, co pozwolito na identyfikacje oraz iloSciowe oznaczenie w moczu
zmodyfikowanych  zasad  azotowych:  5-hydroksymetylocytozyne  (5-hmCyt), 5-
formylocytozyne (5-fCyt), 5-karboksycytozyne (5-caCyt) oraz nukleozydéw: 5-metylo-2'-
deoksycytydyne (5-mdC), 5-(hydroksymetylo)-2’-deoksycytydyne (5-hmdC), 5-
(hydroksymetylo)-2’-deoksyurydyne (5-hmdU) i 8-oksy-7,8-dihydro-2’-deoksyguanozyne (8-
oksydG). Ze wzgledu na to, ze dla czesci analizowanych zwigzkéw brakuje komercyjnie
dostepnych wzorcéw, zdecydowalismy sie na ich synteze w naszym laboratorium.

Pierwszg grupe badang stanowili pacjenci z ostrg biataczkg szpikowg (AML) oraz
pacjenci z zespotami mielodysplastycznymi (MDS, ang. myelodysplastic syndromes). W grupie
chorych z AML zaobserwowano wyzsze stezenia wszystkich zmodyfikowanych zasad
azotowych i deoksynukleozydow w pordéwnaniu do osob zdrowych. U pacjentdw z MDS
zaobserwowano réwniez wyzsze poziomy produktéow aktywnej demetylacji DNA w moczu

wzgledem grupy kontrolnej. Stezenia 5-fCyt, 5-hmdC, i 5-hmUra w moczu osiggnety podobne
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wartosci u pacjentéw z AML i MDS. Wydalanie z moczem w przypadku 5-hmCyt, 5-caCyt i 5-
hmdU charakteryzowato sie stopniowym wzrostem stezenia od grupy kontrolnej do MDS, a
najwyzsze poziomy zaobserwowano u pacjentow z AML. Analiza statystyczna z
wykorzystaniem testu ROC (ang. receiver operating characteristic) pozwolita na ocene mocy
diagnostycznej i zidentyfikowanie potencjalnych biomarkeréw rozwoju AML i MDS oraz
transformacji MDS do AML. Najbardziej przydatne diagnostycznie do odrdznienia pacjentow
AML od grupy kontrolnej okazaty sie stezenia 5-hmCyt i 5-hmdU w moczu, natomiast w
przypadku pacjentéw z MDS poziom 5-hmdC w DNA oraz 5-hmCyt w moczu. Wieloczynnikowe
modele drzew klasyfikacyjnych pozwolity na prawidtowg klasyfikacje pacjentéw z AML i MDS
w 95,7% i 94,7% przypadkéw. Najwiekszg wartos¢ prognostyczng sposrdd analizowanych
parametrow w przewidywaniu transformacji MDS w AML zaobserwowano dla 5-cadC oraz 5-
hmdU w DNA.

Drugy grupe badang stanowili pacjenci z rakiem jelita grubego (CRC), nieswoistg
chorobg zapalng jelit (IBD, ang. inflammatory bowel disease) oraz osoby z gruczolakami jelita
grubego (AD, ang. adenoma). W moczu pacjentéw z CRC i AD zaobserwowano znaczgco nizszy
poziom 5-fCyt w pordwnaniu do grupy kontrolnej. Wydalanie z moczem 8-oksydG byto istotnie
wyzsze w przypadku pacjentéw z CRCi IBD. Poziom 5-hmCyt byt istotnie wyzszy w poréwnaniu

do grupy kontrolnej jedynie w grupie oséb 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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Koltan, dr hab. n. med. Marck Foksinski, dr hab. n. med. Rafal Rozalski,
dr hab. n. med. Agnieszka Siomek, dr n. med. Grzegorz Charlinski,
dr n. med. Krzysztof Czyzewski, dr n. med. Robert Debski, dr n. med. Elzbieta Grzesk,
dr n. med. Aldona Katarzyna Jankowska, dr n. med. Anna Krenska,
dr n. med. Monika Pogorzala, Agnieszka Jatezak-Gaca, dr n. med. Monika Richert-
Przygonska, dr n. med. Andrzej Koltan, dr n. med. Barbara Tejza,
lek. Natalia Bartoszewicz, Ick. Anna Dabrowska, lek. Ewa Demidowicz,
dr n.med. Grazyna Gadomska, dr n. med. Lidia Gackowska, dr n.med. lzabela
Kubiszewska, dr n. med. Jolanta Guz, dr n. med. Tomasz Dziaman, dr n. med. Anna
Szpila, dr n. med. Ewelina Zarakowska, dr n. med. Grazyna Gadomska,
dr n. med. Anna Jachalska, lek. Marcin Kruszewski, lek. Marcin Ksieniewicz,
lek. Martyna Sysakiewicz, lek Justyna Kalisz, lek. Aleksandra Kostyra,
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lek. Dominik Chraniuk, Iek. Justyna Gajkowska Kulik, lek. Maria CzyZewska,
lek.  Marcin  Rymko, lek. Weronika Piszezek, lek. Magdalena  Szezepanska,
lek. Dominika Wisniewska-Organck, lek. Elzbicta Wyrowinska, mgr Beata Sikorska,
mgr Martyna Modrzejewska, mgr Marta Starezak, mgr Kinga Gutowska, mgr Maciej
Gawronski, uezestnicy studiéw doktoranckich, magistranci, stypendyscei projektu,

w sprawic badania:

wProdukty szlakow demetylacji i deaminacji DNA jako nowe biomarkery
rozwoju i predyktory cfektow leczenia ostrych bialaczek.”

Po zzpoznaniu sic zc zlozonym waioskiem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz plosowanin
Komisja podjela
Uchwale o pozytywnym zaopiniowaniu wniosku
w sprawic przeprowadzenia badad, w zakresie okreslonym we wniosku pod warunkiem:

*  poinformowania uczestnikow badania w tym rdwnie2 uczestnikow stanowiacych arupe kontrolng, o celn
orz zakresic. badai i uzyskania od nich, lub w przypadku osob malolemich, ich rodzicow/opickundw
prawnych osobnej, pisemnej, Swindomej zgody na udziat w badaniy, zgodnie z obowiazujacymi przepisami.
datowanej majpoznicj na moment rozpoczecia badania a nic wezednic) niz data uzyskanin z Komisj
Bioetyczaej zgody na takie badanie;

¢ UWAGA! W przypadku maloletnich, kdrzy ukofczyli 16 let Zycia oraz miodszych maloletnich, ktorzy sa
W stanie z rozermaniem wypowiedzied sie, co do swojego udzial w badaniu obowigzuie rowniez
kaonieeznods uzyskania zgody od tych maloletnich;

*  Zzapewnienin, ze osoby uczestniczace w eksperymencie badawczym nic sg ubezwlasnowolnione, nie sy
zolnicrzami sluzby zasadniczef, nie sq osobami pozbawianymi wolno$ci, nie pozostajy w zalernodei
stuzbowej, dydaktycznej lub innej z prowadzacym badanie;

»  UWAGA! Uczestnicy bedania stanowiscy grups kontrolmy nie moga byé rekrutowini spodrod studentéw Jub
pracownikéw Collegium Medicum w Bydgoszezy.

