Analiza produktéw aktywnej demetylacji DNA w moczu pacjentéw z rakiem jelita grubego

oraz ostrg biataczkg szpikowg

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

Celem pracy byto opracowanie metody pozwalajacej na ilosciowa 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
tandemowgq spektrometrig mas (2D-UPLC-MS/MS, ang. two-dimensional ultraperformance
liquid chromatography tandem mass spectrometry), dokonaliémy 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.

Pierwsza grupe badang stanowili pacjenci z ostrg biataczkg szpikowa (AML) oraz
pacjenci z zespotami mielodysplastycznymi (MDS, ang. myelodysplastic syndromes). W grupie
chorych z AML zaobserwowano wyisze stezenia wszystkich zmodyfikowanych zasad
azotowych i deoksynukleozydéw w poréwnaniu do oséb zdrowych. U pacjentéw z MDS

zaobserwowano réwniez wyzsze poziomy produktéw aktywnej demetylacji DNA w moczu



wzgledem grupy kontrolnej. Stezenia 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 poziomy zaobserwowano u pacjentow z AML. Analiza statystyczna z
wykorzystaniem testu ROC (ang. receiver operating characteristic) pozwolita na ocene mocy
diagnostycznej i zidentyfikowanie obiecujgcych 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 wartoéé prognostyczng sposréd analizowanych
parametrow w przewidywaniu transformacji MDS w AML zaobserwowano dla 5-cadC oraz 5-
hmdU w DNA.

Drugg grupe badang stanowili pacjenci z rakiem jelita grubego (CRC), nieswoista
chorobg zapalna jelit (IBD, ang. inflammatory bowel disease) oraz osoby z polipami (AD, ang.
adenoma). W moczu pacjentédw z CRC i AD zaobserwowano Znaczaco nizszy poziom 5-fCyt w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. Wydalanie z moczem 8-oksydG byto istotnie wyzsze w
przypadku pacjentdw z CRC i IBD. Poziom 5-hmCyt byt istotnie wyzszy w poréwnaniu do grupy

kontrolnej jedynie w grupie 0séb z CRC.
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