¢ rachowan@a tajemnicy wszystkich danych, w tym danych osobowych pacjentdw, umozliwiajgeych ich
identyfikacje w cwentualnych publikacjach;

* sugerujemy uzyskanie pedpisu uczestnika badania pod informacis o badaniv, lub sporzadzenie formularza
informacji | swiadome) zgody na ugdzial w badaniu na jednej kartce,

lednoczesnic informujemy, iz .Zgoda na udzial w badaniu™ winna zawieraé muin.: imig i nazwisko badanej

osaby: Nr historii choroby pacjents (Lks.gl. OddzialwPoradni) omz datg i podpis badanej osoby, a takze

klnuzule, 2¢ uczestnik badania wyraza 2godg na przetwarzinic danych osobowych dotyczacych realizac)i iemalu
badawczego, 2 wyjstkiem publikacji danych asobowych.

Kierownik badania zobowinzany jest do przechowywania wszystkich dokumentéw dotyczicych badania przez
okres dwudzicstu lat,

Zgoda obowiqzuje od dary posiedzenia (24.05.2016 r.) do kovica 2021 r.

Wydana opimia dotyesy tytko rozpotrywanego walosku = wwsglednieniem preedstawionege projektu;
kazda zmiana i modviikacia wymoga icyskania odrebnel opinil. Waicskodowea sobowigzany jest do
informawania o wszelkich poprawkach, ktdre moghvly miec wplyw na opiniy Komisji ovaz pomformowania o
zakoficsenin bodania,

Od niniejsse) uchwaly podmiot zamierzaiqey pregprowad:ié eksperyment medvesny, kievownik zakladu
oplekl zdrowainef, w ktdrg) eksperyment medyesny ma byé preeprowodony. mogg wnik¢ adwofanie do
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Odvolawezej Komisji Bioetycsnej przy Ministrze Zdrowia, za posrednictwem Komisji Bioetycznel prsy
Colleglum Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszezy, w terminie 14 dni od daty otrzymania niniefszef Uchwaly.

Prof. dr hab. med.Karol Sliwka

Przewodniczacy Komisji Bioetycznej

f

\

Otrzymuja: V\/
dr hab, n, med. Danie¢l Gackowski

Katedra Biochemil Klinicznej
Prucownia Metabolomiki i Markerdw Nowotworowych
Collegium Medicum w Bydgoszezy

Pracownia Onkelo£ii Klinicznej i Eksperymentalne]
Klinika P ), Hematologii | Onkologil
Szpital Uni eckinr 1 im. dr. Antoniege Jurasza

dr hab. n. med. Jdrostaw Czyz
Klinika Hempblogii
Szpital Unj inr 2 im, dr Jang Biziela

§7-100Forud, ul. Batorego 17/19
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Lista obecnosci

na posiedzeniu Komisji Bioetycznej

w dniu 24.05.2016 r.

Lp. [mi¢ i nazwisko Funkcjn Podp‘s

1, Prof. dr hab. med. Karol Sliwka przewodniczacy \

o2
z-t2
2. Prof dr hab, Adam Bucifski - /m.‘l / —~e
przewodniczacego 24
L
3. Prof. dr hab. med. Anna Balcar-Borod yé/v-'-s’
4. | Prof. dr hab. med, Mieczystawa Czerwionka-Szaflarska

Prof. dr hab. med. Marek Grabiec

Prof. dr hab. med. Zbigniew Wiodarczyk

Dr hab. n. med. Katarzyna Pawlak-Osifiska, prof; UMK

Ks. dr hab. Wojeiech Szukalski, prof. UAM

Dr n. med. Radoslawa Staszak-Kowalska

10,

Or hab. n med, Maria Ktopocka

Mgy prawa Patrycja Brzezicka

12,

Mgr prawa Joanna Poletek-Zygas

13.

Mgr picl. Hanna Ziemniarska
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Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszezy
KOMISJA BIOETYCZNA
UL M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.(052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 404/2016 Bydgoszez, 26.02.2019r.

Dziatajac na podstawie ar1.29 Ustawy 2 dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz. U, 2 1997 r.
Nr 28 poz. 152 (wraz 2 pdzniejszymi zmianami), zarzgdzenia Ministra Zdrowia i Opicki Spolecznej z dnia 11
maje 1999 r. w sprawie szczeglowych zasad powotywania i finansowania oraz trybu dziatania komisji
bioetycznych (Dz. U. Nr 47 poz.480) oraz Zarzadzeniem Nr 21 Rektora UMK z dnia 4 marea 2009 r. z péin.
zm, w sprawie powolania oraz zasad dzialania Komisji Bioetycznej Uniwersyteru Mikotaja Kopemika w
Toruniu przy Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszezy oraz zgodnie 2 zasadami zawartymi w
ICH-GCP

Komisja Bioetyezna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszezy

(ktorej skiad podano w zalaczeniu) na posiedzeniv w dniu 26.02.2019 r. przeanalizowata
prodbe o wyrazenie zgody na:
. rozszerzenie zespotu badawezego o nast. osoby:
mgr inz. Justyna Szpotan, mgr Anna Labejszo, mgr Aleksandra Skalska, Joanna
Wandtke, Aleksandra Wasilow, lek. Adriana Czy2, lek. Lukasz Szukalski,

kiory ztozyl:

dr hab. n. med. Daniel Gackowski

Katedra Biochemii Klinicznej

Pracownia Metabolomiki i Markerdw Nowotworowych
Collegium Medicum w Bydgoszczy

w sprawie badania:

wProdukty szlakéw demetylacji i deaminacji DNA jako nowe biomarkery rozwoju
i predyktory efektéw leczenia ostrych bialaczek.”

Po zapoznaniu si¢ ze zlozonym dokumentem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz
glosowania jawnego Komisja przyjeta do wiadomosci podane informacje i wyraza zgode na powyzsze

pod warunkami okreslonymi w uchwale Komisji podjetej w dniu 24.05.2016 r.
Zgoda na kontynuowanie przedmiotowego badania obowiagzuje do konca 2021 roku.

Prof. dr hab. med. 1 Sliwka

Przewodniczaoy Komisji| Bioetycznej

V\-\'/’\

)

Otrzymuje:

dr hab, n. med. Daniel Gackowski

Katedra Biochemii Klinicznej

Pracownia Metabolomiki i Markerow Nowotworowych
Collegium Medicum w Bydgoszczy
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Lista obecnodci

na posiedzeniu Komisji Bioetycznej

w dniu 26.02.2019 r.

Lp. Imig i nazwisko Funkcja lr’odpls
1. Prof. dr hab. med, Karol Sliwka Przewodniczacy |\ ,
£
Z-ca 7
2, Mgr prawa Joanna Poletek-Zygas ( P A~
przewodniczacego

Prof. dr hab. med. Mieczystawa Czerwionka-Szaflarska

Prof. dr hab. med. Anna Balcar-Borofi

Prof. dr hab. med. Marek Grabiec

Prof. dr hab. med. Zbigniew Wiodarczyk

3
|

Dr hab. n. med. Katarzyna Pawlak-Osifiska, prof. UMK

Dr hab, n med. Maria Klopocka

Ks. dr hab. Wojciech Szukalski, prof. UAM

Dr n. med, Radostawa Staszak-Kowalska

-

Mgr prawa Patrycia Brzezicka

Mgr farm. Aleksandra Adameczyk

Mgr Lidia Iwinska-Tarczykowska

N
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Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszezy
KOMISJA BIOETYCZNA
UL M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.(052) $85-35-63, fux.(052) 585-38-11

KB 404/2016 Bydgoszcz, 26.03.2019 ¢,

Dzialajye na podstawie art.29 Ustawy z dnla § grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz. U, 2 1997 1,
Nr 28 poz. 152 (wraz z pdaniejazym| zmisnami), zarzadzenia Ministra Zdrowia | Opicki Spotecznej z dnia ||
maja 1999 r. w sprawle szezegblowych zasad powotywania | finansowania oz trybu dzialania komisj|
bioetyeznych (Dz. U, Nr 47 poz,480) oruz Zarzapdzeniem Ne 21 Roktora UMK 2 dnia 4 marca 2009 1, 2 poin,
m, W aprawie powolania oraz zasad dzintania Komisjl Bloetycanej Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w
Toruniu przy Collegium Medicum im Ludwika Rydygieea w Bydgoszezy omz zgodnle 2 zasadam| zawartymi w
ICH - GCp

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszezy

(ktdrej sklad podano w zalyezoniu) na posiedzeniu w dniu 26.03.2019 r. przeanalizowaty
prosbe o wyrazenie zgody na:
. rozszerzenie zespotu badawczego o lek. med, Elwirg Olifiska,

ktory zlozyl:

dr hab. n. med. Duniel Gackowski

Katedra Biochemii Kliniczne]

Pracownin Metabolomiki | Markerow Nowotworowych
Collegium Medicum w Bydgoszczy

W sprawie badanin:

wProdukty szlakéw demetylacji i deaminacji DNA juko nowe biomarkery rozwoju
i predyktory efoktow leczenia ostryeh bialuczek,"

Po zapoznuniu sig ze zlozonym dokumentem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz
glosowania jawnego Komisju przyjetn do windomosci podane informacje i wyraza zgodg na powy2sze
pod warunkami okredlonymi w uchwale Komisji podjgte) w dniu 24.05.2016 r.

Zgoda na kontynuowanie przedmiotowego badania obowigzuje do kohea 2021 roku.

Prof. dr hab. med, Karol $tiwka

Przewodniczcy Komigji Bioetyczne|

%~

Otrzymuje:

dr hab, n, med. Danlel Gackowski

Katedra Biochemii Kliniczne)

Pracownin Metabolomiki | Markerdw Nowotworowych
Collegium Medioum w Bydgoszezy
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Lista obecnosei

na posiedzeniu Komisji Bioetycznej

wdniu 26.03,2019 r.

Lp. Imig { nazwisko Funkcja Podpis
1. Prof. dr bab. med. Karol Sliwka Przewodniczacy
h e
Z-ca
Ji Polstek-2,
2, Mgr prawa Joanna ygns . ——

Prof. dr hab. med. Mieczystawa Czerwionka-Szaflarska

e,

Prof. dr bab. med. Anna Balcar-Boron

Prof, dr hab. med. Marek Grabiec

Prof. dr hab. med, Zbignlew Wiodarezyk

Dr hab. n. med. Katarzyna Pawlak-Osifsks, prof. UMK

@#

Dr hab. n med. Maria Kiopacka

om, 7&';,,15

Ks. dr hab, Wojcisch Szukalski, prof. UAM

i)

Drn. med. Radostawa Staszak-Kowalska

(o,

Mgr prawa Patrycja Brzezicka

(Mo

Mgr farm. Aleksandra Adamezyk

Mgr Lidia Iwifska-Tarczykowska

ooy
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Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszezy
KOMISJA BIOETYCZNA
UL M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.(052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 404/2016 Bydgoszez, 19.01.2021 r.

Dziatajac na podstawie art.29 Ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz. U.z 1997 r.
Nr 28 poz. 152 (wraz z péiniejszymi zmianami), zarzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spofecznej z dnia 11
maja 1999 r. w sprawie szczegblowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dziatania komisji
bioetycznych (Dz. U. Nr 47 poz480) oraz Zarzadzeniem Nr 21 Rektora UMK z dnia 4 marca 2009 r. z poin.
zm. w sprawie powolania oraz zasad dzislania Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu przy Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszezy oraz zgodnie z zasadami zawartymi w
ICH - GCP

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy

(ktorej sklad podano w zalgczeniu) na posiedzeniu w dniu 19.01.2021 r.
przeanalizowala prosbe o wyrazenie zgody na:

1. przedluzenie czasu trwania badania do konca 2023 roku.

2. rozszerzenie zakresu badan o oznaczenia: wewngtrzkomorkowego poziomu

witaminy C 2z zastosowaniem chromatografii cieczowej z detekcja UV, ekspresji

gendéw na poziomie mRNA i bialek transporterow witaminy C, m.in. SLC23A1

kodujacego SVCTI i SLC23A2 kodujacego SVCT2 oraz uczestniczacych w

odpowiedzi na hipoksje, m.in. HIF1. HIF2, FIH1 z zastosowaniem techniki QRT-PCR

(Real-Time PCR) oraz Western blot.

3. wykorzystanie prébek szpiku Kkostnego pobranych od pacjentow w celu

rutynowych dzialan diagnostycznych w kierunku nowotworéw hematologicznych do

badan bedacych  przedmiotem  wniosku, Nie jest planowane pobran szpiku

wylacznie do celéw badawezych, a jedynie do wykorzystania rutynowo pobranego

materialu  pozostajacego po zakofczeniu procedur diagnostycznych, ktory zwykle

podlega utylizacji.

4.  wigczenie do badania trzeciego punktu czasowego (probka C) od Pacjentéw

w okresie remisji trwajacej minimum jeden rok, Pacjenci i Opickunowie oséb

maloletnich przed pobraniem probki C zostang poinformowani o zmianie w tresei

Informacji dla Pacjenta i poproszeni na ponowne wyraZzenie zgody na udzial

w badaniu,

5. rozszerzenie zespolu badawczego o magistrantéw i doktorantdéw Katedry

Biochemii Klinicznej:

* Sylwia Stawieraj,

* Izabela Mlicka,

* Magdalena Maziarz,

* Joanna Lewandowska,

* Paulina Babecka,

* Monika Duchnowska.

* Patrycja Baginska,

* Zuzanna Wojtkowiak,

* mgr Pawel Mijewski.
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ktory zlozyl:

dr hab, n. med. Daniel Gackowski, prof. UMK
Katedra Biochemii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszczy

w sprawie badania:

wProdukty szlakéw demetylacji i deaminacji DNA jako nowe biomarkery
rozwoju i predyktory efektéw leczenia ostrych bialaczek.”

Po zapoznaniu sie ze zlozonym dokumentem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji
oraz glosowania jawnego Komisja przyjela do wiadomodci podane informacje i wyraza zgode
na powyzsze pod warunkami okreslonymi w uchwale Komisji podjete] w dniu 24.05.2016 r,

Zgoda na kontynuowanie przedmiotowego badania obowiazuje do kofca 2023 roku.

Prof. dr hab. med. Karol Sliwka

dniczacy Komisji Bioetycznej

"

Otrzymuje:

dr hab. n. med, Daniel Gackowski, prof. UMK
Katedra Biochemii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgosazczy
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Lista obecnosel
na posiedzeniu Komisi Bioetycznej

w dniu 19,01.2021 r.
Lp. Tmig | nazwisko Puakejs/ Spocjalizacja Podpls
) Prof. de hab. mod. Karol $liwka TRTId
madycyna sqdowa 4 \
2~ ca praswodniczgengo o
2, Mgr prawa Joanna Poletek-Zygas lvt,/\_,
podiatra, alergologia | '
3. [ Prof. dr hab. med. Misczystawa Cxerwlonka-Szaflarskn %
)
4 Prof. dr hab. med. Anna Bulear-Borod pediarrio, ngfalogla
polatnictwo,
s Prof. dr hab, med. Marek Orabiec . @\/
chirurgia ogding,
6 Prof. dr hab, med. Zbigniew Wiodurcayk R
organiracfa ochrory
% nmumxmmu-o.mmm -
charoby wewnprane,
L Prof. dr hab, n med. Maria Kiopock A—Lk}w\
0. Kadrbab Wojeloch Seukalsh, prof UAM Aoy Md}“w‘f
\
10, Dr . med. Radostawa Staszak-Kownlska pediatria, choroby pluc |£ZI l
1L Mgr prawa Patrye)n Brzericks prawnlcska
/%C&a/
. - Mgz farmn, Aleksandrs Adamesyk Sarmoceutka \ o
1. Mgr Lidia twitinka-Tarczykowska plelggniarka

oossp
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Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniy
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszezy
KOMISJA BIOETYCZNA
UL M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.(052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 404/2016 Bydgoszez, 21.06.2022 1,

Drzialujac na podstawie art.29 ustawy z dnia $ grudnia 1996 roku o znwodzie lekirza (Dz.U, 2 1997 r. Nr
28 poz. 152 (wraz 2 padniejszymi zmianami), rozporzadzenia Ministra Zdrowia | Opieki Spoleczne) z dnia 11
maja l”t.wmmdmmmhlm'mimmMWI
No«yanych(Dz.U.NrnpuM)auerndmathZlmuukzhhlmm'.xm.mw
sprawie powolaniu oraz zasad dzistnia Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toeuniu przy
wummmwmmummwammwzmﬁmmwlm-m

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszezy

(ktorej skiad podano w zalgczeniu) na posiedzeniv w dniu 21.06.2022 r. przeanalizowafn
o
F“".b‘ rozszerzenie  analiz w  materiale pochodzicym od pacjentéw objgtych  projektem
o sekwencjonowanie calogenomowe metody NGS, ktére zostanie wykonane preez
pracownikow Instytut Chemii Bioorganicznej Polskicj Akademii Nauk w Poznaniu;
¢ rozszerzenie zespolu badawezego o: peof. dr hab, Marek Figlerowicz; dr Luiza Handschuh,
dr Lucyna Budiko, dr Ireneusz Stolarck, dr Natalia Korlewska.

ktory zlozyl:

dr hab. Daniel Gackowski, prof. UMK
Katedra Biochemii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszezy, UMK w Toruniu

W sprawie badania:

wProdukty szlakéw demetylacji i deaminacji DNA jako nowe biomarkery rozwoju
i predyktory efektéw leczenia ostrych bialaczek.”.

Po zapoznaniu si¢ ze zlozonym dokumentem | w wyniku przeprowndzonej dyskusjl oraz
glosowania jawnego Komisja przyjela do windomosci podane informacje | wyruza zgody na powyzsze
pod warunkami okreslonymi w uchwale Komisji podjtej w dniu 24.05.2016 r.

Zgoda na kontynuowanie przedmiotowego badania obowinzuje do kofca 2023 roku.

Prof. dr hab. med. I Stiwka

Przewodn Komigji Bioetyczne)

Otrzymuje:

dr hab. Daniel Gackowski, prof. UMK

Katedra Biochemii Klinicznej

Collegium Medicum w Bydgoszezy, UMK w Toruniu
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Lista obecnosci

na posiedzeniu Komisji Bioetycznej

w dniu 21.06.2022 r.
Lp. Imig i nazwisko Funkeja/ Specializacja Podpis
I Prof. dr hab, med. Karol Stiwka medveyna sqdowa |
2 Mgr prawn Joanna Poletek-Zygas prawniczka
latra, alergologia i
5 | Pt e nali. wisd Miscoyaan ConwiooknSnattans | 2 S EAOEE A
z gastrounterologia dsiecipea Pt
potaznictwo,
4 Prof. dr hab. med. Marek Grabice
; ginekologia onkologiczna
.l
choroby wewngtrzne.
5 Prof. dr hab. n med. Maria Kiopocka 4 a"“ ‘;7‘!
: gastroenterologia
chirurgia ogdi
i Prof. dr hab. med. Zbigniew Wiodarczyk e
’ transplantologia kiniczra
chirurgia ogdina,
7. Dr hab. n. med. Macic] Shupski, prof. UMK o
rransplantologia Kiniczra
anestesjologia
'S Dr hab. n. med. Katarzyna Sierakowska, prof. UMK 0 ;
i infensywna terapia
9. Ks. dr hab. Wojciech Szukalski, prof. UAM duchowny

10.

Dr n. med. Radostawa Staszak-Kowalska

pediatria, choroby pluc

o

" Mgr prawa Patrycja Brzezicka prawnleska Ve W(W
1
12 Mgr farm. Aleksandra Adamczyk Sarmaceutka 4 olon
]
13 Mgr Lidia Iwifiska-Tarczykowska plelpgniarka d" 76‘
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Lista obecnoéci

na posiedzeniu Komisji Bioetycznej

w dniu 28.02.2023 r,
Lp. Imig { nz2wisko Funkeja/ Specjalizacja Podpts
%
; o
i} Prof. dr hab. med. Karol Sliwka medycyna sgdowa o
N
2, Mgr prawa Joanna Poletek-Zygas prawniczka ( ‘\A/L/‘
ediarra, alergologla |
3. | Prof drhab. med. Mieczystawa Czerwionks-Szaflarska | © galogia ] ,J%
i gastroenterologia driecigea
i
polotnictwo,
X Prof. dr hab. med. Marek Grabiec "
ginekologla onkologicsna
choroby wewngtrzne,
s, Prof. dr hab. n med. Maria Klopocka
gastroenterologia
chirurgia ogdlna,
Prof. dr hab. med. Zbigniew Windarczyk
8 o transplantologia Miniczna
chirurgla agéing,
Dr hab. o med. Maciej Shupski, prof. UMK
% = % 2 fransplantologia kiiniczna
. anestezjologla
8 Dr hab. n. med. Katarzyna Sierakowska, prof. UMK
{ intensywna terapia
9 Ks. dr hab. Wojciech Szukalski, prof, UAM duchonmy &‘ \/ﬂl : Q d
10, Dra med. Radoshwa Staszak-Kowalska pediacta. chorobypie | |77
sl '{/
Patryci i awrleski .*/7 / /
n, Mgr prawa Patrycie Brzezicka prawies, / ~.'\/4--{-
12. Mer farm. Aleksandra Adamezyk Jfarmaceutka
13, Mgr Lidia Twisiska-Tarczykowska pielggniarka
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Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszezy
KOMISJA BIOETYCZNA
UL M. Sklodowskicj-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.(052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 400/2013 Bydgoszez, 03.09.2013r.

Dzialajac na podstawie art.29 Ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (DzU. 2 1997 r. Nr
28 poz. 152 (wraz z péinicjszymi zmianami), zarzadzenis Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej z dnia 1| maja
1999 r, w sprawic szezegdlowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dzialania komisji bioetyeznych
(DzUNr 47 poz.480) oraz Zarzadzeniem Nr 21 Rekiorn UMK 2 dnia 4 marca 2000 1. 2 pdin, zm. w sprawie
powolania oraz zasad dziatania Komisji Bioetyczeei Uniwersytetu Mikolaja Kopemika w Toruniv przy
Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszezy oraz 280dnie z zasadomi zawartymi w [CH - GCP

Komisja Bioetyezna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszezy

(sklad podano w zatyczeniu), na posiedzeniv w dniv 03.09.2013 r. przeanalizowala wniosek, ktéry
zlozyli kierownicy badania:

Prof. dr hab, Ryszard Olinski
Katedra Biochemii Klinicznej

Dr hab. Andrzej Marszalek, prof. UMK
Katedra i Zakiad Patomorfologii Klinicznej

Dr hab. n, med. Maria Klopocka
Zaklad Pielggniarstwa Gastroenterologicznego
Centrum Endoskopii Zabiegowej

Dr n. med. Zbignicw Banaszkiewicz

Katedra Chirurgii Naczyniowej i Angiologii

Oddzial Kliniczny Chirurgii Ogélnej, Gastroenterologicznej,
Kolorektalnej i Onkologicznej

z zespolem w skladzic:

- dr hab. n. med. K. Bialkowski prof. UMK, dr hab. n. med. D. Gackowski, dr n.
med. R, Rézalski, dr n. med, M. Foksinski, dr n, med. A. Siomek, dr n, med. J. Guz, dr
n. med. T. Dziaman, dr n. med. E. Zarakowska, dr n. med. A. Szpila, dr E. Winicwska,
mgr B. Sikorska, uczestnicy studiow doktoranckich, magistranci,

w sprawie badania:

w>-Hydroksymetylocytozyna (szésta zasada DNA) i jej pochodna S-hydroksymetylouracyl -
nowe biomarkery kancerogenczy? W poszukiwaniu zwigzku migdzy chronicznym stanem
zapalnym/kancerogenczy A powstawaniem S-hydroksymetylocytozyny i 5-
hydroksymetylouracylu,”

Po zapoznaniu sig ze ziozonym wnioskiem i w wyniku przeprowadzone] dyskusji oz glosowania
Komisja podjeta
Uchwalg o pozytywnym zaopiniowaniu wniosku
w sprawie przeprowadzenia badan, w zakresic okredlonym we wniosku pod warunkiem:

* poinformowania uczesinikéw badania w tym rownicz uczestnikéw stanowigeyeh grupe kontrolng o ¢ely
orez zakresie badad | uzyskania od kazdego z nich osobnej, pisemnej, dwiadomgj zsody ma udzial w
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badaniu, zgodnie 2 obowigzujgcymi przepisami, datowangj napoznic] na moment rozpoczEcia

badanin, a nie wezesnicj niz daa uzyskania 7 Komisji Bioctyczne) zgody na takie badanie:

¢ UWAGA! Liczestnicy badania stanowigcy grupe kontrolng nie moga byé rekratowani sposrod studentdw lub
pracownikow Collegium Medicum w Bydgoszezy.

* zachowania tajemnicy wszystkich danych, w tym danyeh osobowyeh pacjentdw, umozliwiajacyeh ich
identyfikacje w ewentunlnych publikacjach;

¢ sugerujemy uzyskanie podpisu uczestnika badania pod informacia o badaniv, lub sporeadzenic formularza
informacji | swiadomej zgody na udzial w badaniu na jednej kance.

Jednoczesnie informujemy, iz Zgods nu udzial w badaniu” winna zawierad min.: imig i nazwisko badanej

osoby, Nr historii choroby pacjents (L.ks.gl. Oddzialw/Poradni) oraz date i podpis badanej osoby, a takze

klauzule, ze uczestnik badania wyraza zgode na przetwarzanie danych osobowych dotyczacyeh realizac)i tematu

badnwezego, z wyjatkiem publikac)i danych osobowych.

Kierownik badania zobowigzany jest do przechowywania wszysikich dokumentow dotyczacych badania praez
okres dwudziestu int

Zgoda obowiqzuje od daty posiedzenia (19.11.2013 r.) do kotca 2017 r.

Wydana opinia datyezy twWko rozpatrywarego waloski = anvzglgcn przodstawionego profekin;
kazdo zmiana | modyfikugie wymaga wzyskania odrgbngi opinii. Wiioskodawes zobowigzany jest do
informowanio o wizelkich poprawkach, ktdre moglyby mieé wphw na opinig Komisil oras poinformowania o
zakonczenin badania,

O niniejszef uckhwaly podmiat samierzajgey przeprowadsic ekspervinent medyezny, kierownik zakladu
opieki zdyowonej, w Kkidrel ekspervanent medveziny ma bé preeprowadsany, mogg wniesé oawolanie do
Qdwolawezej Komisil Bioenyeznef pray Minisnze Zdrowia, zo podredmicnvem Komisii Bloeryezngj przy
Collegivm Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszezy, w terminie 14 dimi od daty otrzymanio niniejszej Uchwaly,

|
Prof. dr hab. mad. Karol Sliwka
\

\

Przewodniczacy Komisji Bioetycanej

Otrzymuja:

Prof. dr hab. Ryszard Oliniski
Katedra Biochemii Kliniczne

Dr hab. Andrzej zalek, prof. UMK
Katedra 1 Zaklad'Patomorfologii Kliniczne)
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Lista obeenodel

na posiedzeniu Komisji Bioctycznej

wdniu 19.11.2013 r,

Lp. Imig i nazwisko Funkejn Plodpls
1 Prof. dr hab, med, Karol $liwka praswodniczacy }
2 Prof. dr hab. Adam Bucidski ¥ =
3. Prof. dr hab, med. Anma Balcar-Boron Beeth
r -
. Pro. dr hab. med, Marek Geabice /m‘/ W)-W
5 Prof. dr bab, med. Zbigniew Wiodarezyk
6. | Drhab. n, med. Katarzyna Pawlak-Osifiska, prof. UMK ' L
b n, o nwi h ”

Wl - Ohde
1, Ksiadz pratat dr hab, Wojciech Szukalski
s Dr o med. Radostawa Staszak-Kowalska M e
9 Dr n. med. Piotr Engelgardt
10, Mgr prawa Patrycja Brzszicka
11 Mgr peawa Jounna Poletek-Zygay ﬂp =
12, Mgr piel. Hanna Ziemalarska \H

[ Loy
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Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygicra w Bydgoszezy
KOMISJA BIOETYCZNA
UL M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.(052) 585-35-63, fux.(052) $85-38-11

KB 400/2013 Bydgoszez, 24.10,2017 1,

Drzialajac na podstawic art.29 Ustawy 2 dnia § grudnin 1996 roku o zawodzic lekarza (D7 U, % 1997 ¢,
Nr 28 poz. 152 (wrwz, 7 pdiniejsaymi zminnami). sarzadrenia Ministra Zdrowla | Opicki Spoleczne) = dnin 11
maje 1999 £, w sprawie szesegdlowyeh ssad powolywunis | finunsownnin oz trybu dzlstanin komisji
bioetyeznyeh (De. U. Nr 47 poz480) oraz Zareadzeniem Nr 21 Rokiors UMK # dnia 4 macca 2009 1. 2 péan,
M. W osprawic powolania ornz zassd dzialanis Komisji Bioetyeme| Uniwersytetu Mikolajs Kopemika w
Toruniu przy Collegium Medicum I Ludwike Rydygior w Bydgoszezy orz zgodnie 7 zassdami rawartymi w
ICH - Gep

Komisja Bioetyezna prey UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszezy

(ktére) skind podano w zalgezeniu) na posicdzeniv w dniv 24.10.2017 r. przesnalizownla
proshe o wyrazenie zgody nu:
¢ rozszerzenie anuliz wykonanyeh w ramach ww. badania o oznaczenin cskpresji gendw DI
1 HIF 7 zastosowaniem tochniki Real-Time PCR,
* przediuzenie czusu wykonywania analiz w ramach nin fejszego badania do konca 2018 roku.

ktdrg zlozyt:

prof. dr hab. Ryszard Olinski
Katedra Biochemil Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszezy

W sprawie badania;

wS-Hydroksymetylocytozynn  (szdsts  zusada DNA) i jej  pochodna 5
hydroksymetylouracyl - nowe biomurkery kancerogenezy? W poszukiwaniv zwigzkn migdzy
chronicznym stunem zapulnym/Kancerogenczy u powstawaniem S-hydroksymetylocytozyny | 5-
hydroksymetylouracylu.”

Po zapoznuniu siv 2¢ zlozonym dokumentem | w wyniku przoprowndzone) dyskusji oras
glosowania jawnego Komisja prayjels do windomodel podine informacje | wyraza zgodg ma powy2sz
pod warunkami okreslonymi w uchwale Komisji podigte) w dniu 032.09.2013 r.

Zgada na kontynuowanie precdmiotowego budania obowigayje do konea 2018 r,

Peof. dr hab. med. Karol Sliwka

Prmwodn@cy Komisjl Bioetyerne)

Otreymuje;

prof. dr hab, Ryszard Olinski
Katedra Dlochemil Kliniexne)
Collegium Medicum w Bydgoszezy
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Lista obeenoged

nit posiedzeniu Komisji Bioctycznej

w dniu 24.10.2017 r.

Lp. Imig | pazwisko Funkeja Podpr
% Prof. dr hab. med. Karol $liwka praewodajezacy {/‘ \ p
2 Prof. dr hab. Adam Bucifski prwo::w 1 < /‘-//( =
3 Prof. dr hab. med. Anna Balcar-Boron : A?:
4. | Prof. dr hab. med. Miecxyslawa Czerwionka-Szaflanska // /Mu/)
- Prof. ds hab. med. Marek Grabiec m. M
6, Prof. dr hab, med, Zbigniew Wlodarczyk
7. | Dt hab, n. med. Katarzyna Pawlak-Ositiska, prof. UMK QMQ?K\ N
8. Ka. dr had. Wojeiech Szukalski, prof. UAM

Drn, med. Radostawa Stuszak-Kowalskn

Dr hib, n med, Maria Kiopocka

Mgr prawa Patrycjn Breezickn

12:

Mgr prawa Joannn Poletek-Zygas

Mgr plel. Hanna Ziomniarska
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Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszezy
KOMISJA BIOETYCZNA
UL M. Sklodowskiej-Curic 9, 85-094 Bydgoszez, tel.(052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 400/2013 Bydgoszcz, 27.02.2018 r,

Dzialajac na podstaswie art.29 Ustawy 2 dnia 5 grudnln 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz. U. z 1997 .
Nr 28 poz. 152 (wraz z péiniejszymi zmisnami), zarzadzenin Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej 2 dnia 11
maja 1999 r. w sprawie szczegblowych zasad powolywania | finansowania oraz trybu dziatania komisji
bioetycanych (Dz. U. Nr 47 poz480) orax Zarzadzeniem Nr 21 Rektora UMK z dnia 4 marca 2000 ¢, z poin.
m. W sprawie powolania oraz zasad dzialania Komisji Bioetycznej Uniwersyletu Mikolaja Kopernika w
Toruniu przy Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszezy oraz zgodnie 2 zasadami zawartymi w
ICH - Gep

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszezy

(ktorej sklad podano w zalgezeniu) na posiedzeniu w dniu 27.02.2018 r.
przeanalizowata prosbe o wyrazenie zgody na:

* wznowienie i kontynuacje badania do korica 2020 roku,

* rozszerzenie analiz w materiale pochodzacym od pacjentow objetych ww. projektem.
W' poszerzonym zakresie badan znajda si¢ analizy glutaranéw oraz ekspresja
niektdrych gendw zwiazanych z ich metabolizmem,

¢ doprecyzowanie i aktualizacje skladu osobowego projektu, tj. ,uczestnicy studiow
doktoranckich" wskazaé imiennie:
- mgr Martyna Modrzejewska,
- mgr Justyna Szpotan,

ktory ziozyl:

prof. dr hab. Ryszard Olinski
Katedra Biochemii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszczy

w sprawie badania:

w3-Hydroksymetylocytozyna  (szbsta  zasada DNA) i jej pochodna
S-hydroksymetylouracyl - nowe biomarkery Kancerogenezy? W poszukiwaniu zwigzku
miedzy  chronicznym  stanem zapalnym/kancerogenezg  a powstawaniem
S-hydroksymetylocytozyny i 5-hydroksymetylouracylu.”

Po zapoznaniu si¢ ze zlozonym dokumentem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji
oraz glosowania jawnego Komisja przyjela do wiadomosei podane informacje i wyraza zgode
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na powyzsze pod warunkami okreslonymi w uchwale Komisji podjetej w dniu 03.09.2013

r. oraz w ewentualnych aneksach do tejze uchwaty.
Zgoda na kontynuowanie przedmiotowego badania obowigzuje do konca 2020 r.

Prof, dr hab. med \Karol Sliwka

Przewodnjczacy Komisji Bioetycznej
B

o~/

Otrzymuje:

prof. dr hab. Ryszard Oliriski
Katedra Biochemii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszczy
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Lista obeenosel

na posiedzeniu Komisji Bioetycznej
wdniu 27,02,2018 r.

Lp. Imlg | nazwisko Funkcja Podpis
1. Prof. dr hab, med, Karol Sliwks przewodniczqcy d‘
2 Prof. dr hab. Adam Bucifski o =g
) ' przewodniczicego

Prof. dr hab. med, Anna Balcar-Borof

Prof. dr hab. med, Mieczystawa Czerwionka-Szaflarska

Prof. dr hab. med. Marek Grabiec

Prof. dr hub. med. Zbigniew Wiodarexzyk

Dr hab. n. med. Katarzyna Pawlak-Osifisks, prof. UMK

Ks. dr hab. Wojcloch Szukalski, prof. UAM

Drn. med. Radostawa Staszak-Kowalsks

10

Dr hab, n med, Maria Klopocka

1L

Mgr prawa Patrycjn Brzezicka

12.

Mgr prawa Joannn Poletek-Zygas

Mgr plel. Hanna Ziemniarska
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Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszezy
KOMISJA BIOETYCZNA
UL M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.(052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 400/2013 Bydgoszez, 19.01.2021 r.

Dziatajgc na podstawie art.29 Ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz, U. z 1997 1.
Nr 28 poz. 152 (wraz z poznicjszymi zmianami), zarzgdzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej z dnia 11
maja 1999 r. w sprawie szczegdlowych zasad powolywania | finansowania oraz trybu dziatania komisji
bioetycznych (Dz. U. Nr 47 poz.480) oraz Zarzadzeniem Nr 21 Rektora UMK 2z dnia 4 marca 2009 r. z poén.
Zm. W sprawic powolania oraz zasad dziatania Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikolaja Kopemika w
Toruniu przy Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszezy oraz zgodnie z zasadami zawartymi w
ICH - GCP

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszezy

(ktorej sklad podano w zalaczeniu) na posiedzeniv w dniu 19.01.2021 r.
przeanalizowala prosb¢ o wyrazenie zgody na:

¢ wznowienie i kontynuacje badania do korica 2023 roku,

* rozszerzenie analiz w materiale pochodzacym od pacjentéw objetych ww. projektem
0 oznaczenia ekspresji gendw na poziomie mRNA i bialek transporteréw witaminy C,
m. in. SLC23A1 kodujacego SVCT1 i SLC23A2 kodujacego SVCT2
z zastosowaniem techniki gQRT-PCR oraz Western Blot oraz wewngtrzkomoérkowego
poziomu witaminy C z zastosowaniem chromatografii cieczowej z detekejg UV,

ktorg zlozyk:

prof. dr hab. Ryszard Olinski
Katedra Biochemii Klinicznej
Collegium Medicum w Bydgoszezy

w sprawie badania:

»>-Hydroksymetylocytozyna (szésta zasada DNA) i jej pochodna
S-hydroksymetylouracyl - nowe biomarkery kancerogenezy? W poszukiwaniu zwigzku
migdzy  chronicznym  stanem  zapalnym/kancerogenezg a  powstawaniem
S-hydroksymetylocytozyny i 5-hydroksymetylouracylu.”

Po zapoznaniu si¢ ze zlozonym dokumentem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji
oraz glosowania jawnego Komisja przyjela do wiadomosci podane informacie i wyraza zgode
na powyzsze pod warunkami okreslonymi w uchwale Komisji podjetej w dniu 03.09.2013 r.
oraz w ewentualnych aneksach do tejze uchwaly.
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Zgoda na kontynuowanie przedmiotowego badania obowiazuje do konica 2023 r.

Prof. dr hab. med. Karol Sliwka

Przewodniczacy Komisji Bioetycznej

Otrzymuje:
peof. dr hab, Ryszard Olifski
Katedra Biochemii Klinicznej

Collegium Medicum w Bydgoszczy
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Lista obecnodei
na posiedzeniu Komisji Bioetyeznej
w dniu 19.01.2021 r.

Lp. Imig | mawisko Funkeja/ Specializacin Podpis
I
1 Prof. dr b, med. Karol $liwka Praswodalorsey J
e L1
Z~caprzewodniczacego | 7\ !
2. Mgr prawa Joanna Poletek-Zygas PIT; W
pediaira, alergologia i i
. | Prof. dr hab, med, Mieczystawn Crerwionks-Szaflarska
4 gastroenteralogia dslecigeo %
4. Prof. dr bab. med. Anna Balcar-Borod pediatria, nefrologia '
polatniciwe,
Prof. dr hab, med, Marck Gradiee
¥ ginekologla onkologicena @/\/
chirurgia ogdlng, o
& Prof. dr hab. med. Zhigniew Wiodarezyk B %
arganlragio ochrony
7. | Drhab. n. med. Katarzyna Pawlak-Osifisks, peof. UMK o i
8 Prof, dr hab. n med. Maria Klopocka ey - ﬂb\.%
9. Ks. dr hab. Wajeloch Szukalski, peof. UAM duchowny tll dhw_a{"
10. Drn. med. Radostawa Staszak-Kowalska pediatria, choroby plue Iéz l
11, Mar prawa Patrycja Brzezicks prownicska
Allcboo
12. Megr farm. Aleksandra Adamczyk farmaceutia \ o
13, Mgr Lidia Iwifiska-Tarczykowska pielggniarka : h
O'Wb\
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Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszezy
KOMISJA BIOETYCZNA
UL M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.(052) $85-35-63

KB 400/2013 Bydgoszez, 25.04.2023 1,

Dzialajoe na podstawie art. 29 ustawy z dnin 5.12.1996 r. o zawodach lekarza i lekarza dentysty (Dz.U.
1997 r. Nr 28 poz. 152, wraz z poin, zm.), rozporzadzenia Ministra Zdrowia z dnin 26.01 22023 r. w sprawie komisji
bioetycznej oraz Odwolaweze] Komisji Biostycznej (Dz,U, 2023 poz 218) oraz Zarzgdzenia Nr 21 Rektora UMK
z dnia 4,03.2009 r, z pdin. zm. w sprawie powolania oraz zasad dziatania Komisji Bioetycznej Uniwersytety
Mikotaja Kopemika w Toruniu przy Collegium Medicum {m Ludwika Rydygiera w Bydgoszezy ornz zgodnie z
zasadami zawartymi w DH | GCP

Komisja Bioetyezna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszezy

(ktorej skiad podano w zalgezeniu) na posiedzeniv w dniu 25,04.2023 r. przeanalizowats
prodbe o:
®  przedluzenie okresu trwania badan do konca 2025 roku;
® rozszerzenie analiz o sekwencjonowanie calogenomowe NGS
® rozszerzenie zespotu badawczego o) prof. dr hab. Marek Figlerowicz, dr Luiza Handschuh,
dr Lucyna Budzko, dr Ireneusz Stolarek, dr Natalia Koralewska, Sandra Kwiatkowska, Patrycja
Brzezifiska, mgr Pawel Mijewski, mgr Aleksandra Wasiléw.

ktorg zlozyt:

prof. dr hab, Ryszard Olinski

Katedra Biochemii Kliniczne)

Collegium Medicum w Bydgoszezy UMK w Toruniu

w sprawie badania:

w3-Hydroksymetylocytozyna (szésta zasada DNA) | jej pochodne 5-
hydroksymetylouracyl - nowe biomarkery kancerogenezy ? W poszukiwaniu zawigzku
migdzy chronicznym  stanem  zapalnym/kancerogenezs a powstawaniem S
hydroksymetylocytozyny | §-hydroksymetylouracylu”,

Po zapoznaniu sig ze ziozonym dokumentem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz
glosowania jawnego Komisja przyjela do wisdomosei podane informacje i wyraza zgodg na powyzsze
pod warunksmi okseslonymi w uchwale Komisji podjetej w dniu 03.09,2013 r. oraz w ewentualnych
ancksach do tejze uchwaly,

Zgoda na kontynuowanie przedmiotowego badania obowigzuje do kofica 2025 r.,

Prof. dr hab. med. Karol Sliwka
\

meodr“m Komisji Bicetycznej
Otrzymuje: = J
prof. dr hab, Ryszard Oliski
Katedra Blochemil Klinicznej

Collegium Medicum w Bydgoszezy UMK w Toruniu

~ »
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Lista obecnosci

‘na posiedzeniu Komisji Bioetycznej
w dniu 25.04.2023 r,
Imig i nazwisko Funkeja/ Specjalizacya Podpis —’
Prof dr hab. med. Karol $liwka medycyna sqdowa i/ &
o
Mgr prawa Joanna Potetek-Zygas prawnicska ( ‘}_ e LA
wlergologia i
Prof i - mad Micasystisa Cxerwical Sty oo algaligia bl
gastroenterlogia dxiectyea e
Prof. drhab. med. Marek Grabiec SIS
Zinekologla onkalogiczna
Prof. dr hab. n med. Maris Kiopocka e cRi
gastrognterologia
chirurgia ogéina,
Prof. dr kab. med. Zbigniew Windarczyk
transplantologia kliniczna
) chirurgia ogdlna,
Dr hab. n. med. Maciej Stupski, prof. UMK
». - transplantologia Miniczna
) tesjol
Dr hab, n. med. Katarzyna Sierakowska, prof. UMK S
| Intengywna terapia
T 00/
Ks. dr hab. Wojciech Szukalski, prof, UAM duchawny UE['\"QHQ’H'
f i
Dr n. med, Radostawa Staszak-Kowalska pediatria, charcby phic 5 f
G [~
Mgr prawa Patrycis Brzezicka preowniczka //,7/1. o[ &
Mgr farm. Aleksandm Adamczyk [farmaceuska
Megr Lidia Iwidska-Tarczykowska plelegniarka 'S J . A
\yf{.’v AL ,/_, I.J
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